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RESUMEN

RESUMEN

Los tratamientos convencionales para diversas enfermedades implican varios efectos secundarios
y poca efectividad para algunas enfermedades, por ejemplo, el uso de quimioterapéuticos en
cancer. Debido a lo anterior, han surgido diversas estrategias, entre las que se destaca el uso de la
nanotecnologia, donde se ha estudiado el desarrollo de nanoplataformas de diferentes materiales,
las cuales tienen el potencial de disminuir los efectos secundarios de los tratamientos, asi como
aumentar la eficiencia de los mismos. Dentro de estos tratamientos destaca el uso de materiales
capaces de convertir energia no dafiina para las células y tejidos en calor, el cual se usa para
eliminar a celulas diana por ablacion térmica, reduciendo la toxicidad sistémica y los efectos
secundarios. Diversos materiales se pueden utilizar para el desarrolla de dichas nanoplataformas,
pero se destacan los metales nobles, estructuras a base de carbono y materiales poliméricos,
como por ejemplo el polipirrol, el cual, en su forma nanoestructurada puede ser capaz de
absorber la luz en un rango del espectro electromagnético en el que existe interaccion minima
entre la luz y las células y tejidos, llamado ventana bioldgica. En este trabajo se llevd a cabo la
sintesis de nanoparticulas de polipirrol mediante la oxidacion quimica monémero pirrol para
producir polipirrol en forma de nanoparticulas. Como resultado de la sintesis, se obtuvo un
sistema homogéneo de nanoparticulas con un tamafio promedio de 98.1 + 1.79 nm,
monodispersas, con un indice de polidispersidad de 0.039 + 0.02 y con una buena estabilidad
coloidal, con valores de potencial Z promedio de 20 + 2.09 mV. Ademas, las nanoparticulas
resultaron capaces de absorber luz en la ventana bioldgica, con una banda de absorbancia en el
rango del infrarrojo cercano. Asimismo, las caracteristicas fisicoquimicas de dichas
nanoparticulas de polipirrol se evaluaron a diferentes pH, con el fin de evaluar posibles cambios
en las propiedades fisicoquimicas de las mismas. Se evaluaron a valores de pH de 4.2, 6.0, 7.4,
8.0 y 10.0, encontrandose que este parametro no tiene efecto sobre el tamafio de las
nanoparticulas de polipirrol; sin embargo, se encontr6 que el potencial Z disminuye
notablemente al aumentar el pH de la solucion, al pasar de un pH acido a uno basico. A su vez, el
cambio de pH en las soluciones de nanoparticulas provoco cambios en el espectro UV-vis,

encontrandose que este tiende a tener un recorrimiento hacia longitudes de onda maés cortas,
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modificando asi la longitud de onda a la que se da la absorbancia maxima de la solucion de
nanoparticulas. Una vez caracterizadas las nanoparticulas, se evaluaron las propiedades
fototérmicas usando un l&ser continuo de a una longitud de onda de 808 nm, con una potencia de
1.5 W. Este analisis mostrd claros incrementos de la temperatura de la solucion al irradiar con el
laser, encontrando que la temperatura obtenida esta ligada a la concentracion de nanoparticulas
en solucién, con incrementos de temperatura en la solucion de alrededor de 25°C, para la
solucién més concentrada de nanoparticulas usada (30 pg/mL). En base a los resultados
obtenidos se piensa que este tipo de material tiene un gran potencial para su uso en aplicaciones
medicas, como lo son las terapias fototermicas para la ablacion termica de celulas cancerigenas.
Asimismo, el presente trabajo realiza aportaciones en el desarrollo de materiales con
aplicaciones médicas, mas especificamente en el comportamiento que tienen las nanoparticulas

de polipirrol en diferentes condiciones de pH.
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CAPITULO I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 Introduccion

Céncer es un nombre genérico utilizado para un gran grupo de enfermedades que se
caracterizan por el rapido crecimiento de celulas anormales mas alld de sus limites habituales,
llegando a invadir partes adyacentes del cuerpo y/o diseminarse hacia otros érganos. EI cancer es
una de las cusas de muerte de mayor impacto de manera global, adjudicandosele la muerte de 9.6
millones de personas en el afio del 2018, segln cifras de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) (Wordl Healt Organization, 2018). Estas enfermedades pueden ser tratadas por distintos
métodos. Sin embargo, a pesar de que los farmacos utilizados en la quimioterapia logran atacar
las células cancerigenas, estos traen consigo efectos secundarios que pueden provocar desde
consecuencias menores, hasta la muerte. Los sintomas procedentes de las quimioterapias se
deben a los efectos toxicos que tienen este tipo de farmacos sobre las células de réapida
proliferacion (Avci et al., 2019). Debido a los efectos negativos que conlleva el realizar el
tratamiento del cancer es que investigadores dedican tiempo y esfuerzo en la busqueda de nuevos
métodos de llevar a cabo el tratamiento de esta enfermedad, siendo la nanotecnologia, junto a
otras ramas de estudio, quien ha logrado disefiar sistemas y metodologias para el tratamiento de

este tipo de enfermedades.

La nanotecnologia es la ciencia involucrada en el control y reestructuracion de la materia a
niveles atdmicos y moleculares dentro de la escala nanométrica, donde busca aprovechar
fendmenos y propiedades que se presentan en esta escala, teniendo como principal objetivo el
crear materiales, dispositivos y sistemas con nuevas propiedades (Pelaz et al., 2017). A su vez, la
nanotecnologia resulta ser una ciencia interdisciplinaria, siendo capaz de trabajar con otros
campos de estudio como la electronica, quimica, ciencia de materiales, biologia y medicina
(Porter et al., 2008; Saji and Yeung, 2010). A la colaboracion entre la nanotecnologia y la

medicina se le conoce como nanomedicina, la cual tiene como objetivo mejorar la calidad de
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vida de las personas mediante el uso de nanoestructuras, las cuales pueden estar dentro del rango
de 1 a 1000 nanometros, que puedan utilizarse en el area médica (Yao and Lu, 2012). La
nanomedicina tiene diversas aplicaciones en el campo medico como lo son el diagnostico, el

monitoreo, la prevencion y el tratamiento de enfermedades (Han et al., 2014).

Dentro de las aplicaciones de tratamientos de enfermedades nos encontramos con
diferentes tipos de terapias como: la liberacion controlada de farmacos, la cual se enfoca en el
suministro de agentes activos durante un periodo de tiempo controlado (Kakkar et al., 2017;
Rahoui et al., 2017; Yuan et al., 2016). Donde podemos encontrar que se han realizado trabajos
como: el encapsulamiento de cisplatino, un anticancerigeno utilizado para el tratamiento de
diversas formas de céancer, en nanoparticulas poliméricas de &cido poli lactico-co-glicolico
(PLGA por sus siglas en inglés) (Parhizkar et al., 2016); encapsulamiento de retinol, agente
usado para el tratamientos dermatologicos, en nanoparticulas de quitosano (Kim et al., 2006);
encapsulamiento de ADN plasmidico, en nanoparticulas de PLGA modificadas, los cuales actian
como prometedoras vacunas (Gutiérrez-Valenzuela et al., 2016).

Otro tipo de tratamientos que se emplean en la nanomedicina son las terapias
fotodinamicas, las cuales hacen uso de agentes fotosensibles que son activados al absorber luz en
el espectro visible, formando asi especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en ingles),
las cuales provocan oxidacion de biomoléculas, por consecuente, su destruccion (Hamblin,
2016). Este tipo de terapias se ha usado en diferentes tratamientos de enfermedades como el
cancer (Sharma et al., 2012; UNICEF, 2017) y la eliminacion de bacterias (Kikuchi et al., 2015;
Maisch, 2015).

Por otro lado, también nos encontramos con las terapias térmicas (terapias de ablacion
térmica), que hacen uso de calor para llevar a cabo el tratamiento de enfermedades. En esencia,
los tratamientos térmicos en el area de la medicina se basan en cambiar la temperatura de una
parte en especifico del cuerpo humano por encima de su temperatura normal por un periodo de
tiempo definido (Burlaka et al., 2010; Chichet et al., 2007). Normalmente los incrementos de

temperatura en el cuerpo humano (sobre los 37°C) se toman como un signo de que el cuerpo

Omar Pefufiuri Miranda
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humano esta4 enfermo, ademés estos cambios en la temperatura corporal pueden causar dafios
irreversibles en el cuerpo, inclusive la falla de algunos 6rganos (O’Grady et al., 1998). Sin
embargo, es posible aprovechar los aumentos de temperatura en el cuerpo humano para obtener
un efecto positivo controlando la temperatura y el tiempo por el que esta se mantiene (van der
Zee, 2002).

