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RESUMEN

Los polimeros inteligentes son materiales capaces de responder reversiblemente
ante estimulos externos como la temperatura, el pH, la fuerza iénica, luz, campo
eléctrico, entre otros. Estos polimeros son de gran interés en la comunidad
cientifica, debido a sus potenciales aplicaciones. En particular, el copolimero
termosensible quitosana-graft-poli (N-vinil caprolactama), es soluble en agua, su
temperatura de solucién critica inferior es dependiente de la longitud de cadena
de poli (N-vinil caprolactama) injertada (36 - 44°C) y se considera biocompatible.
La temperatura de transicién de fase que presenta es cercana a la fisiologica, y
por tanto es un buen candidato para utilizarse en aplicaciones biomédicas, como

encapsulacién y liberacién de farmacos, ingenieria de tejidos, entre otras.

En este trabajo se sinterizaron nanoparticulas a partir del copolimero
quitosana-graft-poli (N-vinil caprolactama) con el objetivo de evaluar el efecto del
tamano de las nanoparticulas en sus propiedades biocompatibles. Se analizé la
estabilidad coloidal por dispersion dinamica de luz, asi como el comportamiento
del diametro hidrodinamico ante la temperatura. Se estudié la morfologia de las
nanoestructuras mediante microscopia electrénica de barrido. La modificacion
quimica se analizé por espectroscopia Raman y FTIR. Ademas, se evalud el
efecto citotoxico, la actividad hemolitica y hemaglutinante para las nanoparticulas

de quitosana-graft-poli (N-vinil caprolactama).

Como resultado, se obtuvieron nanoparticulas de quitosana-graft-poli (N-
vinil caprolactama) de morfologia pseudo-esférica con diametro hidrodinamico de
169 y 281 nm y potencial-¢ de +29 y +45 mV, respectivamente. En particular, las
nanoparticulas de 169 nm mostraron mayor efecto citotéxico, hemolitico y
hemaglutinante. Lo anterior se puede relacionar con que, a tamanos mas
pequefios, se favorecen las interacciones superficiales entre el material y las

células. Los resultados sugieren que el tamafio de las nanoparticulas de

Xi



quitosana-graft-poli (N-vinil caprolactama) es un factor que influye en sus

propiedades de biocompatibilidad.
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ABSTRACT

Intelligent polymers are materials capable of reversibly responding to external
stimuli such as temperature, pH, ionic strength, light, electric field, among others.
These polymers have introduced great interest in the scientific community, due to
its potential applications. In particular, the thermosensitive chitosan-graft-poly (N-
vinyl caprolactam) copolymer is soluble in water, its lower critical solution
temperature depends on the chain length of grafted poly (N-vinyl caprolactam)
(36-44 ° C) and it is considered biocompatible. The temperature of phase
transition of this polymer is close to the physiological temperature, and therefore
it is a good candidate to be used in biomedical applications, such as encapsulation

and drug release, tissue engineering, among others.

In this work, nanoparticles were synthesized from the chitosan-graft-poly
(N-vinyl caprolactam) copolymer with the aim of evaluating the effect of the size
of the nanoparticles on their biocompatible properties. The colloidal stability was
analyzed by dynamic light scattering, as well as the behavior of the hydrodynamic
diameter as function of temperature. The morphology of the nanostructures was
studied by scanning electron microscopy. Chemical modification was analyzed by
Raman spectroscopy and FTIR. In addition, the cytotoxic effect, haemolytic
activity and hemagglutinating agent for chitosan-graft-poly (N-vinyl caprolactam)

nanoparticles was evaluated.

As a result, chitosan-graft-poly (N-vinyl caprolactam) nanoparticles of
pseudo-spherical morphology with hydrodynamic diameter of 169 and 281 nm
and potential-¢ of +29 and +45 mV, respectively, were obtained. In particular, the
169 nm nanoparticles showed greater cytotoxic, haemolytic and
haemagglutinating effects. This can be related to the fact that, at smaller sizes,

superficial interactions between the material and the cells are favored. The results

Xiii



suggest that the size of the nanoparticles of chitosan-graft-poly (N-vinyl

caprolactam) is a factor that influences their biocompatibility properties.
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1. INTRODUCCION

Para la comunidad cientifica, la investigacion relacionada con materiales
inteligentes ha tenido un notable interés en areas como biotecnologia, textiles,
alimentos, biomedicina, entre otras. Estos materiales tienen la capacidad de
responder de manera reversible ante algun estimulo externo como la
temperatura, pH, campo eléctrico, campo magnético, fuerza idnica, entre otros
(Aguilar and San Roman, 2014). Especialmente en el area biomédica, se ha
buscado introducir a los materiales sensibles a la temperatura y el pH como
alternativa a los sistemas tradicionales de administracion de farmacos, ya que
son estimulos que ocurren de manera natural en el cuerpo humano
(Hoogenboom, 2014).

En este sentido, algunos polimeros sintéticos y naturales han sido
estudiados para explotar sus propiedades. Uno de los biopolimeros mayormente
investigado es la quitosana (Cs), debido a que presenta propiedades
biocompatibles, biodegradables y no toxicas con el organismo. Este polimero
tiene grupos reactivos adecuados para su modificacion quimica: grupos hidroxilo
primarios en el C-6 y secundarios en el C-3, y grupos amino en el C-2 de cada
unidad desacetilada. Esto hace a la Cs susceptible a una variedad de reacciones
que pueden aplicarse de forma controlada para mejorar sus propiedades u
obtener una amplia gama de nuevos materiales (Peniche et al., 2008; Prabaharan
et al., 2008).

Entre los métodos para modificar quimicamente a los polimeros naturales,
se encuentra la copolimerizacion por injerto, una técnica sencilla no degradativa,
que permite enlazar covalentemente los grupos terminales del material a injertar,
con los grupos funcionales laterales de la cadena principal de un polimero. En

este sentido, la Cs posee la estructura propicia para efectuar cambios quimicos



de esta naturaleza, que conlleve a la formacion de derivados funcionales con

caracteristicas particulares (Odian, 2004).

La poli(N-vinil caprolactama) (PVCL) es un polimero termosensible que se
presenta como un gran candidato. Lo caracteristico de este material es que
exhibe una separacion de fase en solucidon acuosa a una temperatura alrededor
de los 37 ° C, cercana a las condiciones fisiolégicas. Dicha temperatura de
transicion puede ser modificada, alterando la longitud de cadena y la
concentracion de la solucién, y de esta forma buscar obtener materiales para
diferentes aplicaciones (Cortez-Lemus and Licea-Claverie, 2016; Medeiros et al.,
2010).

Recientemente, el copolimero quitosana-graft-PVCL (Cs-g-PVCL) ha
tenido gran impacto en el area biomédica debido a su sensibilidad al pH, fuerza
idnica y temperatura, y a no ser toxico en intervalo de concentracion considerable.
Este copolimero es soluble en agua por debajo de su temperatura critica inferior
de solucién (LCST), la cual es dependiente de la arquitectura molecular del

material y se encuentra entre 37-46 ° C (Fernandez-Quiroz et al., 2015).

Particularmente, se ha reportado la preparacién de nanoparticulas (NP) a
partir de este copolimero termosensible, las cuales han presentado potencialidad
para aplicaciones de acarreamiento de diversos farmacos antitumorales
(Fernandez-Quiroz et al., 2019; Rejinold et al., 2011; Sanoj Rejinold et al., 2015).
Sin embargo, para poder aplicar este sistema polimérico en el area biomédica,
hay muchos factores que inciden sobre sus propiedades biocompatibles. El
tamano, la forma, la concentracion y la carga de las nanoparticulas son algunos
aspectos influyentes. En especial el tamafo de las nanoestructuras, es un
parametro importante en la interaccion, estabilidad, captacion, deposicion y

citotoxicidad celular (Gonzalez-Fernandez et al., 2012; Grassian, 2008).



Por lo anterior, en el presente trabajo se prepararon nanoparticulas a partir del
copolimero Cs-g-PVCL y se analizé el efecto del tamano de las nanoparticulas

sobre sus propiedades biocompatibles.



2. HIPOTESIS

La variaciéon en el tamafo de las nanoparticulas elaboradas a partir del
copolimero quitosana-graft-poli (N-vinil caprolactama), tiene un efecto sobre las

propiedades biocompatibles del sistema.



3. OBJETIVOS

3.1. General

Evaluar el efecto del tamafo de las nanoparticulas obtenidas a partir del
copolimero quitosana-graft-poli (N-vinil caprolactama) en sus propiedades

biocompatibles.

3.2. Especificos

+ Sintetizar el copolimero Cs-g-PVCL mediante la amidacion de los grupos
amina de la quitosana y los grupos -COOH de la PVCL usando DMTMM
como agente activador de los grupos carboxilo.

* Preparar nanoparticulas del copolimero Cs-g-PVCL por el método de
gelificacion ionotropica, partiendo de dos diferentes concentraciones del
copolimero.

» Caracterizar los materiales obtenidos por espectroscopia FTIR y RAMAN.

* Analizar las caracteristicas morfolégicas de las nanoparticulas obtenidas
por SEM.

» Estudiar el tamafio, potencial-C y estabilidad coloidal de las nanoparticulas
de Cs-g-PVCL a partir de mediciones por dispersiéon dinamica de luz.

* Evaluar el efecto del tamafio de las nanoparticulas de Cs-g-PVCL en su

actividad hemolitica, hemaglutinante, y su citotoxicidad.



4. ANTECEDENTES

4.1. Materiales Poliméricos

Los polimeros son macromoléculas formadas de la union de monomeros,
moléculas pequefas de bajo peso molecular, que se unen por enlaces quimicos
de tipo covalente. Existen varias clasificaciones para estos materiales y una de

ella es por su origen, divididos en polimeros sintéticos y naturales (Figura 1)
(Odian, 2004).

