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RESUMEN

El estudio de la nanotecnologia se ha direccionado en los ultimos afios hacia el desarrollo e
ingenieria de nanoplataformas hibridas como novedosa area de investigacion y de elevado
interés tecnologico, debido a su potencial aplicacion en la construccién de nanoplataformas
multifuncionales que cumplan tareas de carga y liberacion controlada de farmacos. En el
presente trabajo de investigacion, se propone como objetivo principal la preparaciéon de una
nanoplataforma hibrida (organico-inorganico) multifuncional, es decir, que sea sensible a méas
de un estimulo externo, como es cambio de pH y estimulos térmicos del medio en que se
encuentre. Esta sintesis se llevd a cabo mediante la polimerizacion via radicales libres de la
ANIPAM en presencia de nanovarillas de oro estabilizadas con una matriz polimérica de
quitosano tiolado. Se proponen el uso de materiales sensibles que respondan con cambios
estructurales como respuesta a estimulos externos como radiacion electromagnética e internos
como pH y temperatura. La incorporacion de nanoestructuras inorganicas de metales nobles
como nanovarillas de oro (NvAu) da lugar a la formacion de nanoplataformas hibridas que
pueden ser activadas mediante un haz de luz incidente. Utilizar nanoplataformas como
acarreadores de farmacos; entiéndase por nanoplataformas el acoplamiento de dos o mas
materiales en un dispositivo nanomeétrico, representa varias ventajas para administrar farmacos,
entre las cuales estan el prolongar el tiempo de liberacién, otorgar especificidad al difundirse en
el tejido deseado (ya sea de manera pasiva o activa), y la posibilidad de controlar la liberacion
con estimulos ambientales. Para este trabajo se utilizaron como centro nanoparticulas de oro las
cuales tienen la particularidad de responder a la luz de manera que absorben la mayoria de la
energia (a ciertas longitudes de onda) resonando los electrones superficiales y generando como
consecuencia el calentamiento del material. La razon de utilizar formas anisotropicas como
nanovarillas es desplazar el plasmon de resonancia longitudinal hacia el rojo, evitando dafiar el
tejido al momento de aplicar el estimulo externo por medio de un laser. Se recubrieron las
nanoparticulas de oro con quitosano modificado con grupos tiol (-SH) los cuales son
susceptibles de formar enlaces coordinados con el oro. Se usé el polimero PNIPAM ya que se
caracteriza por una transicién de fase estimulada por la temperatura, por debajo de los 32°C las
cadenas del polimero y las moléculas del solvente forman una mezcla homogénea, mientras que

por arriba de los 32°C se presenta una separacion de fases por el colapso del polimero debido al
X



rompimiento de los puentes de hidrogeno y el predominio de los grupos isopropil. La
caracterizacion estructural de la nanoplataforma se realizé haciendo uso de la técnica de
espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier (FT-IR) para comprobar la
funcionalizacion de los nanorods o nanovarillas de oro (NvAu) con el quitosano. De igual
manera se caracterizd mediante la técnica de Potencial ¢ en cada etapa de sintesis, esto para
comprobar el recubrimiento mediante la carga superficial, que es particular tanto para las NvAu,
como para cada polimero que se utiliz6. El tamafio se midié mediante la técnica de dispersion
de luz dindmica (DLD), ademas, se realizé la caracterizacion morfoldgica mediante Microscopia
de Fuerza Atémica (MFA) y Microscopia Electronica de Barrido (MEB). Con base en los
resultados obtenidos, se concluyd que la nanoplataforma sintetizada es capaz de mantener las

propiedades caracteristicas de cada material que la compone.
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. INTRODUCCION

A nivel mundial, la nanotecnologia ha surgido como novedoso campo de interés en la ciencia
sobre todo por su potencial aplicacion en &reas como la medicina tradicional. Estudios recientes
confirman que una gran diversidad de materiales posee propiedades que prometen mejorar
mecanismos ya establecidos para moléculas con actividad biolégica, uno de los casos mas
estudiados es la carga y liberacion controlada de farmacos [1]. Hasta el dia de hoy, se han
logrado numerosos avances en la rama de la nanotecnologia, esto enfocado en funcionalizacion,
métodos de sintesis y aplicaciones orientadas en la resolucion de problemas actuales en la
medicina. Estos resultados han impactado en el desarrollo y establecimiento de nuevos
protocolos para la obtencién de nanoparticulas con prometedoras propiedades fisicoquimicas
como morfologia, carga superficial y su reactividad quimica. Las sorprendentes bondades de los
nanomateriales surgen de la disminucion relativa de las dimensiones de sus precursores hasta la
nanoescala. Esta se encuentra en un rango que va desde uno hasta cien nanémetros, en la Figura
1, se muestra una comparacion desde la estatura de un ser humano, hasta llegar a las dimensiones
nanométrica de nanoparticulas, pasando por polimeros naturales como el ADN, y finalmente a
las dimensiones atomicas. En estas condiciones, la materia exhibe caracteristicas diferentes de
las que tienen en su estado en “bulto” (agregados grandes de materia), las cuales se encuentran

estrechamente relacionadas con su naturaleza, su morfologia y el arreglo espacial de sus atomos.

1nm = 0,000000001m = 1x10"m Metros (m)
LA 1nm 1 um 1 treny len
0,0000000001 000000000} Q0000000 00000001 0,000001 0.0000% 0.000% 0 am 0l |
1 1 1 | I I 1 1 1 1 |
1 1 I I | I 1 1 I 1 1
03 1 10 100 1000 10 000 100,000 1000000 10000000 300000000 1000000000
Nanémetros (nm) G»?t:ul:fs rojos Acarcs Cerebro humano
5-7.5um 0,20,5mm 13-17em
: T B —— v
Chde P .:q‘) .3 ! = -\ L ‘/,hy '. »
w g . MLCH A N \ !
/= £ o _,.r;;{n \ ) \
Aoeno ADN Nanoparticulas Bacterias Cabello Mosca Ser humano
055A 22 1-100Am Long, 0,5-5um 100 pm 5-8 mm 1-2m

Figura 1. Representacion de la escala nanométrica [2].
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Una de las caracteristicas méas interesantes en los nanomateriales es el incremento en el area
superficial en relacion con su volumen, tal como se puede observar en la Figura 2. Una
nanoparticula esférica de 3 nm tiene una relacion superficie volumen de 2 a 1, mientras que para
una nanoparticula de 1 nm esta relacién cambia 6 a 1, de acuerdo con la ecuacion de la superficie
especifica que es igual al &rea superficial dividida entre el volumen. En sistemas coloidales, el
incremento del valor del area superficial se traduce en el reacomodo de sus atomos,
favoreciéndose la concentracion de la mayoria de los &tomos en la superficie de la nanoparticula.
El nimero de 4&tomos en la superficie en un material se incrementa siguiendo un comportamiento
exponencial, la caracteristica de los 4&tomos superficiales es que tienen menores fuerzas de
atraccion con atomos del interior de la particula por lo tanto su potencial de reaccion es mayor

en comparacion con los materiales en bulto.

Esferas ‘ 0

Diametro 1nm 2nm 3nm
Area superficial 3.14 nm? 12.56 nm? 28.26 nm?
4mr?
Volumen 0.52 nm? 4.19 nm? 14.18 nm?
4/3nr?
Superficie/Volumen 6:1 3:1 2:1

Figura 2. Relacion superficie/volumen en nanoparticulas esféricas [3].

El aprovechamiento oportuno de las propiedades de los nanomateriales puede ser orientado con
el objetivo de resolver problemas de diferentes indoles del conocimiento actual. Hoy en dia, se
conoce acerca de los multiples efectos secundarios debidos a antineoplasicos administrados en
forma pura por diferentes vias, este hecho impacta gravemente en la calidad de vida de los
pacientes que padecen enfermedades cronico-degenerativas [4]. Bajo este contexto resulta
apremiante el disefio y preparacion de sistemas nanoestructurados que de acuerdo a sus

propiedades fisicoquimicas y morfolégicas puedan por ejemplo transitar facilmente por los
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vasos sanguineos del sistema circulatorio o internalizarse en las células via endocitosis.
Aspectos como especificidad biologica de ciertos nanomateriales han sido abordados mediante
la funcionalizacion de nanoparticulas con ligandos especificos de reconocimiento, anticuerpos,
moléculas guia para llegar al tejido blanco y activar mecanismos celulares [5]. A este enfoque
relativamente nuevo se le ha denominado como nanomedicina, disciplina que intenta mejorar la
capacidad de los farmacos (esto es, la absorcion y biodistribucion) de compuestos bioactivos y
asi mejorar el diagndstico, monitoreo, tratamiento y control en sistemas biologicos. Es
importante tener conocimiento de cuales son los materiales que pueden ser Utiles en la
elaboracion de una nanoplataforma, un disefio bastante utilizado actualmente es la combinacion
de materiales inorganicos en el centro, recubiertas de polimeros biocompatibles, aprovechando
las propiedades de las particulas inorganicas combinadas con los polimeros organicos. En la
seccidn de antecedentes se hara hincapié en algunos de los materiales poliméricos mas utilizados
debido a sus respuestas a estimulos ambientales, también se veran los efectos que se pueden
aprovechar de las particulas de metales nobles, en especial las nanoparticulas de oro, para dar

una breve descripcion de las nanoparticulas hibridas y sus ventajas.

1.1. Antecedentes
1.1.1 Estado del arte

En la Gltima década se han reportado cuantiosas publicaciones enfocadas en la sintesis de
novedosos nanomateriales poliméricos organicos [6]. Los estudios de estos materiales van
dirigidos plenamente al desarrollo de materiales capaces de responder a estimulos externos. Este
es el caso de los polimeros inteligentes, es decir, sus propiedades se encuentran en funcion del
medio en que se encuentran. A continuacién, se presenta un resumen sobre las propiedades y

aplicaciones potenciales de los materiales sensibles “In Stimuli”.



1.1.1.1. Materiales Sensibles “In Stimuli”

Los polimeros sensibles “In Stimuli”, son aquellos capaces de responder a estimulos externos
fisicos y quimicos (Figura 3), de manera que ante un cambio en su entorno o ambiente, estos
responden de manera abrupta con cambios relativamente pequefios en una variable, como puede
ser la temperatura, el pH, fuerza idnica, campo magnetico, campo eléctrico, irradiacion de luz,
concentracion de alguna especie, reacciones de Oxido-reduccién, y también en presencia de

algunos agentes quimicos y bioldgicos [7].

Estimulo Respuesta
Agentes Campo ot
Quimicos magnetico ke Superficial
Temperatura pH Radiackn| || Cuimica

Cambio
astructural

Saivente Fuerza lénica EWctrica

Mecamca

Figura 3. Estimulos fisicos y quimicos que conllevan a respuestas caracteristicas de materiales
sensibles “In Stimuli” [8].

Las respuestas ante esta gran variedad de estimulos resultan ser en cambios en las propiedades
Opticas, cambios estructurales, reorientacion magnética, respuestas hidrofobicas/hidrofilicas,
entre otras. Una de las aplicaciones que pueden ser potencialmente prometedoras es en la entrega
controlada de sustancias de interés bioldgico debido a pequefias variaciones en condiciones
ambientales como pH, temperatura, concentracion de ciertas sustancias que ocurren en las
inmediaciones de los tejidos y sus células. Por lo tanto, es factible desencadenar la liberacion de
farmacos, todo esto recae en la estructura y grupos funcionales presentes en los polimeros, los
cuales muestran cambios rapidos en su superficie y por lo tanto en su forma, solubilidad, y

agregacion de las cadenas por efecto de su carga [9].



1.1.1.1.1. Polimeros Termosensibles

Dentro de la clasificacion de materiales sensibles “In Stimuli”, se encuentran aquellos que
responden a estimulos térmicos teniendo como consecuencia un cambio en su acomodo
estructural, y por ende en su solubilidad. Existen dos tipos de polimeros termosensibles de
acuerdo a la temperatura en la cual el polimero es totalmente miscible en el disolvente. Unos
presentan una temperatura de solucién critica superior (0 UCST, por sus siglas en inglés), que
se define como la temperatura por encima de la cual el polimero es completamente miscible en
el solvente (ver Figura 4 A); mientras que la temperatura de solucion critica inferior (o LCST,
por sus siglas en inglés) es la temperatura por debajo de la cual el polimero permanece

completamente miscible en el solvente (ver Figura 4 B) [7, 8].

Temperatura Temperatura
A (A) N ®)
UCST °
Punto de
turbidez
Punto de
turbidez |
LCST | .
v WS Composiciol O e comoosicin

Figura 4. Diagrama de las transiciones LCST y UCST en materiales termosensibles [12].

1.1.1.1.1.1. Poli-(isopropilacrilamida) (PNIPAM)

Los polimeros que tienen una respuesta a la temperatura como consecuencia de su LCST tienen
un gran potencial de aplicacion como matrices en las cuales se pueden cargar farmacos, usar
como vector de genes e incluso en ingenieria de tejidos. Este tipo de respuesta (LCST) se

caracteriza por un colapso de la estructura del polimero debido al incremento de la temperatura



del sistema. La poli-(Isopropilacrilamida) o PNIPAM es un polimero sintético formado por
monomeros N-isopropilacrilamida, conformado por un grupo amida unido a la cadena principal,
el cual tiene a su vez un grupo isopropil como terminacion (ver estructura en la Figura 5). La
respuesta LCST del PNIPAM se sitta entre los 30°C y 34°C. La razdn de que el PNIPAM
presente esta respuesta al elevarse la temperatura (LCST) se debe a que el proceso estd
favorecido entrépicamente, es decir, predomina sobre el contribuyente entélpico, esto da lugar
a una energia libre de Gibbs positiva, resultando en una separacion de fases debido a que el

proceso de solubilidad esta desfavorecido termodinamicamente. [10].

[ Ho H ] Hidrofobico
RS
E C= i Hidrofilico
M
il CHs Hidrofébico
HC\
CHs

Figura 5. Estructura quimica de la poli-(isopropilacrilamida).

1.1.1.1.1.2. Polivinilcaprolactama (PVC)

La polivinilcaprolactama es un polimero (ver estructura en la Figura 6) que tiene una
temperatura de transicion similar a la PNIPAM, situada en aproximadamente en los 33°C, y
aungue no ha sido tan extensamente estudiado como la PNIPAM, tiene un gran potencial de

aplicacion debido a que presenta el mismo comportamiento termosensible a una temperatura
6



similar a la del cuerpo humano. Otra de las ventajas de este polimero es que es soluble en
solventes organicos y agua, es biocompatible y posee una gran capacidad de absorcion [13].