Existen diversos materiales, los cuales pueden adoptar diferentes morfologias, con los
que es posible realizar terapias de ablacion térmica, entre los mas comunes nos encontramos con
nanoestructuras a base de oro como: nanoparticulas de oro (Park et al., 2019; Xia et al., 2019),
nanobastones (comunmente conocidos como nanorods) (Li et al., 2016; X. Wang et al., 2018),
nanoestrellas (Vo-Dinh, 2018; J. Wang et al., 2018), nanocajas (Ahmad et al., 2016; Piao et al.,
2018); nanoestructuras a base de carbono como: nanotubos (Sobhani et al., 2017; Zhou et al.,
2019), nanoesferas (Du et al., 2017; Markovic et al., 2011); y también nos encontramos con
nanoestructuras a base de polimeros en forma de nanoparticulas. Entre los polimeros mas
investigados para este tipo de terapias tenemos a las nanoparticulas a base de politiofeno y sus
derivados (Kaloni et al., 2017), la polianilina (Xing et al., 2016), el poliacetileno (Chiang et al.,
1997), el polipirrol (Hong et al., 2010), entre otros. Siendo este Gltimo uno de los mas atractivos
para los investigadores por su alta conductividad, estabilidad térmica, por su biocompatibilidad y
su facil elaboracion (Zha et al., 2013).

En este trabajo se presenta la sintesis de nanoparticulas de polipirrol mediante la
oxidacion quimica monomero pirrol para producir el polimero polipirrol en su forma de
nanoparticulas. Se llevd a cabo la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de las
nanoparticulas de polipirrol como, tamafio, indice de polidispersidad, potencial Z y espectro UV-
visible. A su vez, se evaluaron estas caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas de
polipirrol a diferentes pH, con el fin de evaluar posibles cambios en las propiedades
fisicoquimicas de las mismas. También se evaluaron las propiedades fototérmicas de las
nanoparticulas de polipirrol usando un laser, para determinar los incrementos de temperatura de

la solucion y asimismo las posibles aplicaciones en terapias fototérmicas.
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1.2 Objetivo General

Sintetizar nanoparticulas de polipirrol con caracteristicas fisicoquimicas aptas para su uso en
aplicaciones de terapia fototérmica.

1.3 Objetivos Especificos

e Sintetizar nanoparticulas de polipirrol con tamafios menores a 200 nm, monodispersas y
con buena estabilidad coloidal.

e Evaluar los efectos del pH de la solucion sobre las caracteristicas fisicoguimicas de las
nanoparticulas de polipirrol.

e Analizar los efectos de la concentracion de nanoparticulas de polipirrol con respecto a los
efectos fototérmicos de la irradiacion laser.

Omar Pefufiuri Miranda
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CAPITULO 2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Polipirrol

El polimero polipirrol, forma parte del grupo de los polimeros conductores como: la
polianilina (Xing et al., 2016), el politiofeno y sus derivados (Kaloni et al., 2017), el
poliacetileno (Chiang et al., 1997), entre otros. El polimero polipirrol posee cualidades que lo
hacen un material atractivo para su uso en diversas aplicaciones. Entre las cualidades mas
importantes tenemos que es un polimero con una buena biocompatibilidad, tanto in vitro como in
vivo (Kim et al., 2007; Li et al., 2004; Meng et al., 2008), también cuenta con una muy buena
estabilidad quimica en entornos expuestos al aire y agua (Bousalem et al., 2004; Cetiner et al.,
2010). De las propiedades que méas llaman la atencion a los investigadores son su propiedad de
actuar como polimero conductor (Zhang and Manohar, 2004) y la de su capacidad de absorber

energia de la luz dentro del espectro del infrarrojo cercano (Hong et al., 2010).

El polimero polipirrol es sintetizado a partir de la oxidacion de su monémero pirrol,
existiendo dos rutas principales para su elaboracién: la polimerizacién electroquimica (Chen and
Tsai, 1989; Diaz et al., 1979) y la polimerizacién quimica (Zha et al., 2013). La polimerizacién
por la via electroquimica se caracteriza por llevarse a cabo sobre la superficie de electrodos de
distintos materiales, dando asi lugar a la formacion de peliculas del polimero (Chandler and
Pletcher, 1986). Por otro lado, la polimerizacion del mondmero pirrol por la ruta quimica, hace
uso de diferentes templetes (otros polimeros, micelas, etc.) donde se lleva a cabo la
polimerizacion, dando cabida a la formacion de nanoparticulas, las cuales pueden variar en

tamafio dependiendo de las condiciones de elaboracion (Hong et al., 2010).

e —
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Polimerizacion del pirrol

En literatura se pueden encontrar diversos mecanismos de polimerizacion propuestos para
el polimero pirrol, por lo que se puede inferir que es ain no hay un método que explique de
manera clara y correcta el proceso de formacién de este polimero. En la Figura 1 se presenta
unos de los mecanismos de polimerizacion del polimero pirrol mas aceptado por la comunidad
cientifica, el cual se basa en la union entre radicales cationicos provenientes de la oxidacion de
dos monomeros. Siguiendo el esquema, en el paso (1), se da la oxidacion del monémero pirrol,
generando asi los radicales catiénicos que posteriormente se unirdn, para después dar paso a la
desprotonacion de los mismo dando como resultado la unién completa de 2 mondmeros de
pirrol, al cual se le puede llamar bipirrol (2). Posteriormente, se lleva a cabo un proceso de
“propagacion” en el que se repite el proceso de oxidacion (3), union (4) y desprotonacion (5)
sobre el bipirrol, formando asi oligdmeros de este y por consecuente el polimero polipirrol.
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Figura 1. Mecanismo de polimerizacion del polimero polipirrol. Adaptada de Tan and Ghandi,
2013.
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Por otro lado, Tan and Ghandi, 2013, proponen un mecanismo de polimerizacion del
polipirrol en el que consideran no solo la posibilidad de que la polimerizacion se lleve a cabo
mediante especies de radicales cationicos, sino también la interaccion entre un radical catidnico
previamente oxidado y un monémero o una cadena de oligdmeros. Tomando la Figura 2 como

referencia, Tan and Ghandi, 2013, proponen un mecanismo que sigue el camino

a—b—d—oe—fog.

(p — O

O/ \Q\
LN, e, a )
e 5 W
[ Ny N oY = [\ H# )
Py = O

NAN 020 S S et

Figura 2. Esquema de dos posibles mecanismos de polimerizacion de pirrol. Adaptada de Tan
and Ghandi, 2013.

Es a raiz de su estructura de dobles enlaces alternados que el polimero polipirrol posee
cualidades de material conductor (Plieth, 2008), lo que le permite absorber una gran cantidad de
luz en un amplio rango de longitudes de onda, siendo las que se encuentran dentro del infrarrojo

cercano las mas Illamativas para sus aplicaciones médicas (p. ej. Terapias de ablacién térmica),
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

ya que esta al interaccionar con la cadena polimérica del polipirrol es capaz de transformar esa

energia en calor (Wang, 2016).

2.2 Dispersiones coloidales

Las dispersiones coloidales son aquellas que se componen de dos fases, una de estas fases
puede estar compuesta por pequefias particulas, gotas o burbujas de cierto material y/o sustancia,
a la que comunmente se le conoce como fase dispersa, y la otra de las fases que actla como
dispersante de la primera fase, llamada fase dispersante o medio continuo. Estas fases pueden
llegar a estar en cualquier estado de la materia (fase gaseosa, liquida o solida). En la Tabla 1, se
muestran los diferentes tipos de dispersiones coloidales que se pueden formar en base al estado
de la materia de la fase dispersa y el medio dispersante. Una las principales caracteristicas de la
fase dispersa es el tamafio en el que se encuentra el material disperso, los cuales normalmente
comprenden desde dimensiones que van desde 1 hasta los 1000 nandémetros. Si la fase dispersa
es un medio acuoso, entonces los términos hidrofilico e hidrofdbico, respectivamente, son usados
para identificarla (Russel et al., 1992; Schramm, 2006).

Tabla 1. Tipos de sistemas coloidales (Schramm, 2006)

Fase dispersa Medio dispersante Nombre
Liquido Gas Aerosol liquido
Solido Gas Aerosol solido

Gas Liquido Espuma
Liquido Liquido Emulsion
Solido Liquido Sol. Suspensién

Gas Solido Espuma sélida
Liquido Solido Emulsion solida
Solido Solido Suspension sélida
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Dentro de los sistemas de dispersiones coloidales, podemos encontrarnos con dos tipos de
dispersiones destinos, los cuales se clasifican en dos diferentes tipos, los sistemas liofobicos, los
cuales se dice que son sistemas termodindmicamente inestables, y los sistemas liofilicos, los
cuales tienden a ser termodindmicamente estables. Los sistemas coloidales liofilicos son aquellos
que se forman de una manera espontanea al poner en contacto las dos fases que lo conforman, la
fase dispersa y la fase dispersante, esto debido a que la dispersion formada tiende a ser
termodinamicamente méas estable que en sus estados por separados. Sin embargo, por otro lado,
los coloides liofobicos no se forman de la misma manera que los liofilicos, dado que el sistema
formado no es termodindmicamente estable en comparacion con sus estados por separado. La
formacion de este tipo de sistemas es posible mediante la aplicacién de energia mecanica a
ambas fases que conforman al sistema, esta energia puede ser suministrada en forma de agitacion
(esta puede ser con un agitador tipo propela o haciendo uso de ultrasonicacion). Algunos
ejemplos de sistemas coloidales liofébicos son las emulsiones, espumas y suspensiones de
particulas. Como ejemplos de sistemas de coloides liofobicos tenemos a las micelas, soluciones

proteicas y virus (Schramm, 2006).

