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RESUMEN.
Espanol.

Este trabajo se centr6 en la sintesis de nuevos biomateriales a partir de la
bioconjugacién de acido oleico con L-cisteina utilizando carbodiimida. El uso de un
aminoacido como grupo polar y que cuenta con un grupo carboxilico y un grupo
amino primario nos otorga la posibilidad de agregar el componente hidréfobo en
cualquiera de las dos partes. Estos bioconjugados son importantes para el control
de autoensamblaje e interacciones hidrofébicas, asi como para evaluar estrategias
sintéticas para acoplamientos mas versatiles y eficientes. El proceso de
bioconjugacién es gracias al uso de un agente llamado reticulador, en este trabajo
la carbodiimida. La propiedad mas importante de un reticulante es su grupo quimico
reactivo. El grupo reactivo establece el método y mecanismo de modificacidén
quimica. Los reticulante contienen al menos dos grupos reactivos, que se dirigen a
grupos funcionales comunes que se encuentran en biomoléculas como proteinas y

acidos nucleicos.

English.

This work focused on synthesizing new biomaterials from the bioconjugation of oleic
acid with L-cysteine using carbodiimide. The use of an amino acid as a polar group
that has a carboxylic group, and a primary amino group gives us the possibility of
adding the hydrophobic component in either of the two parts. These bioconjugates
are essential for the control of self-assembly and hydrophobic interactions and for
evaluating synthetic strategies for more versatile and efficient couplings. The
bioconjugation process is thanks to use an agent called a crosslinker, in this work,
carbodiimide. The most important property of a crosslinker is its reactive chemical
group. The reactive group establishes the method and mechanism of chemical
modification. Crosslinkers contain at least two reactive groups, which target common

functional groups found in biomolecules such as proteins and nucleic acids.
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1. INTRODUCCION.
1.1. Antecedentes.

La nanociencia es la ciencia de lo muy pequeio donde las propiedades de la
estructura macroscépica vienen dictadas por el nano-componente. A esta escala la
materia ofrece propiedades diferentes y muchas veces sorprendentes de tal manera
que las fronteras entre disciplinas cientificas y técnicas preestablecidas se
difuminan [1]. La nanociencia y la nanotecnologia se presentan como un area nueva
de investigacion en el estudio de los materiales donde convergen diversas ramas
del conocimiento que permiten estudiar fendbmenos inéditos que ocurren a nivel
atémico y molecular. La importancia de la nanotecnologia radica en que en mundo
nanomeétrico los materiales pueden adquirir o realzar propiedades diferentes a las
que tienen a escala macroscopica [2].

En 1959 Richard Feynman presentoé su conferencia titulada “There’s Plenty of Room
at the Bottom” en ella se avizoraba maquinas fabricando partes para maquinas mas
pequefias. En Feynman encontramos la idea basica del ensamblado de maquinas
a nanoescala. Pero 4Qué es la nanotecnologia? La Nanotecnologia, es el disefo,
caracterizacién, produccion y aplicacion de materiales, dispositivos y sistemas
mediante el control de la forma y el tamafo en la nanoescala. La Nanoescala se
considera en si un intervalo de 1 a 100 nm. véase Figura 1. En la actualidad a las
‘maquinas” se les llama dispositivos y convierten algo en algo mas [3]. Los disefios
de dispositivos nanoestructurados ofrecen tecnologias nuevas o mejoradas que
impliquen reacciones electroquimicas mejorando su capacidad de almacenar vy
transportar [4].

Por otra parte, también encontramos sistemas de liberacion controlada, los cuales
pueden ser nano esferas o nano capsulas (nano acarreadores). Estos sistemas
generalmente se refieren a tecnologias o biomateriales que pueden ser disefiados
para liberar farmacos a velocidades predeterminadas y/o ajustables, o en respuesta
a estimulos externos y desencadenantes [5].

Una de las clases mas importantes de sistemas sintéticos para crear las
nanoestructuras son los poliaminoacidos.

Por control de la arquitectura de las moléculas individuales, es posible generan
nanoestructuras ya sea en una masa fundida sin diluir o en solucion. Estas
nanoestructuras ordenadas son ajustables en una amplia variedad de las
morfologias, que van desde micelas y vesiculas discretas hasta estructuras de red
continuas. Su naturaleza sintética permite el disefio de interfaces con diferentes
grupos funcionales quimicos y propiedades geométricas. Esto, en combinacién con
su arquitectura, determina los niveles de ordenacion en la auto organizacion de
materiales poliméricos. Por estas y otras razones, el copolimero de bloques,
micelas, vesiculas y mesofases estan encontrando aplicaciones desde varios
nanocompaositos hasta dispositivos biomédicos [6].
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Figura 1. Representacion grafica de la escala nanométrica [7].

Como una alternativa en esta rama de los nanomateriales surgen los polipéptidos,
cadenas generalmente conformadas de aminoacidos variados; y los,
poli(aminoacidos) cadenas poliméricas formadas de unidades repetitivas de
aminoacidos. Que tienen el potencial de contribuir significativamente como
nanoacarreadores biolégicos, debido a su origen de biomasa, funcionalidad vy
propiedades fisicas unicas [8]. Adicionalmente, los polipéptidos pueden disefiarse
para servir como materiales funcionales y estructurales. El uso de péptidos como
portadores de acidos nucleicos para la liberacion en células diana y organelos es
una aplicacion importante de tales materiales funcionales. Los estudios sobre
polipéptidos como también se revisan los materiales estructurales [9]. En la
actualidad el uso de biosensores tiene un enorme problema, que es la
bioincrustaciéon, como la adsorcion de proteinas inespecificas, la adhesion de
microorganismos y la formacion de biopeliculas [10]. Los polimeros zwitterionicos
son alternativas perfectas para resolver este problema, debido a sus propiedades
de biocompatibilidad y de auto ensamblado [11].

La demanda de materiales biocompatibles y biodegradables para aplicaciones
meédicas ha aumentado la investigacion de nuevos compuestos que satisfagan esas
propiedades. Dentro de estos nuevos compuestos, algunos tensioactivos podrian
cumplir estas caracteristicas [12][13].
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Los tensioactivos tienen una estructura molecular caracteristica que comprende un
grupo (generalmente una cadena de alquilo larga) con poca atraccion por el solvente
(hidréfobo, si el solvente es agua), junto con otro grupo (idnico o no ioénico) que
muestra una fuerte atraccién. del solvente (hidrofilico en sistemas acuosos). Estas
moléculas también se les conoce como anfifilicas.

El termino anfifilica hace referencia a una estructura molecular que se compone de
al menos una parte liofilica y liofébica [14]. Debido a que el agua es uno de los
solventes mas utilizados, generalmente se refiere como moléculas anfifilicas a
aquellas moléculas compuestas de una parte hidrofilica y una parte hidrofébica (o
lipofilica). En su forma mas sencilla, dichas moléculas consisten en una larga
cadena de hidrocarburos unida a una cabeza polar, la cual puede ser idnica o no
ionica [15].

La presencia de un aminoacido como grupo polar en una molécula anfifilica
caracteriza este tipo de tensoactivos. Para su sintesis se utilizan los 21 aminoacidos
utilizados como unidades de construccién de proteinas como la materia prima
natural. Estos, a excepcion de la glicina (la cual es aquiral) se clasifican de acuerdo
a la naturaleza de su grupo R, de esta manera se pueden obtener surfactantes
catioénicos, anionicos, no iénicos y anféteros [12]. Con los aminoacidos que tienen
un grupo carboxilico y un grupo amino primario, los tensioactivos sintetizados a
partir de ellos se pueden preparar agregando el componente hidréfobo en
cualquiera de las dos partes, como se presenta en la literatura [13] Figura 2.

El aminoacido puede derivatizarse haciendo reaccionar a su grupo carboxilato con
un alcohol para producir un éster aminado o con una amina para producir una amino
amida (véase Figura 2).

Alternativamente, el grupo amino puede iniciarse haciéndolo reaccionar con un
acido graso para obtener una amida acida o con un haluro de alquilo para formar
una amina secundaria o terciaria produciendo asi un N-alquilaminoacido [12][13].

El grado de actividad superficial y el tipo de aplicacion dependen de las
caracteristicas del equilibrio hidrdfilo / lipéfilo (HLB) de esta estructura anfifilica [16].
Lo anterior también se conoce como factor de empaquetamiento, la cual es una
caracteristica muy valiosa y ampliamente utilizada en la literatura.

13
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Figura 2. Diferentes rutas de derivatizacion de aminoacidos con cadenas alifaticas
hidrofébicas.

1.2. Relacién entre el factor de empaquetamiento y la
morfologia del agregado.

La relaciéon entre el factor de empaquetamiento y la forma del agregado esta bien
establecida y se puede resumir de la siguiente manera. Si v es el volumen de la
porcién hidrofilica de un tensioactivo y a y | son, respectivamente, el area del grupo
de cabeza y la longitud de la cadena hidréfoba, entonces el factor de
empaquetamiento viene dado por [17]:

Este factor de empaquetamiento proporciona la informacién necesaria para la
caracterizaciéon de la geometria de las micelas que se formaran a partir de
determinada molécula de surfactante. Algunas formas geométricas definidas por
esta relacion se muestran en la siguiente Figura 3.
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Figura 3. Relacion entre el factor de empaquetamiento y la morfologia del agregado
[18].

Las moléculas tensioactivas de materias primas renovables que imitan los
lipoaminoacidos naturales son una de las opciones preferidas para aplicaciones
alimentarias, farmacéuticas y cosméticas [12]. Estos tensioactivos se pueden
obtener a partir de moléculas que imitan estructuras anfifilicas naturales. Con base
en estas consideraciones, y como parte del objetivo de nuestro estudio, se sintetizo
un surfactante a partir de acido oleico y cisteina (lipoaminoacidos). La asociacién
de aminoacido polar y un compuesto no polar de cadena larga para construir
estructuras anfifilicas permite obtener moléculas con una alta actividad superficial
[19]. Cuando se disuelve una molécula anfifilica, el grupo liofébico distorsiona la
estructura del solvente, aumentando la energia libre en el sistema [20].

La presencia de un aminoacido como grupo polar en una molécula anfifilica
caracteriza este tipo de tensioactivo. Para su sintesis, se utilizan aminoacidos
utilizados como unidades constructoras de proteinas, como materiales naturales.
Algunos estudios indican que los tensioactivos a base de aminoacidos forman
estructuras fibrilares y son capaces de gelificar aceites [21]. La naturaleza de estas
fibras radica en el autoensamblaje quiral de moléculas anfifilicas. Las fibras forman
una red tridimensional a través del medio para formar un gel. En general, los
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materiales que exhiben estas propiedades se denominan agentes gelificantes de
bajo peso molecular [22].

El término lipoaminoacidos se aplica a aquellos compuestos en los que un solo
aminoacido esta unido, ya sea a través de su grupo carboxilo o amino, a un acido
graso de cadena larga [23]. En 1909, S. Bondi sintetizo lipoaminoacidos a partir de
glicina y alanina como N-lauroil-aminoacidos para dilucidar la teoria de que la
necrosis grasa en las células se atribuia a la descomposicién de acilaminoacidos en
aminoacidos y acidos grasos [24]. Posteriormente, en 1955, se confirma la
existencia natural de lipoaminoacidos [25]. Desde entonces, se han encontrado
varios lipoaminoacidos en diferentes seres vivos [23].