Figura 6. Estructura quimica de la PVC.

1.1.1.1.1.3. Poli(metilvinileter) (PMVE)

Este polimero (ver estructura quimica en la figura 7) tiene una temperatura de transicion de
37°C, este valor corresponde con la temperatura fisiologica del cuerpo humano, por lo que tiene
un gran potencial de aplicacion en areas biomédicas. El inconveniente de este polimero esta en
su modo de sintesis, pues tiene que ser sintetizado por polimerizacion cationica bajo condiciones
inertes, es por esto que no se pueden afiadir nucleéfilos como alcohol o grupos amino durante
la sintesis ya que pudieran resultar en otras especies quimicas indeseadas. Esto limita el
potencial de aplicacion de la PMVE respecto a los disolventes que se pueden usar durante la
sintesis, ademas de la posibilidad de afiadir comonémeros para modificar la LCST [14].



CHzO

n

Figura 7. Estructura quimica del PMVE.

1.1.1.2. Nanomateriales inorganicos
1.1.1.2.1 Metales nobles

Las nanoparticulas de metales nobles han atraido la atencion por sus cualidades Unicas, incluido
su alto coeficiente de extincion molar, lo que significa que absorbe fuertemente la luz adn en
concentraciones bajas. Aparte de esto, los metales nobles como la plata se han utilizado desde
hace tiempo como antibidticos, incluida su administracién por via topica en heridas y como
antifungico [15]. El platino también ha sido utilizado como superficie para catalizar reacciones
quimicas de hidrogenacion [16]. Las nanoparticulas metélicas tienen gran versatilidad y
capacidad de ser modificados en su superficie por funcionalizacién con especies quimicas de
interés, que sean biocompatibles para aplicacion en biomedicina. Algunas aplicaciones que se
han investigado son en imagenologia diagnostica, sensores bioldgicos y terapias contra el
cancer, ya sea para generar termoablacion de tejido dafiado o como acarreadores de farmacos
[17].

1.1.1.2.2 Nanovarillas de oro

Las nanoparticulas de oro presentan propiedades dpticas excepcionales. Fueron reportadas en la
literatura cientifica por primera vez en 1857 por Michael Faraday al formar nanoparticulas por

la reduccion de sal de oro, y atribuyé el color rojo de la solucion al estado coloidal de las
8



particulas de oro [18]. Recientemente las nanoparticulas de oro han sido objeto de intensa
investigacion debido a que una de sus propiedades mas interesantes, el plasmon de resonancia
localizado en la superficie (LSPR, por sus siglas en ingles). EI LSPR es un fendbmeno de
naturaleza optica, que radica en la interaccion de ondas electromagnéticas de cierta frecuencia
y los electrones de la banda de conduccion en la superficie de una particula metalica. Este
proceso ocurre si se irradia a las particulas con cierta longitud de onda en la que los electrones
de la banda de conduccién de las particulas comienzan a oscilar de manera colectiva y
relacionada con la red de iones positivos. Cuando los electrones entran en un estado de
oscilacion colectiva a esta frecuencia, la energia de la luz incidente es absorbida por la
estructura, y debido a que el oro tiene un alto coeficiente de extincién molar, esto trae como
consecuencia una transduccién fototérmica, y por lo tanto se eleva la temperatura de la

estructura [19].

El fendmeno de LSPR de las particulas de oro se puede ajustar dependiendo principalmente del
tamano y la forma de la particula. Este fendbmeno se presenta en estructuras tipo NvAu, en estas
estructuras metalicas se puede apreciar un plasmon de resonancia transversal y uno longitudinal
(como se observa en la Figura 8, las nanoparticulas alargadas presentan dos bandas de absorcion,
que se puede ajustar al variar la relacion de aspecto). Es importante tener en cuenta que para
aplicaciones biomédicas se tiene que elegir una frecuencia de luz que no sea dafiina para los
tejidos, y que a su vez pueda penetrar en el tejido para facilitar su uso y que el procedimiento
sea menos invasivo. Se sabe que hay una region del espectro electromagnético en la que los
tejidos bioldgicos son minimamente perjudicados, es la llamada “ventana biol6gica” [20].
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Figura 8. Evolucidon del plasmon de resonancia superficial de nanoestructuras de oro al variar
la relacion de aspecto [21].

Esto supone una gran gama de aplicaciones de las NvAu, ya que es posible causar una respuesta
del material con solo irradiar con luz de la frecuencia correspondiente al LSPR, el cual se puede
ajustar variando el tamafio, forma, composicion y funcionalizacién de la particula. Ademas es
posible incluir a las NvAu en terapias mdltiples aprovechando el calentamiento local para
inducir muerte celular y en ciertos casos aprovechar el calentamiento para liberacion de

farmacos por estimulo térmico [22].

1.1.1.3. Materiales hibridos

El uso de mas de un material termosensible de diferente naturaleza y propiedades fisicoquimicas
pudiera ser aprovechado en el disefio de nuevas nanoplataformas con objetivos terapéuticos
[23]. Las particulas inorganicas suelen ser menos biocompatibles y hasta presentar cierto grado
de toxicidad que limita sus posibles aplicaciones. Es por esto que es recomendable recubrir o
encapsular las nanoparticulas inorganicas de manera de favorecer su compatibilidad con el

tejido bioldgico, adicionalmente es posible adornar estas particulas con ligandos o receptores
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especificos que mejoren la internalizacion en el tejido dafiado. Entre los materiales inorganicos
que se suelen utilizar se pueden enlistar los metales nobles (oro, plata, platino, paladio) que son
aplicados como agentes de terapia fototérmica, los semiconductores (seleniuro de cadmio, éxido
de titanio) que se pueden utilizar como agentes de contraste en dispositivos como los puntos
cuénticos, y los materiales magnéticos (cobalto, niquel, hierro-cobalto y éxido de hierro) que
son sensibles a campos magnéticos [24]. Toda esta gama de nanomateriales pueden ser
sintetizados en presencia de los compuestos organicos con los cuales se pretende funcionalizar,
0 bien se puede hacer un intercambio de ligandos si es que las nanoparticulas inorganicas
necesitan ser sintetizadas bajo ciertas condiciones especificas que no son las adecuadas para el
compuesto funcionalizante [25].

1.1.1.3.1. Sistema PLGA-Magnetita

Las particulas magnéticas tienen gran potencial en nanomedicina, y se ha investigado su
aplicacion como agentes de separacion magnetica, hipertermia para tratamiento de tumores,
como agente de contraste, y como se ha recalcado anteriormente, como particulas acarreadoras
de farmaco que pueden ser guiadas bajo un campo magnético [26]. Se ha demostrado que al
encapsular las nanoparticulas de magnetita se reduce notablemente su toxicidad y se previene la
agregacion [27]. Dicho esto, uno de los polimeros mas usados para recubrimiento de particulas
inorganicas es el acido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA, por sus siglas en inglés), por ser
biocompatible y degradarse gradualmente, lo que significa que puede utilizarse para cargar
farmacos, y ya que la matriz polimérica se va degradando con el tiempo, el f&rmaco encapsulado

se libera paulatinamente [28]. La estructura quimica del PLGA es representada en la Figura 9.

11
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Figura 9. Estructura quimica del PLGA.

1.1.1.3.2. Sistema quitosano-nanoparticulas de oro

Se han reportado en la literatura estructuras formadas por nanoparticulas de oro| funcionalizadas
con quitosano modificado, al cual se le afiaden grupos tiol (-SH) que son susceptibles de
reaccionar con la superficie de las particulas de oro, adsorbiéndose en estas mediante una
interaccion quimica relativamente fuerte. En 2012 Shobhit Charan y col. sintetizaron una
nanoplataforma hibrida compuesta de NvAu cubiertos con MUA (&cido 11-
mercaptoundecanoico) y ligados covalentemente con quitosano, que posteriormente fueron
conjugados con el anticuerpo monoclonal contra EGFR (receptor del factor de crecimiento
epidemial), para darle una funcionalidad dirigida hacia la linea celular CAL 27. La
nanoplataforma demostré acumulacion selectiva, ademas de elevada biocompatibilidad [29]. En
2014 Anna Regiel-Futyra y col. desarrollaron una nanoplataforma en la que el quitosano fue
utilizado como agente reductor y estabilizante para la sintesis de nanoparticulas embebidas.
Fueron utilizados distintos tipos de quitosano variando el peso molecular y el grado de
desacetilacion con el objetivo de obtener un nanocomposito con actividad antimicrobiana sin

gue presentara efectos citotoxicos en células somaticas de mamifero [30].
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Il. MARCO TEORICO

El capitulo en curso servira como soporte tedrico, en este se expondran los temas basicos y
algunas definiciones con las que se habra de estar familiarizado para comprender en su totalidad

el contexto en el que estd enmarcado el tema del presente trabajo de tesis.

I1.1. Nanociencia y Nanotecnologia

La nanotecnologia es un campo de estudio muy amplio con pretensiones a aplicaciones
practicas, cuyo principio unificador en donde convergen todas sus ramas es su enfoque al
estudio, disefio y caracterizacion de materiales en la escala de los nandmetros (en la Figura 10
se muestran las ramas de la ciencia y la ingenieria que convergen para el estudio y desarrollo de
nuevos materiales en la escala nanométrica). Las principales razones para estudiar la materia en
este nivel de tamafio es la modificacion del aspecto o relacion superficie-volumen, ya que en
comparacion con agregados mas grandes de materia, los objetos que tienen reducido una o varias
de sus dimensiones en la nanoescala (por lo general se suele considerar la nanoescala entre los
0.2 nmy 100 nm) tienen mayor area disponible en relacion con su volumen, y esto es importante

debido a que es en la superficie donde ocurren la mayoria de fendbmenos e interacciones.

Biologia

Figura 10. Disciplinas que interactGan sinérgicamente para complementar el estudio de la
nanotecnologia [31].
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Otra de las razones por lo cual es interesante estudiar la materia a esta escala es el predominio
0 manifestacion de efectos cuanticos, en especial los relacionados con las interacciones luz-
materia. Se puede considerar a la nanotecnologia un enfoque multidisciplinario en el que
intervienen varias ramas de la ciencia como la fisica, quimica, biologia, ciencia de materiales,
entre otras. Cada una de estas ramas aporta sus conocimientos para lograr un objetivo en comun,
siempre teniendo en cuenta, y como principio unificador, la escala de tamafio nanométrica en la
cual se trabaja. Entre los productos de utilidad y técnicas que se basan en la aplicacion de la
nanotecnologia se pueden enlistar los siguientes: técnicas de liberacion de farmacos,
nanopeliculas, técnicas de filtracion de agua, nanotubos de carbono y transistores a nanoescala
[32].

11.2. Nanomateriales, propiedades y sintesis

Aunque por consenso general se define a un nanomaterial como todo aquel que tiene una o
varias de sus dimensiones menores a los cien nanémetros, hay ocasiones en las que el material
suele exceder estas dimensiones, y seguir manteniendo sus propiedades. Esto sucede en los
nanodispositivos hibridos que estan compuesto de varios materiales, un ejemplo es el caso de
una nanoparticula metalica hibrida, en la que su tamafio sobrepasa las dimensiones consideradas
dentro de la nanoescala, pero se toma en cuenta que cada material sigue conservando sus
propiedades nanométricas. De este modo, las principales caracteristicas de los materiales
estructurados a nivel nanométrico son su mayor superficie disponible en relacion con su
volumen y la manifestacion de fendémenos cuanticos que dependen de la naturaleza del material
precursor, ademas de la forma y método de sintesis. A pesar de que existen numerosos métodos
para sintetizar materiales de distintas formas, tanto para formar puntos cuanticos, peliculas,
nanoalambres, entre otros, esto en realidad depende de la naturaleza del material del que se
parte, por lo que es muy distinto para las distintas clasificaciones de materiales. Estos métodos
se engloban en dos grandes grupos, el método “top down”, que parte de materiales en bulto para
hacer estructuras méas pequeiias, y el método “bottom up”, el cual, al contrario, parte de &tomos

0 moléculas para hacer estructuras mas grandes (ver Figura 11).
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Figura 11. Representacion grafica de las metodologias “Top down” y “Bottom up”.

11.3. Nanomedicina

Uno de los mayores retos de los farmacos aplicados en su forma pura es que estos se dirijan a
su tejido blanco sin dafiar el tejido sano circundante, que la liberacion de este sea controlada, y
que estos lleguen a su destino en su forma activa manteniendo sus funciones bioldgicas. Para
remediar estas adversidades el objetivo que la nanomedicina se propone es usar con un nuevo
enfoque estos mismos farmacos, de manera que se remedien estos problemas, montandolos en
vectores que eviten el deterioro de los farmacos, que respondan de manera sensible a estimulos
ambientales y que se liberen de manera controlada solamente en el tejido afectado (en la Figura
12 se representa una nanoparticula multifuncional idealizada). Para esto se propone aprovechar
las cualidades que tienen los materiales al reducirse a la escala nanométrica. De los materiales
inorganicos como metales nobles, 6xidos metalicos, ceramicas y tierras raras se pueden
aprovechar sus propiedades Opticas y magnéticas, ya que en respuesta a un haz de luz incidente
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estos pueden absorber y dispersar ondas electromagnéticas, generando efectos muy interesantes
que pueden ser utilizados de manera de contraste, como terapia fototérmica, o en el caso de
aplicar un campo magnético, guiarlas o inmovilizarlas en el tejido deseado. Los materiales
organicos, y en especial los polimeros también representan una buena opcion como matrices en
las que atrapar farmacos, de manera que actien como redes en las que se puedan transportar
hasta llegar al sitio blanco y liberarse por efecto de degradacion o cambio estructural debido a
estimulos ambientales.

SIiRNA

Farmacos

Proteinas Dendritas

Marcadores]
Tumorales
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Péptidos (¢

Polimeros
ssDNA

Fluoroforos Carbohidratos

Figura 12. Nanoparticula multifuncional disefiada con fines biomédicos. En su estructura
incluye ligandos especificos y farmacos para complementar el tratamiento de enfermedades de
forma inteligente [1].
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I1.4. Clasificacion de los materiales utilizados en la nanomedicina.