2.3 Suspensiones

Una suspension, es una dispersion coloidal en la que un sélido es disperso en una fase
liquida continua. Donde a la fase solida dispersada se le conoce como fase interna (dispersa) y al
liquido que constituye la fase continua como fase externa. Las suspensiones pueden ser acuosas
o no. El rango de tamafio para las suspensiones coloidales se encuentra entre 1 — 1000 nm
asumiendo que la o las especies dispersas en la fase continua tienen una morfologia esférica.
Mientras que, para otro tipo de morfologias, las particulas en suspension tienden a tener
dimensiones sobre los 2 micrometros de diametro. Las dimensiones mas comunes para las

particulas en suspensién estan en alrededor de 200 nandémetros de diametro.

En las suspensiones pueden existir fases dispersas adicionales. Estas pueden contener,
ademas de particulas solidas y una fase liquida continua que las caracteriza (y un posible agente
estabilizante), gotas emulsificadas y/o burbujas de gas. Si las particulas sélidas son adsorbidas en
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las gotas emulsionadas entonces se le llama emulsion, la cual contiene particulas sélidas. Si las
particulas solidas y las gotas no estan mutuamente asociadas, entonces se tiene un sistema que
contiene una suspension y una emulsion. Frecuentemente una o la otra es considerada como la
dispersion primaria, mientras que la otra fase es considerada como adicional o contaminante
(Schramm, 2006).

2.4Desestabilidad en sistemas de dispersiones coloidales liofébicas

Para el caso de dispersiones liofébicas el grado de estabilidad que estas poseen resulta ser
muy importante debido a que este tipo de dispersiones resultan ser inestables. Para este tipo de
dispersiones existen diferentes procesos por los que la fase dispersa de la suspension coloidal
puede llegar a presentar desestabilidad. En la Figura 3 se muestran los diferentes procesos de

desestabilidad que se pueden dar, como: sedimentacion, agregacion y coalescencia.

Sedimentacion

Agregacion

Coalescencia

Figura 3. llustracion de sedimentacion, agregacion y coalescencia en una emulsion, espuma o
suspension. Adaptada de Schramm, 2006.
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El proceso de sedimentacion de la fase dispersa ocurre debido a la existencia en la
diferencia entre las densidades de la fase dispersa y el medio dispersante, dando paso a la
formacion de cos capas separadas con diferentes concentraciones de la fase dispersa. Otro de los
procesos de desestabilidad de las dispersiones es el proceso de agregacion, el cual se produce a
partir de movimientos brownianos propios de las dispersiones, de la sedimentacion o la
agitacion, promoviendo de esta manera el aglutinamiento de las particulas que se tocan en uno o
varios puntos, manteniendo su identidad, pero perdiendo su independencia cinética, esto debido a
que los agregados se mueven como un conjunto. El dltimo de los procesos mencionados, la
coalescencia, la capa de estabilizante delgada que recubre a la fase dispersa se rompe,
permitiendo la unién de dos o mas particulas, gotas o burbujas, formando unidades mas largas y

por consecuente reduciendo el area superficial (Schramm, 2006).

2.5 Estabilidad en sistemas coloidales

Las interacciones entre particulas determinan el grado de estabilidad y otras propiedades de
las dispersiones coloidales poliméricas. La estabilidad de las suspensiones ha atraido la atencion
de diversos investigadores, ya que es uno de los criterios a tener en cuenta a la hora de llevar
estos sistemas a aplicaciones de diferentes areas como la biofisica, medicina y la tecnologia
moderna. En literatura podemos encontrar diversos métodos y/o teorias sobre la estabilizacion de
sistemas coloidales como: potencial Z, interacciones de Van Der Waals, la teoria de DLVO y

estabilizacion estérica.

2.5.1 Potencial Z

El potencial zeta ({) es una medida de la carga eléctrica desarrollada cuando una
superficie solida es puesta en contacto con una solucion acuosa. Cuando una superficie solida es
puesta en contacto con una solucidn acuosa se genera una carga eléctrica en la interface. Como
resultado, los iones que se encuentran libres en la solucion tienden a reorganizarse formando una
region delgada donde se produce cierta densidad de carga cerca de la interface, diferente de cero.

El ordenamiento de las cargas en la interfaz solido-liquido y a los iones en equilibrio del liquido,
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usualmente se le conoce como la doble capa eléctrica (EDL, Electrical Double Layer) ilustrada
en la Figura 4. Aqui se encuentra una capa delgada de iones la cual se ubica al lado de la
superficie solida cargada, a esta capa se le conoce cominmente como capa compacta. Los iones
en esta capa compacta son inmovibles debido a que experimentan grandes fuerzas
electroestaticas de atraccion. Los iones que se encuentran fuera de la capa compacta son mdviles.
A esta parte del EDL fuera de la capa compacta se le conoce como la capa difusa. El potencial
zeta (C) es el potencial eléctrico que se encuentra presente en los limites que divide la capa

compacta y la capa difusa.

Plano cortante Capa difusa

Capa compacta / Capa —\;\ -

de Stern

Supetficie de la particula

Figura 4. Esquema representativo de la doble capa eléctrica (EDL) con sus componentes.
Adaptada de Dongging Li, 2008.

Las mediciones del potencial zeta () se basan en lecturas indirectas usando uno de los
siguientes fendmenos electrocinéticos: flujo electro-osmético, electroforesis y potencia de
transmision. Las técnicas de flujo electro-osmético y de potencia de transmision se utilizan en el
estudio de microcanales y capilares, mientras que los métodos basados en electroforesis son

usados para el estudio de particulas cargadas(Dongqing Li, 2008; Hunter, 1981).
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2.5.2 Teoria de Derjaguin—-Landau- Verwey—-Overbeek (DLVO)

En la teoria desarrollada por Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek se asume que sobre las
particulas que se encuentran suspendidas en un medio acuoso actuan dos tipos de fuerzas:
fuerzas de repulsion electroestaticas y fuerzas de atraccion (Fuerzas de Van Der Waals). Siendo
el sobre posicionamiento de la doble capa eléctrica presente en cada una de las particulas
dispersas quien da origen a las fuerzas de repulsion, ver Figura 5, previniendo asi la formacion

de aglomerados entre las particulas (Wu et al., 2011).

ol®

Figura 5. Sobre posicionamiento de la doble capa eléctrica de dos particulas que interaccionan.

La teoria de DLVO nos dice que la energia potencial (V) resultante de la interaccion entre
particulas es la suma del potencial de repulsion (Vz), generado por el sobreposicionamiento de
las dobles capas eléctricas, y el potencial de atraccion (V,) provocado por fuerzas de Van Der
Waals. En la Figura 6 explicando la teoria de DLVO, indica que las fuerzas de atraccion (V,), la
cual es determinada por la constante de Hamaker, tamafio de particula y la distancia entre
particulas, son dominantes a pequefias y largas distancias. Mientras que las fuerzas de
repulsion(Vz), la cual depende del tamafio de las particulas, la distancia entre las particulas, el
potencial zeta y la constante dieléctrica del medio, prevalecen a distancias intermedias, creando

asi una repulsion entre las particulas dispersas.
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Repulsion

Potencial de Stern
Potencial Zeta

A 4

Distanciadesde la superfice
de la particula

Energia potencial

Atraccion
[

-

Figura 6. llustracion de la teoria clasica de DLVO vy la doble capa eléctrica. Adaptada de Wu et
al., 2011.

2.5.3 Estabilidad estérica

La estabilizacion estérica es el proceso en el que surfactantes no ionicos acoplados a la
superficie de las particulas en suspension producen repulsiones entre ellas de una gran magnitud.
El acoplamiento de estos surfactantes en la superficie de las particulas genera una pelicula
delgada sobre ellas la cual puede ser hidratada por las moléculas del solvente en el que las
particulas se encuentran en suspension cuando este medio sea un buen solvente para el
surfactante empleado. Se dice que cuando la superficie entre dos particulas se aproxima entre si,

las capas del material surfactante se pueden sobre posicionar entre si comprimirse una a otra,
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dando como resultado una fuerte repulsion debido a dos efectos principales que se producen
como: un mezclado pobre de las capas del surfactante adsorbidas en la particula cuando estos se
encuentran en un solvente favorable, o por la reduccién de la entropia de las capas sobre
posicionadas. Existen criterios para considerar una estabilizacion estérica efectiva como: las
particulas en suspension deben estar completamente cubiertas por el surfactante, esto debido a
que cualquier irregularidad en esta cobertura puede dar paso a la formacion de agregados. Otro
de los criterios para conseguir una buena estabilizacion estérica es que el que el surfactante este
fuertemente “anclando” a la superficie de las particulas para prevenir el desplazamiento de este
cuando se dé un acercamiento entre las superficies de las particulas. El ultimo de los criterios
para alcanzar una buena estabilidad estérica es el que contempla la relacion entre el surfactante
utilizado y el solvente donde se encontraran, siendo recomendable que el surfactante tenga una

buena solubilidad en el medio donde se pondra en suspension las particulas (Tadros, 2013).