Polimeros

Naturales

(celulosa, quitina) Sintéticos

l |

Elastébmeros

Plasticos Fibras (naylon) (neopreno)

Termopléasticos
(polietileno)

Termoestables
(baquelita)

Figura 1. Clasificacion de los polimeros segun su origen. Modificado de Odian,
(2004).



4.1.1. Polimeros Sintéticos

Los polimeros sintéticos son creados por el hombre a nivel laboratorio o industria.
Estos se clasifican en polimeros de adicién y condensaciéon diferenciandose en
la composicidén de los mondmeros a partir de los cuales se sintetizan. Los
polimeros de adicidén resultan de reacciones de adicion de monémeros con la
misma composicion quimica, mientras que los polimeros de condensacion se
forman a partir de monémeros que contienen dos o mas grupos funcionales, que
por las diversas reacciones de condensacion se da la eliminacion de alguna

molécula pequefia como el agua (Ouellette and Rawn, 2015).

Para la sintesis de estos polimeros, existen dos mecanismos de
polimerizacion: en cadena y por pasos. La polimerizacion en cadena es tipica de
los polimeros por adicion o poliadicionados, mientras que los polimeros de
condensacion o policondensados siguen reacciones que proceden por pasos
discretos (Odian, 2004).

En la polimerizacion en cadena se utiliza un iniciador, que puede ser un
radical libre, un catibn o un anion, para producir una especie con un centro
reactivo. La finalidad es propagar ese centro reactivo por las adiciones sucesivas
de grandes numeros de moléculas de monémero en una reaccion en cadena. La
caracteristica distintiva de la polimerizacion en cadena es que el crecimiento del
polimero tiene lugar por el monémero que reacciona solo con el centro reactivo
(Odian, 2004).

La polimerizacion por radicales libres en cadena, comprende de tres
etapas: Iniciacion, propagacion y terminacion. La etapa de iniciacion se da lugar
por la generacion de especies reactivas o radicales, a partir de la ruptura
homolitica de un enlace quimico o por transferencia de electrones. Estas

especies reactivas (radicales libres) reaccionan con la molécula monomérica por



apertura del enlace-1r para formar un nuevo radical (monémero activado), lo que
da pie a al crecimiento de la cadena polimérica. La terminacién de esta reaccion
en cadena sucede por la desactivacion del centro reactivo, lo cual puede ocurrir

por combinacion o desproporcion (Odian, 2004).

La polimerizacidn radicalica puede llevarse a cabo en condiciones
homogéneas (en masa y en solucion) o heterogéneas (suspension y emulsién)
(Tabla 1). Para el desarrollo de este trabajo, es de interés el proceso de
polimerizacion en disolucion, el cual favorece la transferencia de calor

homogénea en la reaccion (Odian, 2004).

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



Tabla I. Tipos de polimerizacién radicalica. Modificada de (Odian, 2004).

Polimerizacion

radicalica en:

Solucion

Proceso

Mondmeros
disueltos en un

solvente inerte.

Ventajas

Buen control térmico.
El uso de un solvente
hace sencilla la
agitacion y disminuye
la viscosidad de la

mezcla en reaccion.

Desventajas

La pureza del
polimero puede verse
afectada si hay
dificultades en la
eliminacion del

disolvente.

Masa

Ausencia de
solvente inerte o
medio de

dispersion.

Minima contaminacion

en el producto.

Naturaleza altamente
exotérmica, tiene
problemas de
viscosidad y dificultad
para la disipacion del

calor.

Suspension

El monémero y el
iniciador se
dispersan en el
medio de reaccion
en el cual no son

solubles.

Buen control térmico y
la facilidad para
extraer las particulas

discretas del polimero.

Se utilizan de
estabilizadores. El
sistema de dos fases
no se puede mantener
en polimerizacion sin

agitacion.

Emulsion

Los componentes
principales son el
(los) monémero (s),
el medio de
dispersion, el
emulsionante y el
iniciador soluble en

agua.

Se pueden emplear
altos pesos
moleculares y altas
velocidades de

reaccion.

El polimero obtenido
tiene algunas
impurezas debido al
uso de tensioactivos.
Hay problemas
térmicos y de

viscosidad.




4.1.2. Polimeros Naturales

Por otro lado, los polimeros naturales son todos aquellos que provienen de los
seres vivos, y por lo tanto, dentro de la naturaleza se puede encontrar una gran
diversidad de ellos. Los carbohidratos, las proteinas y los acidos nucleicos son
polimeros producto de la sintesis biolégica que cumplen funciones vitales en los

organismos y por tanto se les llama biopolimeros (Hamidakash et al., 2015).

Los carbohidratos en particular exhiben diversidad en sus estructuras y
propiedades, debido a que tienen un amplio rango de pesos moleculares, un gran
numero de grupos reactivos y una composicion quimica variable. Debido a la
presencia de grupos hidroxilo, carboxilo y amina, pueden modificarse facilmente

de acuerdo con la demanda y los requisitos (Arglelles-Monal et al., 2018).

Un claro ejemplo de la versatilidad de los carbohidratos es la quitina,
segundo polimero mas abundante de la naturaleza después de la celulosa. Al
someter este polisacarido a un proceso de desacetilacidon para eliminar sus
grupos acetilo y dar lugar a la formacion de grupos reactivos aminas, se puede
obtener Cs. Este biopolimero es de gran interés en muchas aplicaciones tales
como biomedicina, farmacia, biotecnologia, nanotecnologia, etc (Arguelles-
Monal et al., 2018).

4.1.3. Copolimeros

De acuerdo con el tipo de mondmeros que forman a los polimeros, estos reciben
el nombre de homopolimeros y copolimeros. El primero define a macromoléculas
que son formadas por la repeticiéon de unidades monomeéricas idénticas, es decir
no contiene heteroatomos, mientras que un copolimero es una

macromolécula compuesta por dos o mas mondmeros o unidades repetitivas
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distintas dispuestas aleatoriamente, alternadas, por bloques o por injerto (Figura
2) (Odian, 2004).

Figura. 2. Copolimero (a) aleatorio, (b) alternado, (c) por bloques (d) y de injerto.

Se le considera un copolimero alternante cuando los mondmeros se intercalan
en la estructura del material uno después del otro para formar las cadenas. Un
copolimero aleatorio tiene sus unidades monoméricas distribuidas al azar, es
decir, sin orden especifico a lo largo de la cadena. Mientras que el copolimero en
bloque, es una cadena principal lineal con una o mas secuencias largas

ininterrumpidas de cada especie polimérica (Odian, 2004).

Haciendo enfasis en los copolimeros de injerto, estos se definen como
macromoléculas con una cadena principal lineal de un mondmero al que estan
unidas una o mas ramificaciones de otro mondémero. Existe a su vez tres métodos
de sintesis, "injerto sobre" (grafting onto en inglés), "injerto desde" (grafting from),

y el "injerto a través de" (grafting through) (Odian, 2004).
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Para esta investigacion, se muestra especial interés en definir el copolimero por

injerto grafting onto que deriva de una reaccion de acoplamiento entre grupos

funcionales finales de las cadenas a injertar en los grupos funcionales laterales

de la cadena principal (Odian, 2004). Las propiedades de los copolimeros

resultantes estan ampliamente controladas por las caracteristicas de las cadenas

laterales, que incluyen la estructura molecular, la longitud y el numero.

Entre los diversos métodos, la copolimerizacion por injerto es la mas

atractiva para modificar las propiedades quimicas y fisicas de los polimeros

naturales. Hasta hoy, se han realizado extensos trabajos de investigacion para

estudiar copolimeros de injerto derivados de Cs (Jayakumar et al., 2005). Se citan

algunos ejemplos en la Tabla II.

Tabla. Il. Copolimeros de injerto derivados de quitosana.

Material combinado

Propiedades Aplicaciones Referencia
conCs
Encapsulaciéon y
. liberacion farmacos
o Material . (Ramanathan
Polianilina ante cambios de
conductor o etal., 2014).
conductividad
eléctrica
. Dispositivos en la
Material
oo . liberacion (Rodrigues et
Poli (acido acrilico) super-
controlada de al., 2013).
absorbente
solutos
Material Encapsulacién y
] _ . . (Fernandez-
Poli (N- sensible a liberacion farmacos .
. . . Quiroz et al.,
vinilcaprolactama) estimulos de ante cambios de 2019)
temperatura temperatura '
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4.2. Quitosana

La Cs es un polisacarido cationico lineal que se obtiene por la desacetilacion
alcalina de la quitina, componente principal del exoesqueleto de los crustaceos,
como los camarones. Se compone de dos tipos de unidades estructurales: 2-
amino-2-deoxi-D-glucosa y N-acetil-2-amino-2-deoxi-D-glucosa, unidas entre si

por enlaces glicosidicos 3 (1 — 4) (Figura 3) (Peniche et al., 2008).

b H:C To OH
"0 H NH
HO HO 0
HO 0
H NH;, H O
H H

" on

Figura. 3. Estructura quimica de la quitosana. Modificado de Arguelles-Monal et
al., (2017).

Este polisacarido tiene caracteristicas de interés para el area biomédica, tales
como sensibilidad al pH y a la fuerza idnica, biocompatibilidad, biodegradabilidad,
mucoadhesividad, baja toxicidad y baja inmunogenicidad (Quifiones et al., 2018).
Debido a estas propiedades favorables, el interés en la Cs y sus derivados como
transportadores de farmacos dirigidos a tumores se ha incrementado en los

ultimos afios (Prabaharan, 2015).