1.3. Objetivo de la investigacion.

Este trabajo se centr6 en la sintesis de nuevos biomateriales a partir de la
bioconjugacién de acido oleico con L-cisteina utilizando carbodiimida. El proceso de
unir quimicamente dos o mas moléculas a través de un enlace covalente con la
ayuda de un agente de reticulacion se llama bioconjugacion. Estos agentes tienen
extremos reactivos para grupos funcionales especificos (aminas primarias,
sulfhidrilos, etc.) [26].

En el proceso de investigacion se eligio la L-cisteina porque contiene un grupo tiol
(-SH). La ventaja de contener un grupo tiol es que el azufre en sus diferentes
estados de oxidacion representa uno de los elementos mas versatiles en biologia
molecular. Muchos de los compuestos de azufre en los seres vivos, como algunas
vitaminas, metionina y cisteina, son esenciales para la nutricion humana al realizar
funciones como el transporte de electrones en los centros de Fe-S y funciones
estructurales a través de puentes disulfuro [27]. Los puentes disulfuro en las
proteinas mejoran la estabilidad termodinamica de la molécula y pueden ser
reversibles en entornos reductores. La reactividad de los tioles de cisteina
individuales se puede utilizar para manipular las reacciones de ensamblaje oxidativo
[28][29]. Estas moléculas se autoensamblan como resultado de las fuerzas de
dispersion de London, Van der Waals, los enlaces de hidrégeno y las fuerzas de
atraccion y repulsion electrostaticas e interfaciales [21]. Ademas, los grupos tiol son
bien conocidos en nanotecnologia por su propiedad de autoensamblarse o
autoorganizarse en superficies metalicas especificas, como oro, plata, cobre, entre
otras. La bioconjugacion se centra en la reaccion entre un acido carboxilico como el
acido oleico con el grupo amino de un aminoacido como la L-cisteina, formando un
enlace amida. Sin embargo, el método ideal de sintesis de amidas por condensacion
directa de un acido carboxilico y una amina para la formaciéon de una molécula
equivalente de agua como unico subproducto no es practico. Como resultado, la
activacion del componente acido es necesaria para promover el acoplamiento de
amidas y desarrollar un proceso de sintesis eficiente [30]. Como alternativa se usa
la conjugacion mediada por carbodiimida, reportada en 1955 [31]. Para este tipo de
conjugacion, es importante seleccionar carbodiimida en base al solvente
considerando que debe ocurrir una separacion de la urea correspondiente. Se debe
utilizar el caso de reacciones que parten de acidos grasos o de un compuesto que

16



también sea soluble en disolventes no polares o anfifilicos, como el DMSO, y que la
urea correspondiente se pueda eliminar facilmente.

El DMSO es un solvente aprético polar que contiene en su estructura un grupo
sulféxido altamente polar, asi como dos grupos metilo CH3 de naturaleza no polar.
A diferencia de solventes polares proéticos como el agua y los alcoholes, tiende a
aceptar en lugar de donar protones [32]. El efecto del DMSO en el comportamiento
de las moléculas de agua ocasiona una disrupcion en la interaccion de las moléculas
de agua debido a que la interaccion DMSO-agua es 1.3 veces mas fuerte que la de
las moléculas de agua [33] Figura 4.
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Figura 4. El efecto del DMSO en el comportamiento de las moléculas de agua. (A,
B) Organizacion natural del agua. (C) La adicion de moléculas de DMSO [36].

1.4. Planteamiento del problema.

Las nanoparticulas fabricadas a partir de polimeros pueden imitar o modificar
procesos bioldgicos y pueden brindar soluciones a viejos problemas asociados con
la solubilidad, biodisponibilidad, inmunocompatibilidad y citotoxicidad de muchos de
los medicamentos de uso tradicional. Pero algunos materiales no son
biodegradables como polimetilmetacrilato, poliestireno y poliamida.
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2. MARCO CONTEXTUAL Y ESTADO DEL ARTE.
2.1. Marco de referencia.

En 1953, se publica La quimica de las carbodiimidas, donde se plantea su
preparacion sus propiedades fisicas y quimicas, asi como su uso en la formacién
de acilureas a partir de péptidos con grupos carboxilo terminales libres, donde se
han utilizado en un método para la identificacion de aminoacidos terminales en
péptidos [34]. Posteriormente el método utilizado para la formacion de enlaces
peptidicos mediante el uso de carbodiimida es planteado por primera vez en 1955
por John C. Sheenan y George P. Hess. Del departamento de Quimica del Instituto
de Tecnologia de Massachusetts [31]. Donde ademas se hace notar que el
coproducto, N, N'-diciclohexilurea, tiene una solubilidad muy baja en la mayoria de
los disolventes organicos o acuosos y, en todos los casos ensayados, se separa
facilmente.

2.2. Conceptos basicos.

Acido oleico: El acido oleico es un acido graso con una cola alifatica de 18
carbonos. Su férmula quimica es CH3 (CH2)7CH = CH(CH2)7COOH [35].

0

Figura 5. Molécula de acido oleico. Fuente: Base de datos de Chem Draw.

Agente reticulante (Crosslinker): Son reactivos que contienen extremos reactivos
para grupos funcionales especificos (aminas primarias, sulfhidrilos, etc.). Los
reticulantes también se utilizan comunmente para modificar acidos nucleicos,
farmacos y superficies solidas. La misma quimica se aplica a la modificacion y
eliminacion de la superficie de aminoacidos y acidos nucleicos [26].

Bioconjugacién: También llamada reticulacion (Crosslinking) es el proceso de unir
quimicamente dos o0 mas moléculas mediante un enlace covalente, utilizando un
agente reticulador. La disponibilidad de varios grupos quimicos en proteinas y
péptidos los convierte en objetivos para la conjugacion y para el estudio mediante
métodos de reticulacion [26].

L-cisteina: Es un aminoacido dispensable para el adulto humano, que en
circunstancias fisioldgicas lo puede sintetizar a partir de metionina y serina. No
obstante, este aminoacido esta presente en la dieta habitual. La cisteina desempefia
un papel fundamental, no sélo como componente de las proteinas, sino como un
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elemento esencial en la sintesis de glutation y de taurina [36]. La cisteina es un
aminoacido azufrado (al igual que la metionina) que contiene un grupo tiol (-SH).

O

HS OH

NH2
Figura 6. Molécula de L-cisteina. Fuente: Base de datos de Chem Draw.

Nanoencapsulante o nanoportador (nanocarrier): Son estructuras con
propiedades unicas que funcionan como plataformas de liberacion de farmacos mas
favorables que los enfoques de tratamiento convencionales [37]. Después de la
carga, el destino del farmaco ya no depende de sus propiedades fisicoquimicas,
sino de las del portador: se puede lograr una distribucidon especifica a nivel celular
e incluso subcelular mediante el diseio oportuno del nanoportador. Los
nanoportadores incluyen: nanoparticulas, micelas poliméricas y polimerosomas
[38].

Poliaminoacidos: Los poli-a-aminoacidos son polimeros sintéticos compuestos por
residuos de a-aminoacidos unidos por enlaces peptidicos. Se preparan por
polimerizacién de los correspondientes mondémeros y consisten, como otros
polimeros sintéticos, en mezclas de macromoléculas homologas de diferentes
longitudes de cadena. Los términos poli- a -aminoacidos y polipéptidos se utilizan a
menudo como sindénimos [39].

2.3 Modelos clasicos.

En medicina, el uso de herramientas nanométricas para el diagndstico, la
prevencion y el tratamiento de enfermedades se esta volviendo cada vez mas
popular. En este contexto, el uso de materiales poliméricos es muy amplio y las
formulaciones basadas en polimeros se encuentran entre las nanomedicinas de
mayor éxito.

Uno de estos materiales utilizados es el Pluronic, el cual ha sido uno de los
compuestos objeto de estudio en el campo de los hidrogeles termosensibles, debido
a sus caracteristicas, con el término “Pluronic” se identifica a un copolimero de
bloque genérico constituido por dos unidades de PEG (Polietilenglicol), separadas
por una unidad central de PPG (Polipropilenglicol) [40].
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Figura 7. Estructura quimica de copolimero denominado Pluronic.

Dentro de las caracteristicas de interés de este copolimero es su capacidad de
autoorganizarse formando micelas en condiciones acuosas, esto debido a su parte
hidréfoba de PPG y a su parte hidréfila de PEG.

Figura 8. Esquema de la estructura micelar del Pluronic en agua. En azul la parte
hidréfoba (PPG) y en verde la parte hidrofila (PEG)

Otro de los grandes avances y desarrollos en materia de encapsulado estan los
liposomas, cuyo origen lo podemos encontrar documentado desde 1956 y en donde
encontramos un comportamiento de membrana, con caracteristicas hidrofébicas e
hidrofilicas [41].
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de Taylor and Francis Ltd.,
Publishers).

En la variedad de modelos de estructuras nanométricas auto ensamblables también
encontramos las que son sensibles a los cambios en el pH, ejemplo de ellas son las
reportadas por Juan Rodriguez-Hernandez and Sebastien Lecommandoux® las
cuales son vesiculas reversibles y solubles en agua a base de copolimeros de
polipéptidos dibloque.

Estas estructuras reportadas se les llama vesiculas esquizofrénicas que pueden
ensamblarse de manera reversible en soluciones acuosas acidas o basicas
moderadas, a partir de copolimeros dibloque polipeptidicos. Las estructuras de
micelas y vesiculas de copolimero dibloque de polibutadieno-b-poli (acido L-
glutamico) (PBb-PGA) y poliisopreno-b-poli (L-lisina) (Pl-b-PLys) responden al pH o
a la fuerza ionica con un cambio en el radio hidrodinamico. Las variaciones de
tamano observadas se han asignado a la neutralizacion del bloque polipeptidico que
cambia de una conformacion de espiral aleatoria (forma cargada) a una estructura
helicoidal R neutra y compacta ("varilla") y se demostré que es reversible [42].
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Figura 10. Representacion esquematica del autoensamblaje en vesiculas del
copolimero dibloque PGA15-b-PLys15.

2.4 Revision del estado del arte.
Suministro de nanomedicina y farmacos.

La aparicion de la nanotecnologia en la medicina llevo a la exploracion de sistemas
de administracion de farmacos mas especificos en las ciencias farmacéuticas.
Actualmente, se ha establecido una mejor comprension entre la nanomedicina y sus
aplicaciones de administracion de farmacos en las ciencias farmacéuticas para
minimizar la toxicidad y los efectos secundarios de los farmacos. La exploracion de
dicho sistema de administracién de farmacos hacia células y/o tejidos especificos
evita los peligros para la salud que a veces se producen debido a los propios
sistemas de transporte que pueden imponer riesgos al paciente. En los ultimos
afos, varios informes han llegado a una conclusién sobre los riesgos para la salud
asociados a las nanoparticulas y sus medidas preventivas asociadas. Por lo tanto,
actualmente se estan examinando varias sustancias para la administracion de
farmacos [43].

De manera adicional se debe de considerar el tipo de riesgos para la salud que son
causados por el uso de nanoparticulas, Se requiere mas comprension para
investigar la toxicidad de las nanoparticulas y sus peligros potenciales, como en el
caso de la toxicidad por inhalacion.

Los riesgos asociados con los materiales nanoestructurados pueden variar de la
toxicologia de las sustancias, ya que las sustancias quimicas que las componen
pueden o0 no ser solubles en matrices biolégicas. Por lo tanto, sus problemas de
solubilidad influyen en gran medida en su potencial exposicion contra varios 6rganos
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internos. Teniendo en cuenta este aspecto, los sistemas de nanoparticulas cuando
se administran a través de la ruta mas critica, como los pulmones, obtienen una alta
exposicion en los pulmones y una baja exposicion para otros sistemas de érganos
después de la inhalacion. Debido a que estas nanoparticulas estan disefiadas de
manera especifica para su inhalacion, la acumulacién o absorcion en 6rganos no
deseados puede ocasionar toxicidad. Consideremos que el pulmén es un 6rgano
donde se produce el intercambio de oxigeno y la acumulacién del farmaco o nano
matriz puede influir en la generacién de productos toxicos.