2.6 Caracterizacion de dispersiones coloidales

La caracterizacion de las dispersiones coloidales depende del propdésito para el que se usara
esa informacion, ya que realizar una caracterizacion completa de este tipo de sistemas supondria
un trabajo enorme. Entre las propiedades a tener en consideracion tenemos a su naturaleza, su
pureza, tamafio, morfologia, area superficial, estabilidad, espectro UV-vis, etc.(Pillai and Shah,
1996; Schramm, 2006). A continuacion, se mencionan las técnicas de caracterizacion empleadas
en este trabajo.

2.6.1 Dispersién dinamica de luz (DLS)

De acuerdo con la teoria semi-clasica de dispersién de luz, cuando la luz incide/impacta
sobre la materia, el campo eléctrico de la luz induce una polarizacién oscilatoria en los electrones
de las moleculas generando una fuente secundaria de luz y subsecuentemente, luz dispersada. El
cambio en la frecuencia, la distribucion angular, la polarizacion y la intensidad de la luz
dispersada son determinadas por el tamafio, la morfologia y las interacciones moleculares en el

material dispersante. Gracias a todas estas respuestas del material impactado con luz, y con la
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ayuda de la electrodinamica y la teoria de la mecéanica estadistica dependiente del tiempo, es

posible obtener informacidn sobre el material a través de la luz dispersada por él.

La teoria experimental de este método para conocer el tamafio de las particulas se basa en
dos suposiciones. La primera suposicion es que las particulas estdn en un movimiento
Browniano; para esta situacion, se conoce la funcién de densidad de probabilidad dada por la

férmula descrita en la Ec. (1).

P{r,t|0,0} = (4nDt)~"/2 exp(— 12 /4Dt) 1)

Donde D es la constante de difusion.

La segunda suposicién es que las particulas usadas en el experimento son particulas
esféricas. De ser asi, entonces es posible aplicar la relacién de Stoke-Einstein y obtener una

formula con la que se puede obtener la constante de difusion, Ec. (2).

D =kgT/6mma (2)

Donde a es el radio de las particulas, kg es la constante de Boltzmann, T es la temperatura
en grados Kelvin y n es la viscosidad del solvente. Dado que con la luz dispersada por el
material es posible obtener informacion acerca de la posicion de las particulas, con las

ecuaciones mencionadas es posible obtener el radio de las particulas (Goldburg, 1999).

2.6.2 Electroforesis por laser Doppler

La mayoria de las particulas coloidales presentan una carga superficial cuando estas son
puestas en suspension. Al aplicarles un campo eléctrico a estas particulas estas tienden a moverse
debido a la interaccion entre la carga que poseen las particulas y el campo eléctrico que se esta
aplicando. EI movimiento que se induce debido a esta interaccion se asocia con la carga
superficial que poseen las particulas, el medio en el que se encuentran suspendidas y la
intensidad del campo eléctrico que se aplica. La rapidez con la que ocurre este movimiento de las

particulas se realizando mediante la observacion del “Doppler Shift” que se provoca en el haz de
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luz que se hace incidir sobre las particulas. Esta medicion optica del movimiento de la particula
bajo la aplicacion de un campo eléctrico puede ser utilizada para la determinacion del parametro

potencial zeta.

En la electroforesis por laser Doppler, las nanoparticulas son suspendidas en un solvente,
comunmente agua, del cual se conoce su indice de refraccion (n), viscosidad (1) y su constante
dieléctrica (g). Las muestras son irradiadas con un laser de luz de longitud de onda A, mientras
que un campo eléctrico con magnitud (E) es aplicado provocando asi el movimiento de las
nanoparticulas. Puestas las nanoparticulas en movimiento, la luz dispersada con un angulo (0) es
medida, determinando asi la velocidad de las particulas (V) debido al cambio de frecuencia de la
luz irradiada con una relacion de la velocidad de las nanoparticulas y la magnitud del campo
eléctrico generado, ver Figura 7. El potencial zeta se relaciona con el movimiento de las
nanoparticulas usando algin modelo de movilidad, el mas comin es el modelo de Smulochowski

presentado en la Ec. (3).

A-Vd

U=2-E-n-sin(6/2)

(3)

La Ec (4) es usada para relacionar el potencial zeta con la movilidad electroforética

calculada con la ecuacién anterior.

Un

" &fkay @

¢

Donde ¢-Potencial Zeta, U-Mobilidad eléctrica, E-Magnitud del campo eléctrico, V-Cambio
en la frecuencia de la luz dispersada e-Constante dieléctrica del solvente, n-indice de refraccion
del solvente, n-Viscosidad del solvente, f(ka)'-Coefieciente de Henry (Alexandr Shimko et al.,
2014).
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v, = Frecuencia de luz
irradiada

v, + vd= Frecuencia de |
dispersada

Vo+vd

Figura 7. Representacion esquematica de la técnica de electroforesis por laser Doppler para la
medicién del potencial zeta de particulas a escala nanométrica. Adaptada de Alexandr Shimko et
al., 2014.

2.6.3 Espectroscopia de absorcion molecular UV-Visible

La espectroscopia de absorcion molecular se basa en las mediciones ya sea de la
transmitancia o la absorbancia de soluciones situadas dentro de celdas transparentes que poseen
una longitud determinada. Ordinariamente, la concentracion de un analito esta relacionada con la

ley de Beer, que se muestra en la Ec (5)

P,
A=—log(T) = logF0 = ebc (5)

Donde A es la absorbancia, T es la transmitancia, Pyes la energia radiante que se hace
incidir sobre la muestra Pes la energia radiante transmitida, € es el coeficiente de absorcion

molar, b es la longitud de la celday c es la concentracién de la muestra a analizar.

La transmitancia o la absorbancia, normalmente no puede ser medida en el laboratorio
debido a que la muestra a analizar (analito), debe estar contenida en un contenedor transparente,
0 una celda. En la Figura 8 se muestran las diferentes interacciones que provocan perdidas o
distorsiones de la luz incidente. Teniendo que en ambas interfaces de la celda donde es colocada

la muestra a analizar ocurren perdidas por reflexién. Ademas, se produce otro tipo de perdida
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ocasionado por la dispersion de la luz que puede llegar a provocar la interaccion de esta con las
moléculas de la muestra a analizar y en algunos casos, por la absorcién de la luz parte de la celda
utilizada. A modo de compensar estas pérdidas, la intensidad de la luz transmitida por el analito
es comparada con la intensidad que esta presento al analizar una celda que solo contenga al
solvente (Skoog et al., 2006).

Perdidas por reflexion . M

en la interface \
\\_\__‘_‘_-_'_'_//
S ——
-

- Perdidas por dispersién
en la solucion

—

g
S

Luz incidente, Pp———————> —— Luz emergente, P

]

e e

\ Perdidas por reflexion
N—/ en la interface

Figura 8. Esquema de las perdidas por reflexion y dispersion de una solucién contenida en una
celda de cristal. Adaptada de Skoog et al., 2006.
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2.7 Tratamientos térmicos

Recientemente los diferentes métodos para realizar terapias de ablacion térmica como el
uso de radiofrecuencias, microondas, laseres y sonografias de alta frecuencia han recibido mucha
atencion dado que este tipo de tratamientos son minimamente invasivos para el tratamiento de
enfermedades malignas focales. Dichos tratamientos térmicos se basan en llevar parte del cuerpo
0 el cuerpo completo por encima de su temperatura habitual por un periodo de tiempo definido.
Para los humanos, todo incremento sobre la temperatura normal (cerca de 37°C) es tomado como
una sefial negativa, la cual podria indicar la presencia de alguna enfermedad (presencia de
fiebre), pudiendo ocasionar dafios irreversibles o incluso una falla total de los 6rganos. Sin
embargo, inducir incrementos de temperatura controlados trae consigo efectos positivos en
personas con una enfermedad en curso, como el cancer. Existen diferentes clasificaciones para
los tratamientos térmicos, los cuales estan asociados al incremento de temperatura que se llega a
generar en el cuerpo, teniendo como principales clasificaciones a: tratamientos de dafio
irreversible, tratamientos de hipertermia o ablacion térmica y a los tratamientos de diatermia
(Jaque et al., 2014).

2.7.1 Tratamientos de dafo irreversible

Este tipo de tratamiento es llevado a cabo a temperaturas superiores a los 48 °C, teniendo
un periodo de duracion de tan solo unos cuantos minutos. En este caso, las células tumorales
comienzan a morir como consecuencia del proceso de necrosis coagulativa. Este proceso
causado por el drastico incremento de temperatura se considera un proceso no reversible. A pesar
de ser considerado un proceso que trae consigo un alto indice de eficiencia, no es considerado
una opcion de tratamiento para ser utilizado, ya que, debido a las temperaturas utilizadas no solo
afectan a células que se quieren tratar, sino también producen efectos en las células sanas (Wood
etal., 2016).
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2.7.2 Tratamientos de hipertermia / ablacion térmica

Este tipo de tratamientos térmicos consiste en llevar una zona del cuerpo afectada, como
un tumor, a una temperatura que puede ir desde los 41 °C hasta los 48 °C, el cual es un rango
clinico de temperatura relevante debido a los procesos que tienen lugar en las células (Sapareto
and Dewey, 1984). Los tratamientos de ablacion térmica son comlnmente aplicados en
combinacion con otro tipo de tratamientos, como la quimioterapia, con el fin de incrementar la
eficiencia del tratamiento (Wust et al., 2002). Entre los procesos que se llegan a dar en este rango
de temperatura de los tratamientos de ablacion térmica, nos encontramos con la
desnaturalizacion de las proteinas, la cual comienza a tener lugar al alcanzar temperaturas de 39
°C. Como consecuencia de esta desnaturalizacion, las proteinas son propensas a formar
agregados, los cuales tienen consecuencias destructivas sobre las células afectando las tasas de
supervivencia de las mismas (Lepock et al., 2009). Otro proceso que toma lugar al realizar
terapias de ablacion térmica es la inactivacion celular en una forma temporal, la cual comienza a
hacer presencia en temperaturas de 41 °C. La duracion de este proceso estara ligado al tiempo en
el que se mantenga esta temperatura (Caccamo et al., 2006). En el rango de temperatura que va
desde 43 °C hasta los 45 °C comienza a producirse un incremento significativo en las reacciones
bioquimicas de las células, dando lugar a un estrés oxidativo debido a la produccion de especies
reactivas de oxigeno, causando asi dafio a las proteinas (Sapareto and Dewey, 1984). Por ultimo,
en el rango de temperatura de 45 °C a 48 °C, se produce un proceso rapido de muerte celular por
necrosis (Hegyi et al., 2013).