Este biopolimero es uno de los mas utilizados para la preparacion de
nanoparticulas debido a sus caracteristicas estructurales unicas y a la diversidad
de agentes de reticulacion para proporcionar una red que eficientemente pueda
contener moléculas de un farmaco (Prabaharan, 2015). Dado que estas
nanoestructuras muestran tiempos de circulaciéon sanguinea relativamente largos
y una baja captacion por parte del sistema reticulo endotelial por su pequefio

tamano, pueden dirigirse a los sitios del tumor a través de la arquitectura vascular
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desorganizada y defectuosa en el tejido tumoral, conocida como la permeabilidad
mejorada (Prabaharan, 2015). Ademas, se sabe que la naturaleza catiénica de
las nanoparticulas de Cs interactua favorablemente con las membranas
celulares, mejorando asi su captaciéon intracelular (Fernandez-Quiroz et al.,
2019).

Con el fin de mejorar las propiedades de la Cs, se ha prestado atencién a
su modificacion quimica. Este polimero tiene grupos reactivos adecuados para
este propdsito: grupos hidroxilo primarios en el C-6 y secundarios en el C-3, y
grupos amino en el C-2 de cada unidad desacetilada. Esto hace a la Cs
susceptible a una variedad de reacciones que pueden aplicarse de forma
controlada para obtener una amplia gama de nuevos materiales (Peniche et al.,
2008).

De las posibles modificaciones, se anticipa que la copolimerizacion es
prometedora en el desarrollo de disefios moleculares, al ofrecer nuevos tipos de
materiales hibridos hechos a medida de polimeros naturales, como la Cs, y

polimeros sintéticos (Jayakumar et al., 2005).

4.3. Polimeros Sensibles ante Estimulos

Los sistemas vivos responden a condiciones ambientales que varian
naturalmente, cambiando su estructura y funcionalidad para adaptarse mediante
el uso de complejos mecanismos de deteccion, funciones de activacion y
regulacion. La naturaleza puede considerarse el mejor ejemplo que un cientifico
puede tener al desarrollar nuevos materiales y aplicaciones, y el desafio general
para los cientificos es crear materiales con propiedades dinamicas y ajustables,
imitando el microambiente activo que ocurre en la naturaleza (Aguilar and San
Roman, 2014).
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Los polimeros inteligentes o sensibles a estimulos se definen generalmente como
macromoléculas capaces de experimentar transiciones de fase rapidas y
reversibles de una microestructura hidréfila a hidréfoba. Estas transiciones son
provocadas por pequefios cambios en su microambiente, tales como variaciones
de temperatura, pH, fuerza i6nica y campo eléctrico o magnético (Recillas et al.,
2009) que inducen respuestas macroscopicas en el material, como
hinchamiento/colapso o transiciones de solucion a gel, dependiendo del estado

fisico de las cadenas (Hoogenboom, 2014a).

4.3.1. Polimeros Termosensibles

Los polimeros termosensibles son especialmente interesantes ya que las
variaciones de temperatura pueden aplicarse externamente de una manera no
invasiva, e igualmente, pueden ocurrir de manera natural, por ejemplo, durante
los ciclos diurnos y nocturnos, asi como el aumento de la temperatura del tejido
inflamado, siendo potencialmente Udtiles en aplicaciones biomédicas
(Hoogenboom, 2014).

Hay tres principales clases de polimeros sensibles a la temperatura: Los
(1) materiales con memoria de forma, (2) materiales liquidos cristalinos y (3)
soluciones de polimeros sensibles. Este ultimo es el mas estudiado, ya que como
su nombre lo indica, la separacién de fases ocurre desde una solucidn
homogénea a una fase de polimero concentrado y una fase de polimero diluido.
Lo anterior suele ir acompanado de una transicion de una solucién clara a turbia,
también conocida como temperatura de punto de nube (TPN) para soluciones de

polimeros de baja concentracion (Hoogenboom, 2014; Medeiros et al., 2013).

Cuando la separacion de fases se produce a una temperatura elevada, se

conoce como una transicion de temperatura critica inferior de solucién (LCST),
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mientras que el comportamiento de fase inversa se conoce como transicion de

temperatura critica superior de solucién (UCST) (Figura 4).

A A

Temperatura
Temperatura

> >
1 1

0 Composicién variable 0 Composicién variable

Figura 4. Representacion esquematica de los diagramas de fase para polimeros
que muestran un comportamiento de LCST o UCST. Modificado de
Hoogenboom, (2014).

La estructura anfifilica de estos materiales exhiben cambios abruptos en el
estado conformacional de estas macromoléculas en solucién después del
calentamiento, como la transicion de ovillo a glébulo, formacién de micelas,
gelificacion, entre otros. La transicion térmica suele ir acompafiada de la
modificacion del equilibrio hidrofilico/hidrofébico entre las cadenas de polimero

(Fernandez-Quiroz et al., 2016).

La disolucién de los polimeros anfifilicos en agua, a temperatura ambiente,
se produce principalmente como consecuencia de la interaccion entre los
segmentos polares de la macromolécula y las moléculas de agua (hidratacion
hidrofilica). En el proceso de solucion de solutos no polares en medio acuoso, el

agua forma parches congelados o icebergs microscopicos alrededor de tales
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moléculas de soluto. Esta estructuracion de las moléculas de agua permanece
rodeando los segmentos no polares del polimero (hidratacion hidrofébica).
Naturalmente, la extension de las estructuras del iceberg disminuye cuando
aumenta la temperatura, lo que conduce a un incremento de las interacciones
polimero-polimero (hidréfobas) y la transicion sucesiva de la estructura ovillo-

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

La PVCL (Figura 5) es un polimero termosensible bien conocido, no i6énico,
biocompatible, soluble en agua y que cuenta con una LCST entre 36 y44 ° C. La
LCST depende en gran medida del peso molecular y la concentracién, y en menor
medida, de la dispersion molecular o la naturaleza de los grupos finales de la

cadena (Fernandez-Quiroz et al., 2015).

a) b)
O Mﬂ

O N

>

Figura 5. Estructura quimica del (a) monémero N-vinil caprolactama y el (b)
polimero PVCL.

En el area biomédica, la PVCL gracias a su capacidad de respuesta a la
temperatura en un rango fisiolégico, ha sido de gran interés para la liberacion
controlada de farmacos. Los nanotransportadores poliméricos sensibles a
estimulos representan una estrategia interesante para mejorar la especificidad,
la biodistribucién y la internalizacion de los medicamentos, reduciendo los efectos

secundarios en los 6rganos sanos (Fernandez-Quiroz et al., 2019).
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4.3.2. Sistema Quitosana-graft-Poli(N-vinilcaprolactama)

La conjugacién de Cs con la PVCL se realizd por primera vez en 2008
(Prabaharan et al., 2008) a partir del método graft onto. El proceso involucra dos
pasos: (1) la polimerizacién de N-vinilcaprolactama con terminacion carboxilo; y
(2) el injerto de la PVCL-COOH en la cadena de Cs. El sistema Cs-g-PVCL se
obtiene a partir de la amidacion entre los grupos terminales carboxilo de la PVCL,
y los grupos aminos libres de la fraccion desacetilada de la Cs. En articulos
pioneros, la reaccion se llevdé a cabo con acido acético como disolvente y el
sistema EDC/NHS como agentes activadores de los grupos terminales carboxilo
(Figura 6) (Prabaharan, 2015; Rejinold et al., 2011).
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Figura. 6. Sintesis del copolimero Cs-g-PVCL. Modificado de Fernandez-Quiroz
etal., (2015).

Estudios posteriores demostraron que el uso de acidos inorganicos como
disolventes en esta reaccion de injerto, favorecen el desarrollo de la reaccién,
evitando que el grupo -COOH del acido acético compita con los grupos terminales
de la PVCL al momento de la ocurrencia de la reaccion de amidacién (Fernandez-
Quiroz et al., 2015). Por otro lado, el uso de cloruro de 4-(4 6-dimetoxi-1,3, 5-
triazin-2-il)-4-metilmorfolinio (DMTMM) como agente activador, favorece el
rendimiento en estas reacciones ya que funciona activamente en un amplio rango
de pH (D’Este et al., 2014; Farkas et al., 2013).
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Fernandez-Quiroz et al., (2015), reportaron la dependencia de las propiedades
termosensibles de este copolimero con respecto a su arquitectura molecular,
observando que al incrementar la longitud de la cadena de PVCL injertada en el
copolimero, la LCST disminuye. Ademas, el menor espaciamiento entre las
cadenas de PVCL injertadas en el copolimero, la temperatura de transicién

disminuye. Este material también es responsivo ante pH y fuerza iénica.

Una de las caracteristicas principales de este material, es su solubilidad
en agua a temperatura por debajo de su LCST. Se conoce que la Cs es soluble
en medio acido; este hecho es una evidencia de la adecuada conjugacion con la
PVCL (Arguelles-Monal et al., 2018).

En el trabajo realizado por Fernandez-Quiroz et al., (2019) se evaluaron
tres parametros: la concentracion de tripolifosfato de sodio (TPP), la
concentracion de polimero y la relacion de volumen de TPP/polimero,
concluyendo que el tamafno de las NP depende dichas condiciones
experimentales. Esto es importante ya que, por lo general, las particulas
poliméricas de 50 a 300 nm en diametro se prefieren para los sistemas de
administracion de medicamentos debido a que estos tamafios favorecen los

largos tiempos de circulacion.

La estabilidad coloidal de las NP poliméricas en un entorno bioldgico es
un parametro relevante a tener en cuenta para las aplicaciones biomédicas. De
acuerdo con los resultados de autores, las nanoparticulas de Cs-g-PVCL son
estables en solucién salina fisiolégica a 25°C. Este resultado esta de acuerdo con
la carga superficial reportada para este copolimero. Se ha sugerido que los
valores de potencial-¢ de alrededor de +30 mV son adecuados para estabilizar
electrostaticamente sistemas nanoparticulados, ya que la carga superficial

relativamente alta le confiere la estabilidad asociada con la repulsion
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electrostatica, evitando asi la formacion de grandes agregados (Fernandez-
Quiroz et al., 2019).