Como se ha comentado anteriormente en la seccion introductoria, los nanomateriales se pueden
clasificar segln su naturaleza en organicos e inorganicos, dependiendo de si en su estructura
presentan cadenas hidrocarbonadas y grupos funcionales propios de moléculas organicas, o si
estos presentan estructuras cristalinas y enlaces propios de moléculas inorganicas, tales como
metales nobles y ceramicos, estos materiales tienen una gran area de aplicacion en aplicaciones
de la nanomedicina especificamente en el disefio e ingenieria de nanoplataformas
biocompatibles que sean Utiles en tareas de carga y liberacion controlada de sustancias de interés

bioldgico.

11.4.1. Materiales inorgénicos

Respecto a la sintesis de nanoparticulas inorganicas, estas se procesan de tal manera que se
supere la barrera energética de reactividad y difusion lenta, lo cual se logra aplicando la
suficiente energia por medio de técnicas como la molienda mecanica y tratamiento térmico o
calentamiento. Aunque esto funciona muy bien para materiales en “bulto”, este enfoque por lo
general resulta en una alta disparidad de tamafios, esto suele ser poco practico para el desarrollo
de nanoparticulas coloidales, mas alin cuando se requiere una alta precision al ajustar parametros
que repercuten directamente en el “nanoefecto” que se desea manifestar de manera homogénea,
tal como el plasmon de resonancia o emision de ciertas longitudes de onda. Para evitar estas
desventajas de los métodos “Top down” se han desarrollado varias metodologias para mejorar
la monodispersidad de tamafios y el rendimiento de los reactivos, en estos métodos,
denominados “Bottom up”, se suele partir de precursores moleculares y se llevan a cabo bajo
condiciones mas suaves, generalmente por reduccion de sales que cristalizan en una dispersién
coloidal [33]. El tamafio y la forma de las particulas se puede manipular variando parametros
como la concentracion, el tipo de reductor, el tipo de surfactantes o ligandos utilizados como
plantilla, aditivos (como el nitrato de plata en el caso de algunas nanoparticulas de oro), el tipo
de semilla (en caso de método mediado por semillas), asi como la temperatura a la cual se lleva
a cabo la sintesis. En su articulo de revision de 2008, Partha Ghosh y col. resumieron los
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métodos para sintetizar nanoparticulas de oro, el primero por reduccion de AuCI(PPhs) con
diborano o borohidruro de sodio, en el cual el recubrimiento es fosfina del trifenilfosfano; con
este método se obtienen nanoparticulas con un didmetro de 1 a 2 nm. El segundo método es por
reduccion bifasica de HAuUCIs por borohidruro de sodio en presencia de agentes de
recubrimiento tiolados, con el cual se obtienen nanoparticulas de 1.5 a 5 nm de didmetro. El
tercer método consiste en la reduccién de HAuCl4 con citrato de sodio en agua, dando tamafios
de 10 a 150 nm de diametro [34].

A pesar del enorme potencial de aplicacién de las nanoparticulas de oro para fines biomédicos,
el posible efecto citotdxico que puedan tener ain permanece en tela de juicio. Aunque el oro sea
un metal poco reactivo en “’bulto’’, queda en duda si la reduccion de tamafo a una escala
nanométrica aumenta la toxicidad, ya sea por efectos de su reactividad o por consecuencias
mecénicas. En 2010, Paresh Chandra Ray y col resumieron varias investigaciones que se han
hecho al respecto sobre la toxicidad de los nanomateriales, incluyendo también trabajos de su
grupo de investigacion en el departamento de quimica de la Jackson State University. Su grupo
ha investigado el efecto que tiene el tamafio y la forma de nanoparticulas de oro sobre la
internalizacion celular y la toxicidad en queratinocitos HaCaT de piel humana. Al observar bajo
el microscopio electronico de transmision se encontrd que las nanoparticulas de oro pueden
penetrar facilmente en el ndcleo celular y acumularse en él. Ademas, hicieron un estudio para
corroborar si las bandas de absorcion atribuidas al plasmén de resonancia cambiaban a través
del tiempo, lo cual se confirmé y se adjudicé a la formacion de agregados de las propias
nanoparticulas de oro [35]. Dentro del mismo articulo se menciona una investigacion de
Catherine M. Goodman y col. de la Universidad de Massachusetts, en la que examinan el efecto
toxico debido a la funcionalizacion de particulas de oro con ligandos catidnicos y aniénicos,
encontrando que debido al efecto de la carga electrostatica, los ligandos catidnicos presentan
una mayor toxicidad al interactuar con la superficie de las membranas celulares cargadas
negativamente [36]. Por otra parte U. Taylor y col. asocian los efectos citotdxicos de las
nanoparticulas de oro principalmente al tamafio, al Potencial ¢ y a la funcionalizacién de la
superficie. Se menciona que en un estudio realizado en ratones, particulas con un rango de

tamario de 8 a 37 nm indujo que estos enfermaran gravemente y acorto su periodo de vida en 21
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dias, ademas se encontr6é que la funcionalizacion con citrato y CTAB resultaron ser las méas
toxicas [37].

Las nanoparticulas de oro exhiben propiedades que son muy diferentes de las de otros
materiales, y debido a su eficiente transduccion de luz en calor estas pueden utilizarse para
erradicar tejido enfermo de una manera especifica por medio de ablacion térmica, aprovechando
este efecto particular por el cual las particulas responden al ser irradiadas con longitudes de onda
que corresponden a la banda de absorcion que concuerdan con su plasmon de resonancia
superficial [38]. Erik C. Dreaden y col. enlistaron algunos de los usos potenciales de las
nanoparticulas de oro en biomedicina, entre los cuales, ademas de la ya mencionada terapia
fototérmica, menciona su uso potencial como vehiculos liberadores de farmaco, argumentando
que su gran area superficial es excepcional para anclar farmacos, mejorando la solubilidad y
estabilidad, ya que al estar atados a la superficie estan menos expuestos a posibles efectos de
degradacion. Otra ventaja es que se pueden funcionalizar con ligandos especificos, aumentando
la especificidad y evitando efectos adversos en tejido sano. También se menciona que la
funcionalizacién con mdltiples ligandos permite interacciones multivalentes con receptores de
membrana otras biomoléculas, ademas, se ha demostrado que las nanoparticulas de oro se
acumulan preferentemente en tejido tumoral por efecto de la angiogénesis [39]. EI LSPR es
entonces resultado de la interaccion los fotones del haz de luz incidente y los electrones
localizados en la superficie de la nanoparticula, que se mueven en la banda de conduccion. Esta
interaccion entre la luz y los electrones superficiales provoca que estos oscilen colectivamente
de forma coherente, y esta energia luego es transmitida a la red cristalina provocando
movimiento vibracional y por lo tanto el calentamiento de la estructura. La frecuencia a la cual
resuenan los electrones en la capa de conduccion depende de factores tales como el material del
gue estd compuesto la nanoparticula, el tamafio, la forma, el ambiente que la rodea y la
separacién que hay entre las particulas [40]. EI LSPR es objeto de estudio de la plasmonica,
disciplina que se encarga de estudiar este tipo de interacciones entre la luz y la materia, los
efectos que se derivan de este fendmeno han conllevado a un esfuerzo colectivo para investigar
una vasta gama de aplicaciones en espectroscopia de superficie, sensores quimicos y biolégicos,

y fabricacion de objetos por litografia [36—40].
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11.4.1.1. Nanoesferas

Las nanoparticulas de forma esférica son las primeras en haberse sintetizado, siendo Turkevich
y col. en 1951 quien desarrollo un método simple utilizando citrato de sodio como agente
reductor [22]. Respecto a las propiedades plasmonicas de las nanoesferas de oro se puede decir
que los dos principales parametros que afectan su LSPR son, primero, la constante dieléctrica
del medio dispersante, y segundo, el tamafio de la nanoparticula o didmetro. Cuanto més grande
el didmetro, la frecuencia méxima de la banda de absorcion del LSPR presenta un corrimiento
hacia el rojo. De igual manera, cuando las nanoparticulas se juntan para formar agregados mas
grandes se recorre la banda de absorcion del LSPR hacia la region infrarroja [22]. En
comparacion con otras formas, la morfologia esférica presenta ventajas tales como métodos de
sintesis faciles de dominar, al igual que sus métodos de funcionalizacion. Los métodos de
sintesis han mejorado tanto que es posible obtener nanoesferas de oro con un indice de
monodispersidad excepcional por el método de reduccidn con citrato. El rango de tamafio puede
ser ajustado variando la concentracion de citrato de sodio, desde un par hasta cientos de
nandémetros [46]. El rango de absorcion del LSPR para las nanoesferas de oro es de 510 nm a
los 550 nm. La anchura del pico o banda de absorcion indica la distribucion de tamarfios que se

encuentra en la muestra [18].

11.4.1.2. Nanovatrillas de oro

Como se menciond anteriormente, aunque las nanoparticulas de metales nobles como el oro
manifiestan el fendmeno de LSPR, se busca que la banda de absorcién se restrinja a una
frecuencia tal que no dafie los tejidos bioldgicos, mientras que la particula siga mostrando una
eficiente transduccion fototérmica. De igual manera se menciond que algunas de las maneras de
ajustar la banda de absorcion del LSPR mediante la variacion del tamafio y la forma de la

particula.

Se pueden resumir tres métodos principales para la sintesis de NvAu: el método de plantilla, el

método electroquimico y el método mediado por semillas. EI método de plantilla se basa en la

deposicion electroquimica del oro dentro de plantillas porosas compuestas de alimina o de
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policarbonato. Después de la deposicion la plantilla de alimina es disuelta con un estabilizador
polimérico. Por Gltimo, las NvAu son dispersadas en un disolvente orgéanico. Evidentemente el
diametro de las nanoparticulas sintetizadas por medio de este método coincide con el didmetro
de poro de la plantilla de alimina [47]. En el método electroquimico, el metal comienza a
oxidarse en el anodo, mientras que los cationes del metal se desplazan hacia el catodo, en el
proceso, la reduccion toma lugar con la formacion de nanoparticulas en presencia de un
surfactante o agente estabilizador [48]. A pesar de haber muchos otros métodos, el més utilizado
sigue siendo el método mediado por semillas. La técnica se utiliza pequefias semillas de cristales
de oro de entre 2 a 5 nm de didmetro que son sintetizados a partir de HAuUCls como precursor,
en exceso de un reductor fuerte como el NaBH4 para promover el crecimiento isotrépico de
pequefias particulas. Estas estructuras actuaran como semillas seran afiadidas seguidamente a la
solucion de crecimiento, que consta de igual manera del precursor HAuCl4, un agente reductor
débil (4cido ascérbico), ademés de un agente que actlie como plantilla para guiar el crecimiento
anisotrdpico, que por lo general es un surfactante cationico como el CTAB (bromuro de
cetiltrimetilamonio), el cual se sabe qué forma micelas de formas tubulares. Para el método
mediado por semillas se utilizan cominmente aditivos para afiadir el ion plata a la solucion, este
se cree que actla adsorbiéndose preferentemente en las facetas {110} de las particulas de oro,
Ilevando a un crecimiento relativamente rapido de otras facetas lo cual promueve un crecimiento
anisotrépico. Por otro lado, en ausencia de iones de plata el surfactante es el que juega un papel
adsorbiéndose diferencialmente en las facetas cristalinas. La adsorcion preferencial del
surfactante ocurre en las caras {100} y {110}, lo que bloquea el crecimiento en esas facetas
mientras permite el aumento de la cara {111} [49].

Es mediante la variacion de la relacién de reactivos, concentraciones y parametros fisicos de
sintesis que se logra guiar a las nanoparticulas a crecer de forma anisotrdpica. Las formas
anisotrépicas como es el caso de las NvAu, presentan caracteristicas plasmdnicas unicas en
comparacion con las formas esféricas, ya que ofrecen dos bandas de absorcion para su LSPR,
una correspondiente a modo transversal, asociado con la oscilacion de los electrones en la
direccién transversal, y otro modo longitudinal, asociado al movimiento oscilatorio de los

electrones a lo largo del eje de la nanoparticula. La longitud de onda correspondiente a la banda
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de absorcion del LSPR longitudinal se puede ajustar a lo largo de un amplio espectro, cubriendo
desde la regidn visible hasta la region cercana al infrarrojo (NIR) [50]. Esta caracteristica
convierte a los nanovarillas en una de las formas mas convenientes para aplicaciones
biomédicas, ya que se busca que al irradiar a las particulas las longitudes de onda incidentes
estén en el rango conocido como la “ventana biologica”, que es donde la hemoglobina y el agua

presentan minimos de absorcion, esta region se encuentra entre los 650 nm y los 900 nm [20].

11.4.1.3. Otras formas de nanoparticulas de oro

Existen otro tipo de estructuras ademas de las ya descritas anteriormente, que, aungque no son
tan faciles de sintetizar y sus parametros de sintesis no estan bien definidos, éstas presentan
caracteristicas que las hacen particularmente interesantes por sus propiedades plasmonicas y
geométricas. Uno de estos arreglos que se han logrado sintetizar son las nanocorazas, que son
particulas esféricas constituidas de un centro dieléctrico cubierto de una fina capa de oro. Por
sus propiedades Opticas, sus campos de aplicacidén son imagenologia Optica en biomedicina,
fluorescencia mejorada de moléculas emisoras débiles, aplicaciones en terapéutica, SERS y
espectroscopia de absorcién infrarroja mejorada [18]. La longitud de onda del LSPR de las
nanocorazas de oro puede controlarse a lo largo de un amplio rango que cubre desde una porcion
de la region visible hasta el espectro cercano al infrarrojo entre los 700 nm y 1100 nm, esto
simplemente variando el tamafio o la proporcion relativa entre la capa interna y la externa [51].
Uno de los inconvenientes de las nanocorazas es que con los métodos de sintesis existentes solo
se han logrado sintetizar tamafios de particula de entre 80 nm y 150 nm de diametro, lo cual
reduce sus posibilidades de aplicacién médica ya que particulas dentro de ese rango son captadas
por el sistema reticulo endotelial, y su difusion estd limitada dentro del tejido [38]. Otro tipo de
estructura que se puede formar son las nanocajas, estas constan de estructuras huecas y porosas.
La banda de absorcion LSPR de las nanocajas puede ser recorrida hacia la region cercana al
infrarrojo controlando el grosor y la porosidad de la estructura. Ya que son estructuras huecas
se puede aprovechar ese espacio para almacenar otras particulas de diferente naturaleza en su
interior, esto para desarrollar nanoplataformas multifuncionales hibridas, ademas es posible

funcionalizar con ligandos en el exterior y poder cargar farmacos dentro de estas [19]. La banda
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de absorcidn que corresponde al LSPR puede cubrir el rango desde los 500 nm a los 1200 nm
[18].