2.7.3 Tratamientos de diatermia

Este tipo de tratamientos estan basados en elevar la temperatura de ciertas zonas del cuerpo
hasta los 41 °C, temperatura en la que no se lleva a cabo ninguna modificacién a nivel celular.
Sin embargo, a este nivel del incremento de la temperatura se producen efectos en el cuerpo que
resultan ser de beneficio para el cuerpo. Estos efectos estan asociados a diferentes procesos como
el incremento de la velocidad de circulacién de la sangre y la velocidad con la que se da el

intercambio de iones a través de la membrana celular. Como complemento, a esta temperatura,
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algunos tejidos, como los tendones, pueden ser estirados con mayor facilidad (Paoloni and

Murrell, 2009), favoreciendo asi la relajacion muscular.

2.8 Terapias fototéermicas

Las terapias de fototérmicas presentan un atractivo hoy dia para su uso en el tratamiento de
enfermedades como el cancer, debido a que este tipo de terapias permite la elevacion de la
temperatura de zonas del cuerpo en especifico haciendo uso de agentes que son capaces de
absorber la luz proveniente de un laser dirigido de manera focal hacia una zona afectada. Este
tipo de terapias permite la deposicion del calor en las zonas que se quieren tratar haciendo uso de
luz laser de baja intensidad, lo que ayuda a minimizar dafios a tejidos/células sanos que se
encuentren en los alrededores de la zona que se quiere tratar (Jain et al., 2008). Ademas de lo
antes mencionado, en las terapias fototérmicas se emplean agentes fotosensibles capaces de
generar calor mediante la absorcion de luz, dando paso a la muerte de las células que se quieren
tratar mediante el incremento de la temperatura. A su vez, es deseado que este tipo de agentes
fotosensibles sean capaces de absorber luz dentro del rango del infrarrojo cercano (Splinter,
2006), para que sea vea reducido el riesgo de que las células sanas alrededor de las células que se
desean tratar lleguen a sufrir dafios debido a posibles interacciones que estas tengan con el laser,
esto debido a que la luz dentro del infrarrojo cercano se encuentra dentro de una de las ventanas

bioldgicas del espectro electromagnético(Robinson et al., 2011).

2.9 Luz en aplicaciones medicas

Las primeras fuentes de luz que se llegaron a utilizar en aplicaciones médicas fueron la luz
solar, las ldmparas incandescentes y las lamparas que hacian uso de gases nobles para la emisién
de luz. Sin embargo, todas estas fuentes tenian el inconveniente de ser fuentes de luz de banda
ancha, por lo cual no era posible llevar a cabo tratamientos eficientes. Con la aparicion del laser
se dio solucion al problema que tenian fuentes de luz usadas en principio, ya que este tipo de

fuente de luz trabajar de manera mas selectiva, teniendo como resultado la disminucion de dafios
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en los alrededores de las zonas que se quieren tratar. Esto debido a que al trabajar con luz laser,
es posible seleccionar la emision de luz a una longitud de onda especifica, ayudando asi a
producir el efecto deseado con la energia 1de la luz. Las interacciones que llegan a ocurrir entre
tejidos y el laser, como absorcion y distribucion de la energia de la luz, estan ligados a las
propiedades que estos dos posean. Existe una amplia gama de luz laser disponible, estos se
dividen en grupos que se encuentran en diferentes areas del espectro electromagnético como: el
rango ultravioleta, el visible, el infrarrojo cercano y medio, siendo estos Ultimos dos los mas
utilizados en el area médica debido a la presencia de las conocidas “ventanas biologicas”
(Splinter, 2006).

2.10 Ventanas biol6gicas

Haciendo uso de las llamadas ventanas bioldgicas se puede reducir de manera significativa
la absorcion de la luz en tejidos sanos mediante el uso de laseres que cuenten con longitudes de
ondas especificas (Smith et al., 2009; Weissleder, 2001). Las ventanas biologicas se definen
como aquel rango de longitudes de onda del espectro electromagnético en el que los tejidos del
cuerpo se vuelven parcialmente “transparentes”, esto debido a que las interacciones que tiene la
luz con los tejidos, como la absorcion y la dispersidn de esta, se ven reducidas dentro del rango
electromagnético que abarcan ventanas bioldgicas. En la Figura 9, se muestra el espectro del
coeficiente de extincion de un tejido humano en el que se puede apreciar la interaccién de la luz
con constituyentes importantes del cuerpo humano, como lo son la hemoglobina y el agua. En el
mismo grafico se pueden observar dos regiones en las que la interaccion de la luz a determinadas
longitudes de onda tiene una interaccion minima con relacion a las mostradas en los extremos de
cada lado del grafico. A estas dos regiones se les conoce como primera y segunda ventana
bioldgica (Jaque et al., 2014).

e —
Omar Pefufiuri Miranda
POSGRADO EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA: INGENIERIA QUIMICA, 2019

23



CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3 8
—_— L & )
5 © =2
g 1000 ¢ © ._.g 4
3 B :
- : =
c (=
0 [ E 2
= o}
Q o >
£ 100} 4 2 ]
x ; 3 =] ]
o : g &
T I & A
s 10 & 3
c E 3
Q9 E
2 I
Y L
3 1
o 3

500 1000 1500
Longitud de onda (nm)

Figura 9. Coeficiente de extincion de un tejido representativo. Adaptada de Jaque et al., 2014
2.10.1 Primera ventana bioldgica

La primera ventana bioldgica comprende a la luz que abarca las longitudes de onda que
van desde los 700 nm hasta los 980 nm en espectro electromagnético, el cual se encuentra entre
la banda de absorcion de la hemoglobina (en la parte visible del espectro electromagnético) y la
banda caracteristica de absorcion del agua a los 980 nm. Dentro de este rango del espectro
electromagnético, la absorcion de la luz por parte de los tejidos es practicamente nula, pero sin
embargo sigue existiendo presencia de extincion éptica debido a la presencia de luz dispersada

por los tejidos, la cual tiende a decrecer para longitudes de onda grandes (Jaque et al., 2014).

2.10.2 Segunda ventana biol6gica

La segunda ventana bioldgica se extiende desde los 1000 nm hasta los 1400 nm del
espectro electromagnético, ambos limites corresponden a bandas de absorcion del agua. En este
rango de longitudes de onda la absorcion por parte de los tejidos no se desvanece por completo
mientras que por otro lado la dispersion de la luz se ve disminuida con respecto a la primera

ventana biologica debido a las longitudes de onda mayores (Jaque et al., 2014).
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3.1 Materiales

El mondmero pirrol, cloruro férrico hexahidratado (FeCI3 6H20) y alcohol polivinilico (PVA,
peso molecular promedio de ~31,000 a.m.u. y con 86.7-88.7 % mol de hidrolisis) fueron
obtenidos por Sigma Aldrich, Inc. St. Louis, MO, USA. EI mondmero pirrol fue purificado

previo su uso mediante destilacién bajo condiciones de vacio y atmosfera inerte.

3.2 Equipos

Recirculador con enfriamiento WVR modelo AP07R-20-V11B (WVR Internacional, Made in
USA), espectrofotometro UV-Vis Genesis 10S, Thermo Scientific, Madison, (Wisconsin, USA),
centrifuga Sigma 3-30KS (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode am Harz, Germany),
multimetro EXTECH Modelo EX540, termopar tipo K recubierto y laser de diodo de 808nm
(Changchun New Industries Optoelectronics Tech Co. LTD, Modelo No. PSU-111-LED).

3.3 Métodos

3.3.1 Sintesis de nanoparticulas de polipirrol

Se llevo a cabo la sintesis de nanoparticulas de polipirrol (PPy Np’s) siguiendo la
polimerizacion quimica del monémero pirrol usando cloruro férrico (FeCls 6H20 ) como agente
oxidante siguiendo la metodologia reportada en literatura (Hong et al., 2010; Zha et al., 2013).
Brevemente, a una solucién acuosa de 20 mL de alcohol polivinilico (PVA) Mw 31,000 al 7.5%
(m/v) se le adiciono cloruro férrico (FeCls 6H>0) manteniendo una relacion molar de 2.3
respecto al monomero ([FeCls]/[Mondémero]=2.3). Una vez agregado el cloruro férrico, la
solucion se dejo en agitacidon a 500 rpm por un tiempo de 1 hora para permitir un equilibrio entre

el PVA 'y el FeCls, logrando asi que los iones del FeCls formen junto con los grupos hidroxilo de
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la cadena polimérica del PVA, sitios en donde se daré a inicio a la polimerizacion del monémero

pirrol. En este paso, la solucion transparente de PVA se torna de un color anaranjado.