Por el contrario, el hecho positivo de las nanoparticulas es su tamano, que puede
ofrecer oportunidades para cruzar las diversas barreras biolégicas dentro del
cuerpo, por ejemplo, la barrera hematoencefalica puede abrir nuevas vias para la
administracion de farmacos al cerebro. Ademas, el pequeno tamano de estas
particulas permite su entrada en la célula y en varios compartimentos celulares
como el nucleo. Se estan investigando varias sustancias naturales y sintéticas [43].

Algunas ventajas de las nanoparticulas para la medicina.

e Las nanoparticulas utilizadas con fines terapéuticos cumplen con la definicion
general recién proyectada y aceptada actualmente de un tamafno < 100 nm.
Sin embargo, esto no influye esencialmente en su funcionalidad en
aplicaciones terapéuticas [44].

e Las nanoparticulas se consideran una terapia atractiva para varios propoésitos
medicinales, ya que estas nanoparticulas tienen caracteristicas importantes
y exclusivas, como sus propiedades cuanticas y su capacidad de absorcion,
su relacion superficie / masa es mucho mayor que la de otras particulas, y
llevar otros compuestos.

e Las nanoparticulas tienen una superficie comparativamente grande
(funcional) que es capaz de unirse, adsorber y transportar otros compuestos
como farmacos, proteinas y sondas.

e Estas particulas de nanoingenieria no solo se utilizan para la administracion
de farmacos como portadores, sino que también el farmaco en si puede
formularse a nanoescala y luego funcionar como su propio “portador” [45].

Desafios de las nanoparticulas.

e Se requiere una mejor comprension de la base fisiopatolégica de la
enfermedad, lo que brindara oportunidades de diagndstico mas sofisticadas
y, sin duda, aumentara el costo total de la terapia.

e Las dimensiones significativas (por debajo de 0.1 ym o 100 nm) de las
nanoparticulas no permiten una carga suficiente del farmaco en las
particulas.

e Algunos de los riesgos graves para la salud asociados con las nanoparticulas
deben resolverse, como la exposicibn de materiales biolégicos con
nanoparticulas inhaladas como parte de la liberacién involuntaria de
nanoparticulas ultrafinas derivadas de los procesos de la combustién, como
las particulas de escape de diésel [46].
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La exposicion a estas nanoparticulas / particulas ultrafinas derivadas de la
combustion se asocia con una amplia variedad de efectos que incluyen inflamacion
pulmonar, efectos adyuvantes inmunes y efectos sistémicos, incluida la coagulacién
sanguinea y efectos cardiovasculares [43].

Vehiculos de distribucion de farmacos desde una perspectiva de
nanoingenieria.

Los sistemas de administracion de farmacos de nanoingenieria (nDDS) son
aquellos sistemas en los que el sistema de nanoparticulas o su entorno se modifica
0 manipula para evitar las limitaciones inducidas por las nanoparticulas en general.
Actualmente, el nDDS se utiliza como herramientas clinicas potenciales para la
modulacién del perfil de liberacibn de farmacos farmacolégicos y para el
direccionamiento especifico de tejidos enfermos, especialmente tejido o células
cancerosas [47].

Hasta la fecha, varios medicamentos contra el cancer, como la doxorrubicina, el
paclitaxel y la vincristina, han sido el principal objetivo de la nDDS. Se sabe que los
liposomas y los conjugados polimero-farmaco son el grupo mas aceptado de nDDS
utilizados para este propésito. El procedimiento de nanoingenieria requiere
seleccidon cuidadosa y optimizacion de los diferentes factores que afectan el perfil
de liberacién del farmaco (es decir, tipo de biomaterial, tamafo, arquitectura del
sistema y mecanismos de biodegradabilidad) junto con la seleccion de una técnica
de fabricacién adecuada que no comprometa el perfil de liberacion deseado,
mientras también ofrece posibilidades de escalar para una futura industrializacion
[47].

La nanoingenieria o manipulacion del sistema de administracion de farmacos se
puede lograr en varios niveles durante la formulacién del farmaco, por ejemplo,
dentro de un portador, con la modulacion del entorno del farmaco a nivel molecular,
alteracion de las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco, control de la movilidad
difusa y modificacion de quimica de volumen y superficie del nanoportador.

Estos enfoques son lo suficientemente exitosos para establecer criterios de
valoracion terapéuticos favorables, tales como una mayor eficacia del farmaco
durante un periodo prolongado, una reduccion de la toxicidad del farmaco; reducir
la dosis y la carga de costos, y mejorar el cumplimiento del tratamiento en el
paciente [47].
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2.5. Tipos de nanosistemas.

Estructuras a base de carbono.

Para hablar de estructuras a base de carbono, iniciaremos con la revision de
los nanotubos de carbono, que son estructuras tubulares basadas en carbono que
fueron descubiertas por Sumio Lijima en 1991 [48]. Estas estructuras estan
dispuestas de manera similar a una hoja de grafito enrollada en un cilindro y cubierta
en uno o ambos extremos por un fullereno (Ceo). Se trata de redes hexagonales de
atomos de carbono que tienen un diametro de un nanémetro y una longitud de 1 a
100 nm. Estas redes de carbono son capas dispuestas de grafito enrolladas en un
cilindro. Hay dos configuraciones basadas en carbono que han recibido mucha
atencion recientemente: nanotubos de pared simple (SWNT) y nanotubos de
paredes multiples (MWNT) Figura 11[49].

SWONT

MWUNT

Figura 11. Dibujo de nanotubos de pared multiple y pared simple. Fuente: Marlene
Lariza Andrade Guel. Nanotubos de carbono: funcionalizacion y aplicaciones
biolégicas. Revista Mexicana de Ciencias Farmacéuticas. (2012)

Ademas de estos tipos, los fullerenos Ceo también forman parte de las
configuraciones habituales. Estas son arquitecturas huecas, a base de carbono, en
forma de jaula (nanotubos y fullerenos), también conocidas como buckyballs, que
se diferencian en la disposicion de sus cilindros de grafito.

El tamano, la geometria y las caracteristicas de la superficie de estas
macromoléculas las hacen atractivas para el uso de portadores de farmacos y tienen
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propiedades fisicas notables. Los SWNT vy los fullerenos Ceo tienen un rango de
diametros internos de 1 a 2 nm. Esta dimension es equivalente a aproximadamente
la mitad del diametro de la hélice de ADN promedio, mientras que los MWNT tienen
diametros que van desde varios nandmetros hasta decenas de nandmetros con una
distancia de 0.36 nm entre capas de MWCNT, dependiendo del numero de paredes
en la estructura. El tamafo puede variar en longitud desde 1 ym hasta unos pocos
micrometros. En lo que respecta a su arquitectura, los fullerenos y los nanotubos de
carbono se fabrican tipicamente mediante ablacién con laser, deposicion de vapor
quimico, descarga de arco eléctrico o procesos de combustidn. La caracterizacion
de estas formas concéntricas se basa en su fuerza y estabilidad para que puedan
usarse como portadores de farmacos estables. La entrada celular de nanotubos
puede estar mediada por endocitosis o0 por insercion a través de la membrana
celular. Los fullerenos también han mostrado capacidad para dirigirse a farmacos.
Se ha demostrado que el direccionamiento selectivo de tejidos y el direccionamiento
intracelular de las mitocondrias con el uso de estructuras de fullereno. Ademas, los
experimentos con fullerenos también han demostrado que exhiben un
comportamiento antioxidante y antimicrobiano. Los nanotubos de carbono y sus
aplicaciones se destacan en la tabla de la Figura 12 [43].

Drug Type of disease Type of CNTs
Breast cancer MWCNTs

Amphotericin B ' Leishmania donovani (parasite) ' Not specified
Carboplatin Bladder cancer Not specified
Daunorubicin Leukemia SWCNTs
Doxorubicin A Lymphoma ' SWCNTs
Gemcitabine ' Ovarian cancer SWCNTs
Methotrexate Breast cancer MWCNs
Paclitaxel Breast cancer SWCNTs

Figura 12. Nanotubos de carbono y sus aplicaciones [43].

Algunas de las aplicaciones actuales para los nanotubos de carbono, se enlistan a
continuacion:

e Especificacion celular: mejora de la especificidad celular mediante la
conjugacion de anticuerpos a nanotubos de carbono con marcaje
fluorescente o radioactivo [43].

e Internalizacién: la internalizacion dentro de las células de mamiferos se
puede lograr mediante nanotubos de carbono funcionalizados en la superficie
[43].

e Entrega de vacunas: la conjugaciéon con péptidos puede usarse como
estructuras de administracion de vacunas [43].

e Entrega de genes: con el avance en las simulaciones de dinamica molecular,
el flup de moléculas de agua a través de nanotubos de carbono
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funcionalizados en la superficie, se ha modelado de tal manera que se
puedan utilizar convenientemente como transportadores de moléculas
pequenas de ADN, lo que indica un uso potencial como herramienta de
entrega de genes. La capacidad de los nanotubos para transportar ADN a
través de la membrana celular se utiliza en estudios que involucran terapia
génica [43].

e Transporte de péptidos, acidos nucleicos y otras moléculas de farmacos: la
incorporacion de grupos carboxilicos o amonio a los nanotubos de carbono
mejora su solubilidad, lo que los hace mas adecuados para el transporte de
péptidos, acidos nucleicos y otras moléculas de farmacos. Ademas, también
se informd que los nanotubos de carbono, excepto los acetilados, cuando se
conjugan con péptidos producen reacciones inmunologicas mas altas en
comparacion con los péptidos libres. Esta propiedad de inducir respuestas
inmunologicas se puede utilizar en la produccion de vacunas para mejorar la
eficacia de las vacunas [43].

¢ Reduce la toxicidad y aumenta la eficacia: los nanotubos de carbono mejoran
la administracion de farmacos, la eficacia y reducen la toxicidad como se
encuentra en el caso de los nanotubos de anfotericina B. Se ha encontrado
que los nanotubos de anfotericina B han mostrado una mejor administracion
de farmacos al interior de las células, una mayor eficacia y una menor
toxicidad para las células de mamiferos en comparacion con la
administracion de anfotericina B sin nanotubos[43].

e Silenciamiento de genes: se requiere una terapia altamente selectiva para la
terapia del cancer donde las células tumorales se modularan selectivamente.
En este caso, el silenciamiento génico se ha realizado con pequefios RNA
(acido ribonucleico por sus siglas en inglés) interferentes. Esto puede
lograrse dirigiendo nanotubos de carbono de pared simple funcionalizados
con RNA, para silenciar la expresiéon de genes especificos en la célula
objetivo[43].

e En métodos de diagndstico: se informoé que los compuestos que estan unidos
a nanotubos mejoran la eficacia de los métodos de diagndstico[43].

Otra estructura de interés en el area de los materiales a base de carbono,
son los Fullerenos (C60), los cuales también se conocen como buckyballs, estos
son un alétropo descubierto en 1985, que tiene unas dimensiones cercanas a los 7
A de diametro y estad compuesto por 60 atomos de carbono dispuestos en una forma
conocida como icosaedros truncados. Su forma es bastante similar a una pelota de
futbol con 20 hexagonos y 12 pentagonos y es muy simétrica. Hay varios tipos de
fullerenos como fullerenos dopados con alcali, fullerenos endoédricos,
metalofullerenos endoédricos, fullerenos exoédricos y heterofullerenos[43].