11.4.2. Nanoparticulas Organicas

Las particulas organicas son aquellas que estan compuestas de precursores que contienen en su
estructura principal cadenas hidrocarbonadas, que principalmente suelen ser polimeros o
estructuras lipidicas, estds se unen para formar particulas sélidas. A diferencia de las
nanoparticulas inorganicas los coloides orgénicos presentan un caricter mas dindmico en su
estructura, esto favorecido por sus fuerzas de interaccion intermoleculares que resultan ser
débiles en comparacion con los materiales inorganicos y que participan principalmente en la
estabilidad coloidal [52].

Las nanoparticulas se pueden dividir en dos grandes grupos principales en funcién de su
estructura, estos son nanoesferas y nanocapsulas. La estructura de las nanoesferas se compone
de una red sélida de densidad relativamente homogénea, mientras que las nanocapsulas estan
compuestas de un centro hueco rodeado por una pared o coraza de material solido organico.
Aunque por lo general dominan las formas esféricas o semiesféricas, también se pueden
encontrar geometrias no esféricas, tales como tubos o estructuras ramificadas [53]. Al igual que
las particulas inorganicas, se han desarrollado varios métodos para la sintesis de nanoparticulas
organicas, que recaen bajo la misma clasificacion, los métodos “Top Down”, también
denominados de alta energia, y los métodos “Bottom up”, llamados de baja energia, algunos de
estos métodos son la precipitacion por antisolvente, el autoensamblaje, coacervacion,

microemulsion y nanoemulsion, y métodos mediados por plantilla [54].

11.4.2.1. Micelas y liposomas

Las micelas y los liposomas son estructuras cuyos bloques de construccién o monomeros son
moléculas anfifilicas, es decir, moléculas que estan constituidas de una seccion hidrofilica

(cabeza), esto quiere decir que es soluble al agua, y otra seccion hidrofébica (cadena) que
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permanece insoluble en agua (en la Figura 13 se muestra la estructura de los monémeros, con
las cadenas amarillas representando las secciones hidrofobicas, ademas se pueden apreciar las
estructuras que forman al estar en solucion acuosa). Esto puede explicarse por la polaridad de
cargas que presentan estas secciones. La principal diferencia estructural es que las micelas se
componen de una monocapa de moléculas anfifilicas dispuestas esféricamente, quedando los
grupos polares hidrofilicos en contacto con el agua y los grupos no polares hidrofdbicos aislados
en el interior. Mientras que los liposomas estan constituidos de una doble capa, pudiendo

encerrar moléculas hidrosolubles en su interior [47, 48, 50, 51].

Figura 13. Estructura de un liposoma con doble capa lipidica, una micela y una lamina de
doble capa lipidica [57].
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11.4.2.2. Polimeros

Los polimeros son macromoléculas que se construyen a partir de segmentos pequefios y
repetidos llamados monomeros, la estructura quimica de estas moléculas puede dar lugar a
mecanismos fisicos como formacion de puentes de hidrdgeno, interacciones electrostaticas,
fuerzas de Van der Waals o dominios donde prevalecen las interacciones
hidrofébicas/hidrofilicas. Segin su método de sintesis pueden estar compuestos de un solo tipo
de mondmero, o bien pueden copolimerizarse con otros mondémeros diferentes, en cuyo caso
estos se disponen de diferentes maneras, ya sea de manera alternada, aleatoria, o en bloques.
Segun su estructura los polimeros también se pueden clasificar en lineales, cuando se conforman
de una sola cadena sin grupos adyacentes; en ramificados, cuando la cadena de polimero
presenta cadenas que derivan de la cadena principal; y en entrecruzados, cuando varias cadenas
de polimero son unidas mediante un agente entrecruzante y se disponen en forma de una red o
matriz. Cabe destacar que los copolimeros de bloque pueden formar micelas si uno de sus

bloques es polar hidrofilico y el otro no polar hidrofébico.

Las nanoparticulas poliméricas pueden ser sintetizadas directamente por la reaccion propagativa
de sus mondmeros por medio de diferentes técnicas, como microemulsion, nanoemulsion,
emulsion libre de surfactante y polimerizacion en interface. EI método de polimerizacion
depende varios factores como el tipo de sistema polimérico que se requiere obtener, el area de
aplicacion de la nanoparticula, requerimientos de tamafio, entre otros factores. Para ejemplificar
esto, una nanoparticula polimérica que se piensa utilizar con fines biomédicos, en la industria
alimenticia o agricultura requiere que estén libres de cualquier aditivo o reactivos como
surfactantes y solventes organicos [58]. A pesar de que las nanoparticulas poliméricas presentan
varias ventajas para ser usadas en biomedicina, para el desarrollo de nanoparticulas terapéuticas
que funcionen de modo inteligente para tratamientos personalizados, explotando métodos de
funcionalizacion con ligandos y utilizandolas para la encapsulacion y liberacion de farmacos;
actualmente solo hay un pequefio numero de tratamientos basados en nanoparticulas poliméricas
aprobados por la FDA (Food and Drug Administration). Aun se requieren muchos estudios para

entender todos los factores que afectan su aplicacion clinica, como la toxicidad, métodos de
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sintesis reproducibles a gran escala, biodistribucion, estudios preclinicos en humanos y

adecuados métodos de caracterizacion y estandarizacion [4, 53].

11.4.2.2.1. Polimeros naturales

Debido a su actividad bioldgica los seres vivos siempre estan sintetizando nuevo material, ya
sea en forma de tejido, secreciones y metabolitos secundarios, por lo que se genera una cantidad
considerable de materia, incluyendo entre esta una gran cantidad de mondémeros y polimeros
que pueden aprovecharse sin necesidad de tener que sintetizarse en un laboratorio. La seleccion
natural que se ha llevado a cabo durante un amplio periodo de tiempo ha conllevado a la
evolucion de una gran variedad de biopolimeros y sus arreglos estructurales que se sintetizan en
los seres vivos. Algunos de estos biopolimeros se han explotado a lo largo de la historia sin
modificacion alguna, siendo la celulosa un perfecto ejemplo de esto, ademés del algodén y otros
ensamblajes poliméricos como la madera, corcho y de origen animal como la piel [60].
Actualmente es comun modificar los polimeros para aprovecharlos mejorando sus propiedades
para darle mas solubilidad, mejorar sus propiedades mecanicas y fisicoquimicas. Es por esto
que los polimeros naturales o derivados de mondémeros naturales ofrecen cualidades
excepcionales, debido a que estan sintetizados por los organismos, y muchas veces son de bajo
costo ya que normalmente se clasifican como desperdicio de la industria. Las nanoparticulas
derivadas de polimeros naturales se pueden elaborar basicamente de tres maneras. La primera,
cuando el monémero es polimerizado durante el proceso de preparacién, para eventualmente
formar la nanoparticula. La segunda, un polimero insoluble es tratado con un proceso fisico,
resultando en la formacion de nanoparticulas. Y el tercer proceso de elaboracidn ocurre cuando
un polimero soluble es entrecruzado por medio de un agente quimico, formando una matriz

polimérica [61].
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11.4.2.2.1.1. Celulosa

Las propiedades fisicas, durabilidad y uniformidad estructural que es requerida para elaborar
materiales de alta calidad actualmente no pueden lograrse con el uso de celulosa sin un
procesamiento adecuado. Es por eso que se han desarrollado nanoparticulas a base de celulosa,
ya que de esta manera se pueden remover la mayoria de los defectos asociados con la estructura
normal de la celulosa. Las nanoparticulas de celulosa son un material biopolimero que tiene un
gran potencial de uso en la industria, y es que por su constitucion, la celulosa cristalina tiene un

buen modulo de elasticidad axial mejor que el Kevlar [62].

La primera etapa para la preparacion de particulas de celulosa en la purificacion y
homogenizacidn, esta primera etapa depende enormemente de la fuente de celulosa. La segunda
etapa consiste en la separacion de la celulosa ya purificada en sus componentes cristalinos y
microfibrillas. Existen varios métodos para aislar particulas de celulosa, pero los mas
importantes son el tratamiento mecénico y la hidrdlisis acida. El tratamiento mecéanico consiste
en homogenizacion por altas presiones, molienda y refinacion, criofractura, tratamiento
ultrasonico de alta intensidad, y microfluidica. En la hidrdlisis acida, la celulosa purificada es
mezclada con agua desionizada con una concentracion determinada de acido, tipicamente acido
sulfarico. Después de reaccionar por un cierto tiempo, la mezcla es diluida con agua desionizada
para detener la reaccion. La mezcla luego se somete a una serie de pasos de lavados, purificacion
y separacion, por medio de centrifugaciones y filtracion por dialisis con agua desionizada para
remover el acido que todavia pueda estar presente. Finalmente se puede separar el tamafio de
particula deseado mediante otra centrifugacion y filtracion para remover aglomerados mas
grandes, mientras se usan tratamientos ultrasonicos para facilitar la separacion y dispersar las

particulas y agregados.

11.4.2.2.1.2. Quitosano

La quitina es uno de los biopolimeros méas abundantes (es el segundo después de la celulosa) e

importantes en la naturaleza porque es un constituyente estructural de los organismos. Se
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encuentra principalmente en los artrépodos, hongos y nematodos. En los insectos, tiene una
funcion de dar dureza y soporte a la cuticula. Es por esto que los insectos producen
insistentemente enzimas relacionadas a su sintesis y degradacion en diferentes tejidos, esto con

el objetivo de mudar su exoesqueleto para seguir en crecimiento [63].

Con el objetivo de aprovechar la quitina y mejorar su solubilidad esta se procesa para dar lugar
al quitosano, un derivado de la desacetilacion de la quitina, que en rangos comerciales tiene un
porcentaje de desacetilacion que va desde el 60% al 100%. La molécula de quitosano es un
copolimero que estd compuesto por mondmeros de N-acetil-D-glucosamina y D-glucosamina
(estructura en Figura 14). Es un polimero policationico que tiene un grupo amino y dos grupos
hidroxilo en sus monémeros de D-glucosamina. Es muy parecido a la celulosa excepto por el

grupo acetilamina que remplaza al grupo hidroxilo en la posicién del segundo carbono [58, 59].

La principal fuente comercial de quitina son los exoesqueletos de desecho del camardn,
langostas y cangrejos. Varios millones de toneladas de quitina son recolectados anualmente en
el mundo, por lo que este biopolimero representa un recurso barato y disponible que se
desaprovecharia de otra manera. El quitosano se obtiene al darle un tratamiento termoquimico
a la quitina en un medio alcalino, lo que promueve la desacetilacion. Se han desarrollado varios
métodos para este proceso, en la mayoria se utiliza hidroxido de sodio e hidréxido de potasio
para facilitar la hidrdlisis del grupo acetil. Por ejemplo, el tratamiento de quitina en una solucion
acuosa de hidroxido de sodio 40-45% peso en volumen a 90-120°C por 4-5 horas da como
resultado la desacetilacion de la quitina. Variando las condiciones se puede controlar el peso
molecular y el grado de desacetilacién [66]. A pesar de que la quitina se considera como
insoluble, el quitosano es soluble en soluciones acidas diluidas con un pH por debajo de 6.0,
esto debido a la presencia de los grupos amino, lo que altera la carga neta del polimero y sus
propiedades en general, convirtiéndolo en un polimero polielectrolito cationico soluble en agua
(en la Figura 14 se representa la protonacion del quitosano en soluciones acidas). Por lo que se
puede resumir que, a valores de pH bajos o acidos, los grupos amino del quitosano se protonan
debido al exceso de iones hidronio y al par de electrones libre del grupo amino. El quitosano
responde a esto solubilizandose en agua, ya que las cadenas obtienen una carga neta, lo que
tiende a separar las cadenas, ademas de que se facilita la formacién de puentes de hidrégeno
[60, 61].
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También se han desarrollado metodologias para sintetizar nanoparticulas de quitosano por el
método de gelificacion idnica utilizando un entrecruzante. Recientemente el quitosano de bajo
peso molecular se ha usado para la sintesis de nanoparticulas que han mostrado un gran potencial
de aplicacién como vectores poliméricos acarreadores de farmacos y como dispositivos en la
liberacion de genes, esto debido a su fécil posibilidad de modificacion en el grupo amino y que
se pueden encapsular moléculas en la entreverada red de su matriz polimerica [62—66].
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Figura 14. Protonacion del quitosano en medio acido [73].

11.4.2.2.2. Polimeros sintéticos

Los polimeros sintéticos son aquellos conformados a partir de mondémeros obtenidos por rutas
quimicas por vias sintéticas y polimerizados en el laboratorio, por lo que son obtenidos de forma
artificial. Existe un gran namero de polimeros disponibles y tienen la ventaja de que se pueden
modificar sus propiedades fisicas y quimicas con el objetivo de poder usarlos para fines
biomédicos. Los polimeros sintéticos pueden enlazarse con biomacromoléculas especificas que

sirven para guiar a las nanoparticulas hacia tejidos especificos [74].

11.4.2.2.2.1. PNIPAM (Poli(N-isopropilacrilamida))

El PNIPAM es uno de los polimeros que responden a la temperatura mas ampliamente
estudiados en la actualidad, esto porque exhibe una transicion de fase inducida por la
temperatura cuando se encuentra en solucion acuosa, cuando esta por encima de la LCST,

debido a que el polimero contiene en su estructura grupos hidrofilicos (grupos amida) y grupos
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hidrofébicos (isopropil) en su cadena. Con una variacioén de la temperatura el polimero se
somete cambio de fase-volumen, por debajo de esa temperatura el hidrogel estd hinchado y
absorbe una cantidad significativa de agua, mientras que por encima cierta temperatura la matriz
de polimero colapsa y libera abruptamente el agua libre del control de los puentes de hidrogeno
[7]. Cuando la PNIPAM se copolimeriza con mondmeros hidrofilicos o hidrofébicos, la
temperatura de transicion del LCST se puede desplazar hacia valores mas altos 0 méas bajos
respectivamente [8]. Las particulas de PNIPAM absorben agua a temperatura ambiente debido
a que estas moléculas se acomodan alrededor de los grupos amida por medio de puentes de
hidrégeno. Cuando la temperatura incrementa por encima de la LCST, el movimiento de las
moléculas como consecuencia de la temperatura interrumpe y desfavorece estos enlaces de
hidrogeno y conlleva a la disociacion de las estructuras de moléculas de agua formadas alrededor
de las cadenas de PNIPAM, esto provoca que dominen las interacciones hidrofobicas entre los
grupos isopropil y tiene como consecuencia la deshidratacién parcial de la estructura polimérica
del hidrogel de PNIPAM [69-73].