Transcurrido este tiempo, se procedié a agregar el mondémero pirrol, manteniendo una
concentracion de 0.1 M, en este paso la solucién pasa de un color anaranjado a un color negro,
indicando que la polimerizacion procedid. Se dejo llevar a cabo la polimerizacion por un tiempo
de 4 horas. La reaccion se llevé a cabo a una temperatura de 5°C usando un bafio de
recirculaciéon WVR con enfriamiento. En la Figura 10 se muestra un esquema de la sintesis de las
PPy Np’s.
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Figura 10. Esquema de sintesis de nanoparticulas de polipirrol mediante la polimerizacion
quimica de su mondmero pirrol.

Terminado el tiempo de reaccion, la solucion resultante fue colocada en tubos de
centrifuga para realizar el lavado de las PPy Np’s, removiendo asi trazas de cloruro férrico y
excesos de PVA en las nanoparticulas. Se realizaron tres ciclos de centrifugacion a 20,000 rpm a

temperatura ambiente por 20 un tiempo de minutos. Entre cada ciclo de centrifugacion se retird

Omar Pefufiuri Miranda
POSGRADO EN CIENCIAS DE LA INGENIERIA: INGENIERIA QUIMICA, 2019

26



CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

el liquido remanente (sobrenadante) de los tubos de centrifuga y se procedié a resuspender el
precipitado en 10 mL de agua desionizada caliente con ayuda de vértex. Por ultimo, del dltimo
ciclo de centrifugacién se tomaron muestras para realizar la caracterizacion de las nanoparticulas
por las técnicas de dispersion dinamica de luz (DLS) y electroforesis por laser Doppler para
obtener informacién sobre sus tamafios, indice de polidispersidad (PDI) y potencial Z. La
anterior muestra para las mediciones de caracterizacion consta de 50 pL de la solucion de

nanoparticulas del ultimo lavado en 950 pL de agua desionizada.

3.3.2 Caracterizacion de las nanoparticulas

Se determind el tamarfio y el indice de polidispersidad de las nanoparticulas de polipirrol por
medio de la técnica de dispersion dindmica de luz (DLS, Dynamic light Scattering) con ayuda
del equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, United Kingdom), el
cual nos proporciond lecturas por triplicado de cada muestra. Se utilizé agua desionizada como
medio dispersante, la cual tiene un indice de refraccién de 1.33. Para la evaluacién de la
estabilidad de las nanoparticulas poliméricas se midié el pardmetro de potencial zeta utilizando
el equipo mencionado anteriormente utilizando la técnica de electroforesis por laser Doppler.
Como parte de la caracterizaciébn se realizaron barridos de 200 a 1100 nm en el
espectrofotometro UV-Vis Genesis 10S, Thermo Scientific, Madison, (Wisconsin, USA) a
soluciones de nanoparticulas de polipirrol con diferentes concentraciones, con el fin de conocer
en qué region se encuentra la zona con mayor absorbancia de las particulas de polipirrol
sintetizadas. Se midi6 el pH de la solucion utilizada en las anteriores caracterizaciones con el
propdsito de conocer si es necesario realizar modificaciones en el pH de esta solucione ya que se
tiene pensado usar este sistema en aplicaciones bioldgicas. A si mismo, se analizara el efecto del
pH sobre las nanoparticulas de polipirrol, prestando atencion a cambios en su tamafo, PDI,
potencial Z y espectro UV-vis.

3.3.3 Curva de calibracion

Se realiz6 una curva de calibracion de las nanoparticulas de polipirrol con el fin de poder

conocer las concentraciones que se utilizaran en estudios posteriores. Para ello, se prepararon
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soluciones manteniendo la relacion de voliumenes mencionada con anterioridad (50 pL de la
solucion de nanoparticulas del ultimo lavado en 950 pL de agua desionizada) a una escala mas
grande. Esta solucién de mayor volumen se paso a liofilizacion, lo cual nos permitié conocer un
aproximado de la masa de nanoparticulas de polipirrol que se encontraban en solucion. Con esta
informacion se prepard una solucion madre de 36 pg/mL, de la cual se prepararon varias

disoluciones a mitades, siendo la Gltima disolucion de una concentracion de 0.0714 pg/mL.

3.3.4 Evaluacion del efecto del pH

Dado que la solucion resultante de la sintesis de nanoparticulas de polipirrol es de un pH
acido, se realizo el estudio del efecto del pH sobre las nanoparticulas de polipirrol. Para ello, se
prepararon soluciones de nanoparticulas de polipirrol, a las cuales se les cambio el pH haciendo
uso de hidroxido de sodio (NaOH) 0.1M. Se realizaron soluciones a pH de 4.2, que es el pH
resultante de la sintesis de nanoparticulas, pH 6, pH 7.4, pH 8 y pH 10. A estas soluciones se les
realizo la misma caracterizacion que a las resultantes de la sintesis (DLS, electroforesis por laser
Doppler y UV-vis), con el fin de observar si las nanoparticulas sufren algin cambio en su

tamano, potencial Z y espectro UV-vis.

3.3.5 Evaluacién fototérmica

La evaluacion fototérmica del sistema de nanoparticulas de polipirrol se llevé a cabo
mediante la medicion de la temperatura de una solucién de nanoparticulas de polipirrol, la cual
sera irradiada con un laser de una longitud de onda de 808 nm y una potencia de 1.5 W. Dado
que en un futuro se planean realizar experimentos en células, las soluciones de nanoparticulas de
polipirrol utilizadas para los experimentos de irradiacién laser se realizaron usando buffer PBS
pH 7.4. Explicando de manera breve el procedimiento, se prepararon soluciones de
nanoparticulas de polipirrol a diferentes concentraciones en buffer PBS pH 7.4. Las
concentraciones de las soluciones que se analizaron fueron de 30 pug/mL, 15 pg/mL, 7.5 pg/mL,
3.75 pg/mL, 1.875 pg/mL y 0 pg/mL. Estas soluciones se colocaron dentro de una celda de
cuarzo la cual se situé a 1.8 m de distancia del laser. Las mediciones de temperatura de la

solucion de nanoparticulas de polipirrol irradiadas se llevo a cabo haciendo uso de un termopar
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tipo K sellado, el cual se encontraba en conexién a un multimetro que actuaba como adquisidor
de datos, por lo que fue posible realizar mediciones cada segundo del incremento de temperatura
de esta solucion con el tiempo. A si mismo, se tenia una muestra control sin nanoparticulas de
polipirrol y sin irradiar a la cual se le monitoreaba la temperatura con el fin de poder obtener
datos de la temperatura ambiente que se tenia en dicho momento, obteniendo asi una temperatura
de referencia para poder obtener informacion sobre los incrementos de temperatura que se daba
al realizar la irradiacion de las nanoparticulas de polipirrol en solucién. En la Figura 11 se
muestra un ejemplo grafico de como se llevaron a cabo los estudios de calentamiento de las

nanoparticulas de polipirrol.
Solucion de Termopar
PPy-Np’s tipo K
Laser de 808 nm

Adquisidor 320(:

de datos

Figura 11. Esquema de los experimentos de calentamiento por irradiacion laser.
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En este trabajo se sintetizaron y caracterizaron nanoparticulas de polipirrol con
aplicaciones fototérmicas. Llevandose a cabo la medicion de pardmetros como el tamafio de
nanoparticula, su indice de polidispersidad (PDI), potencial Z y espectro UV-vis. Como parte
complementaria a la caracterizacion del sistema obtenido se realizaron cambios en el pH del
sistema de nanoparticulas para observar si este provocaba algin cambio en las caracteristicas
antes mencionadas, siendo los pH de 4.2, correspondiente a la solucion original, pH 6, pH 7.4,
pH 8 y pH 10 los estudiados en este trabajo. A si mismo se realizaron ensayos de irradiacion con
un laser de 808 nm con una potencia de 1.5 W sobre soluciones de nanoparticulas a
concentraciones de 30 pug/mL, 15 pg/mL, 7.5 pg/mL, 3.75 pg/mL, 1.875 pg/mL y 0 pg/mL con

el fin de observar los cambios de temperatura de estas soluciones.

4.1 Caracterizacion de nanoparticulas de polipirrol

Llevada a cabo la sintesis de nanoparticulas de polipirrol por la ruta quimica, en primer
lugar, se procedio a realizar la caracterizacion de estas por la técnica de DLS vy electroforesis por
laser Doppler. En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos de las caracterizaciones antes
mencionadas. Con las condiciones experimentales utilizadas en este trabajo, se logrd sintetizar
un sistema de nanoparticulas de polipirrol con un diametro hidrodinamico promedio de 98.1 +
1.79 nm; asi mismo, los resultados nos indican que el sistema elaborado en este trabajo resulta

ser homogéneo, obteniendo valores de PDI de 0.039 + 0.02.