Algunas de las aplicaciones actuales para los fullerenos, se enlistan a
continuacion:

o Diagnostico: los metalofullerenos endoédricos se pueden utilizar con fines de
diagndstico como medio de contraste de radio en la resonancia magnética y
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otros procedimientos de obtencion de imagenes. Dado que el metal
radiactivo esta encerrado dentro de la estructura del fullereno, estos son
menos tdxicos y mas seguros [50].

e Transporte de farmacos: se estan investigando los fullerenos para el
transporte de farmacos antivirales, antibioticos y agentes anticancerosos [51]
[52].

e Eliminadores de radicales libres: debido a la presencia de un gran numero de
dobles enlaces conjugados en la estructura del nucleo, los fullerenos también
se pueden utilizar como eliminadores de radicales libres. También brindan
proteccion a las mitocondrias contra las lesiones inducidas por los radicales
libres [53], debido a esta propiedad pueden usarse en la terapia del cancer.

o Fotosensibilizadores: Los fullerenos, especialmente los exoédricos, se
pueden utilizar como fotosensibilizadores en la terapia fotodinamica contra
varios tipos de neoplasias malignas. Estos fullerenos potencialmente
generan especies reactivas de oxigeno cuando son estimulados por la luz y
matan las células diana. En la actualidad, este método también se esta
investigando para determinar sus propiedades antimicrobianas, ya que
provocan la rotura de la membrana celular, especialmente en bacterias Gram
positivas y micobacterias [51] [52].

e Estimular la respuesta inmune del huésped y la produccién de anticuerpos:
los fullerenos son eficientes para estimular la respuesta inmune del huésped
y la produccién de anticuerpos especificos de fullereno [43].

Puntos cuanticos

Los puntos cuanticos (QD) son nano cristales de materiales semiconductores que
miden alrededor de 2 a 10 nm, que constan de un nucleo inorganico semiconductor
por ejemplo seleniuro de cadmio (CdSe), una capa con revestimiento organico
acuoso, por ejemplo, sulfuro de cinc (ZnS) para mejorar las propiedades 6pticas, y
pueden hacerse fluorescentes cuando se estimulan por la luz. Los puntos cuanticos
tienen una tapa que les permite mejorar su solubilidad en buffers acuosos. No son
semiconductores atdmicos ni a granel. El nucleo de los puntos cuanticos determina
el color emitido y la capa exterior acuosa esta disponible para conjugar con
biomoléculas. La conjugacion biomolecular de los puntos cuanticos se puede
modificar de acuerdo con varios biomarcadores diana [54]. Los puntos cuanticos y
sus aplicaciones terapéuticas se destacan en la tabla de la Figura 13.
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Target cells/

Therapeutics diseases Type of QDs Efficacy
5-Fluorouracil Breast cancer ZnS QDs Targeting and controlled drug
delivery to cancer cells.
Daunorubicin Leukaemia CdTe QDs Enhanced drug uptake
Daunorubicin Leukemia K562 CdS QDs Inhibit multidrug resistance
cells
Doxorubicin Ovarian cancer Mucinl- aptamer | Higher accumulation on target
QD
Saquinavir HIV-1 Carboxyl- High site-specificity and can cross

terminated QDs BBB

Figura 13. Varios ejemplos de medicamentos que se administran a través de
Quantum Dots [43].

Aplicaciones de los puntos cuanticos:

e Terapia del cancer: en un informe se demostrd que los puntos cuanticos se
acumulan en el cancer de préstata desarrollado en ratones desnudos
mediante una mayor permeabilidad y retencion [55].

e Bioconjugacién con polimero: se informé que su conjugaciéon con
polietilenglicol (PEG) y anticuerpos y la orientacion al antigeno de membrana
especifico de la prostata mejora su acumulacion y retencion en el tejido
tumoral [55].

La utilizacién de QD en la practica clinica es limitada ya que tiene serios problemas
de eliminacién que causan una toxicidad extrema. Después de la funcionalizacion
de los QD, el tamafo aumenta. Este rango de tamafo es mayor que el tamafio de
los poros del endotelio y los capilares renales, o que reduce su eliminacion y
produce toxicidad. Ademas, hay muy pocos informes disponibles sobre el
metabolismo y la excrecion de puntos cuanticos, lo que hace que su utilizacién sea
mas dificil clinicamente [43].

Estructuras de nanocapas (Nanoshells).

Las nano capas son las nuevas formas modificadas de terapia dirigida, que tienen
un nucleo de silice y una capa exterior metalica [56]. Estas particulas de nucleo de
diferentes materiales, finamente revestidas, han ganado una atencion considerable
en la actualidad. Las propiedades de las nanocapas se pueden alterar simplemente
ajustando la proporciéon de nucleo a capa. Con el reciente avance en nuevas
técnicas, ahora es posible sintetizar estas nanoestructuras en la forma, tamafo y
morfologia deseados. Las nanocapas se sintetizan para crear estructuras
novedosas con diferentes morfologias, ya que no es posible sintetizar todos los
materiales en las morfologias deseadas. Para obtener la morfologia deseable, las
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particulas del nucleo de diferentes morfologias, como varillas, alambres, tubos,
anillos, cubos, etc., pueden revestirse con una capa delgada en estructuras nucleo-
capa. Estas carcasas son econdmicas ya que los materiales preciosos se pueden
depositar en nucleos econdmicos. Por lo tanto, mientras se sintetizan nanocapas,
se requiere material costoso en una cantidad menor de lo habitual. La focalizacion
de nanocapas se puede lograr mediante el uso de métodos inmunoldgicos. Las
nanocapas ocupan una variedad de aplicaciones en diversas areas, tales como
proporcionar estabilidad quimica a coloides, mejorar las propiedades de
luminiscencia, disefiar estructuras de bandas, biosensores, administracion de
farmacos, etc. La sintesis de nanocapas puede ser util para la creacion [43].

Aplicaciones de estructuras de nanocapas (Nanoshells).

e Terapia contra el cancer: Como consecuencia de que las nanocapas estan
sintonizadas para absorber los rayos infrarrojos, cuando se exponen desde
una fuente externa al cuerpo y se calientan, se causan la destruccién del
tejido en tratamiento. Esto se ha estudiado tanto en experimentos in vitro
como in vivo en varias lineas celulares [56].

e Para fines de diagndstico: son utiles para fines de diagndstico en
inmunoensayos de sangre por ejemplo, en el acoplamiento de nanocapas de
oro a anticuerpos para detectar inmunoglobulinas en plasma y sangre [43].

e Entrega de farmaco mediante hidrogel: las nanocapas se pueden incrustar
facilmente en el polimero de hidrogel que contiene el farmaco. Este tipo de
sistema de administracion puede usarse para dirigirse a células tumorales.
El mecanismo de accién se basa en dirigir el gel al tejido tumoral mediante
métodos inmunoldgicos y exponerlo a un rayo laser infrarrojo para calentar
el polimero, lo que facilita la liberacion del farmaco en el sitio deseado [43].

e Micro metastasis y diabetes: las particulas de nanocapas, se estudian
actualmente para la micro metastasis de tumores y también para el
tratamiento de la diabetes [57].

Nano burbujas (Nanobubbles).

Las nano burbujas (NBs) son estructuras similares a burbujas a nanoescala que se
generan en la interfaz de superficies hidréfobas en liquidos. Estas nano burbujas
permanecen estables a temperatura ambiente y cuando se calientan a una
temperatura fisiolégica dentro del cuerpo se fusionan para formar microburbujas. El
mecanismo de formacion de NBs se basa en la nucleacion de gas en la superficie
hidréfoba a partir de una solucién sobresaturada, lo que lleva a atrapar los gases
atmosféricos. Sin embargo, la formacion de NBs esta termodinamicamente
prohibida, pero la vida util de los NBs ha llegado al orden de horas. Hay cuatro tipos
de nano burbujas: nano burbujas a granel, interfaciales, plasmonicas y oscilantes.
Los farmacos terapéuticos contra el cancer se pueden incorporar en estas
estructuras a modo de burbujas a nanoescala. Las nano burbujas exhiben
potencialmente ventajas al dirigirse al tejido tumoral y administrar el farmaco de
forma selectiva bajo la influencia de la exposicidn al ultrasonido. Esto puede mejorar
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la captacion intracelular del farmaco por las células tumorales. Ademas, estas nano
burbujas se pueden visualizar facilmente en tumores mediante varios métodos de
ultrasonido [43].

Las aplicaciones de las nano burbujas son:

¢ Administracion de farmacos: los NBs pueden utilizarse potencialmente en la
administracion de farmacos como la doxorrubicina in vitro e in vivo. Estos
NBs llegan al tumor y se acumulan, seguido de la formacién de microburbujas
mediante la fusién de nano burbujas. La interrupcién de las microburbujas
ocurre cuando el sitio se enfoca con ultrasonido enfocado de alta intensidad,
lo que finalmente provoca la liberacion del farmaco. Esto puede resultar en
la acumulacion de niveles mas altos de farmaco en las células diana y una
toxicidad reducida y una eficacia aumentada. Este método necesita una
mayor exploracion por su utilidad en el tratamiento de diversas neoplasias
malignas.

e Terapia génica: las nano burbujas y microburbujas liposomales también se
estan estudiando como vectores no virales eficaces para la terapia génica.
Las nano burbujas combinadas con la exposicion al ultrasonido han
demostrado una mejor transferencia de genes en estudios in vitro e in vivo
[58] [59].

e Trombdlisis: También se estan investigando nano burbujas para eliminar el
coagulo en el sistema vascular en combinacion con ultrasonido. Este proceso
se llama sonotrombdlisis. Este método no es invasivo y causa menos dafio
al endotelio [60].

Toxicidad

Los NBs no son tan téxicos ya que la interrupcion de las microburbujas ocurre solo
en el sitio objetivo cuando esta expuesto a ondas ultrasoénicas. Por lo tanto, el
farmaco se libera en un sitio en particular [43].

Conjugado de farmaco polimero.

Estructura formada por la conjugacion de farmacos de bajo peso molecular con un
polimero. Esta interaccion / conjugacion provoca un cambio drastico en la
disposicion farmacocinética del farmaco en todo el cuerpo y a nivel celular. Estan
disefiados para aumentar el peso molecular general, lo que facilita su retencién en
las células cancerosas a través de un mayor efecto de permeaciéon y retencién
mediante un enfoque de administracion pasiva.

Nanoparticulas poliméricas.

Las nanoparticulas basadas en polimeros naturales suelen ser biocompatibles y no
toxicas, aunque a menudo sufren problemas de estabilidad cuando se administran
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a través de las diversas membranas biolégicas. Tal suministro expuso
nanoparticulas contra varios pH. Esta variacién en el pH y algunos otros problemas
limitan su uso en algun momento.

Las nanoparticulas poliméricas consisten en un polimero biodegradable que es
biocompatible y no téxico. Se requiere una caracteristica como la biocompatibilidad
para una posible aplicacidon en la ingenieria de tejidos, la administracion de farmacos
y genes y las nuevas estrategias de vacunacion. Investigaciones recientes exploran
algunas modificaciones avanzadas de polimeros naturales que consisten en
poliésteres sintéticos como poli (D, L-lactida) o poli (cianoacrilato) y polimeros
relacionados como poli (lactida-co-glicolido) PLA o poli (acido lactido). Entre los
polimeros naturales, el polimero mas utilizado hoy en dia es el quitosano.