4.4. Métodos de Obtenciéon para Nanoparticulas de Quitosana

Existen varios métodos para obtener nanoparticulas de Cs y derivados, entre los
que destacan la auto asociacidn y el entrecruzamiento. Los meétodos de
preparacion determinan fuertemente la estructura de las cadenas poliméricas en
el ordenamiento a escala nanoscodpica, que se rigen por interacciones inter o

intramoleculares de tipo covalente o no covalente (Goycoolea et al., 2009).

Peniche et al., 2003 describe tres técnicas mas usuales para la obtencion
de nanoparticulas de Cs: Coacervaciéon simple, emulsion vy gelificacion

ionotrépica que se abordan a continuacion.

4.4.1. Coacervacion

Las técnicas de coacervacion implican la separacion de una solucién de polimero
diluida en dos fases coexistentes: una fase rica en polimero y una fase muy
diluida, casi libre de polimero. La coacervacion en sistemas acuosos se subdivide
en coacervacion simple y compleja. En la primera, el coloide hidréfilo se priva del
disolvente mediante la adicidn de una sustancia hidréfila competidora, como una
sal o un alcohol. Por otro lado, la coacervacion compleja se produce mezclando
dos polielectrolitos con carga opuesta. El complejo de polielectrolito se separa en
una fase rica en polimeros que coexiste con una fase muy diluida (Peniche et al.,
2003).

Las nanoparticulas de Cs obtenidas por este método pueden presentar

diferente porosidad y estabilidad mecanica, lo cual esta influenciado por la

concentracion de la Cs, su grado de N-desacetilacion y el tipo y concentracion
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del agente de coacervacion utilizado. Las NP se estabilizan por lavados
sucesivos con agua caliente y fria o por reticulacién con glutaraldehido o

epoxicloropropano (Peniche et al., 2003).

4.4.2. Emulsion

Esta técnica consiste en la formacién de una emulsién de agua en aceite con el
uso de un surfactante. Las gotas de la soluciéon de Cs suspendidas en la fase
oleosa pueden estabilizarse mediante diferentes métodos (Figura 7): reticulacion
con glutaraldehido (reticulacién en suspension), por evaporacion del solvente o
por adicién de aniones polivalentes, como el TPP o el citrato (gelificacién
ionotrépica). Las gotas también pueden estabilizarse mediante la reticulacion de
la Cs con un &acido dicarboxilico o tricarboxilico como el &cido citrico. En tales
casos, la reticulacién se realiza térmicamente, a través de la formacion de
enlaces amida a 120 ° C (Peniche et al., 2003).

Emulsién
|
[ | | ]
, , Aniones . Evaporacion del
Reticulacion . Térmica
polivalentes solvente

‘ ‘ ) l Acido di o tricarboxilico
—{ Glutaraldehido |- TPP, Citrato — (120 * C)

Figura. 7. Métodos de obtencion de nanoparticulas de quitosana por emulsion.
Modificado de Peniche et al., (2003).
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El tamafio y la morfologia de las particulas dependen de multiples factores, tales
como: la temperatura, la velocidad de agitacion, la relacion molar entre el agente
gelificante/polimero/surfactante, asi como la concentracion de estos
componentes, la viscosidad de las fases y la configuracion del recipiente de

reaccion y el agitador, entre otros (Peniche et al., 2003).
4.4.3. Gelificacion lonotropica

Este método es uno de los mas prometedores para el desarrollo en aplicaciones
farmacéuticas. Dentro de los agentes quimicos de mayor atencion, destacan
aquellos basados fundamentalmente en el principio de la gelificacion idnica
utilizando tripolifosfato sddico (TPP). EI mecanismo ocurre por interacciones

electrostaticas entre los productos de la disociacion del TPP en solucion acuosa

(P301o_5 y HP301o_4), con los grupos "NHs "delaCs (Figura 8) (Goycoolea et al.,
2009).

@GB © %@
e

o @ @
Nanoparticula de

Quitosana (-NH, *) quitosana

Figura. 8. Formacion de nanoparticulas de quitosana por medio de gelificacion

ionotrépica usando TPP.
El pH y la fuerza idnica son dos factores que afectan fuertemente este sistema.

En general, el tamafio de particula resultante se ha observado que varia en un

rango de 100 a 350 nm; el potencial-¢ entre +20 y +50 mV e invariablemente
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poseen una morfologia esférica de acuerdo a evidencia de microscopia de
transmision electronica y de fuerza atémica. Dichas caracteristicas, confieren a
las nanoparticulas de Cs propiedades 6ptimas para la interaccién con diversos

epitelios (Goycoolea et al., 2009).

4.5. Técnicas de Caracterizacion

En este apartado, se describe el fundamento basico y aplicacion de diferentes
técnicas de caracterizacion utilizadas para el analisis de las estructuras
poliméricas nanoestructuradas. La espectroscopia RAMAN y FTIR se utiliza para
analizar modificaciones quimicas en los materiales. EI comportamiento del
didmetro hidrodinamico y el potencial-, se mide por dispersién dinamica de luz,
asi como para el estudio de la morfologia de nanoparticulas, se utiliza

microscopia electronica de barrido y microscopia de fuerza atémica.

4.5.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

Es una técnica de amplio uso que considera los espectros de absorcion, emision
y reflexién de la radiacién infrarroja con base en la espectroscopia de absorcion.
Estos espectros se pueden explicar como resultado de distintos cambios
energeéticos producidos por las transiciones de las moléculas de unos estados

energéticos vibracionales y rotacionales en otros (Skoog et al., 2008).

Para absorber radiacion infrarroja una molécula debe sufrir un cambio neto
en el momento dipolar cuando vibra o gira. Sélo en estas circunstancias el campo
eléctrico alternante de la radiacion puede interaccionar con la molécula y
modificar la amplitud de alguno de sus movimientos. Si la frecuencia de radiacion
coincide exactamente con la frecuencia de vibracion natural de la molécula, tiene
lugar la absorcion de la radiacion, lo cual origina un cambio en la amplitud de la

vibracion molecular (Skoog et al., 2008).
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Pueden distinguirse dos categorias basicas de vibraciones: de estiramiento y de
flexién. En una vibracion de estiramiento hay un cambio continuo en la distancia
interatomica a lo largo del eje de enlace entre dos atomos, llamadas simétricas y
asimétricas. Las vibraciones de flexidén se caracterizan por un cambio en el
angulo entre dos enlaces y son de cuatro tipos: de tijereteo, balanceo, aleteo y
torsion (Skoog et al., 2008).

El espectro infrarrojo de un compuesto proporciona gran informacién sobre
sus propiedades internas como: composicidn quimica, impurezas, interaccion
entre sustituyentes, analisis de grupos funcionales, etc., por lo que es de gran

importancia en analisis cualitativo (Skoog et al., 2008).

4.5.2. Espectroscopia RAMAN

La teoria Raman consiste en que la longitud de onda visible de una pequefia
fraccion de la radiacion dispersada por ciertas moléculas difiere del haz incidente
y, ademas, que los desplazamientos de la longitud de onda dependen de la
estructura quimica de las moléculas causantes de la dispersion (Skoog et al.,
2008).

Una molécula en el nivel vibracional fundamental puede absorber un fotén
de energia y emitir un fotébn de energia. Cuando la radiacién difundida es de
frecuencia mas baja que la radiacion de excitacion se denomina difusion de
Stokes. Las moléculas en estado vibracional excitado pueden difundir también
radiacion de manera inelastica y producir una sefial Raman de energia. La
radiaciéon difundida de una frecuencia mas alta que la radiacién de la fuente se
llama difusién anti-Stokes. Asimismo, la dispersion elastica también se presenta
con la emisién de un fotdn de la misma energia que el foton de excitacion, dicha

radiacion recibe el nombre de radiacién de Rayleigh (Skoog et al., 2008).
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Aunque hay similitudes entre los espectros Raman y los espectros infrarrojos,
hay suficientes diferencias entre las clases de grupos que son activos para hacer
que las técnicas sean complementarias y no competitivas. La absorcién en el
infrarrojo requiere que haya un cambio en el momento dipolar, solo asi la
radiacion de la misma frecuencia puede interactuar con la molécula e impulsarla
a un estado vibracional excitado. Por el contrario, en Raman, la difusién necesita
una distorsion momentanea de los electrones distribuidos alrededor de un enlace
de la molécula, seguida por la reemision de la radiacion cuando en enlace vuelve
a su estado normal. En esta forma distorsionada, la molécula esta temporalmente
polarizada, es decir, produce de manera momentanea un dipolo inducido que
desaparece cuando hay relajacion y reemision. Debido a esta diferencia
fundamental en el mecanismo, la actividad Raman de un modo vibracional
determinado puede diferir marcadamente de su actividad en el infrarrojo (Skoog
et al., 2008).

4.5.3. Dispersiéon Dinamica de la Luz

La dispersiéon dinamica de Iluz (DLS) es una técnica no invasiva
de espectroscopia de correlacion de fotones o dispersion cuasi-elastica de luz,
empleada para la determinacion del tamafio y la distribucion de particulas (indice
de polidispersidad) en suspension, o macromoléculas en solucién como los
polimeros, tipicamente en la region submicrométrica (Cuadros-Moreno et al.,
2014).

Cuando un medio liquido mueve una particula dispersa, la mayoria de las
veces se adhiere una capa eléctrica dipolar a su superficie. En DLS, el diametro
medido se conoce como hidrodinamico (Dn) (Figura 9), debido a que esta capa
influye en el movimiento de la particula. El grosor de la capa depende de distintos
factores, entre los cuales cuenta la conductividad eléctrica del liquido (Cuadros-
Moreno et al., 2014).
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' & Diametro hidrodinamico =

Figura. 9. Representacién grafica del diametro hidrodinamico por DLS.