La polimerizacién via radicales libres de la PNIPAM implica la disociacién de las moléculas
del iniciador persulfato de amonio en dos radicales (ver figura 15) que atacan al monémero N-
isopropil acrilamida, provocando una ruptura homolitica de su doble enlace que inicia una
reaccion en cadena con otras moléculas de mondmero. El entrecruzante queda unido
covalentemente (ver figura 16) entreverado entre las cadenas principales, formando una red de

polimero [79].
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Figura 15. Disociacion del persulfato de amonio.
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Figura 16. Polimerizacion de la N-isopropil acrilamida con el entrecruzante.

11.4.3. Materiales hibridos en la carga y liberacion de farmacos

Cuando se disefian nanoplataformas hibridas como acarreadores de farmacos, es comun incluir
materiales que respondan a un estimulo externo o a un cambio ambiental, es por eso que se
emplean polimeros que sean sensibles al pH, potencial redox, temperatura o a biomoléculas
especificas. En todos los casos el estimulo aplicado conlleva a un cambio fisico (cambio
estructural) o quimico (degradacion, disociacion de enlaces) en el material, lo que provoca la

liberacion del farmaco [75-77].
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I11. JUSTIFICACION

Dado los efectos colaterales de los farmacos administrados en forma pura, aunado a la
inespecificidad y poco control en la liberacidn, es necesario desarrollar vectores eficientes y
especificos para la entrega de farmacos de manera controlada y dirigida que respondan de forma

inteligente a estimulos fisicos y quimicos.

IV. HIPOTESIS

Se prevé que el grupo tiol del quitosano interactle y se quimisorba en la superficie de los NvAuU,
mientras que el PNIPAM quedara atado a la superficie. Los polimeros de la nanoplataforma
mantendran sus propiedades de sensibilidad al pH y temperatura, mientras que los NvAu

mantendran sus bandas de absorcién caracteristicas.

V. OBJETIVOS

V.1.0Objetivo general

Sintetizar nanoplataformas hibridas con un centro de NvAu funcionalizadas con quitosano
tiolado adsorbido en la superficie, y recubiertas de PNIPAM, que sean sensibles y capaces de

responder de manera significativa al pH y a la temperatura.

V.2. Objetivos especificos

Sintetizar NVAuU.
Sintetizar quitosano tiolado.
Adsorber el quitosano tiolado en la superficie de las NvAuU.

A W

Sintetizar nanoparticulas de PNIPAM e incorporar las nanovarillas ya funcionalizadas
de manera que quede una doble capa de polimero PNIPAM y Quitosano tiolado

recubriendo a las NvAuU.
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Evaluar la capacidad de entrampamiento de Cis-Platino en la nanoplataforma.
Caracterizar la nanoparticula por las técnicas espectroscopicas de UV-Vis y FT-IR,
ademas de las técnicas de Dispersion de luz dindmica (DLD) y Potencial ¢ para conocer
el radio hidrodindmico y la carga superficial.

Caracterizar la morfologia de las muestras por medio de las técnicas de Microscopia de

fuerza atomica (MFA) y Microscopia electrénica de barrido (MEB).
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VI. METODOLOGIA

En la Figura 17 se presenta el disefio de la nanoplataforma hibrida. Tomando en cuenta que en
un principio las NvAu estan recubiertas con el surfactante CTAB, es necesario hacer un
intercambio de ligandos para que el quitosano quede adsorbido en la superficie. Seguidamente

se sintetiza el PNIPAM en presencia de las nanovarillas recubiertas con quuitosano tiolado.
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PNIPAM P e " 4
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Figura 17. Disefio de la nanoplataforma y diagrama de flujo de sintesis.

V1.1. Sintesis de nanovarillas de oro

Para llevar a cabo la sintesis de NvAu, lo primero es hacer la solucion de semillas de la cual
partir para posteriormente crecer las semillas de manera anisotrdpica. La solucién de semillas
consta de &cido tetraclorodurico (HAuCls) como precursor, y CTAB como estabilizante y
plantilla suave para facilitar el crecimiento en forma tubular. Para esta solucion se utiliza un
reductor fuerte que conlleva a un crecimiento acelerado de las particulas. Ya que se tiene la
solucion de semillas se procede a elaborar la solucidn de crecimiento, esta se prepara partiendo
de HAuCl4 como precursor e igualmente CTAB como estabilizante y como plantilla, ademas de
esto se agrega nitrato de plata (AgNO3) el cual se adsorbe preferentemente a ciertas facetas

cristalinas lo cual actia guiando el crecimiento anisotrépico deseado. Por Gltimoj se juntan las
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soluciones de crecimiento y de semillas para dar lugar a la formacion de NvAu. En la Figura 18
se muestra un diagrama de flujo general del proceso de sintesis.

NN 1177
A3

nde Semillas
crecimiento

Figura 18. Diagrama de flujo para la sintesis de NvAu.

V1.2. Sintesis de quitosano tiolado

En la figura 19 se presenta el diagrama de flujo que se siguid para la sintesis del quitosano
tiolado. Para esto se utilizo el precursor del grupo tiol acido 3-mercaptopropionico (3-MPA), y
se dejo en agitacién durante tres horas con 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDAC), que se usé como agente activante del grupo carboxilo del 3-MPA. Posteriormente se
afiadio N-hidroxisuccimida, y se dejo en agitacion por 30 minutos. Se afiadio una solucion de
quitosano 5% Yy se ajustd el pH a 5.5 para después dejarlo en agitacion durante 12 horas. Se
precipito el quitosano de la solucion mediante la alcalinizacion del medio con hidroxido de

sodio, se centrifugo y se liofilizé la muestra para después pulverizarla en un mortero.
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Figura 19. Diagrama de flujo para la sintesis de quitosano tiolado.

V1.3. Funcionalizacion de nanovarillas de oro con quitosano tiolado

Dado a que la sintesis de NvAu implica el uso de CTAB como estabilizador coloidal y como
una plantilla suave para guiar el crecimiento anisotrdpico, lo ideal es removerlo ya que se sabe
que presenta cierta toxicidad que es indeseable al momento de sintetizar nanoplataformas que
estan disefiadas para acarrear farmacos dentro del organismo. Al momento de remover el CTAB
es necesario sustituirlos por otro estabilizante con carga suficiente para que las nanoparticulas
se repelan entre si y estas no formen agregados mas grandes. Dentro del gran abanico de
opciones se eligio el quitosano ya que es extensa la literatura que lo expone como un polimero
altamente biocompatible, ademas de facilmente modificable haciendo reaccionar su grupo

funcional amino.

Para llevar a cabo la remocion del estabilizante CTAB, las NvAu fueron dializados en una
membrana de dialisis Spectra/Por Dyalysis Membrane® junto con una solucion de quitosano
tiolado 1mg/mL (previamente disuelto durante una hora en acido acético al 1%) durante 24
horas realizando 4 recambios de agua, la membrana de dialisis fue sellada mediante dos

sujetadores de grapa, mientras que la membrana se mantuvo bajo agitacion constante dentro de
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un vaso de precipitados de un litro, encima de una placa para proveer agitacion magnética
(Figura 20).

1

B ]

o~ CTaB R i

vl . .
1;;@ Quitosano tiolado ¢

ERRBHET olodk

Figura 20. Representacion del intercambio de ligandos por medio de diélisis.

V1.4. Recubrimiento con nanoparticulas de PNIPAM

Para recubrir las NvAu (ya funcionalizadas con quitosano tiolado) de una segunda capa de
polimero de PNIPAM, primero se prepard un montaje de reaccion para purga con nitrégeno,
calentamiento y agitacion magnética, el cual consisti6 en una placa de calentamiento, un
recipiente para bafio maria con agua a la mitad, sobre el cual se coloc6 un matraz de dos bocas
con tapones herméticos, uno de los cuales se conectd a una manguera con flujo de nitrégeno

(ver diagrama de flujo en Figura 21).

El monémero precursor N-lIsopropilacrilamida (173.34 mg), el entrecruzante NN -
Metilenbisacrilamida (5.34 mg), y el surfactante Dodecil sulfato de sodio (4 mg) fueron pesados
y vertidos para su posterior agitacion en 34 mL de agua desionizada (18 MQ) dentro del matraz
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de dos bocas. Mientras se mantenia en agitacion se inicié la purga con nitrégeno para eliminar
todo el oxigeno presente. Previamente se pesd y se mantuvo en agitacion el iniciador de la
reaccion Persulfato de amonio (8.6 mg en 2 mL de agua desionizada), y después de quince
minutos de purgado se agregaron 1.33 mL de la solucion de iniciador al matraz de dos bocas,
comenzando la reaccion por adicion de radicales libres. Adicionalmente se repitio la operacion
variando la cantidad de NR-QT agregados a la reaccion de PNIPAM,; las cantidades agregadas
fueron 10, 20, 30 y 40 pL.

Para la encapsulacion de farmaco en la nanoplataforma hibrida se sigui6 la misma metodologia
anterior, desarrollando el mismo método de sintesis por radicales libres de PNIPAM, solo que
se sustituyd el agua desionizada por una solucion de Cis-Platino de 50 pg/mL.

~ Flujo de nitrogeno
~ Agua desionizada » Persulfato de amonio /
» N-Isopropilacrilamida
» N.N’-Metilenbisacrilamida ‘3\~ -
»

SDS
=210 pL AuNR-QT/mL PNIPAM

= 20 uL AuNR-QT/mL PNIPAM
- 30 uL AuNR-QT/mL PNIPAM
= 40 pL AuNR-QT/mL PNIPAM

Figura 21. Diagrama de flujo para la sintesis de PNIPAM.

VI1.5. Técnicas de caracterizacion

V1.5.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Las técnicas espectroscopicas se consideran no destructivas y se caracterizan por involucrar a
los fendmenos que la radiacion electromagnética causa sobre la materia a la cual se le incide,

entre los cuales estdn la absorcidn, transmision, dispersion, entre otros. Las ondas
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electromagnéticas se pueden describir con tres caracteristicas basicas, que son la longitud de
onda (la distancia de un pico al siguiente), la frecuencia (el nimero de ondas que pasan por un
punto fijo por unidad de tiempo) y la amplitud (la altura medida desde el punto medio de la
onda). Dependiendo de los valores de la longitud de onda corresponderan diferentes tipos de
fendmenos que se conocen colectivamente como espectro electromagnético, del cual el ojo
humano solo puede percibir una pequefia porcion denominada como luz visible o espectro
visible. En los margenes de esta pequefia porcion se encuentran los rayos ultravioletas, rayos X
y rayos gamma, por un lado; y por otro se encuentran la porcién infrarroja, microondas y ondas
de radio. Las energias dependen directamente de la longitud de onda; a menor longitud de onda
las ondas tendran mas energia, y a mayor longitud de onda, estas tendran menor energia. Es por
eso que el margen del ultravioleta, con una menor longitud de onda, tiene una mayor energia,
mientras que el margen infrarrojo tiene una energia menor. Dependiendo del tipo de longitud de
onda que se incida sobre la materia esta respondera de diferentes maneras, absorbiendo y
transmitiendo (dejando pasar) ciertos valores. Estas bandas de absorcion, en el espectro
infrarrojo se relacionan con estiramiento y movimientos de los enlaces de los &tomos, o grupos

de &tomos en una molécula.

V1.5.2. Espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia UV-Vis consiste en que la muestra es irradiada con un haz de luz cambiante
de frecuencias correspondientes a esa parte del espectro, de ahi su nombre. Mientras las
frecuencias van cambiando, se registran longitudes de onda que corresponden a las necesarias
para excitar los electrones de la muestra a llegar a un nivel mas alto de energia, lo cual se detecta
como absorciones o absorbancia de la muestra que un software grafica en funcion de las

longitudes de onda.
La absorbancia se define como:
A=loglo/1

Donde lo se denomina a la intensidad de la luz incidente, mientras que | se le llama a la
intensidad de la luz transmitida.
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La absortividad molar (¢) indica la cantidad de luz absorbida y se expresa de la siguiente manera:
e=Alc*I
Donde A es la absorbancia, ¢ es la concentracion y | es la longitud de la celda en cm.

La ecuacion se puede reorganizar de manera que la concentracion ¢ quede despejada, lo que nos
permite conocer la concentracion a partir del conocimiento de la absortividad molar, la

absorbancia y la longitud de la celda.

V1.5.3. Potencial ¢

Para comprender el Potencial ¢ primero hay que entender el modelo de la doble capa, en este, se
supone un ambiente i6nico rodeando a las particulas coloidales. Si se imagina una particula
negativa, los iones positivos en la solucidn, o contra iones, por ser de carga opuesta al coloide,
se veran atraidos electrostaticamente hacia la superficie del coloide y se formara una capa rigida
denominada como capa de Stern. De hecho, otros iones positivos se ven atraidos hacia el
coloide, aunque cada vez menos debido a que las fuerzas de atraccion electrostaticas dependen
de la distancia en gran medida. Es por eso que a una cierta distancia del coloide se formara una
region difusa de contra iones, que estaran en equilibrio dinamico intercambidndose entre el

coloide y el entorno.

Entre la particula coloidal cargada negativamente y su atmosfera se produce un potencial
eléctrico debido a la diferencia de cargas, y el punto en el cual se unen la capa difusa con la capa
de Stern es conocido como el Potencial ¢, el cual es un valor que puede utilizarse para revisar el
comportamiento del coloide, ya que un cambio en la carga superficial conlleva a una fuerzas de
repulsién o atraccién aumentadas, lo que repercute en la estabilidad coloidal o agregacion de las
particulas [78, 79].