Las nanoparticulas a base de polimeros naturales ofrecen una mejora significativa
sobre los métodos tradicionales orales e intravenosos del sistema de administracion
de farmacos en términos de eficiencia y eficacia. Los diversos polimeros naturales
como albumina y alginato se utilizan para preparar las nanoparticulas.
Sin embargo, tienen algunas desventajas inherentes, como una mala
reproducibilidad de un lote a otro, propensos a la degradacion y a la antigenicidad
potencial.
Existen muchas ventajas de utilizar nanoparticulas poliméricas en la administracion
de farmacos:
e Biocompatible y biodegradable.
¢ Aumentar la estabilidad de cualquier agente farmacéutico volatil.
e Menos toxico
e Se fabrican facilmente y de forma econdmica en grandes cantidades
mediante varios métodos.
e Tienen especificaciéon de ingenieria, lo que les permite ofrecer una mayor
concentracion de agente farmaceéutico a una ubicacion deseada.
e Baja o nula toxicidad.

Las nanoparticulas poliméricas proporcionan una alternativa a los nanosistemas
antes mencionados debido a algunas propiedades inherentes como
biocompatibilidad, no inmunogenicidad, no toxicidad y biodegradabilidad.

Estos son portadores coloidales, de 10 nm —-1um de tamano, que consisten en
polimeros sintéticos o naturales. Las nanoparticulas poliméricas son una amplia
clase compuesta por sistemas vesiculares (nanocapsulas) y sistemas de matriz
(nanoesferas).

Las nanocapsulas son sistemas en los que el farmaco esta confinado a una cavidad
rodeada por una membrana polimérica unica, mientras que las nanoesferas son
sistemas en los que el farmaco se dispersa por toda la matriz polimérica. Las
nanoparticulas poliméricas se consideran un sistema de matriz en el que la matriz
se dispersa uniformemente. Cabe mencionar, que ademas de estos sistemas
vesiculares esféricos también se conocen nanocapsulas, donde una membrana
polimérica rodea al farmaco en un nucleo de matriz. El farmaco candidato se
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disuelve, atrapa, une o encapsula a lo largo o dentro de la capa / matriz polimérica.
La eleccion del polimero y la capacidad de modificar la liberacion del farmaco a
partir de nanoparticulas poliméricas las han convertido en candidatos ideales para
la terapia del cancer, la administracibn de vacunas, anticonceptivos y la
administracion de antibioticos dirigidos. Ademas, las nanoparticulas poliméricas se
pueden incorporar facilmente en otras actividades relacionadas con Ila
administracion de farmacos, como la ingenieria de tejidos, y en la administracién de
farmacos para especies distintas de los humanos. Dependiendo del método de
preparacion, se puede controlar la caracteristica de liberacion del farmaco
incorporado. Los sistemas de nanoparticulas poliméricas son moédulos atractivos
para la entrega intracelular y en sitios especificos [43].

Micelas y vesiculas poliméricas.

Los anfifilos son compuestos que contienen residuos con diferentes solubilidades.
Los anfifilos forman agregados en un disolvente selectivo a concentraciones
superiores a un cierto nivel (es decir, concentracion micelar critica). Estos
agregados se denominan micelas. Los anfifilos forman micelas con varios tipos de
formas, incluida la esfera, el cilindro y el disco, segun la estructura quimica y las
condiciones ambientales Figura 14. Cuando una micela en forma de disco crece
mostrando curvatura y se convierte en una esfera que posee el disolvente en su
interior, este agregado se denomina vesicula. Las membranas celulares son un
ejemplo tipico de vesiculas [61].
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Figura 14. llustraciones conceptuales de micela esférica (a), micela cilindrica (b),
micela de disco (c) y vesicula (d) [61].
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Las micelas y vesiculas han sido de importancia tanto desde el punto de vista
cientifico como aplicativo, no solo porque los materiales biolégicos, por ejemplo,
proteinas y membranas celulares, son ejemplos tipicos de micelas y vesiculas, sino
también porque las micelas y vesiculas se han utilizado ampliamente en la industria
como solubilizantes, emulsionantes, dispersantes y tensioactivos. Esta entrada
describe brevemente las micelas y vesiculas formadas a partir de anfifilos y
polimeros anfifilicos de bajo peso molecular, centrandose en sistemas acuosos.
Las micelas poliméricas contienen copolimeros de bloque anfifilicos que se
ensamblan para formar estructuras nanoscopicas supramoleculares de nucleo y
capa denominadas "micelas poliméricas". Estas micelas se forman en solucion
como agregados en los que las moléculas componentes estan generalmente
dispuestas en una estructura esferoidal con nucleos hidréfobos protegidos del agua
por un manto de grupos hidrofilos, véase Figura 15.

Hay varios ejemplos de moléculas componentes como anfifilicas tipo A-B o
copolimeros de bloques de tipo A-B-A, donde A y B son componentes hidrofobos e
hidrofilos, respectivamente. Estas micelas poliméricas suelen ser <100 nm y se
utilizan para la administracion sistémica de farmacos insolubles en agua. Su
superficie hidrofila de estos sistemas dinamicos protege su captacion inespecifica
por el sistema reticuloendotelial. La micela polimérica tiene la ventaja de atrapar
farmacos o agentes de contraste fisicamente dentro de los nucleos hidréfobos o
puede unirse covalentemente a las moléculas componentes de la micela. Ademas,
han demostrado ser un excelente sistema de administracion de farmacos
novedosos debido a su alta estabilidad en condiciones fisiologicas, carga alta y
versatil capacidad, alta acumulacién de farmaco en el sitio diana, posibilidad de
funcionalizacion del grupo terminal para la conjugacién de ligandos diana y
velocidad de disolucion mas lenta [43].

Figura 15. Varias nano formas y sus caracteristicas morfologicas [43].
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La produccion de micelas con fines de encapsulado y liberacién de farmacos es un
area de investigacion en constante crecimiento y desarrollo. Por un lado, el interés
por mejorar los sistemas de entrega de farmacos en células diana y por otra parte
el hacer mas asequible el costo de los tratamientos médicos, impulsan el trabajo de
investigacion en este campo.

El uso de materiales biodegradables, biocompatibles y de baja o nula toxicidad, fue
una de las razones por las cuales se inicio este trabajo, el método elegido para la
sintesis de nuestro material, el cual es capaz de ensamblarse en estructuras de
forma micelar es el denominado bioconjugacion.

La bioconjugacion se basa en la modificacion y conjugacién de moléculas, estas
técnicas dependen de dos quimicas interrelacionadas: las funcionalidades reactivas
presentes en los diversos reactivos de reticulacion (Crosslinking) y los grupos
funcionales presentes en las macromoléculas diana a modificar. Sin los dos tipos
de grupos funcionales disponibles y quimicamente compatibles, el proceso de
reticulacion seria imposible. Las funcionalidades reactivas en reactivos de
reticulacion, etiquetas y sondas proporcionan los medios para marcar
especificamente ciertos grupos diana en ligandos, péptidos, proteinas,
carbohidratos, lipidos, polimeros sintéticos, acidos nucleicos y oligonucleétidos. El
conocimiento de los mecanismos basicos por los cuales los grupos reactivos se
acoplan a las funcionalidades objetivo proporciona los medios para disefiar
inteligentemente una estrategia de modificacion o conjugacion. La eleccion de los
sistemas de reactivos correctos que puedan reaccionar con los grupos quimicos
disponibles en las moléculas diana constituye la base para una modificacion quimica
exitosa.

Modificacién de aminoacidos, péptidos y proteinas.

Las proteinas son quizas los objetivos mas comunes para las técnicas de
modificacion o conjugacion. Como mediadores de actividades y funciones
especificas dentro de los organismos vivos, las proteinas pueden usarse in vitro e
in vivo para realizar ciertas tareas. Las moléculas de proteina son quizas los
objetivos mas comunes para las técnicas de modificacién o conjugaciéon. Como
mediadores de actividades y funciones especificas dentro de los organismos vivos,
las proteinas pueden usarse in vitro e in vivo para realizar ciertas tareas. Tener
suficiente proteina que pueda unirse a una molécula diana particular puede resultar
en una forma de detectar o ensayar la diana siempre que la proteina se pueda seguir
0 medir [62].

Si dicha proteina no posee un componente facilmente detectable, a menudo se
puede modificar para que contenga un trazador quimico o biolégico que permita la
detectabilidad. Este tipo del complejo proteico puede disefiarse para retener su
capacidad de unirse a su objetivo natural, mientras que el trazador aparte puede
proporcionar los medios para encontrar y medir la ubicaciéon y la cantidad de
moléculas diana.
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Aminoacidos

Los péptidos y las proteinas se componen de aminoacidos polimerizados unidos
mediante la formacién de enlaces peptidicos (amida). El polimero unido a péptidos
que forma la columna vertebral de la estructura polipeptidica se denomina cadena-
a. Los enlaces peptidicos de la cadena- a son unidades planas rigidas formadas por
la reaccion del grupo amino de un aminoacido con el grupo carboxilo- a de otro
véase Figura 16. El enlace peptidico no posee libertad de rotacion debido al caracter
de doble enlace parcial del enlace carbonilaminoamida. Sin embargo, los enlaces
alrededor del atomo de carbono- a son verdaderos enlaces sencillos con una
considerable libertad de movimiento [62].
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Figura 16. Ejemplo de un enlace peptidico entre aminoacidos [63].

La secuenciay las propiedades de los componentes de los aminoacidos determinan
la estructura, reactividad y funcién de las proteinas. Cada aminoacido esta
compuesto por un grupo amino y un grupo carboxilo unido a un carbono central
denominado carbono alfa. También unidos al carbono alfa hay un atomo de
hidrégeno y una cadena lateral unica para cada aminoacido. Hay 20 aminoacidos
comunes que se encuentran en toda la naturaleza, cada uno de los cuales contiene
una cadena lateral de identificacidon de una estructura quimica particular, carga,
capacidad de enlace de hidrégeno, hidrofilicidad (o hidrofobicidad) y reactividad.
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Figura 17. Los aminoacidos individuales consisten en una amina primaria (a), un
grupo de acido carboxilico y una estructura de cadena lateral unica (R). A pH
fisiolégico, la amina esta protonada y tiene carga positiva, mientras que el
carboxilato esta ionizado y posee carga negativa [63].
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3. METODO DE INVESTIGACION.
3.1. Hipétesis.

Es posible sintetizar materiales a partir de aminoacidos, sustancias con
comportamiento hidrofilico, hidrofébico y/o zwiteriénico, que a su vez lleven a la
formacion nanoestructuras que pueda autoensamblarse en micelas o vesiculas, en
condiciones acuosas dependiendo del pH y factor de empaquetamiento para su
posible aplicacion como encapsulante.

3.2. Objetivo general.

Sintetizar materiales a partir de aminoacidos, sustancias con comportamiento
hidrofilico, hidrofébico y/o zwiterionico, que a su vez lleven a la formacion
nanoestructuras que pueda auto ensamblarse en micelas o vesiculas, en

condiciones acuosas dependiendo del pH y factor de empaquetamiento para su
posible aplicacion como encapsulante.

3.3 Objetivos particulares.

¢ Sintetizar materiales a partir de aminoacidos, sustancias con comportamiento
hidrofilico, hidrofébico y/o zwiteridnico.

e Caracterizar por espectroscopia de infrarrojo (FTIR) el material sintetizado.

e Caracterizar por espectroscopia Raman, el material sintetizado.

e Caracterizar por DLS (Dispersion Ligth Scatering)

e Obtener CMC, por medio de UV-Vis.

e Caracterizar por microscopia electronica de transmision (TEM)

3.4. Materiales y métodos.

Materiales.