En diversos trabajos que se pueden encontrar reportados en literatura se pueden encontrar
preparaciones de nanoparticulas de polipirrol en las que se obtienen tamafios de nanoparticulas
por debajo de los que se reportan en este trabajo, llegando a obtenerse tamarios de alrededor de
20 a 60 nm de diametro (Hong et al., 2010; Zha et al., 2013). Sin embargo, los datos de la
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caracterizacion por DLS resultantes de la sintesis de nanoparticulas de polipirrol nos indican que
se obtuvo un consorcio con buena polidispersidad de nanoparticulas de polipirrol de un tamafio

idoneo para su uso en aplicaciones médicas (Davis, 1997; Elsabahy and Wooley, 2012).

De la misma caracterizacion, se obtuvieron valores de potencial Z de 20 £ 2.09 mV. El
potencial positivo aqui obtenido es caracteristico de los grupos amino(Gabor, 2011), el cual esta
presente en la cadena polimérica de las nanoparticulas de polipirrol (Wang, 2016). Los valores
de potencial Z obtenidos nos indican que el sistema aqui elaborado cuenta con una buena
estabilidad coloidal debido a fuerzas de repulsion electroestaticas para su uso en diversas

aplicaciones médicas (Gabor, 2011).

Tabla 2. Tamafio, PDI y potencial Z de PPy Np’s resultantes de la sintesis. n=3

Material Tamafio PDI Potencial Z
(d.nm) (mV)

PPyNp’'s 98.0 + 18 004 + 0.02 20 + 21

4.2 Caracterizacion espectrofotométrica de las nanoparticulas

Como complemento a la caracterizacion, se realizaron barridos UV-vis de soluciones de
nanoparticulas de polipirrol con el fin de observar alguna banda caracteristica de este tipo de
material. Las soluciones medidas en este estudio corresponden a las concentraciones de 36
pg/mL, 18.3 pg/mL, 9.15 pg/mL, 4.575 pg/mL, 2.2875 pg/mL, 1.1437 pg/mL, 0.5718 pg/mL,
0.2859 pg/mL, 0.1429 pg/mL y 0.0714 pg/mL.

En la Figura 12 se muestran los barridos UV-vis realizados, en donde se puede observar
que las nanoparticulas de polipirrol sintetizadas cuentan con una amplia banda de absorcién, la
cual se extiende desde los 600 hasta los 900 nm, quedando situada dentro del espectro de luz del
infrarrojo cercano (Wang, 2016). Asi mismo, en la figura X se muestra un acercamiento a los
barridos a partir de la concentraciéon de 2.2875 pg/mL observandose que aun a concentraciones
muy bajas el espectro caracteristico de las nanoparticulas se conserva. Los resultados mostrados

en la Figura 12 son comparables a los obtenidos por (Zha et al., 2013), en donde se observan las
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mismas bandas de absorbancia en el espectro UV-vis, la primera que va desde alrededor de los
300 nm hasta los 550 nm y una segunda que va desde los 600 hasta los 900 nm, correspondiente

al espectro del infrarrojo cercano.

Asi mismo, se muestra en la Figura 13 la curva de calibracion de las nanoparticulas de
polipirrol obtenida. Esta curva presenta un buen ajuste con un coeficiente de correlacion (R?) de
0.9991 por lo que fue posible, con ayuda de la ecuacion de la recta obtenida, medir con bastante
exactitud la concentracién de nanoparticulas con las que se realizaron los experimentos de

caracterizacion, evaluacion del efecto del pH y analisis fototérmico.
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Figura 12. Espectros UV-visible ~ Longitud de onda (nm) de soluciones de

nanoparticulas de polipirrol a diferentes concentraciones. n=3
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Figura 13. Curva de calibracion de PPy Np’s a una longitud de onda de 800 nm. Los puntos
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4.3 Efecto del pH de la solucidon sobre las nanoparticulas

En este estudio se llevd a cabo la evaluacion del efecto del pH sobre las caracteristicas
finales de las nanoparticulas de polipirrol como: tamafio, PDI, potencial Z, y espectro UV-vis.
Esto con el fin de conocer qué tipo de cambios presentaran las caracteristicas finales del sistema.
Dado que se planea utilizar este tipo de sistema en aplicaciones bioldgicas es que es necesario
conocer las caracteristicas que tendria el sistema aqui preparado para pensar en posibles
interacciones que este podria llegar a tener con agentes bioldgicos. Los pH que se estudiaron
fueron los pH de 4.2, que fue el pH resultante de la sintesis de nanoparticulas, pH 6, pH 7.4

intentando simular el pH fisioldgico, pH 8 y pH 10.

4.3.1 Efecto del pH sobre tamafio y PDI de nanoparticulas de polipirrol

En la Figura 14 se muestran el diametro hidrodindmico e indices de polidispersidad (PDI)
que se obtuvieron al realizar cambios de pH a soluciones de nanoparticulas de polipirrol. Se
observo que no se produce ningun cambio significativo en el tamafio de nanoparticulas conforme
se aumenta el pH de las soluciones de nanoparticulas de polipirrol desde un pH de 4.2 a un pH de
8, manteniendo su tamafio por debajo de los 100 nm. Sin embargo, en la misma figura, se
observa que al realizar la medicion de tamafio de la solucién a un pH de 10 el tamafio promedio
de las nanoparticulas aumenta levemente. A si mismo se encuentra un comportamiento similar
con el PDI de las nanoparticulas, el cual incrementa levemente en la solucién de pH 10. Los
resultados obtenidos de tamafio y PDI obtenidos de la caracterizacion podrian indicar la
presencia de la formacion de pequefios aglomerados al llevar a una solucion de nanoparticulas de
polipirrol a un pH de 10. En el trabajo elaborado por (Liu et al., 2018) en el que al resuspender
nanoparticulas de polipirrol en soluciones de diferentes pH, los cambios de tamafio e indice de
polidispersidad que se presentan son minimos. Estos cambios en el tamafio de nanoparticulas y
PDI pueden estar asociados al proceso de protonacion por el que pasa la cadena polimérica del
polipirrol (Zhang and Bai, 2003), provocando asi cambios de cargas superficiales y por ende, en
su estabilidad. Lo antes mencionados puede ser respaldado por los resultados obtenidos en el

punto siguiente.
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Figura 14. Diametro hidrodinamico y PDI de las nanoparticulas de polipirrol a diferentes pH.
Los puntos representan los valores de indice de polidispercidad y las barras los diametros
hidrodinamicos de las nanoparticulas n=3
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4.3.2 Efecto del pH sobre el potencial Z de nanoparticulas de polipirrol

En la Figura 15 se muestra el potencial Z obtenido al realizar cambios de pH a soluciones
de nanoparticulas de polipirrol. En los resultados obtenidos se observa un claro comportamiento
en el que se aprecia la disminucién del parametro de potencial Z de las nanoparticulas de
polipirrol al realizar cambios en el pH de las soluciones de nanoparticulas. Encontrdndose que al
aumentar el pH de la solucién original de nanoparticulas (la correspondiente a pH 4.2) el
potencial Z de estas decrece poco a poco llegando inclusive a pasar de un potencial Z positivo de
20 + 2.09 a un potencial Z negativo de -4.67 + 1.34. Esto debido al proceso de desprotonacion
que se presenta en la cadena polimérica de las nanoparticulas de polipirrol (Zhang and Bai, 2003)
. De los datos mostrados en la misma figura, se puede inferir que el punto isoeléctrico, el valor
de pH donde as cargas eléctricas es igual a cero, se encuentra entre el pH 8 y 10. En el trabajo
elaborado por De Marcos & Wolfbeis, 1996, en donde elaboraron el estudio del pH sobre un
sensor optico a base de peliculas delgadas del polimero polipirrol mediante la oxidacién quimica
de su mondmero pirrol encuentran que el valor del punto isoeléctrico de estas peliculas del
material polimérico se encuentra alrededor del pH 8.66. Siguiendo el grafico de la Figura 15,
podemos notar que es entre el rango de valores de entre pH 8 y pH 10 en donde se da el cambio
del potencial Z de las nanoparticulas de polipirrol, lo cual nos da una aproximacion al valor del
punto isoeléctrico que se tiene en las nanoparticulas de polipirrol aqui preparadas. En la Tabla 3
se muestra un resumen de los resultados de tamafio, PDI y potencial Z obtenido de las
nanoparticulas de polipirrol al realizarles cambios en su pH. Mismos que corresponden a los

valores de los graficos de la Figura 14 y Figura 15.
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Figura 15. Potencial Z de nanoparticulas de polipirrol en soluciones de agua a diferentes pH.
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Tabla 3. Tamafio, PDI y potencial Z de soluciones de PPy Np’s a diferentes pH.

pH i oz
4.2 98 + 2 0.039 = 0.016 200 = 21
6.0 % £ 1 0.050 = 0.011 184 = 05
7.4 9% + 1 0.038 = 0.017 98 = 04
8.0 % £ 2 0.061 = 0.023 93 + 11
10.0 102 = 4 0.080 = 0.010 -47 £ 1.3
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4.3.3 Efecto del pH sobre el espectro UV-vis de nanoparticulas de polipirrol

Posterior al analisis del efecto del pH sobre el tamafio, PDI y potencia Z, se procedio a
analisar el efecto que tiene el realizar cambios de pH a soluciones de nanoparticulas de polipirrol
sobre su espectro UV-visible. Al observar los barridos UV-vis de las soluciones de
nanoparticulas de polipirrol presentes en la Figura 16 se puede observar que al realizar cambios
de pH a estas, el espectro UV-visible caracteristico de las nanoparticulas de polipirrol no sufre un
cambio en su forma, sin embargo es posible notar que este mismo espectro tiene un
recorrimiento de sus bandas de absorcion hacia longitudes de onda mas pequefias conforme se
va aumentando el pH de las soluciones de nanoparticulas de polipirrol. Al mismo tiempo que el
espectro UV-vis caracteristico tiene un recorrimiento hacia longitudes de onda mas pequefias, la
absorbancia maxima de las nanoparticulas de polipirrol presenta un ligero aumento al pasar de un

pH acido a uno basico.