V1.5.4. Dispersion de luz dinamica
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El tamafio de particula se determina por la medicion del movimiento Browniano de las particulas
en una celda utilizando la técnica de DLD. Luego se determina el tamafio analizando las
fluctuaciones temporales por medio de una funcion de autocorrelacion de foton. Las particulas
en un liquido tienden a moverse de manera aleatoria y su velocidad de movimiento determina
el tamafio de particula. De esto se sigue que las particulas pequefias tienden a moverse
rdpidamente en un liquido, y que las particulas més grandes se mueven mas lentamente. EI DLD
funciona relacionando esta informacion al enviar un haz de luz que se dispersa en las particulas.
Si se capta un movimiento minimo y las posiciones de las particulas no variaron mucho, se
interpreta que las particulas en la muestra deben de ser grandes. Pero en cambio si se detecta
que ha habido una gran cantidad de movimiento y que la posicién de las particulas varia mucho
con el tiempo, entonces se interpreta que las particulas presentes en la muestra son pequefias
[85].

V1.5.5. Microscopia de fuerza atémica

La microscopia de fuerza atdbmica es una técnica de caracterizacion que se ha convertido en una
de las herramientas méas Utiles para hacer medidas directas de la topografia de superficies y
dilucidar las microestructuras que esconden las superficies hasta un nivel atomico. Ademas,
puede revelar el tipo de fuerzas intermoleculares involucradas en la nanoescala a partir de
mediciones de fuerza. Por lo comun, el cantiléver, que es la punta o sonda que mide la muestra,
puede operar de tres maneras diferentes: en modo de no contacto, en modo contacto y en modo
tapping. En el modo de no contacto el cantiléver se mueve permaneciendo ligeramente apartado
de la superficie de la muestra y oscilando el cantiléver en o cerca de su frecuencia natural de
resonancia. En el modo contacto el cantiléver permanece en contacto con la muestra en todo
momento, monitoreando las fuerzas de interaccién en la muestra. En el modo tapping se
combinan los dos modos alternandose, oscilando el cantiléver mientras permite que la punta del

cantiléver impacte en la muestra por una minima cantidad de tiempo [86].
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V1.5.6. Microscopia electronica de barrido

En la microscopia electrdnica de barrido hay una fuente de electrones que pasan por una serie
de condensadores y lentes hasta llegar a la muestra, en la que son dispersados. Por lo tanto, a
diferencia de la microscopia electronica de transmision, los electrones que se detectan provienen
de la superficie de la muestra, y no de electrones transmitidos a través de esta. El haz de
electrones es enfocado y hace un barrido de la muestra a lo largo de toda la superficie,
registrandola completamente, lo cual toma unos pocos segundos. Al golpear el haz de electrones
sobre la muestra, las pequefias variaciones en la topografia superficial de la muestra afectan el
patrén con que se dispersan los electrones. Los valles y grietas permanecen oscuros mientras
que las elevaciones y protuberancias aparecen claras. Los electrones dispersados son después
amplificados y transmitidos a un monitor. La microscopia electronica de barrido produce

representaciones tridimensionales de las superficies de las muestras.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSIONES

VI1.1. Funcionalizacion de NvAu con quitosano tiolado (Q-SH)

Las reacciones de funcionalizacion por intercambio de algunas estructuras inorgéanicas dan
como resultado la disminucion considerable en la toxicidad en sistemas celulares, actualmente
existe un incremento en el uso de biopolimeros que permitan alcanzar estas metas y que al
mismo tiempo conserven o mejoren las propiedades fisicoquimicas como carga superficial,
tamarfio de particula y morfologia. En la primera etapa de preparacion de la nanoplataforma, se
plante6 una reaccion de intercambio entre el estabilizante cationico CTAB utilizado en la
reaccion de sintesis de las NvAu y Quitosano modificado con grupos tiol (Q-SH). Los analisis
estructurales mediante FT-IR que fueron realizados para la etapa uno de modificacion, se
ofrecen en la Figura 22. El espectro FT-IR de la nanoplataforma en la etapa uno sera nombrada
como NVAwW, la grafica demuestra que después de la etapa de dialisis es posible apreciar bandas
alrededor de 980 cm™, esta sefial puede estar asociada al estiramiento del puente -O- de la
glucosamida que pertenece a la molécula de quitosano. El espectro de FT-IR presenta una banda
cerca de 1641 cm™ que es asignada al estiramiento del grupo carbonilo (C=0) que forma parte
del grupo funcional amida, ademas de manera complementaria aparece la banda de la amina sin
acetilar, para este compuesto la sefial aparece a 1636 cm™. En el rango de 2920 y 2968 cm™ el
espectro de FT-IT exhibe dos bandas asimétricas que se relacionan con estiramientos
vibracionales de los grupos alifaticos (-CH.- y -CHz-) del anillo de piranosa respectivamente.
Los resultados obtenidos mediante esta técnica espectroscdpica nos permiten sugerir que las
bandas caracteristicas de los grupos funcionales del quitosano confirman la presencia de este
biopolimero después del tratamiento de dialisis. Los analisis fisicoquimicos de la nueva
estructura NvAuU-QSH (Potencial ¢ y radio hidrodindmico) seran presentados en la siguiente
seccidn para confirmar la funcionalizacion de las nanovarillas metalicas, ademas de permitir el
disefio de la segunda etapa de la nanoplataforma, en la cual se espera realizar la reaccion de

polimerizacion in-situ sobre la nanoplataforma NvAu-SH.
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Figura 22. Espectro de infrarrojo por transformadas de Fourier (FT-IR) para la muestra
NVAUQSH.

VI11.2. Caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas

VI11.2.1. Estudio de radio hidrodindmico en NvVAU-CTAB y NVAUQSH

El disefio y elaboracion de nanoplataformas para aplicaciones orientadas a sistemas biolégicos
establece que las propiedades fisicoguimicas son de transcendental importancia para el 6ptimo
funcionamiento en las inmediaciones del cuerpo humano. El tamafio de particula desenvuelve
un rol importante en los fendmenos de internalizacién celular, reactividad y capacidad de carga
de diversas sustancias de interés bioldgico. En esta seccion se estudiara el efecto de la
modificacion de la superficie de NvAu mediante el intercambio de estabilizante, sobre el
diametro y polidispersidad del sistema coloidal. Los analisis realizados mediante la técnica de
DLD aparecen en la Figura 23, en esta grafica es posible apreciar dos poblaciones para la
muestra NvAuU-CTAB que concierne a las nanovarillas metalicas previamente a la modificacion,

el andlisis revela dos picos importantes que prevalecen tamafios de 7 nmy 70 nm.
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Figura 23. Curvas de distribucién de tamafios mediante la técnica de Dispersion de Luz
Dinamica para las muestras NvVAu-CTAB y NVAUQSH.

Los valores de tamafio obtenidos se asocian con la formacion de las NvAu sintetizadas por el

método mediado por semillas, el valor de menor tamafio (7 nm) se debe a la presencia de
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semillas de oro remanentes en la sintesis de las nanoestructuras inorganicas. El proceso de
modificacion superficial de las NvAu con la solucion de quitosano tiolado (Q-SH) da como
resultado un ligero incremento en la distribucion de tamafio, al igual que en la etapa de sintesis
de las nanoestructuras se observa una curva multimodal que para el caso de las particulas de
menor tamafio el valor es el mismo, este dato fue asignado a semillas de oro y no experimentaron
incremento. Por otro lado, resulta evidente el crecimiento de las NvAu después del tratamiento
con el biopolimero. Existen reportes en la literatura que sefialan que la interaccion entre los
grupos tiol (SH) se favorece sobre superficies metalicas nobles como la plata y oro [87], dando
como resultado interacciones relativamente fuertes de tipo enlace coordinado. El incremento
debido a la formacion de capas sencillas en la superficie de la nanovarilla fue de hasta cerca de
40 nm, los tamafios registrados en la curva de DLD muestran un valor maximo en 110 nm. La
polidispersidad de la poblacién coloidal se vio afectada, posiblemente a que existe una
concentracion dptima de sustitucion, en la cual la mayor parte de las NvAu estaran recubiertas
por el biopolimero modificado quimicamente. Los resultados descritos en esta seccion sugieren
que fue posible llevar a cabo el crecimiento de las nanovarillas a casusa de la adsorcion quimica
del polimero QSH, el monitoreo visual indica que la nanoplataforma en esta etapa se encuentra
libre de agregados, y de manera complementaria el incremento en el tamafio de particula
detectado por DLD refuerza la teoria de la sustitucion del estabilizante. A continuacién, se
presentan los resultados que corresponden a la determinacion de Potencial ¢ para determinar la

carga predominante en la nanoplataforma.

V11.2.2. Estudio de Potencial { en NvVAU-CTAB y NVAUQSH

El estudio de la carga superficial en sistemas coloidales se relaciona ampliamente con la
estabilidad, aunque se sabe que no es el Unico factor que influye en estabilidad coloidal es comun
realizar modificaciones en la superficie de las nanoestructuras con el objetivo de modificar
propiedades como toxicidad, estabilidad en sistemas bioldgicos y capacidad de interaccion con
membranas con cargas formales. En sistemas celulares es importante desarrollar

nanoplataformas que puedan seguir diferentes mecanismos de internalizacion celular, ya sea por
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interacciones electrostaticas, ya que es conocida la carga negativa de la membrana celular. En
este trabajo de investigacion se determind la diferencia de potencial en la superficie para
monitorear la modificacion realizada sobre las NvAu, en la Figura 24 se presentan la gréfica de
barras con los valores de Potencial ¢ para las nanovarillas purificadas y con CTAB (NvAu) como
estabilizante cationico, la carga superficial corresponde a lo reportado en la literatura (38.93
mV), ademas evidencia el desbalance de potencial debido a la presencia del estabilizante ionico.
Los cambios en el Potencial ¢ de una particula se utilizan como punto de monitoreo para
determinar la modificacion de la superficie mediante su carga, la muestra NVAUQSH muestra
incremento en el Potencial ¢, este hecho resulta ser de acuerdo a lo esperado, debido a que los

grupos funcionales amino (NH2) pueden protonarse segun la siguiente ecuacion:

Ecuacion 1 NH, + [H*] & NHf

48.53 mV

1

NvAuQSH

38.93 mV
NvAuU

0 20 40
Potencial Zeta (mV)

Figura 24. Potencial ¢ de las muestras NvAu y NVAuUQSH.
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Por esta razon, es posible sugerir que el incremento en el Potencial ¢ esta vinculado con la
presencia de grupos amina protonables adheridos a la superficie, de igual manera resulta
interesante comparar la capacidad de carga del CTAB y del QSH, resultando ser mayor para el
polimero debido a que el nimero de puntos con carga positiva (NHz) es mayor en relacién con
el CTAB. Los estudios estructurales y de propiedades fisicoquimicas demuestran que es posible
sugerir que se llevd a cabo la modificacion superficial de las NvAu anclando cadenas de
biopolimero en la superficie. En la siguiente etapa de la preparacion de la nanoplataforma se
llevard a cabo la polimerizacion in situ de la ANIPAM, el objetivo es sintetizar una
nanoplataforma que pueda realizar tareas de carga de farmacos y que ademas pueda responder

a estimulos térmicos debido a la presencia de PNIPAM como agente de encapsulacion.

VIL.3. Encapsulacion de las NVAUQSH mediante la polimerizacion in situ de la
isopropilacrilamida (NIPAM).

En los ultimos afios se ha estudiado la preparacion y disefio de materiales compatibles y que sus
propiedades fisicoquimicas permitan la liberacion controlada de sustancias de interés bioldgico
mediante estimulos externos como cambios en el pH, fuerza iénica y campo magnético, en este
trabajo se sintetizé un material sensible a la temperatura como lo es la PNIPAM. La metodologia
que se propuso involucra la polimerizacién in situ en el sistema coloidal NvAu-QSH con el
objetivo de formar capsulas que en interior o centro se encuentren las nanoestructuras metalicas
y en la superficie una coraza de PNIPAM, la intencion es elaborar un nanosistema que conserve
las propiedades del plasmén de resonancia del Au coloidal y que su vez pueda responder a
estimulos térmicos a causa de la presencia del polimero inteligente. En esta seccion se llevé a
cabo la sintesis de esta nueva nanoplataforma, y de igual manera fue evaluado el efecto de la
concentracion de NvAu en las propiedades fisicoquimicas de este coloide. La sintesis se llevé a
cabo modificando la concentracion inicial de NvAu (1.5 x 10t M), en total se utilizaron 4

concentraciones diferentes las cuales se presentan en la tabla 1.
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Tabla 1. Concentraciones de NvAu utilizadas en las reacciones de sintesis.

Concentracion

Muestra
M)

NVAUQSHP,  1.5x 10 M
NVAUQSHP;  7.5x 10 M
NVAUQSHP; 3.7x 10 M

NVAUQSHP; 1.8x 101 M

VI1.4. Caracterizacion estructural de la nanoplataforma NVAuUQSHPx mediante FT-IR.