4.5.4. Potencial-C

Se mide a partir de mediciones de movilidad electroforética de las particulas.
Dicha movilidad se refiere a la velocidad de una particula bajo un campo eléctrico
utilizado (Figura 10). La movilidad electroforética depende de la carga de la
particula y del coeficiente de friccion. Este ultimo es afectado por la viscosidad
del medio, el tamafio y la forma de la particula. Mientras que la carga puede variar
por el pH del buffer o por la fuerza iénica del medio. El potencial-{ es una medida
de la estabilidad de una dispersién coloidal, debido a que este es un buen indice
de la magnitud de la interaccidn repulsiva entre particulas coloidales
(Bhattacharjee, 2016).
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Figura. 10. Representacion grafica de potencial-{ por DLS. a) Particulas
cargadas se repelen unas a otras. b) Particulas sin carga formando

aglomeraciones.

4.5.5. Microscopio Electrénico de Barrido

El microscopio electrénico de barrido (SEM), utiliza electrones en lugar de luz
para formar una imagen. Para lograrlo, el equipo cuenta con un dispositivo
llamado filamento, que genera un haz de electrones para iluminar la muestra y
con diferentes detectores se recogen después los electrones generados de la
interaccion con la superficie de esta para crear una imagen que refleja las
caracteristicas superficiales de la misma, proporcionando informacién de las

formas, texturas y composicion quimica de sus constituyentes (Liu et al., 2016).

4.6. Ensayos Biologicos

En la actualidad, la mayoria de los trabajos publicados se centran en la obtencion

de nuevas NP y en su caracterizacion fisicoquimica, pero es necesario disefar y
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establecer técnicas normalizadas que permitan evaluar su posible toxicidad.
Como se ha abordado en lo temas anteriores, las nanoparticulas de Cs-g-PVCL
tienen propiedades favorables para su aplicacion en biomedicina, por lo que
resulta importante en este trabajo realizar ensayos celulares, proponiendo las

siguientes técnicas (Gonzalez-Fernandez et al., 2012).

4.6.1. Actividad Hemolitica

La determinacion de las propiedades hemoliticas es una de las pruebas mas
comunes en estudios de interaccidon de nanoparticulas con componentes
sanguineos (Gonzalez-Fernandez et al., 2012). La mayoria de los estudios in
vitro de hemodlisis inducida por particulas evaluan el porcentaje de hemdlisis
mediante la deteccion espectrofotométrica de derivados de hemoglobina libres
de plasma después de incubar las particulas con sangre y luego separar las
células no danadas mediante centrifugacion. El tiempo de incubacion, la longitud
de onda en la que se cuantifica la hemoglobina y las condiciones de la sangre
(por ejemplo, el uso de eritrocitos purificados en lugar de sangre completa, y la
inclusion de varios anticoagulantes) varian significativamente de un estudio a otro
(Dobrovolskaia et al., 2008).

4.6.2. Actividad Hemaglutinante

Las reacciones de aglutinacidon se producen entre particulas que estan en
suspension. Generalmente, es el antigeno el que esta presente en la superficie
de las particulas (aglutinégeno) y se enfrenta a un anticuerpo especifico de él
(aglutinina). Si la particula utilizada en la aglutinacion es un hematie se dice que

es una reaccion de hemaglutinacion (De Lima et al., 2015; Espinosa et al., 2016).

Las reacciones de aglutinacién pueden llevarse a cabo sobre portaobjetos,

en tubos de ensayo o en placas de microtitulacion, como es en esta investigacion.
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Estas ultimas son de plastico y constan de una serie de pocillos cuyo fondo es
redondeado (en “U”). El resultado positivo aparece con un velo que cubre todo el
pocillo, mientras que el negativo se observa como un botén formado por la

sedimentacion sin aglutinar de las particulas empleadas (Espinosa et al., 2016).

4.6.3. Ensayo de MTT

El ensayo MTT es un indicador sensible y confiable de la proliferacion celular y
viabilidad in vitro en respuesta a factores externos. El ensayo se basa en la
reduccion bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol, un colorante
amarillo de tetrazolio soluble en agua, por las células metabdlicamente activas,
principalmente por las deshidrogenasas mitocondriales, a cristales de formazan
de color purpura. El producto de formazan se analiza espectrofotométricamente
(570 nm) después de su disolucion en dimetilsulféxido (DMSO). Los espectros de
las células tratadas con NP y las células no tratadas dan una estimacion del grado

de citotoxicidad (Patravale et al., 2012).
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En este capitulo se describen los pasos seguidos para el desarrollo del presente
trabajo, desde la preparacion de los materiales poliméricos, su caracterizacion y

la aplicacién en ensayos bioldgicos.

5.1. Reactivos

Quitosana (Sigma Aldrich, bajo peso molecular), solucion salina 0.9 % NacCl
(Laboratorios PISA), tripolifosfato de sodio (TTP) (Sigma Aldrich), Cloruro de 4-
(4 6-dimetoxi-1,3, 5-triazin-2-il)-4-metilmorfolinio 96 % (DMTMM) (Sigma Aldrich),
medio escencial minimo dulbelcco (DMEM) (Gibco), suero fetal bovino (Gibco),
azul de tiazolil tetrazolio bromuro (MTT) (Sigma Aldrich), dimetilsulféxido (DMSOQO)
(Fagalab).

5.2. Preparacion de los materiales

La mayoria de los reactivos y solventes utilizados para la realizacion de este
trabajo fueron utilizados tal y como se recibieron. Para todos los experimentos se

utilizé agua pura Tipo 2 con una conductancia < 0.2uS/cm.

5.2.1. Purificacion de la Quitosana

La Cs se disolvio en acido acético al 0.5 M. Posteriormente, se filtr6 con ayuda
de una bomba de vacio por un filtro de grado 1 para después precipitarse con
hidréxido de amonio 1 M. El material se sometié a varios lavados con agua milli
Q, y se separd por centrifugacion hasta que el residuo mostré una conductividad
similar a la del agua pura. Por ultimo, se congeld y se liofilizé para obtener la Cs

purificada.
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5.2.2. Sintesis del Copolimero Cs-g-PVCL

La preparacién del copolimero quitosana-graft-PVCL se realizé en dos pasos:
(1) la polimerizacion de N-vinilcaprolactama con terminacion carboxilo; y (2) el
injerto de la PVCL-COOH en la cadena de Cs. La PVCL fue donado por el Centro

de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo (CIAD) con las siguientes

caracteristicas: X_n =126, P.D.l.=1.8,LCST=40.7 ° C.

El paso (2), se llevo a cabo a partir de la amidacion de los grupos amina
en la Cs con los grupos terminales -COOH de la PVCL, utilizando DMTMM como
activador de sus grupos carboxilicos. Para esto, se preparé una disolucion de Cs
en HCI (0.5% p/v) a temperatura ambiente. Posteriormente, se adiciono la PVCL-
18 al frasco de reaccion junto con la DMTMM; la reaccién de injerto permanecié
a temperatura ambiente, con agitacion constante durante 3 dias. La conjugacion
se detuvo por adicion de acetona pura, lo cual ocasiona la precipitacion del
material. El producto se purifico con lavados con acetona y por extraccion Soxhlet
durante 48 h, para asegurar la eliminacion de cadenas de PVCL no injertadas en
la Cs. El copolimero Cs-g-PVCL-18 (cadenas de PVLC injertadas con Mp de 18

kDa) se disolvié en agua, se congeld y liofilizé.
5.2.3. Preparacion de Nanoparticulas a partir de Cs-g-PVCL

Para obtener las NP a partir del copolimero Cs-g-PVCL, se llevé a cabo el
entrecruzamiento ionotropico con TPP, de acuerdo con el método planteado por
(Calvo et al.,, 1997) con ligeras modificaciones. Brevemente, se disolvid el
copolimero en agua mili-Q y se coloco en agitacion constante a una temperatura
ambiente. Simultaneamente, se prepard una disolucion de TPP en agua. Se
utilizé una concentracion de copolimero de 1 y 3 mg/mL y una concentracion de
TPP de 2 mg/mL con una relacién de volumen v/v de copolimero/TPP de 10/0.1.

Las nanoparticulas de Cs-g-PVCL se formaron espontaneamente al adicionar
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gota a gota el TPP a la solucion de copolimero, bajo agitacion magnética
moderada. Posteriormente, la muestra se sonicé (procesador ultrasénico Q500,
QSONICA) durante 5 minutos con una amplitud del 35%. Las nanoparticulas Cs-
g-PVCL se centrifugaron para eliminar posibles residuos y se re-suspendieron en

agua.
5.3. Caracterizacion morfolégica
5.3.1. Microscopia Electronica de Barrido
La morfologia de las nanoparticulas de Cs-g-PVCL se caracterizd por
microscopia electronica de barrido en el equipo JEOL, JSM-5410LV. Las
imagenes se obtuvieron con un aumento de 55 000 utilizando una tension de
aceleracion de 25,0 kV.
5.4. Caracterizacion de los materiales

5.4.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

Los espectros FTIR se efectuaron en modo de reflectancia totalmente atenuada

en un espectrofotometro FTIR Perkin Elmer Frontier. Las muestras se analizaron

a temperatura ambiente por 16 escaneos a una resolucion de 4 em1.
5.4.2. Espectroscopia RAMAN
Los espectros Raman de los materiales analizados se obtuvieron en un

espectrofotometro Witec Alpha 300 Confocal Raman Microscope. Laser 532,

potencia de 49 mW.
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5.4.3. Dispersién Dinamica de la Luz

El diametro hidrodinamico, el indice de polidispersidad (PDI) y las mediciones del
potencial-{ se realizaron en el equipo Moébiu{ (Wyatt Technologies), bajo
temperaturas controladas. El sistema Mobiud utiliza un laser de modo longitudinal
unico de 45 mW que funciona a una longitud de onda de 532 nm. Las mediciones

se realizaron con un angulo de dispersion de 163.5 ° C.