El acido oleico (natural, FCC), N-hidroxisuccinimida (98%) hidréxido de sodio (ACS),
dimetilsulfoxido (ACS) y acido clorhidrico (36.5-38%) se obtuvo de Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri. Se obtuvo L-cisteina (grado de alta pureza) de Amresco,
Pennsylvania, N, N'-diciclohexilcarbodiimida de Alfa Aesar, Tewksbury,
Massachusetts,). Todos los materiales se utilizaron sin mas modificaciones.

Métodos.

Como punto de partida iniciamos preparando diferentes soluciones a distintas
relaciones molares de los diferentes materiales y solventes, hasta que encontramos
una con la cual se obtenian soluciones en el mismo solvente y ademas eran viables
para la sintesis. donde todas las disoluciones eran la cantidad necesaria para una
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buena sintesis. Las cantidades molares preparadas en las soluciones fueron las
siguientes; 0.002 M de acido oleico, 0.002 M de diciclohexilcarbodiimida, 0.004 M
de N-hidroxisuccinimida y 0.0006 M de I-cisteina.

Preparacion de moléculas anfifilicas: Para la formacion del bioconjugado final, se
llevé a cabo un sistema de sintesis de dos etapas mediado por N, N'-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) vy N-hidroxisuccinimida (NHS). Este paso
corresponde a la formacion de un éster estable a partir del acido oleico mediante el
acoplamiento de carbodiimida con el grupo carboxilo del acido, seguido de su
sustitucion por NHS. El siguiente paso corresponde al ataque nucleofilico de la
amina primaria de L-cisteina. Los ésteres de N-hidroxisuccinimida formados durante
la primera etapa tienen la estabilidad suficiente para permitir una reaccion de dos
pasos en la que las condiciones de la solucion se pueden ajustar primero para
favorecer la formacion de ésteres y posteriormente ajustarse para favorecer la
reaccion de amidacion [64]. El disolvente utilizado para la sintesis fue DMSO.
Esterificacion del acido oleico: Se prepararon 5 mL de una soluciéon 0.002 M de
acido oleico, 5 mL de una solucion 0.002 M de diciclohexilcarbodiimida y 5 ml de
una solucion 0.004 M de N-hidroxisuccinimida usando un disolvente aprotico polar
tal como dimetilsulfoxido como medio de reaccion. Para el primer paso de la sintesis
de lipoaminoacidos, las soluciones de N-hidroxisuccinimida y
diciclohexilcarbodiimida recién preparadas se mezclaron en 5 mL de disolvente.
Debido a la inestabilidad de la O-acilisourea, se sugiere la disminucion de la
temperatura para aumentar la vida media de dicha molécula en solucion [64]. Por
esta razon, la solucion se sometié a agitacion magnética en un bafrio frio a 10 ° C
para evitar la formacion de N-oleilurea una vez agregado el acido oleico. Durante
este paso, la protonacion del nitrobgeno carbodiimida facilita la formacién de la O-
acilisourea debido a que dicha protonacion reduce la densidad electronica en el
carbono central de la carbodiimida, favoreciendo el ataque nucleofilico del grupo
carbonilo como se muestra en la literatura [65]. Teniendo en cuenta lo anterior y
considerando que el acido oleico tiene un pKa de 5.02, se afiadio la solucion de
acido oleico y se bajo el pH a 4 utilizando una solucion de acido clorhidrico 0.1M
para promover la protonacién necesaria para la formacion del Ester NHS. En este
paso, la precipitacion de diciclohexilurea ocurre cuando N-hidroxisuccinimida
reemplaza el acoplamiento de carbodiimida, como se informa en la literatura.
Amidacion con L-cisteina. La reaccion del éster de N-hidroxisuccinimida con una
amina es un ejemplo de ataque nucleofilico, para el cual la amina debe permanecer
desprotonada. Después de 15 minutos de agitacion, la solucion se ajusté a pH 9
usando una solucién de hidroxido de sodio 1 M y se anadieron directamente 0.0006
moles de L-cisteina. La reaccion se dejé en agitacion durante 3 horas y
posteriormente se almacend en un tubo conico para precipitar completamente el
subproducto correspondiente a diciclohexilurea y N-hidroxisuccinimida [66]
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Figura 18.
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Separacion de productos de reaccion: La mezcla se dejoé reposar durante 24
horas, con el fin de inducir la separacién de los residuos no deseados no solubles
(en su mayoria subproductos de urea) por gravedad.

El sobrenadante se extrajo usando una micropipeta y se almacend para su
purificacion adicional. Se tom6 una muestra de 4 mL de la solucion homogénea a la
que se anadid 1 mL de una solucién de hidroxido de sodio 0.3 M hasta alcanzar un
pH de 10, para inducir la formacion de un gel; caracteristica de los tensioactivos a
base de aminoacidos [21].
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La muestra se dejo reposar durante 24 horas hasta su completa gelificacién, luego
se procedio a su separacion del resto del reactivo y los residuos se dejaron en forma
liquida. La ruta consistio en la extraccion directa del gel mediante pinzas, seguida
de dos lavados con agua desionizada, su liofilizacién y trituracién del producto con
mortero de agata [66] Figura 19. La sintesis se realizé 5 veces en total.

Figura 19. Proceso | de separacion del bioconjugado de Acido Oleico y L-Cisteina:
(A) Formaciéon de gel a pH 12, (B) extraccion fisica del gel, (C) secado y (D)
trituracion de la muestra.
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4. TECNICAS DE CARACTERIZACION.
4.1. Tratamiento de la muestra.

La forma seca obtenida por gelificacion se utilizé para las técnicas de
caracterizacion aqui descritas. La espectroscopia de TH-NMR de alta resolucién se
registro en un espectrometro Bruker Avance 400 que funcionaba a 400 MHz. La
muestra se solubilizé en DMSO-d6 (99,9% en atomos de D) usando TMS como
referencia interna, las muestras se secaron y colocaron directamente en la ventana
de diamante del modo ATR (reflectancia total atenuada) y el espectro se midié en
un rango entre 4000 y 500 cm-1 (64 exploraciones por muestra). Para la
espectroscopia Raman, los experimentos se realizaron a temperatura ambiente
utilizando un laser de diodo de 473 nm (Excelsion One 473, Spectra-Physics) con
una potencia incidente de aproximadamente 5,0 mW. La luz fue enfocada y
recolectada con un objetivo de 100x. La luz emitida se detectd con un espectrometro
de 0.55 m (iHR550, Horiba) y un CCD enfriado (CCD-1024x256-BD-SYN, Horiba).
El componente elastico de la luz recogida se elimin6 mediante un filtro Notch. Los
experimentos de DLS se realizaron utilizando un sistema de gonidometro de
investigacion Brookhaven BI-200SM con un laser He-Ne de 637 nm y una potencia
de 15 mW. La funcién de correlacién de intensidad se midié en un angulo fijo de 90
grados. La espectrofotometria UV-visible se realizé con el espectrofotometro de
doble haz de la marca VWR; modelo UV-6300PC con escaneo UV-Visible. Esta
técnica se utilizd para determinar aproximadamente el valor de concentracion
micelar critica (CMC). Mientras que una solucién micelar actta como una
suspension coloidal, en relacién con la longitud de onda de la luz [68]. Este método
se basa en el cambio en el comportamiento de absorcion después de la agregacion
[69]. Para microscopia electronica de transmisién (TEM) se usé un aparato de
emision de campo JEOL JEM-2010F (Akishima-shi, Japon) que funcionaba a 200
keV en un carbon de malla 200 en una rejilla de cobre (Ted Pella) seguido de una
caida de fosfotungstico al 3% acido como agente colorante. Se tomaron y analizaron
micrografias utilizando el software Gatan (Gatan Inc, EE. UU.).

4.2. Espectroscopia de infrarrojo (FTIR).

La espectroscopia infrarroja es sin duda una de las técnicas analiticas mas
importantes de que disponen los cientificos de hoy. Una de las grandes ventajas de
la espectroscopia infrarroja es que se puede estudiar practicamente cualquier
muestra en practicamente cualquier estado. Los liquidos, soluciones, pastas,
polvos, peliculas, fibras, gases y superficies pueden examinarse con una eleccién
acertada de la técnica de muestreo. Como consecuencia de la instrumentacion
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mejorada, ahora se han desarrollado una variedad de nuevas técnicas sensibles
para examinar muestras que antes eran intratables.

La espectroscopia infrarroja es una técnica basada en las vibraciones de los atomos
de una molécula. Un espectro de infrarrojos se obtiene normalmente pasando
radiacion infrarroja a través de una muestra y determinando qué fraccion de la
radiacion incidente se absorbe en una energia particular. La energia a la que
aparece cualquier pico en un espectro de absorcion corresponde a la frecuencia de
vibracion de una parte de una molécula de muestra [70]. Los equipos muestran los
resultados de las vibraciones de las moléculas después de ser procesadas mediante
la transformada de Fourier, de ahi que en la actualidad la técnica se especifica como
FTIR, por sus siglas en inglés (Fourier transform infrared)

En este trabajo de investigacion, para la espectroscopia infrarroja con transformada
de Fourier (FTIR) los datos espectrales se obtuvieron utilizando un espectrometro
de la marca Thermo Scientific modelo Nicolet iS50. Figura 20.

Figura 20. Espectrofotometro Thermo Scientific Nicolet 1s50.
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4.3. Espectroscopia Raman.

El efecto de dispersion Raman surge a partir de la interacciéon de la luz incidente
con los electrones de una molécula iluminada. En la dispersion Raman la energia
de la luz incidente no es suficiente para excitar la molécula a un nivel electronico de
mayor energia. Asi el resultado de la dispersion raman es cambiar el estado
vibracional de la molécula[71].

Diagrama de los procesos de dispersion de Rayleigh y Raman. El estado de
vibracion de energia mas baja m se muestra en el pie con estados de energia
creciente por encima de él. Tanto la energia baja (flechas hacia arriba) como la
energia dispersa (flechas hacia abajo) tienen energias mucho mas grandes que la
energia de vibracion. véase Figura 21.

Virtual
states

______ B L e A A T

n Vibrational
states

Y A

m
Stokes Rayleigh anti-Stokes

Figura 21. Diagrama de los procesos de dispersion de Rayleigh y Raman.

4.4. Resonancia magnética nuclear.

La resonancia magnética nuclear (RMN) es una de las herramientas mas poderosas
que existen en la actualidad para dilucidar estructuras de moléculas, principalmente
moléculas organicas. Para ello, y como su nombre lo indica, esta técnica se basa
en una caracteristica intrinseca de los nucleos: sus propiedades magnéticas[72].

Los nucleos de los atomos tienen carga eléctrica, pero a su vez se comportan como
imanes, debido a que tienen momento magnético intrinseco, a este momento
magnético se le conoce como spin nuclear.

EL significado de la palabra “spin” es girar y hace referencia a una propiedad
macroscopica de las cargas eléctricas: cualquier cuerpo macroscopico cargado en
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rotacidn genera un campo magnético perpendicular al plano de giro. Se les atribuyd
inicialmente a los nucleos la propiedad de ser cargas que giran y, por €so, se le dio
a su momento magnético el nombre de spin nuclear. Sin embargo, esta idea clasica
aplicada a las particulas subatomicas (regidas por la mecanica cuantica) puede
generar problemas conceptuales. De forma que en este contexto nos limitaremos a
comentar que los nucleos estan dotados de un momento magnético que apunta en
alguna direccidn, sin preocuparnos por las causas que lo generan [72].

B

Figura 22. Representacion del campo magnético generado por un nucleo atémico
[72].