En el proceso de elaboracion de las naoplataformas se planted incluir segmentos estructurales
que permiten a la nanoparticula ofrecer respuesta a estimulos de las inmediaciones en las que se
encuentre, actualmente se incluye este sistema para el disefio de terapias alternativas que en un
futuro pudieran ofrecer tratamientos personalizados contra diferentes tipos de patologias. La
caracterizacion mediante FT-IR nos permite confirmar la presencia de grupos funcionales
caracteristicos de los polimeros involucrados en la reaccion quimica llevada a cabo en la
superficie del oro coloidal. En la Figura 25a presentamos el espectro de FT-IR obtenido en las
lecturas de las muestras NVAUQSHPX, comparando las sefiales de todos los espectros a
diferentes concentraciones de NvAuU, resulta evidente la permanencia de sefiales de importancia
como la banda que aparece a 980 cm™ que pertenece al estiramiento del puente —C-O-C- del
anillo de piranosa, esto evidencia la presencia del polimero de quitosano en la estructura, por
otro lado cerca de 1364 cm™ se identifico la banda correspondiente a los grupos isopropil de la
PNIPAM. La comparacion entre los espectros de FT-IR de las muestras que contienen las NvAu
y el espectro de quitosano puro, se aprecia una nueva banda muy pequefia a 1454 cm™ para los
derivados de PNIPAM, esta se asocia al estiramiento de la amida (-NH-) de la cadena principal
del polimero. Adicionalmente se muestra el espectro del quitosano tiolado libre en la Figura
25b, con las bandas de absorcion correspondientes al enlace disulfuro (818 cm™), al enlace

carbono azufre (1264 cm™), al estiramiento carbonilo (1688 cm™), y se enfatiza la banda

49



correspondiente al grupo tiol (2546 cm™), corroborando que realmente se presentan los grupos
tiol dentro de la estructura del quitosano. La estabilidad de las nuevas NvAu depende en gran
manera de las interacciones que existen entre la superficie del oro coloidal y el polimero
estabilizador. En la bibliografia existen antecedentes que reportan la estabilizacion de estas
superficies metalicas con quitosano [29], si bien en esta propuesta se propone que la interaccion
se da entre los grupos tiol (SH) del quitosano modificado y la superficie, existen otras
interacciones que han sido publicadas. Sorina Garabagiu y col. publicaron en 2013 la sintesis
de nanoparticulas de oro estabilizadas con quitosano, esta aportacion demostrd la interaccion
entre grupos carbonilo del quitosano, esto fue evidenciado mediante el corrimiento de la banda
del estiramiento carbonilo presente en la Gluocosamida (C=0), segln los resultados obtenidos
por los autores, el corrimiento se da desde 1670 cm™ para el quitosano libre, es decir el grupo
carbonilo no esta interaccionando con la superficie de oro, la muestra de NPEAu presenta un
recorrimiento de esta banda hasta 1640 cm™. Los espectros obtenidos en este trabajo se
encuentran en la Figura 25 y es evidente que existe este mismo comportamiento, el espectro del
quitosano nativo muestra esta banda cerca de 1670 cm™ (estiramiento carbonilo, C=0-Au) y las
NVAuU tratadas con quitosano revelan la misma sefial desplazada en un rango de 1624 cm™ hasta
1630 cm™.
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Figura 25. Espectros FT-IR de las muestras a) NVAUQSHP y del b) quitosano tiolado.

VI11.4.1. Estudio del efecto de la concentracion de NvVAuQSH sobre el Potencial ¢

La aplicacion de sistemas nanoparticulados como agente de carga y liberacion de farmacos
depende en gran manera de su capacidad de respuesta frente al medio en que se encuentra.
Actualmente se han realizados diversos trabajos de investigacion en los cuales se indaga en la
degradacidn de particulas poliméricas en pH relativamente &cidos, afectando asi la liberacion
controlada de sustancias de interés bioldgico. La carga superficial de estos nanosistemas es otro
punto de estudio que limita la capacidad de internalizacion celular debido a interacciones
electrostaticas con la doble capa fosfolipidica, aunque se ha demostrado que existen mas

factores que favorecen o limitan la capacidad de internalizacion de estos nanovectores [88].

51



0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

AuNvQSHP4 -097 mV -
AunvasHPs  #1-0.89 mV - Xid P -

Y - !

P o T =

s 0 M RS

AunvasHP2 -1 04 mV : 1
AunvasHPt - 1.08 mV =
AuNv-QSH 4853 mV 5L . e
S T
LAl lll‘[""l"l"'I'll"‘llll'"I'll'l"l'II""VIII"

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Potencial Zeta (mV)

Figura 26. Potencial ¢ de las muestras.

En este apartado se presentan los resultados de Potencial ¢ obtenidos mediante el equipo Zeta

Sizer, en la Figura 26 aparecen los resultados para todas las etapas de funcionalizacién de las
nanoparticulas sintetizadas en este trabajo de investigacion. La muestra NvAuU presenta
potencial superficial positivo (38.93 mV) el potencial positivo se relaciona con la presencia del
CTAB en la superficie del metal noble, la carga positiva proviene especificamente de los grupos
amonio (*N-(CHs)3). La estabilizacion electrostatica depende en gran manera de la
concentracion de CTAB en el medio de reaccion, esto se asocia con el arreglo en forma de
bicapa en la superficie de la NvAu, en estudios recientes se ha demostrado que existe la

posibilidad de realizar diversos mecanismos ya sea para intercambiar solventes mediante el
52



modificacion de fase en el que se encuentren suspendidas las particulas [89], ademas de estudiar
intercambios de estabilizador mediante reaccion de sustitucion, nuestro caso de estudio en su
segunda etapa involucra la estabilizacion de NvAu mediante la adicion de quitosano modificado
con grupos tiol (SH). De acuerdo a la grafica de Potencial ¢ para la segunda etapa es posible
apreciar el incremento debido a la presencia del quitosano en la superficie de las NvAu, esto
podemos sustentarlo mediante la caracterizacion espectroscopica y a la modificacion del
potencial de superficie. La etapa tercera se enfoca en la encapsulacion mediante la
polimerizacion in situ de la ANIPAM, las muestras tratadas con la polimerizacion fueron
estudiadas y resulta evidente la disminucion dramatica del Potencial ¢, desde valores positivos
(48.5 mV para la muestra NvVAUQSH) y en el caso de las muestras tratadas los valores son -1.08
mV (NVAUQSHP;1), -1.04 mV (NVAuUQSHP2), -0.89 mV (NVAuUQSHP3) y -0.97 mV
(NVAUQSHP,). La notable disminucion puede ser atribuida a las cargas parciales negativas
proporcionadas por los grupos carbonilos del polimero PNIPAM y es posible apreciar un ligero
incremento al aumentar la concentraciéon de NvAu. De acuerdo a los aspectos teoricos
presentados en secciones anteriores, la estabilidad coloidal se relaciona con valores de carga ya
sea positiva 0 negativa en las cuales predominan las fuerzas de repulsion entre especies con la
misma carga, lo anterior asocia la estabilidad coloidal con grandes fuerzas de repulsion entre las
particulas suspendidas. Las particulas NvVAUQSHPXx presentan valores negativos de Potencial ¢
(de -0.89 mV hasta -1.08 mV), las particulas sintetizadas estan libres de precipitados, lo cual
sugiere que la estabilidad se debe a factores estéricos por la presencia de la PNIPAM. Esto se
debe que al aproximarse las nanoplataformas, el polimero alrededor de estas entra en contacto,
teniendo un menor nimero de conformaciones que puede tomar en el punto de contacto, por lo
gue entrdpicamente este proceso es desfavorable, y por la tanto las nanoplataformas tienden a
separarse, contribuyendo a la estabilidad coloidal. Las propiedades de carga superficial permiten
corroborar la incorporacién de la capsula de PNIPAM, a continuacidn, se estudia el efecto de la

encapsulacion de las NvVAUQSH en el tamafio de particula y el indice de polidispersidad (IPD).
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VI11.4.2. Estudio del efecto de la concentracion de NVAuQSH sobre el tamafo de
particula

Los mecanismos de internalizacion de nanoparticulas con actividad bioldgica en sistemas
celulares estan en funcion del tamafio de la particula, tamafios de particula por encima de 500
nm siguen procesos que requieren gasto energetico para lograr la penetracion en la doble capa,
mientras que sistemas por debajo de 500 nm llevan a cabo mecanismos que no requieren gasto
de energia (difusion, canales idnicos, etc.). La importancia del tamafio de particula resulta ser
trascendental para otros procesos como la carga de sustancias de interés bioldgico y reactividad,
en esta seccion se discuten los tamafios de particula obtenidos para las muestras NVAUQSHPx
y el efecto de la concentracién de NvAu sobre el IPD. En la Figura 27 se encuentran la
compilacion de curvas de distribucion de tamafios para todas las muestras sintetizadas. Los
resultados demuestran que existe una tendencia al incremento de tamafio al aumentar la
concentracion de NvAu en el medio de reaccién. Lo anterior nos lleva a pensar a que
posiblemente puede existir nanovarillas en el centro de la nanocapsula de PNIPAM vy si se
incrementa la concentracion de NvAu pueden introducirse una mayor cantidad de nanovarillas
en el interior de la esfera de PNIPAM. La muestra llamada NVAuUQSHP; presenta un valor de
Dh=358.5 nm, el indice de polidispersidad es de 10 %, este valor indica la obtencion de tamafios
cercanos al tamafio principal, las siguientes muestras analizadas presentan incrementos en el
tamafio de particula y en la dispersion de tamafios, los valores se mantuvieron constantes para
las muestras NVAUQSHP23 (Dh= 369 nm, IPD= 11 % y 12 %), si bien se manifesto un ligero
incremento en la dispersién de tamafios esto puede atribuirse a que la menor concentracion de
nanovarillas conduce a estructuras mas homogéneas. Por otro lado, la plataforma NVAUQSHP4
exhibe tamafios de particula cercanos a Dh= 372 nm y presenta el mayor valor de IPD (14%),
este comportamiento podemos justificarlo debido a que al existir una mayor concentracion de
nanovarillas se presentan variaciones en el mecanismo de polimerizacion dando lugar a
particulas con diferentes tamarios. Los estudios realizados hasta esta seccion permiten establecer
que fue posible sintetizar nanoplataformas en dos etapas, con variaciones en el tamafio de
particula y carga superficial entre cada una de las etapas de preparacion, lo que permite sugerir
que las reacciones de funcionalizacion se llevaron de manera exitosa, estos estudios se
complementan con estudios espectroscopicos (FT-IR) enfocados al estudio estructural de los
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componentes de las nanoplataformas sintetizadas. Bajo este contexto se estudiara el
comportamiento y la funcionalidad de la familia de nanoplataforma NVAUQSHP1.4, el objetivo
del estudié serd determinar la capacidad de respuesta de los vectores frente a estimulos de
temperatura y cambios en el pH para determinar su potencial aplicacibn como agente de

liberacion controlada de farmacos.
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Figura 27. Rango de tamarios de las muestras NVAUQSHP.
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V11.4.3. Estudio del efecto de la temperatura de NVAuQSHP sobre el tamafio de
particula

La capacidad de respuesta de los polimeros termosensibles es una de las propiedades mas
importantes para aplicaciones dirigidas para fines de carga y liberacion controlada de sustancias
de interés terapéutico. El objetivo de este trabajo es sintetizar plataformas que sean estables y
que ademaés sus propiedades fisicoquimicas estén en funcion de estimulos externos aplicados
como temperatura y pH. Para determinar la sensibilidad de la nanoplataforma en funcién de la
temperatura del medio, se realizd un barrido de temperaturas para cada una de las muestras

sintetizadas en este trabajo.
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Figura 28. Rango de tamarios de las muestras NvVAUQSHP ante un barrido de temperatura.
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La figura 28 presenta los perfiles de temperatura para todas las muestras de PNIPAM
modificadas con NvAu, las mediciones de DLD revelan que el tamafio de particula de las
muestras NVAUQSHP1.4 estan en funcidn de la temperatura. Los resultados para la sintesis de
nanoparticulas poliméricas de PNIPAM-oro de 300 nm, demuestran que existen ligeros
incrementos en la distribucion de tamafios de las nanoparticula al incluir esferas metalicas
distribuidas en las nanoparticulas poliméricas. De este modo la funcionalidad de la
nanoparticula consiste en los cambios estructurales de la particula cuando se incrementa la
temperatura del medio, el perfil obtenido consiste en una estructura expandida (soluble) con una
temperatura de transicién (LCST) cerca de 32°C, es decir a esta temperatura sucede un
reacomodo estructural de los grupos hidrofilicos (-NHC=0) y la subsecuente ruptura de puentes
de hidrogeno que mantenian unidas a las moléculas de agua a la estructura polimérica,
finalmente predominaran las interacciones hidrofébicas (grupo isopropil) conduciendo al
colapso de la estructura hasta una estructura compacta. Los resultados de dispersion de tamafio
de particula demuestran que a temperatura de 24°C las muestras NVAUQSHP;1.4+ alcanzan
tamafios por cerca de 380 nm al incrementar la temperatura del medio ocurre la transicién
estructural a 32°C y finalmente la estructura colapsa y alcanza valores minimos de tamafio por
encima de 34°C. ElI comportamiento es de acuerdo a lo esperado, ya que la concentracién de
NvAuU es moderada 1.08 X 10 1t M y no tiene un impacto en las propiedades fisicoquimicas de
la particula. De este modo los resultados demuestran que los sistemas NVAUQSHP1.4 conservan
la sensibilidad a la temperatura de las nanoparticulas de PNIPAM pura, este hecho contribuye a
la elaboracion de nanoparticulas funcionales que pueden ser de utilidad potencial en tareas de

carga y liberacion de farmacos.

V11.4.4. Estudio del efecto del pH sobre el tamafio de particula

Los segmentos estructurales de la PNIPAM contribuyen en reacomodos conformacionales de la

estructura, aun asi, no se ha demostrado que este valor sea dependiente del pH del medio en que
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se encuentra. Por esta razon, en nuestro caso de estudio, se incluyé un polimero sensible a
cambios en la concentracion de i6n Hidronio como el oligosacarido quitosano. La evolucion del
tamanio de las muestras NVAUQSHP1.4 se monitoreo mediante la técnica de DLD, los resultados
se muestran en la Figura 29 y resulta evidente un incremento en el tamafio de particula a medida

que se disminuye el valor de pH.
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Figura 29. Comportamiento de particula debido a variaciones en el pH.

El comportamiento de la nanoestructura para este estudio fisicoquimico se asocia
principalmente a la capacidad de protonacion del grupo amina (NH>), la reaccion de protonacién

del grupo amina se favorece a pH acido, por lo tanto, bajo condiciones &cidas el grupo amina
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permanece en su forma (NHs"), la carga presente en el segmento de quitosano tiolado fomenta
interacciones de tipo repulsion entre cadenas con la misma carga, dando lugar a cadenas
expandidas incrementando asi el tamafio de particula. Para todas las muestras se observa un
valor maximo cercano a 370 nm a pH=3 y el valor de tamafio alcanza un valor minimo a pH
7.5. De acuerdo a los resultados, los valores de pH &cido promueven el incremento en el tamafio
de particula y a pH bésico se favorece la disminucion del tamafio, lo anterior permite sugerir
que la particula puede favorecer la capacidad de carga de moléculas hidrosolubles, ademas de
modular el tamafio a pH cercano al del cuerpo humano, esto resulta favorable debido a que

pH=7.5 la particula permanece estable, libre de fendmeno de precipitacion.