Para evaluar el comportamiento del Dn de las nanoparticulas de Cs-g-

PVCL ante la temperatura, la muestra se someti6 a un programa de

calentamiento de 0.25 ° C min~1. A cada temperatura, la muestra se mantuvo en
equilibrio durante 40 min antes de las mediciones. Las muestras se cargaron en
una cubeta de cuarzo de 45 pL con conjunto de electrodos. La recopilacién y el
analisis de datos se llevo a cabo con el software DYNAMICS 7.8.0.26 (Wyatt

Technology Corporation).

La estabilidad coloidal de las nanoparticulas de Cs-g-PVCL se evalud
experimentalmente en agua (pH 7), solucion salina fisiologica (pH 6.4) y DMEM
(pH 7.4). La estabilidad se investigd en términos de la evolucion del tamaio de
particula a lo largo del tiempo durante la incubacién a 25°C por 4 h. Las
mediciones de diametro hidrodinamico se registraron en el equipo Mobiuf (Wyatt
Technologies), bajo temperaturas controladas. El sistema Mébiud utiliza un laser
de modo longitudinal unico de 45 mW que funciona a una longitud de onda de

532 nm. Las mediciones se realizaron con un angulo de dispersiéon de 163.5°C.
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5.5. Ensayos Bioldégicos

5.5.1. Actividad Hemolitica

Se siguié la metodologia reportada por Diaz-Galvez et al., 2019. A partir de
muestras sanguineas tratadas previamente en tubos vacutainer con EDTA, se
realizdé una suspension de sangre total en solucion salina (15 pL: 1000 pL). La
dilucion de glébulos rojos (1 mL) se mezcld con concentraciones finales de
nanoparticulas de Cs-g-PVCL de 125.00, 62.50, 31.20, 15.60, 7.80, 3.90, 1.90,
0.95, 0.47, 0.23 y 0.00 pg/mL (n = 4). Después de 24 h de incubacion a 37 ° C,
se centrifugaron los glébulos rojos (6 rpm durante 10 min) y se analiz6 la
hemdlisis por absorbancia a 540 nm utilizando un espectrofotdmetro
(espectrofotémetro Thermo Scientific Multiscan). Los glébulos rojos diluidos en

agua se utilizaron como control positivo.

5.5.2. Actividad Hemaglutinante

A partir de muestras sanguineas tratadas previamente en tubos vacutainer con
EDTA, se obtuvo una suspension de eritrocitos al 1%. Previamente, se tomd un
1 mL de sangre total y se realizaron 3 lavados con 0.5 mL de solucion salina para
retirar el plasma. Posteriormente, en una microplaca de 96 pozos de fondo en
“‘U”, se anadieron 50 pL de solucién salina (NaCl 0.9%, pH 7.4) y 50 uL del
estimulo, en este caso, nanoparticulas de Cs-g-PVCL de 169 y 281 nm. Se
trabajé por cuadruplicado. Las concentraciones finales de NP fueron de 125,
62.5, 31.2, 15.6, 7.8, 3.9, 1.9, 0.95, 0.47, 0.23 y 0 pyg/mL (n = 4). Al final, se
afiadieron 50 pL de la suspension de eritrocitos al 1% y se dejo incubar 1 hora a
temperatura ambiente. Los datos se interpretaron segun la escala (Tabla Ill)
propuesta para hemaglutinacion por Stavitsky y Jarchow, 1954 (Figura 11,

seccion 4.6.2).
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Tabla lll. Descripcién del grado de hemaglutinacion. Modificado de Stavitsky y
Jarchow, (1954).

Grado de s
R Descripcion
aglutinacion
++++ Aglutinante granular compacto

Alfombra lisa en la parte inferior del pozo con bordes

doblados
Alfombra lisa en la parte inferior del pozo con los bordes algo
v rasgados
+ Anillo rojo estrecho con borde de alfombra lisa
* Area pequefia del pozo cubierta con anillo grueso alrededor

- Boton rojo discreto en el centro de la parte inferior del pozo

aGrados de aglutinacién distintos se interpretan como eventos indeterminados

-~ 7\ . i »
| = L_/
— —_— \ J .
. : \

Figura. 11. Apariencia de eventos de hemaglutinacion. Fila superior de izquierda
a derecha, ++++, +++, ++ + + =*. Fila inferior de izquierda a derecha, %, -, -.
Modificado de Stavitsky y Jarchow, (1954).

5.5.3. Ensayo de MTT

Los estudios de citotoxicidad de las nanoparticulas de Cs-g-PVCL se evaluaron
en células endoteliales de la vena de cordon umbilical humano (HUVEC). Las
células HUVEC se cultivaron en DMEM, complementadas con FBS (5%), piruvato
de sodio (1 mM), penicilina (10 ug / mL) y estreptomicina (0,1 mg/mL), y se
incubaron a 37 ° C con atmodsfera de CO2 (5%), y 80% de humedad. Se
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sembraron aproximadamente 5,000 células en microplaca de 96 pocillos y se
cultivaron hasta alcanzar el 80% de una monocapa. Las pruebas de viabilidad
celular se realizaron en presencia de diferentes concentraciones de
nanoparticulas de Cs-g-PVCL. Antes del ensayo, la dispersion de NP se irradio
con UV durante 15 minutos y se prepararon diluciones en serie en solucion salina
estéril. El medio de cultivo se elimind y se reemplazé6 con un medio
completamente fresco (100 pL), seguido de cada dispersion de NP (100 uL). Las
concentraciones finales fueron 125, 62.5, 31.2,15.6,7.8, 3.9, 1.9, 0.95,0.47, 0.23
y 0 ug/mL (n=4). EI MTT se diluyd en solucion tamponada con fosfato (5 mg/mL)
y se filtré a través de un filtro estéril de 0,22 um. Después de 24 h de incubacion,
se eliminé el estimulo. EI MTT diluido en DMEM (100 uL, 12 mM) se afadi6 a los
pocillos y se incubd a 37 ° C (5% de COz2) por 4 h.

Se afiadi6 DMSO (100 pL) para solubilizar los cristales de formazan
formados. Luego, la absorbancia se midié a 570 nm en un espectrofotometro UV
(Thermo Scientific Multiskan GO), y los resultados se compilaron con el software
Skanlt. Las células de control negativo no estimuladas se incubaron con el medio
completo respectivo. La viabilidad celular se expresa como un porcentaje del

control negativo, dado por:

) __ Absmuestra

Viabilidad celular (% x 100 Ecuacion (1)

Abs control

Donde absorcién (Abs) muestra representa la medicidn de los pozos tratados con
nanoformulaciones, y Abs control representa el valor obtenido de los pozos

tratados con un medio.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1. Preparacion de los materiales

6.1.1. Preparacion de Nanoparticulas a partir de Cs-g-PVCL

Las NP a partir del copolimero Cs-g-PVCL se obtuvieron de forma espontanea
en medio acuoso (pH 7) a temperatura ambiente. Para su preparacion se utilizé
el método de gelificacion ionotrépica, siguiendo el protocolo desarrollado por
Calvo et al., (1997).

Para este sistema de NP, es conocido que existen factores que afectan el
tamano: la concentracion de polimero, la concentracion de TPP y la relacion de
volumen de polimero / TPP. En este trabajo se evalu6é el efecto de la
concentracion de polimero con 1 y 3 mg/mL, utilizando para todas las muestras
una concentracion de TPP de 2 mg/mL y una relacién de 10:1 en el volumen de
polimero / TPP. En la Tabla IV se muestran los resultados obtenidos para la

distribucion del Dn de las nanoparticulas de Cs-g-PVCL.

Tabla IV. Promedio del diametro hidrodinamico de las nanoparticulas de Cs-g-
PVCL.

Concentracion Volumen

Potencial-¢
de copolimero copolimero DH (nm) (mV) PDI
(mg/mL) (mL)
1 12 169 + 3.8 +29 + 1.1 0.198 £ 0.04
3 4 281+24 +45+1.3 0.192 £ 0.03

* Concentracion de TPP de 2 mg/mL y una relacion de 10:1 en el volumen de polimero
/| TPP.
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En los resultados se observa claramente un incremento en el Du con el
incremento en la concentracion de copolimero utilizado, obteniéndose NP de 169
y 281 nm. Este comportamiento se reporta por Fernandez-Quiroz et al., (2019),
quienes obtuvieron nanoparticulas de Cs-g-PVCL de 156 £+ 3.4y 239.4 + 2.1 nm

utilizando las mismas condiciones planteadas anteriormente en este trabajo.

En la Figura 12 se pueden observar las curvas monomodales de ambos
sistemas obtenidas por DLS. Para el tamafio de 169 nm, se obtuvo un indice de
polidispersidad (PDI) de 0.198, y un potencial-¢ de +29 mV. Para el tamafio de
281 nm, obtuvimos un PDI de 0.192 y un potencial-{ de +45 mV.

NP Cs-g-PVCL 169 nm NP Cs-g-PVCL 281 nm
15F
I‘. 10§ f
g 10} l\ \l § ". ‘.
o ] | 5 \ \l
g ( | g | |
v | | |
§ S5t ll ‘I é o ol I‘l
c 1 = ( .
0 \— 0 : is.—.
W 100 1000 10 100 1000
D, (nm) Dy, (nm)

Figura. 12. Distribucion del diametro hidrodinamico de las nanoparticulas de Cs-

g-PVCL de 169 y 281 nm, respectivamete.
Azouri et al., 2006, plantea que un sistema que presente un potencial-C por arriba

de +25 mV o por debajo de -25 mV es un sistema estable. De acuerdo a lo

anterior, se considera que los valores obtenidos de potencial- para las NP
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preparadas son adecuados para que se mantengan en suspension, evitando la

formacion de agregados.