En literatura se ah demostrado que como resultado de la polimerizacion quimica del
monomero pirrol utilizando FeCls, se obtiene el polimero polipirrol, con una formula empirica de
(C4H3NClo300.9)n (De Marcos and Wolfbeis, 1996). Bidan, 1992, en su trabajo, asume que el
polimero polipirrol, es un complejo de especies ionicas, en donde la cadena principal lleva
consigo cargas positivas y un anion que actua como dopante, siendo este el ion cloruro para el
caso en el que se lleva a cabo la polimerizacion con FeCls. Ademas de las especies antes
mencionadas, el polipirrol lleva consigo una fraccion de oxigeno, la cual se encuentra presente
en forma de agua, pero al mismo tiempo en forma de grupos hidroxilos, los cuales se encuentran
unidos a los anillos del pirrol. Siendo esta ultima especie, los grupos hidroxilos, a los que se le
asocia el cambio en el espectro UV-vis del polimero polipirrol, ya que al realizar cambios de pH
a las soluciones del polimero, los grupos sufren un proceso de disociacion, cambiando asi el
espectro de las soluciones de polipirrol (De Marcos and Wolfbeis, 1996) . Como complemento a
lo anterior mencionado, en la Figura 17, se presentan las longitudes de onda a las que se dieron
las absorbancias maximas de las soluciones de polipirrol, notandose que estas tiene un recorrido

hacia longitudes de onda mas cortas.
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4.4 Estudio de calentamiento de las PPy Np’s

Finalizado el andlisis del efecto del pH sobre las caracteristicas de las PPy Np’s como:
tamafo, PDI, potencial Z y espectro UV-vis, se decidid realizar estudios de calentamiento de
soluciones de diferentes concentraciones de PPy Np’s al ser irradiadas con un laser a una
longitud de onda de 808 nandmetros usando una intensidad de 1.5 W utilizando un medio acuoso
a pH de 7.4 como medio de suspension de las PPy Np’s, buscando dar un mejor acercamiento a

las condiciones fisiologicas del cuerpo humano.

En la Figura 18 se muestran los cambios de temperatura de las soluciones de PPy Np’s al
ser irradiadas con un laser de 808 nm a una intensidade de 1.5 W en un medio de pH 7.4.
Encontrandose que la temperatura alcanzada depende claramente de la concentracion de PPy
Np’s presente en la solucion a analizar. A su vez, se observa que la muestra de control,
correspondiente a una concentracion de 0 pg/mL de PPy NP’s, al ser irradiada con el laser, no
sufre un incremento de temperatura significativo, indicando asi que la temperatura que presentan
las demas soluciones es debido a la absorcion de la luz por parte de las PPy Np’s. En la misma
figura, se puede apreciar que al realizar el calentamiento de las PPy Np’s, la temperatura
comienza a llegar a un plato, una temperatura de equilibrio, a un tiempo de 20 minutos, donde se
presentan cambios minimos de temperatura. Y una vez retirada la irradiacion laser, se puede
observar que la temperatura alcanzada por las soluciones comienza a desender rapidamente,
indicando asi que no hay una retencion de energia por parte de las PPy Np’s. Estos resultados
son comparables a los obtenidos por Zha et al., 2013, donde se obtivieron temperaturas alrededor
de los 55°C (Siendo un AT de aproximadamente 35°C) , para el caso de una solucion de 40
pg/mL y usando una potencia de laser de 2W. Sin embargo, en los resultados obtenidos por Zha
et al., 2013, los tiempos en los que se alcanzan las temperaturas maximas son de 10 minutos. La
diferencia de tiempos podria estar ligada a los tamafios de las PPy Np’s utilizadas, dado que en el
trabajo aqui elaborado se utilizaron PPy Np’s de alrededor 100 nm, mientras que en el trabajo de
Zha et al., 2013 se utilizaron PPy Np’s de alrededor de 50 nm.
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Plieth, 2008, comenta que la propiedad de conductividad de los polimeros conductores en
su estado oxidado no es un fenomeno complejo de explicar. Sin embargo, esta propiedad se la
atribuyen a la estructura quimica que eso polimeros presentan, siendo esta una estrucutra en la
que en la cadena principal se encuentran dobles enlaces alternados. Pudiendo esta cambiar de
una forma benzoica a una quinoidica. Estas dos estructuras son caracteristicas de los polimeros
ocnductores, las cuales tienen diferentes energias. Uno de los fenomenos sugeridos para explicar
el comportamiento de conductividad entre los polimeros son los estados de polaron-bipolaron
que ocurre en la cadena polimerica, lo que facilita el movimiento de electrones en la estructura

de los polimeros que presentan este fenomeno (Heeger, 2001).

De los datos de la figura anterior, se construy6 la Figura 19, en la cual se presentan las
diferencias de temperatura maxima que se obtivieron de las soluciones de las PPy Np’s,
observandose que la temperatura maxima de las soluciones comienza a aumentar de manera
lineal cuando se analizan las soluciones que van desde concentraciones de 0 pg/mL hasta los 7.5
pg/mL, para despues seguir una tendencia polinomica para las concentraciones de 15 pg/mL y
30 ug/mL de PPy Np’s. Esto puede dar incapie a pensar en que las soluciones de estas dos
ultimas concentraciones comienzan a tener una reduccion en su aprovechamiento de la luz
captada por las PPy Np’s debido a una saturacion de la solucion, evitando asi el contacto de laser

con cierta parte de la poblacion de las PPy Np’s.
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Figura 18. Estudio de calentamiento de PPy Np’s a pH 7.4 por irradiacion laser de 808 nm a
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se logro sintetizar con éxito nanoparticulas de polipirrol con un diametro hidrodinamico
apto para su uso en aplicacciones mesicas mediante la oxidacion quimica de su precursor
mondmero pirrol. Las nanoparticulas de polipirrol presentan absorbancia en la region del
infrarrojo cercano del espectro electromagnetico, la cual es una caracteristica favorable para su
uso en aplicaciones medicas ya que es en este rango donde se encuentra situada una de las
ventanas biologicas. Asimismo, existe una proporcion lineal entre la concentracion de las
nanoparticulas de polipirrol y la absorbancia de la solucion. En el rango de estudio, los tamafios
de las nanoparticulas de polpirrol no sufren una variacion el realizar cambios en el pH la
solucion. Es posible realizar cambios en la carga superficial de las nanoparticulas de polipirrol
mediante cambios en el pH del medio en el que se encuentren en suspension, resultando en una
reduccion de la carga superficial al aumentar el valor de pH de la solucion. Asimismo, estos
cambios de pH provocan cambios en el espectro UV-visible de las soluciones de nanoparticulas
de polipirrol, permitiendo modificar en cierto rango la banda de absorcion que tiene lugar en el
infrarrojo cercano, haciendo recorrer esta banda a longitudes de onda mas cortas. Mientras que
los estudios de calentamiento por irradiacion laser a una longitud de onda de 808 nm muestran
que es posible lograr incrementos de temperatura favorables para el uso de este tipo de material
en terapias fototermicas al realizar cambios en la concentracion de nanoparticulas de polipirrol
en solucion. Con las evaluaciones llevadas a cabo en este trabajo se podria alterar las
carateristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas de polipirrol, pudiendo hacer modificaciones a
las mismas para mejorar su eficacia a la hora de llevar este sistema a su uso en aplicaciones

medicas.
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5.2 Recomendaciones

Se recomienda realizar caracterizacion por técnicas de microscopia SEM o TEM para
realizar una comparativa con los resultados obtenidos por DLS y observar morfologia.

e Se recomienda hacer variaciones en la relacion molar del monémero y agente oxidante

buscando observar si se dan variaciones en el tamafio de las nanoparticulas.

e Se recomienda estudiar la polimerizacion con peroxido de hidrogeno, buscando mejorar

la biocompatibilidad del sistema final de nanoparticulas.

e Se recomienda realizar los estudios de calentamiento en un sistema radial, para su

facilitacion al realizar un analisis.

e Se recomienda realizar el encapsulamiento de compuestos activos de cargas opuestas a

las nanoparticulas de polipirrol.

e Se recomienda la preparacion de un composito polipirrol-PLGA y realizar su

caracterizacion para observar posibles aplicaciones.
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