V11.4.5. Determinacion del plasmoén de resonancia superficial por espectroscopia de
UV-Vis

La caracterizacién espectroscépica pretende determinar la presencia del plasmén de resonancia
transversal y longitudinal en la nanoplataforma, ésta propiedad es caracteristica de las NvAu, si
bien, es conocido que estas nanoestructuras inorgénicas son utilizadas para el calentamiento
local mediante la irradiacion de un laser de longitud de onda visible (700-810 nm), nuestra
intencion es comprobar la funcionalidad de las NvAu en el interior de la nanocapsula
NVAUQSHP1.4. En la Figura 30 se presentan las gréaficas de espectroscopia de UV-Vis para las
muestras de NvAu, NVAUQSHP1.4, en las cuales es posible observar dos bandas de absorcién
principales con diferencias de intensidad, la primera banda (menor) se encuentra alrededor de
520 nm que corresponde al plasmdn de resonancia transversal, la banda de mayor intensidad se
localiza 760 nm y es caracteristico del plasmon de resonancia longitudinal. Aunque las bandas
de absorcion longitudinal son parecidas para todas las muestras NVAUQSHPy, estas presentan
un leve corrimiento respecto a las NvAu que puede deberse al indice de refraccion del polimero
funcionalizante. Los valores calculados para el coeficiente de extincion molar presentan una
disminucion en comparacion con el valor reportado para las NvAu, el valor para las muestras
de nanoplataforma NvAUQSHP1-4 valor resultd ser 1.8 X 10° cm™M. Los espectros presentan
diferencias en cuanto intensidad de absorbancia, la muestra que presentd un valor mayor de

intensidad fue NVAUQSHP4 con un valor méximo cerca de 0.28 (u.a.) y la muestra con menor
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intensidad corresponde a NVAUQSHP; con un valor de 0.11 (u.a.). Los resultados obtenidos nos
permiten pensar que las nanoplataformas presentan actividad éptica, aun asi, es posible
optimizar la intensidad de absorcién modificando la concentracion de NvAu en los sistemas
reaccionantes. Esta propiedad coloca a nuestras nanoplataformas como candidatos potenciales
en terapia fototérmica, y el objetivo en futuros trabajos sera modular la liberacion mediante el
calentamiento local de la capsula de PNIPAM mediante la oscilacion del plasmon de resonancia
de las NVAu. La caracterizacion complementaria a estos estudios incluye la determinacion de la
morfologia final de las nanoplataformas, esto para evaluar su posible aplicacion como agente

de liberacion controlada de sustancia de interés bioldgico.
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Figura 30. Gréaficas de espectroscopia de UV-Vis para las muestras NVAUQSHP.
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V11.4.6. Caracterizacion morfoldgica por MFA.

Una de las propiedades de gran interés para aplicaciones biomédicas de nuevas nanoplataformas
consiste en el conocimiento pleno de la forma y tamafo, debido a que los mecanismos de
internalizacion y de interaccion en sistemas bioldgicos se encuentran estrechamente
relacionados con estas propiedades morfologicas. De acuerdo con el planteamiento inicial, la
estructura esperada se basa en el crecimiento de capas poliméricas sobre las NvAu. En la Figura
31 se presenta un modelo esperado de la morfologia de las nanoplataformas NVAUQSHP1-4, si
bien se sabe que debido a la presencia de la tltima capa de PNIPAM la morfologia final puede
sufrir modificaciones en el tamafio y morfologia dependiendo de la temperatura del medio en
que se encuentre. Un aspecto més a considerar es la posibilidad de algunas deformaciones de la
nanocapsula, esto a causa de las NvAu que por tratarse de una superficie metalica se pueden
presentar deformaciones, esto es justificado por la diferencia de las densidades entre los
polimeros involucrados y el metal noble. Estos aspectos de crecimiento y deformacion son
considerados en el modelo propuesto, el cual se trata de una estructura esférica con tendencia a

deformarse desde su interior.

Figura 31. Modelo propuesto para la nanoparticula NVAUQSHP.
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En la Figura 32 aparecen las imagenes adquiridas por MFA para las muestras NVAUQSHP1.4 en
suspension coloidal diluida, de manera general se obtuvieron dimensiones entre 200 nm y 300
nm, estos resultados concuerdan con las mediciones de DLD. La Figura 32 a) muestra la
nanoplataforma NVAUQSHP1, y podemos observar cierta similitud a una NvAu, es importante
resaltar los incrementos en las dimensiones entre una NvAu y el centro de esta nanoplataforma.
Esto nos permite sugerir que el centro de la particula NvVAUQSHP; contiene NvAuU recubiertas
con quitosano. EI monitoreo de la evolucion de las propiedades fisicoquimicas como radio
hidrodinamico (359 nm) y carga superficial (-1.08 mV), permiten confirmar la modificacion en
la ultima etapa de la sintesis, es decir, la disminucion dramética del Potencial ¢ puede asociarse
con el recubrimiento de PNIPAM en la superficie de quitosano, otro hecho que valida la
modificacion es el incremento notable en el radio hidrodindmico (desde 150 nm hasta 359 nm).
En la imagen 32 b) puede apreciarse la estructura NVAUQSHP2, el incremento en la
concentracion de NvAu en las inmediaciones de reaccion, permitié que se llevara a cabo la
modificacion de la superficie para dar lugar a la formacidn de estructuras similares a varillas,
pero con incremento en el valor del tamafio. La imagen de MFA nos revela que existe una mayor
cantidad de nanovarillas recubiertas con PNIPAM lo cual nos lleva a pensar que el aumento en
la concentracion de NvAu afecta principalmente el rendimiento de la modificacion superficial.
La morfologia de las muestras NVAUQSHPz y NVAUQSHP4 se presentan en las figuras 32 ¢) y
d), estas imagenes muestran que la cantidad de NVAuQSH recubiertas con PNIPAM aumentaron
en funcién de la concentracion inicial, ademas la morfologia tiende a ser de mas esférica a mas
alargada, lo cual sugiere que existe una menor cantidad de nanovarillas recubiertas con
quitosano (NVAuUQSHs.4) y con una mayor cantidad de PNIPAM. La presencia del polimero
inteligente no puede descartarse en ninguna de las muestras, debido a que segun los barridos de
temperatura contra el tamario revelan que todas las estructuras presentadas en este trabajo tienen
la capacidad de cambiar su conformacion estructural en funcion de la temperatura (LCST). El
conjunto de caracterizaciones permite establecer los valores 6ptimos de reaccion para preparar
nanoestructuras hibridas funcionales y de morfologia semi-esférica, la aplicacion de estos

nanosistemas esta dirigida en la carga de farmacos utiles en terapias contra el cancer.
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Figura 32. Iméagenes adquiridas por MFA para las muestras NVAUQSHP.
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VI11.4.7. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

La técnica de MEB fue realizada para la muestra que presentd las mejores condiciones
fisicoquimicas y de morfologia discutidas en puntos anteriores (NVAUQSHP.). La imagen MEB
confirma la presencia de estructuras semi-esféricas, en esta toma fue posible apreciar
nanovarillas en el interior de la capsula de PNIPAM, ademas de NvAu adheridas a la superficie,
el tamafio de particula promedio alcanza un valor de 250 nm. El incremento en la cantidad de
nanovarillas encapsuladas puede ser potencialmente Util en la optimizacion de futuros trabajos
para el calentamiento local modulado por estimulo de laser de 808 nm. En el siguiente punto se
discutiran los resultados de la capacidad de entrampamiento de CisPlatino utilizando las

nanoplataformas NVAUQSHP1.4 presentadas y caracterizadas en este trabajo de investigacion.
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Figura 33. Imagen MEB de la muestra NVAUQSHP4.
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V11.4.8. Capacidad de entrampamiento de Cisplatino en NVAUQSHPXx

La potencial aplicacion de las nanoplataformas sintetizadas en este trabajo de investigacion
fueron evaluadas con el objetivo de conocer su capacidad de carga y adsorcién de un farmaco
hidrofilico como lo es el Cisplatino. La cuantificacion se llevé a cabo mediante la determinacion
espectroscopica indirecta por UV-Vis de un complejo formado entre la droga Cisplatino y la
ortofenildiamina (OPDA) en disolvente organico dimetilformamida (DMF). La metodologia
describe que la solucion tratada por encima de 90°C vira de incoloro a color verde, esto indica
la correcta formacion del complejo. Este método fue adaptado para la cuantificacion del
cisplatino fuera de la capsula descartado en el sobrenadante. La eficiencia de entrampamiento
se define como la concentracion de farmaco en el interior de la nanocapsula y adsorbido en la

superficie de la misma, de aqui surge la ecuacion 2.
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Ecuacion 2.

Masa de farmaco en NP’s

Eficiencia de Entrampamiento = 100

: ——X
Masa de farmaco inicial

NvAUQSHP1 71.0 % -
NvAUQSHP2 72.0 %-
NvAuQSHP3 74.0 %
NvAUQSHP4 78.3 %~

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Eficiencia de Entrampamiento (%)

Figura 34. Porcentaje de encapsulacion de Cisplatino en muestras NVAUQSHP.
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Los resultados calculados para las nanoplataformas, se presentan en la figura 31, y resulta
evidente apreciar que la muestra con la mayor concentracion de NvAu en el medio reaccionante
(NVAUQSHP;) alcanza valores minimos de EE (%) cerca de 71.0 %, en la muestra NVAUQSHP:
es una mayor de concentracion de varillas y esto resulté ser proporcional a la EE de este sistema
registrando un porcentaje de 72 %. Si bien, es de esperarse un incremento en la concentracion
de cisplatino en la capsula, esto al existir una mayor concentracion de varillas, los resultados
confirman lo esperado, en nuestro punto de vista, pudieran existir varios factores fisicoquimicos
que pudieran afectar de manera importante la capacidad de retencion de las nanocapsulas. El
caso de NVAUQSHP3.4 confirma este comportamiento, ya que sus valores de tamafio son
mayores y su IPD se mantuvo en 14 %. Si bien las eficiencias de entrampamiento fueron 74 %
y 78.3 % de manera respectiva, estos datos fueron los mas altos en el estudio realizado. Los
resultados obtenidos en esta seccion, nos permiten corroborar la funcionalidad de la familia de
la nanoplataforma NVAUQSHP1.4 para la carga de un antineoplasico hidrofilico como el

CisPlatino.
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VIIl. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos mediante la caracterizacion fisicoquimica (radio
hidrodinamico, Potencial ¢, MEB y MFA) ademas de los estudios realizados en este trabajo de
investigacion, podemos comentar a manera de conclusion que se prepararon 4 nanoplataformas
de la familia NvVAUQSHPy, La preparacion de las nanoplataformas se llevo a cabo en dos etapas,
la primera parte de este trabajo involucra la reaccion de intercambio de estabilizante de las
NVAuU, esta etapa da como resultado cambios importantes en el Potencial ¢ ({= 38.93 mV para
NVAuU hasta £=48.5 mV para NvQSH modificado) el valor de Dy fueron impactados al
registrarse un incremento desde 70 nm para el caso de las nanovarillas estabilizadas con CTAB
y 150 nm para el sistema NvQSH. El estudio del impacto de la concentracion de NvAu sobre la
encapsulacion de estas estructuras metalicas nos permiten sugerir que fue posible llevar a cabo
la encapsulacién de la plataforma NvQSH, resulta importante que los cambios en el Potencial ¢
de {= 48.5 mV hasta un valor de {=-1.08 mV, esto sin comprometer la estabilidad coloidal. El
tema relacionado con la funcionalidad y potencial aplicacién de las nanoplataformas presentadas
estan fundamentados en los andlisis de espectroscopia de UV-Vis, estos revelan la presencia del
plasmon de resonancia superficial de las NvAu y muestra el comportamiento esperado en
funcion de la concentracion inicial de varillas. La eficiencia de entrampamiento nos permite
colocar a los materiales preparados en este trabajo como un buen candidato en lo relacionado a
sistemas de carga de farmacos, en nuestro caso en particular estudiamos el antineoplasico
CisPlatino. Los estudios realizados nos indican que las nanoplataformas NVAuQSHPX,
alcanzaron un valor maximo de EE (%) de 78.3 % y este fue el caso de la muestra mas
concentrada en nanovarillas NVAUQSHP3. El trabajo de investigacion y los estudios realizados

nos permiten llegar a las siguientes conclusiones:

» Se desarroll6 una familia de nanoplataformas de configuracién general NVAUQSHPX,
mediante la reaccion de polimerizacion por radicales libres de la isopropilacrilamida en

medio acuoso.
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» Fue posible estabilizar las NvAu mediante la reaccion de intercambio utilizando

quitosano tiolado como agente de sustitucion.

» Se demostré que la familia de nanoplataformas NVAuUQSHPx responde a estimulos
externos como cambios en la temperatura, esto se sustenta mediante el barrido de
temperatura contra tamario, esta curva revela que es posible modular el tamafio de la
nanoplataforma desde 380 nm (32°C) hasta 120 nm (por encima de 35°C). La principal
aplicacion de estos sistemas seria en la liberacion controlada de farmacos o sustancias

hidrofilicas mediante estimulos térmicos.

» Los estudios revelan que las plataformas modifican su tamafio en funcion del valor de
pH en que se encuentren es decir a un valor de pH= 3 el diametro de la plataforma es
cerca de 375 nm y al desplazarse a pH basico de 7 el diametro disminuye hasta 295 nm.

» Se evidencid que los sistemas obtenidos en este trabajo presentan actividad Optica que
corresponden al fendmeno de plasmén de resonancia superficial de las NvAu. Los
espectros de UV-Vis recolectados para las muestras NVAUQSHPXx presentan el mismo
comportamiento, el plasmon de resonancia no sufrié desplazamientos de acuerdo a lo

reportado en la literatura.

Fueron preparados novedosos nanosistemas capaces de realizar tareas de carga de un farmaco
hidrofilico (Cisplatino), los valores maximos de EE fueron de 78.3 % para el valor maximo con

una concentracion inicial de cisplatino de 50 pg/ml.
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IX. PERSPECTIVAS

Aunque la nanoplataforma hibrida sintetizada demostrd responder a los estimulos externos de
pH y temperatura, aun faltan pruebas para comprobar su viabilidad, estudios de liberacion,
ademas de corroborar el aumento de temperatura por medio de la irradiacion con laser. También
resulta oportuno ajustar los pardmetros de tamafio y Potencial ¢, que son los que més influyen
en la circulacion e internalizacion, aparte de ligandos especificos que se pueden utilizar para

potenciar ain mas la especificidad de las nanoplataformas.
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