En presencia de un campo magnético, cada spin nuclear puede adoptar diferentes
orientaciones. Cada orientacion tiene asociada una componente Jz a lo largo del
eje del campo aplicado. Dicha componente Jz estara dada por:

mh

—_ — h
2T m

Jz

Donde:

Donde m es un numero de la serie /, /-1, ..., -I+1, -I. Dicho en otras palabras, todos
los numeros entre +l y —| saltando de uno en uno.

e En el caso de los nucleos con spin 1=1/2, m puede tomar los valores -1/2 y
+1/2. Este es el caso de los protones (-H) y 3C.

e Si, en cambio, el nucleo tiene spin /=1, m puede tomar valores -1, 0 o 1. Este
es el caso del deuterio (?H).
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e Para nucleos con spin /=3/2, m puede tomar valores desde -3/2, -1/2, +1/2 6
+3/2.

A A A

1=1/2 1=1 =372

Figura 23. Posibles orientaciones del spin nuclear en presencia de campo
magneético externo como funcion de “1” [72].

Debido a que el spin nuclear no se alinea paralelamente al campo externo aplicado,
el mismo recibe un torque y comienza a efectuar un movimiento de precesion, del
mismo modo |lo hace un trompo.
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Figura 24. Precision del spin nuclear en presencia de campo magnético externo
para I=1/2 [72].

La frecuencia del giro depende le campo magnético aplicado (Bo) y del nucleo del
cual se trate, la misma frecuencia viene expresada por la siguiente ecuacion:

V.= (=) Bo

A esta frecuencia se le conoce como de Larmor del nucleo. La magnitud se le
conoce como constante giromagnética y es una constante para cada nucleo [72].

Si tenemos una muestra en ausencia de campo magnético, los spines de todos los
nucleos se orientaran aleatoriamente. Pero ¢qué ocurre al aplicar un campo
magnético externo? En ese momento, la poblacién de nucleos se dividira segun
como alineen sus spines respecto al campo magnético. Supongamos el ejemplo
sencillo de nucleos con spin 1=1/2 y que, por lo tanto, pueden adoptar sélo dos
orientaciones posibles (correspondientes a m +1/2 y m -1/2): a favor del campo
magnético externo o en contra de él. En este momento la situacion cambid
notablemente: aquellos nucleos que orienten su spin a favor del campo estaran en
un nivel energético ligeramente inferior a aquellos que lo orienten en contra. Y la
diferencia de energia entre ambos estados (AE) viene dada por la siguiente

ecuacion:
h

[

Donde By es el campo magnético aplicado, “y” es la constante giromagnética del
nucleo que estemos considerando y “h” es la constante de Planck.
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Sin embargo, esta diferencia energética es muy pequefia: si suponemos que un
equipo de RMN que aplique un campo magnético de 7,05T, para el caso de los
nucleos de ['H] el valor de AE seria de aproximadamente 0,12 J/mol. Esta energia
extremadamente baja corresponde al rango de las radiofrecuencias (ondas de
radio) y es la que separa a las dos poblaciones de nucleos de ['H] en estas
condiciones.

Si calculamos cual es la frecuencia correspondiente a esta diferencia de energia,
veremos que corresponde aproximadamente a 300MHz. Si se irradia con esa
frecuencia, entonces spines de los nucleos comenzaran a interaccionar con la
radiofrecuencia (mas precisamente, con su componente magnética) y la muestra
absorbera radiacion. Esta condicidn se llama condicion de resonancia y se da
cuando la frecuencia de la radiacion emitida coincide con la frecuencia de Larmor
de los nucleos. En estas condiciones, dicha absorcion se mide de manera indirecta
y el equipo la percibira como una sefal.

4.5. Espectroscopia de ultravioleta visible (UV-vis).

La Espectroscopia de Ultravioleta-Visible es la mas antigua de las técnicas
espectroscopicas y en alguna ocasion fue ampliamente utilizada para la
determinacion de estructuras. Sin embargo, las nuevas técnicas instrumentales son
mas reveladoras de la estructura de un compuesto y mas faciles de interpretar.
Aunque ya no es muy usada para el analisis estructural, si es muy utilizada en el
analisis cuantitativo ya que detecta concentraciones extraordinariamente pequefias
de los compuestos que absorben energia ultravioleta y/o visible y, por lo tanto, es
posible tener alta precision y exactitud al medir concentraciones.

La Espectroscopia de Ultravioleta-Visible (UV-VIS) es un ejemplo de espectroscopia
de absorcion. Un espectro de absorcidn se obtiene colocando la sustancia entre el
detector del espectrofotdmetro y una fuente de energia que proporciona radiacion
electromagnética en el intervalo de frecuencia a estudiarse. El espectrofotometro
analiza, para una determinada frecuencia, la energia transmitida con referencia a la
energia incidente.

Una molécula puede absorber un cuanto de radiacion en varias de las regiones del
espectro electromagnético. Sin embargo, el efecto que se produce con la radiacion
de las distintas regiones del espectro es diferente. Por ejemplo, la absorcion de un
cuanto de radiacién de microondas (alrededor de una caloria/mol) provoca un
cambio en la molécula de un estado rotacional a otro.

Cuando luz ultravioleta y/o visible es absorbida por una molécula produce cambios
en los estados electronicos, es decir, la absorcidon de energia luminosa por
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compuestos organicos en la regiéon UV-VIS implica la transferencia de los electrones
desde el estado fundamental a estados de mayor energia.

Ahora bien, ¢ cuales son esos estados de energia? Tanto los estados fundamentales
como los estados de mayor energia son descritos como orbitales moleculares. Estos
son formados por la combinacién lineal de dos orbitales atémicos y dicha
combinacion forma no uno, sino dos orbitales moleculares: uno enlazante, que es
mas estable que los orbitales atdmicos que lo formaron, y uno anti enlazante, que
es menos estable que los que lo originaron.

4.6. Dispersion dinamica de la luz (DLS).

Dispersion dinamica de la luz (DLS). Para determinar la relacién hidrodinamica de
la particula, se realizaron experimentos de dispersion dinamica de luz (DLS). Un
experimento de dispersion de luz dinamica consiste en hacer que un rayo laser
afecte una muestra y recoger la luz dispersa en angulo 6 con un fotomultiplicador.
Las fluctuaciones de intensidad de la luz dispersa permiten obtener la funcion de
correlacién normalizada.

92(1) =1 =B|g,(D|?

Siendo 7 el tiempo caracteristico del decaimiento de la correlacién y B un parametro
que depende de la geometria experimental. En el caso de una solucion mono-
dispersa, la funcién de correlacion de campo decae como g, (t) = exp(—I't) con una
decadencia dada por I' = Dg? donde D es el coeficiente de difusion mutua y g =

47TT"sin (g) es la magnitud del vector de dispersion, n el indice de refraccion, A la
longitud de onda y 6 el angulo de dispersion.

4.7. Microscopia electrénica de transmisién.

Cuando creamos materiales a nanoescala, vienen con limites dimensionales
especificos en 1D, 2D o 3D y el Microscopio de transmisién electronica (TEM) por
sus siglas en inglés, esta preparado para observarlos, precisamente debido a estos
limites.

Los electrones son un tipo de radiacién ionizante, que es el término general que se
le da a la radiacion que es capaz de eliminar los electrones estrechamente unidos
de la capa interna del campo de atraccién del nucleo mediante la transferencia de
parte de su energia a los atomos individuales de la muestra. Una de las ventajas de
usar radiacién ionizante es que produce una amplia gama de sefiales secundarias
de la muestra y algunas de ellas se resumen en la Figura 25.

Muchas de estas sefales se utilizan en microscopia electrénica analitica (AEM), lo
que nos brinda informacién quimica y muchos otros detalles sobre nuestras
muestras. AEM utiliza espectrometria de dispersion de energia de rayos X (XEDS)
y espectrometria de pérdida de energia de electrones (EELS).
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Figura 25. Sefiales que se generan cuando un haz de electrones de alta energia
interactua con una muestra delgada [73].

La mayoria de estas sefales se pueden detectar en diferentes tipos de TEM. Las
direcciones que se muestran para cada sefal no siempre representan la direccion
fisica de la sefal, sino que indican, de manera relativa, dénde la senal es mas fuerte
0 dénde se detecta [73].

4.8. Limitaciones de la microscopia electréonica de
transmisién.

En primer lugar, el precio a pagar por cualquier técnica de imagen de alta resolucién
es que solo se observa una pequefia parte de la muestra en un momento dado.

Otro problema es que el TEM nos presenta imagenes 2D de especimenes 3D, vistos
en transmision. Nuestros ojos y nuestro cerebro entienden rutinariamente las
imagenes de luz reflejada, pero estan mal equipados para interpretar imagenes
TEM, por lo que debemos ser cautelosos.

Un efecto perjudicial de la radiacién ionizante es que puede dafar su espécimen,
particularmente los polimeros (y la mayoria organicos) o ciertos minerales vy
ceramicas.

Preparacion de especimenes Sus especimenes deben ser delgados si va a obtener
informacion usando electrones transmitidos en el TEM. "Delgado” es un término
relativo, pero en este contexto significa transparente a los electrones.

Es decir que los equipos de TEM comprenden una gama de diferentes instrumentos
que hacen uso de las propiedades de los electrones, tanto como particulas como
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ondas. El TEM genera una gran variedad de sefales para que podamos obtener
imagenes, y varios tipos diferentes de espectros de la misma region pequefia de la
muestra [73].

5. RESULTADOS Y DISCUSION.
5.1. Interpretacién y discusiéon de RMN.

Caracterizacion por resonancia magnética nuclear. El espectro de 1H-RMN del
bioconjugado de N-oleil-L-cisteina (MAT) se presenta en la figura 3. La senal
correspondiente al terminal CH3 del grupo metilo se encontré en 8H = 0.85 (H-19),
seguida de las sefales correspondientes a los protones de alquilo CH2 de la cadena
de acido oleico dH = 1,29-1,20 (H5-8, H13-18). Los protones del grupo metileno se
encontraron en 6H = 5.32 (H-2 y H-3), y los protones de carbono mas inmediatos a
esto se encontraron en 6H = 1.97 (H-1 y H-4). Debido a que se us6é DMSO deuterado
como disolvente para este experimento, no se observd una sustitucion
representativa de los protones del grupo hidroxilo y del grupo amida. Por tanto, la
senal del protén del grupo hidroxilo se encontré en 6H = 11.95 (H-37) y 6H = 6.96-
7.22 (H-24, H-30, H-36) las sefales de los protones correspondientes a los tres
grupos amida encontrados en la molécula sintetizada. Las sefiales e integrales
caracteristicas de los protones sugerian la formacion de bioconjugados, y la
estructura propuesta se muestra en el interior, Figura 26.
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Figura 26. Espectro de resonancia magnética nuclear de bioconjugado. Disuelto en
DMSO deuterado [67].

El espectro presentado en la Figura 26, corresponde al bioconjugado purificado,
pero se observaron las sefiales de algunas impurezas de reaccion. En este sentido,
las sefales en dH = 1,58-1,73 estan asociadas con los protones de alquilo de los
anillos ciclohexilo de la N-acil urea, que es un producto de reaccién secundario. De
manera similar, se identifica en dH = 5.59, el protén de nitrdgeno en el grupo urea
[74].