6.2. Caracterizacion morfolégica

6.2.1. Microscopia Electrénica de Barrido

La morfologia de las nanoparticulas de Cs-g-PVCL se analizé mediante SEM. La
Figura 13 permite apreciar que los nanosistemas exhiben una morfologia pseudo-
esférica, ademas de que no se observa agregacion. Fernandez-Quiroz et al.,

(2019) reporta la morfologia obtenida en NP del mismo material.

De acuerdo con el analisis del tamano, para las NP de Cs-g-PVCL de 169
nm (Figura 13a), se observa un diametro alrededor de 206 nm. Este resultado es
ligeramente superior a los valores obtenidos por DLS debido a que la muestra
presenta un PDI de 0.198 + 0.04. Por otro lado, para las NP de Cs-g-PVCL de
281 nm (Figura 13b), se observa un diametro alrededor de 277 nm

correspondiente al valor obtenido por DLS.

Figura. 13. Morfologia de las nanoparticulas de Cs-g-PVCL de a) 169 y b) 281
nm obtenida por SEM.
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6.3. Caracterizacion de los materiales

6.3.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

En la Figura 14 se observan los espectros FTIR obtenidos de la Cs, la PVCL y el
copolimero Cs-g-PVCL. El espectro de la Cs pura muestra una banda a 1659 cm-
' correspondiente a la amida |, debido a la vibracion de estiramiento de C=0 para
amidas alifaticas primarias. A 1591 cm™' corresponde la banda asignada a la
amida |l, debido a la vibracion de deformacion N-H. Ademas se tienen bandas a
1418 cm™ (-CHz, flexién), 1383 cm™' (-CHs, vibracion de deformacién simétrica),
1317 cm' (amida llI, debido a la vibracién de estiramiento C-N), 1169 cm™! (C-O-
C, vibracion de fuerza asimétrica), 1084 y 1032 cm-' (vibracién de la estructura

de piranosa).

Por otro lado, las bandas caracteristicas del polimero PVCL se encuentran
a 1637 cm™' correspondiente a amida |, en 1443 cm™' asignada a la deformacion
C-H, a 843 cm™ por el estiramiendo C-N y a 718 cm™ por la vibracién de
deformacion N-H. Estas bandas caracteristicas de Cs y PVCL también se
observan en el espectro del copolimero de injerto, aunque con algunas

modificaciones.

En particular, el corrimiento de las bandas de amida | y Il situadas a 1615
y 1520 cm' en el espectro Cs-g-PVCL son indicativas de la formacion de nuevos
enlaces amida entre el grupo carboxilico terminal de PVCL y los restos amina de

la Cs (Fernandez-Quiroz et al., 2015).
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Figura. 14. Espectros FTIR en la region 1800-600 cm! para muestras de Cs,
PVCL y Cs-g-PVCL.

Igualmente se realizaron los espectros FTIR para las nanoparticulas de Cs-g-
PVCL de 169 y 281 nm (Figura 15). Se puede confirmar un corrimiento a menor

numero de onda en los espectros de las NP de ambos tamafios con respecto al
espectro del copolimero, en la regién entre 1260-1200 cm'1 que se debe a la

vibracion por estiramiento del grupo P=0. Igualmente observamos que a 856 cm
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1 aparecen las vibraciones de estiramiento de grupos P— O —P (Fernandez-Quiroz
et al., 2019).

— Cs~g-PVCL
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Figura. 15. Espectros FTIR en la regién 1800-600 cm™ para muestras de
copolimero Cs-g-PVCL y nanoparticulas de Cs-g-PVCL de 169 y 281 nm.

6.3.2. Espectroscopia RAMAN
Debido a que el rango de 900 — 800 cm™ en espectroscopia FTIR es de intensidad

débil para los grupos amida, se obtuvieron los espectros RAMAN de las muestras

de los homopolimeros y del copolimero. En esta técnica las amidas alifaticas
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secundarias suelen presentar una fuerte banda polarizada en tal regién debido a

la vibraciéon de estiramiento C-N-C simétrica.

En la Figura 16 se observan los espectros RAMAN obtenidos de la Cs
pura, la PVCL y el copolimero Cs-g-PVCL. En el espectro de PVCL, se observan
bandas a 848 cm™ (estiramiento C-N), 807 cm™ (vibracién N-H) y 705 cm™
(vibracion de deformacion N-H fuera del plano) presentes en el espectro del

copolimero de injerto a 855 cm', 806 cm™' y 711 cm-’, respectivamente.

—Cs

P — Cs-g-PVCL |
¢ 899cm —PVCL

Intensidad (u.a.)

Numero de onda (cm')

Figura. 16. Espectro RAMAN en la region 1000-600 cm' para muestras de Cs,
PVCL y Cs-g-PVCL.
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Por otro lado, se encuentra en el espectro de la Cs la banda a 899 cm-' debido al
estiramiento del anillo de D-glucopiranosa, que en el copolimero Cs-g-PVCL se
presenta a 901 cm™. Por lo anterior, los espectros Raman confirman la formacion

de enlaces amida.

6.3.3. Estabilidad Coloidal

La estabilidad coloidal de las NP poliméricas en un entorno biolégico es un
parametro relevante a tener en cuenta para las aplicaciones biomédicas
(Fernandez-Quiroz et al., 2019). En este sentido, la variacién del Dn de las
nanoparticulas de Cs-g-PVCL de 169 y 281 nm fue evaluado a lo largo del tiempo
en agua (pH 7), solucién salina fisiologica (pH 4.4) y DMEM (pH 7.4)a 25 ° C.

Como se muestra en la Figura 17, en ambos tamafios, las NP suspendidas
en agua no presentaron crecimiento en su Dn en 4 horas, lo que evidencio la
estabilidad de las nanoparticulas en este medio. Por otro lado, para las
nanoparticulas de 169 nm suspendidas en solucion salina, durante los primeros
80 min, aumentaron a 339 nm. Posteriormente, a los 240 min, el crecimiento fue
ligeramente mas evidente, alcanzando los 422 nm (~250% de su tamanio inicial).
En DMEM, a solo 20 min, las NP alcanzaron un tamafio de 352 nm. A los 240

min, se registré un Du de 1220 nm (~722% del tamano inicial).

Este comportamiento fue similar para las nanoparticulas de 281 nm. En
solucidén salina, durante los primeros 80 min, aumentaron a 370 nm.
Posteriormente, a los 240 min, el crecimiento fue ligeramente mas evidente,
alcanzando los 452 nm (~161% de su tamafio inicial). En DMEM, a solo 20 min,
las NP alcanzaron un tamafo de 650 nm. A los 240 min, se registréo un Dn de 913

nm (~325% de su tamanio inicial).
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Figura. 17. Estabilidad coloidal de las nanoparticulas Cs-g-PVCL a) 169 y b) 281
nm en medio acuoso (pH 7), solucién salina fisiologica (pH 4.4) y DMEM (pH 7.4)
a25°C.

A partir de estos resultados, se puede deducir que estas nanoformulaciones son
estables en agua y presentan agregacion en solucién salina y DMEM. Este
resultado esta de acuerdo con la carga superficial analizada en las muestras.

Para las nanoparticulas de 169 y 281 nm suspendidas en agua, se obtuvo un
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potencial-¢ de +29 y +45 mV, bajando al encontrarse en solucion salina con
valores de +9 y +16 mV y en DMEM con potenciales de -89 y -5.5,

respectivamente.

Se ha sugerido que los valores de potencial- de alrededor de +30 mV son
adecuados para estabilizar electrostaticamente los sistemas de nanoparticulas.
La carga superficial relativamente alta confiere la estabilidad asociada con la
repulsion electrostatica, evitando asi la formacion de grandes agregados de

particulas (Grumezescu, 2017).

6.3.4. Comportamiento Termosensible

De igual forma se analizé la termo sensibilidad de los nanosistemas. La figura 18
muestra el efecto de la temperatura en el Dy para las nanoparticulas de Cs-g-
PVCL de 169 y 281 nm, en medio acuoso (pH 7). Se puede observar que por
debajo de la LCST (40.7 ° C) el Dn es estable con valores de 170 y 281 nm,
respectivamente. Sin embargo, al aumentar la temperatura a 60 °C las NP

pueden alcanzar un tamano de 282 y 405 nm.

Este cambio esta asociado a la transicion de fase de este copolimero
termosensible, la cual se debe a la asociacion hidrofébica de las NP. Estudios
previos del copolimero en solucidon, han sugerido que la razén de estos cambios
de tamafno en las nanoparticulas estan correlacionados a una transicion
altamente cooperativa en donde ocurre un cambio en el equilibrio
hidrofébico/hidrofilico de las macromoléculas injertadas (Fernandez-Quiroz et al.,
2016; Fernandez-Quiroz et al., 2019).

Para este trabajo, no se realizaron estimulaciones térmicas. Se puede
comprobar con los valores obtenidos, que la temperatura no alter6 el Dy durante

los ensayos bioldégicos de cultivo celular donde se manejan 37 ° C.
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Figura. 18. Efecto de la temperatura en el diametro hidrodinamico de las
nanoparticulas de Cs-g-PVCL de a) 169 y b) 281 nm, suspendidas en agua (pH
7).
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6.4. Ensayos Bioldégicos

En la actualidad, la mayoria de los trabajos publicados se centran en la obtencion
de nuevas nanoparticulas y en su caracterizacion fisicoquimica, pero es
necesario disefiar y establecer técnicas normalizadas que permitan evaluar su
posible toxicidad. Para el copolimero Cs-g-PVCL, hay escaza informacion sobre
sus posibles efectos téxicos en células humanas. Las nanoestructuras estan
destinadas a su uso en humanos por via intravenosa, por lo que entraran en
contacto con las células del endotelio y de sangre periférica (mayormente
glébulos rojos) (Gonzalez-Fernandez et al., 2012). Por lo anterior, en este trabajo
se considero realizar ensayos celulares, cuyos resultados se presentan en las

subsecciones siguientes.

6.4.1. Actividad Hemolitica

La determinacidon de las propiedades hemoliticas es una de las pruebas mas
comunes en estudios de interaccion de nanoparticulas con componentes
sanguineos (Balan and Verestiuc, 2014). La aplicacion de nanoestructuras como
agentes terapéuticos debe considerar que estos sistemas tendran una
interaccion directa con los componentes de la sangre, principalmente glébuos
rojos. En este contexto se evalud el efecto hemolitico de las nanoparticulas de
Cs-g-PVCL de 169 y 181 nm durante 24 horas.

Los resultados obtenidos por espectrometria (Figura 19) muestran que a
concentraciones menores de 62.4 ug/mL, las nanoparticulas de Cs-g-PVCL de
169 y 281 nm, obtuvieron un porcentaje de hemodlisis del 11 y 8%,
respectivamente. Para la concentracion maxima correspondiente a 125 ug/mL, el

porcentaje de hemolisis sube al 15% y 11%, respectivamente.
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En la Figura 20 se muestran las fotografias del ensayo, que, concordando con lo
obtenido por espectrometria, se observa mayor liberacién de hemoglobina en la

concentracion de 125 ug/mL representada por un color rojizo en el sobrenadante.
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Figura. 19. Actividad hemolitica cuantitativa de las nanoparticulas de Cs-g-PVCL
de 169y 281 nm.

Chen et al., (2015) reporta que las particulas de menor tamafio poseen mayor
actividad hemolitica, como los resultados obtenidos en el presente estudio. Esto
se debe a que se favorece la interaccidon de las cargas positivas de los grupos

amina de las nanoparticulas de Cs-g-PVCL, con las cargas negativas presentes

49



en la membrana de los globulos rojos, al existir mayor area superficial de contacto
(Maya et al., 2012).

~ ~
Dilwcion 12 & &
s &

<
5 A @ %«
VA S O O @ ® © o
xS o N o A0S e W
£
c
[*)]
2
3 o ¢ © 9 o O © ®© 4 e ©
g
&
12
O
o
z
E
| — -
o
@
o~
o 5.54‘.0\“

Figura. 20. Actividad hemolitica cualitativa de las nanoparticulas de Cs-g-PVCL
de 169y 281 nm.

6.4.2. Actividad Hemaglutinante

Entre las técnicas sanguineas, una de las mas importantes es la de
hemaglutinacion. Este fendmeno se produce cuando las proteinas con carga
negativa, componentes de la membrana de los glébulos rojos, forman
interacciones electroestaticas en contacto con particulas exdgenas. Esto
ocasiona que se reduzca la distancia impuesta por las fuerzas de repulsién de
las propias células rojas con otras de su misma naturaleza y se formen

aglutinaciones, es decir, la formaciéon de grumos visibles macroscopicamente.
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Siguiendo el protocolo propuesto por Stavitsky y Jarchow, (1954), fue posible la
determinacioén visual de los eventos de aglutinacion en globulos rojos para todas
las muestras incubadas con nanoparticulas de Cs-g-PVCL de 169 y 281 nm
(Figura 21).

Figura. 21. Apariencia de eventos hemaglutinantes presentes ante el estimulo

del copolimero Cs-g-PVCL.

Las nanoparticulas de 169 nm presentaron diferentes eventos de
hemaglutinacion (++++, +++, ++) hasta la concentracién de 0.95 pg/mL. A
concentraciones menores de 0.47 yg/mL, se obtuvieron eventos indeterminados
(x) y no hemaglutinantes (-). En las nanoparticulas de 281 nm, se puede observar
el corrimiento de eventos no hemaglutinantes a una concentracion de 1.9 yg/mL
(Figura 22).

De Lima et al., (2015) relaciona la actividad hemaglutinante de la Cs con
las cargas positivas de sus grupos amina. Dado que la mayoria de las
membranas biolégicas presentan naturaleza anionica, la Cs podria adherirse
fuertemente a ellas mediante interacciones electrostaticas, las células pueden
deformarse vy, por lo tanto, disminuir la repulsion entre ellas. Se cree que los
glébulos rojos unidos a la Cs forman una red local independientemente de otros

agentes hemostaticos (Nogueira et al., 2013).

Pogorielov et al., (2015), discute que la hemaglutinacion depende de la

concentracion de Cs en solucién y no depende significativamente del peso
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molecular del polimero. En este trabajo se menciona que probablemente, las
soluciones de Cs de alta concentracién tienen mas grupos protonados y, por lo

tanto, mas posibilidades de unirse con la pared de los globulos rojos.
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Figura. 22. Resultado de la actividad hemaglutinante tras 1 hora de incubacion

bajo el estimulo de nanoparticulas Cs-g-PVCL de 169 y 281 nm.

Actualmente, no se ha reportado la relacién entre el tamano de NP con la
actividad hemaglutinante de la Cs y del copolimero Cs-g-PVCL. Sin embargo,
con base en los resultados obtenidos en este trabajo, se puede inferir que las NP
de 169 nm generan mayor presencia de eventos aglutinantes en comparacion
con de 281 nm, lo cual puede estar asociado a una mayor area superficial en

contacto con los glébulos rojos.
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Es ampliamente conocido que a medida que disminuye el tamafo de las
particulas, las superficies comienzan a dominar y controlar las propiedades de
los materiales nanoestructurados (Baer et al., 2013). Por lo anterior, se puede
inferir que, las NP de 169 nm presentan mas interacciones electrostaticas con los
glébulos rojos, reflejandose en la presencia de eventos hemaglutinantes a

menores concentraciones de copolimero.

6.4.3. Ensayo de MTT

Los ensayos de viabilidad celular son utilizados como pruebas de rutina con el fin
de estudiar el efecto citotoxico que pueden tener nanocompuestos sobre la

proliferacion celular.

La Figura 23a, muestra los resultados de viabilidad en la linea celular
HUVEC tras 24 horas de incubacion. Para las nanoparticulas de Cs-g-PVCL de
169 nm, se obtuvo que a concentraciones menores de 1.9 yg/mL, hay una
viabilidad por arriba del 80%. Para la concentracion maxima utilizada en este
estudio (125 ug/mL), la viabilidad baja y se reporta con 60%. Los porcentajes de
viabilidad difieren para las nanoparticulas de Cs-g-PVCL de 281 nm, donde se
obtuvo arriba del 80% de viabilidad a concentraciones menores de 3.9 pg/mL.
Similar a las NP de 169 nm, la viabilidad obtenida a 125 pg/mL fue del 63%.

Por otro lado, los resultados para la linea celular HeLa (Figura 23b) tras
24 horas de incubacion, muestran que para las nanoparticulas de Cs-g-PVCL de
169 nm, a concentraciones menores de 3.9 pg/mL, hay una viabilidad por arriba
del 90%. Se reporta la concentracion media inhibitoria (ICs0) a 125 pg/mL. Los
porcentajes de viabilidad difieren para las nanoparticulas de Cs-g-PVCL de 281
nm, donde se obtuvo el 90% de viabilidad a concentraciones menores de 7.8
Mg/mL. A diferencia de las NP de 169 nm, no se reporta la ICso ya que a 125
Mg/mL se obtuvo una viabilidad del 60%.
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Varios autores han reportado que la viabilidad es mayor en las células
cancerigenas HelLa que en células HUVEC, comportamiento que se comprueba
en este trabajo (Das et al., 2015; Wang et al., 2019).
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Figura. 23. Viabilidad en linea celular a) HUVEC y b) HelLa para las
nanoparticulas de Cs-g-PVCL de 169y 281 nm.
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo se lograron obtener nanoparticulas termosensibles a partir del
copolimero Cs-g-PVCL por gelificacion ionotrépica en medio acuoso, usando
tripolifosfato de sodio como entrecruzante. Las NP mostraron una morfologia
pseudo-esférica con diametro hidrodinamico de 169 nm y 281 nm y potencial-C

de +29 mV y +45 mV, respectivamente.

En particular, las nanoparticulas de 169 nm mostraron mayor efecto
citotoxico, hemolitico y hemaglutinante, atribuyéndose a que, a tamafnos mas
pequefios, se favorecen las interacciones superficiales entre el material y las

células.
Los resultados sugieren que el tamano de las NP de quitosana-graft-poli

(N-vinil caprolactama) es un factor que influye en sus propiedades de

biocompatibilidad.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda estudiar las propiedades termosensibles de las nanoparticulas
del copolimero Cs-g-PVCL, asi como la encapsulacion y liberacion del farmaco

tomando en cuenta las concentraciones abordadas en este trabajo.

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

idéneas.

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

el tamano de cadena injertada de PVCL en la estructura de la Cs.
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ANEXOS

Durante el tercer semestre de la Maestria en Ciencias de Materiales, se realiz6
una estancia académica internacional a la Universidad Autonoma de Madrid,
Espafia en el Departamentro de Fisica de Materiales bajo la orientacion del Dr.
José Garcia Solé. El proyecto en el que participe se titula “Nanotermometria e
hipertermia para tejidos bioldgicos asistidos con nanotubos de carbono y

nanodiamantes”

El trabajo de investigacion se presento en los siguientes eventos de divulgacion

cientifica:

e XXI| Jornada de Joévenes Cientificos, Universidad Auténoma de Madrid.
Presentacion de cartel titulado “Gold nanoparticles coated with a
termosensitive and biocompatible copolymer for nanothermometry
applications”.

e XIlII Coloquio Bienal en Ciencia de Materiales, Universidad de Sonora.
Presentacion de cartel titulado “Nanoparticulas de oro recubiertas con
copolimero termosensible para aplicaciones de nanotermometria”.

e 2do Coloquio en Materiales de Interés Biotecnoldgico, Universidad de
Sonora. “Perspectivas en la salud humana”. Presentacion de cartel titulado
“‘Nanoparticulas de oro recubiertas con copolimero termosensible para

aplicaciones de nanotermometria”.
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