5.2. Interpretaciéon y discusiéon de espectroscopia infrarroja.

Espectroscopia infrarroja. En el espectro correspondiente al acido oleico (OA).
Podemos observar en 3005 cm™ |a sefial correspondiente al estiramiento del enlace
C-H adyacente a su insaturacion. También encontramos dos bandas muy marcadas
en 2921 y 2852 cm', correspondientes a los tramos asimétricos y simétricos
respectivamente de C-H de la cadena de alquilo. En 1707 cm™', se encontré la banda
caracteristica del grupo carbonilo presente en dicho acido graso correspondiente al
estiramiento C = O del carbonilo, Figura 27.
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Figura 27. Espectro de FTIR de acido oleico. Técnica ATR.

Asimismo, en el espectro para L-cisteina (CYS), observamos en 3163 cm™! la banda
representativa del tramo NH del grupo amino, las vibraciones caracteristicas del
grupo tiol SH se pueden observar en 2550 cm-, y por ultimo tenemos el enlace CS
que se observa en 635 cm'[29] [75] [70] Figura 28.
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Figura 28. Espectro de FTIR de L-cisteina. Técnica ATR.

Finalmente, se obtuvo el espectro para el bioconjugado de acido oleico y de L-
cisteina (MAT) a partir de una muestra en estado sélido. Comparando el espectro
del bioconjugado con los materiales precursores, se encontraron las siguientes
bandas. Primero a 3320 cm-1 la primera diferencia para el espectro en comparacion
con el espectro de L-cisteina, que corresponde a la vibracién de estiramiento N-H
del grupo amida. A 2580 cm-1, la banda asociada del S-H del grupo tiol se encontrd
desplazada de la banda anterior a 2543 cm-1 presente en la molécula.

Se observa en 1705 cm-1 el grupo carbonilo C = O. En 1624 cm-1 aparece una
nueva banda correspondiente a la vibracion del conjunto de grupos carbonilo
denominada amida, seguida de los tramos asimétricos y simétricos del COO-
carboxilato en 1562 cm-1, 1425 cm-1 y 1401 cm-1 re especificamente. Ademas, la
banda correspondiente al enlace C-S se pronuncia en 643 cm-1, lo que indica una
fuerte presencia de este enlace en el producto formado [8] [76] [77] [78] Figura 29.
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Figura 29. Espectros de FTIR, comparativo entre materiales precursores y el
bioconjugado (MAT). Técnica ATR.

5.3. Interpretacidén y discusion de espectroscopia raman.

El espectro de la L-cisteina (CYS) muestra sefiales asociadas a su estructura
quimica, en la region de 200 a 500 cm-1 las asociadas a las vibraciones de bending
CCC, rocking CCC, bending CCN y bending CCS [79].Ademas, la senal a 640 cm-
1 corresponde a las vibraciones de estiramiento del enlace CS. El pico observado
en 2544 cm-1 corresponde al enlace HS del mercaptano [80]. Véase Figura 30.
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Figura 30. Espectro de raman de L-cisteina. Sobre estrato de silicio.

En cuanto al espectro de acido oleico (OA), la literatura establece picos de 1000-
1200 y 2800-3000 cm-1, que son indicadores de la sefal de torsion y
empaquetamiento respectivamente de la cadena. Asi como sefiales en la region de
2850 y 2930 cm-1 correspondientes a los modos vibracionales de CH2 asimétrico y
CH3 simétrico, respectivamente, y sensibles a interacciones hidrofdbicas entre
cadenas de hidrocarburos e indican empaquetamiento de cadena [80]. Véase
Figura 31.
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EL espectro del bioconjugado (MAT), encontramos en 720 cm-1 la sefal del grupo
tiol SH, correspondiente a un tramo en fase, posteriormente observamos la sefal
del grupo CH2 correspondiente a la cadena alifatica del acido oleico en 731 cm-1
del movimiento de la rocking en fase; en 1417 cm-1 aparece la sefial CH, el enlace
C-NH de estiramiento y flexiéon aparece en 1551 cm-1, el doble enlace de Carbono-
Carbono lo vemos en 1660 cm-1 asignado a estiramiento, el grupo carbonilo
aparece en 1751 cm-1 asignados a estiramiento en fase. La sefal del grupo NH de
la amida se observa a 2327 cm-1, lo que confirma la presencia del enlace peptidico.
Posteriormente aparece la banda ancha, en la que se combinan algunas sefales
como la fermi-resonancia de CH2 en 2890 cm-1, el sobretono del enlace C-NH en
2943 cm-1, y la sefial de un CH3, de la cadena de acido oleico. Ademas, una banda
de estiramiento O-H alrededor de 3428 cm-1 en el espectro raman de (MAT) es
indicativa de grupos de acido carboxilico en L-cisteina [81]. Véase Figura 32. Este
material fue caracterizado sin diluir, y las estructuras que se aprecian son de
tamanos grandes pero muy bien definidos. Véase Figura 33.
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Figura 33. Imagen del bioconjugado (MAT) sin diluir a 100 X. En equipo de raman.
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5.4. Obtencién de concentraciéon micelar critica (CMC)por
UV-Vis.

La concentraciéon micelar critica de una solucion de surfactante se puede determinar
facilmente trazando la absorbancia en funcion de la concentracién de surfactante.
La interseccioén transversal entre las dos pendientes se toma como la CMC de esa
solucion. La interaccion entre las moléculas de soluto-soluto y las moléculas de
soluto-solvente puede proporcionar informacion util sobre las propiedades
interfaciales y termodinamicas. Estos comportamientos se atribuyen al delicado
equilibrio entre la interaccion hidrofdbica e hidrofilica de la solucion tensioactiva [68].
Las diferentes concentraciones del tensioactivo se analizaron utilizando una cubeta
de cuarzo a diferentes concentraciones de MAT en agua desionizada.

Mediante la aplicacion de la técnica UV-Vis se determinoé la CMC del nuevo material,
se preparé una solucion con 0.0012 gramos de MAT en estado sdélido y se disolvid
en 0.002 litros de agua desionizada, lo que equivale a una concentracion de 0.600
g / L. Esta concentracion marcd el comienzo de las mediciones de UV-Vis. La
longitud de onda utilizada es 204 nm, que corresponde a la longitud a la que se
absorbe la cisteina. Véase Figura 34.
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Figura 34. Espectro UV-Vis del bioconjugado de acido oleico y L-Cisteina (MAT).
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El valor determinado para CMC = 0.226 g / L. Este valor se considera aproximado
al valor real de CMC.

La CMC se determin6 representando graficamente la absorbancia frente a la
concentracion. El grafico presenta dos partes con diferentes pendientes y la CMC
se evalud desde su punto de interseccion. Los valores de CMC obtenidos de los
datos UV-Visibles dados se muestran en la Figura 35.
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Figura 35. Gréaficas de absorbancia versus concentracion de bioconjugado de acido
oleico y L-cisteina (MAT). Longitud de onda 204 nm.

Absorbancia

5.5. Obtencion de radio hidrodinamico por dispersién
dinamica de luz (DLS).

Se midieron dos muestras, la primera a una concentracion de CMC obtenida por
UV-Vis (0.226 g / L) como se muestra en la Figura 35; se detecté unicamente ruido
y no se pudo establecer un radio hidrodinamico.

La segunda muestra se utilizé a una concentracion superior a la CMC calculada a
0.3 g/ L. Las celdas de muestra eran ampollas cilindricas de 2 mL sumergidas en
un bafo de disminucion de indice de igualacion, termostato a 25 ° C. La muestra se
filtré y se sonicd durante 10 minutos, antes de las mediciones. I" se obtuvo ajustando
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la funcion de correlacion para un exponencial decreciente y se utilizé en la ecuacién

de Stock-Einstein.

kyT

b= 6mnR
Donde R es el radio hidrodinamico, ks es la constante de Boltzmann, T es la
temperatura y n es la viscosidad del solvente. El valor obtenido para el radio
hidrodinamico es 50.57 nm. Y el indice de polidispersidad (PDI) es 0.1602. Véase

Figura 36 e Figura 37.
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Figura 36. Curva de correlaciéon obtenida por DLS de la muestra MAT a 0.3 g /L a
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Figura 37. Distribucion del diametro hidrodinamico de 101.14 nm de la muestra de

MAT a 0.3g/L por DLS.
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5.6. Caracterizacién por microscopia de transmisién
electrdénica.

Microscopia electronica de transmision (TEM). La morfologia observada en las
micrografias muestra formas esféricas y cilindricas Figura 38. El valor medio del
radio de particula encontrado es de 31.81 nm obtenido con el software ImageJ
1.51m9 de Wayne Rasband, Instituto Nacional de Salud (500 particulas analizadas),
que se presenta en la Figura 39.

Figura 38. Las imagenes TEM muestran particulas esféricas y cilindricas con
tamafrios inferiores a 100 nm.

A partir de la revision de las imagenes obtenidas en el equipo TEM, se construyé un
histograma, el cual podemos observar en la Figura 39.

Los valores TEM usando un aparato de emision de campo JEOL JEM-2010F
(Akishima-shi, Japén) operando a 200keV en un carbdn de malla 200 en una rejilla
de cobre (Ted Pella) seguido de una gota de agente de tincion de acido
fosfotungstico al 3%. Se tomaron y analizaron micrografias utilizando el software
Gatan (Gatan Inc, EE. UU.).
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Figura 39. Histograma de tamarios obtenidos en TEM. En el gje X tenemos rangos
de tamafio (nm) y en el eje Y tenemos el numero de particulas.
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6. CONCLUSIONES.

Como conclusion principal podemos decir que nuestra hipotesis planteada no se
cumple en su totalidad, es decir que, si es posible sintetizar materiales a partir de
aminoacidos, sustancias con comportamiento hidrofilico, hidrofébico, pero falta
confirmar que estos materiales nos lleven a la formacion nanoestructuras que pueda
autoensamblarse en micelas o vesiculas, en condiciones acuosas dependiendo del
pH y factor de empaquetamiento para su posible aplicacién como encapsulante.

Por lo anterior considero pertinente establecer dentro del trabajo futuro el realizar
trabajos para demostrar o desechar por completo la hipotesis planteada al inicio de
nuestro trabajo de investigacion.

Hasta este momento podemos confirmar que tenemos un material surfactante, las
sefales y caracteristicas integrales de los protones sugirieron la formacién de un
material compuesto de una molécula de acido oleico y tres moléculas de cisteina,
gracias a ella pudimos dilucidar una molécula del material bioconjugado.

La espectroscopia infrarroja confirmé la formacién de un grupo amida que resulté
de la reaccion de acoplamiento y sugirié que, para las condiciones de sintesis
utilizadas, no habia puentes disulfuro, por lo tanto, no encontramos cistina.

Se obtuvo un valor aproximado de la concentracion critica micelar (CMC) utilizando
UV-Vis y TEM confirma estructuras de autoensamblaje de formas esféricas y
cilindricas con un radio de tamafo medio de 31,81 nm; comparable a los 50.57 nm
de radio hidrodinamico obtenido por DLS. La diferencia de tamafio observadas entre
DLS y TEM, se debe principalmente a las condiciones en las que se hace la
medicion, puesto que las dediciones en el DLS se hacen en condiciones acuosas
las de TEM, se hacen con el material en seco.

Gracias a esta investigacion, se solicitdé una patente ante el Instituto Mexicano de la
Propiedad Industrial (IMPI), bajo el numero de expediente MX/a/2018/016047, a
favor de la Universidad de Sonora.

Se publicé un articulo en la revista Polymers, con factor de impacto hasta el 2020,
de 4.329.

Durante el proceso de mi investigacion y como parte de mis actividades de difusion,
participe en diferentes eventos académicos, los cuales enlisto a continuacion.
Congreso organizado por la Sociedad Mexicana de Materiales A. C. (International
Materials Research Congress) 2018. Constancias en Anexos.

Ademas, se encuentra en marcha el estudio para explorar las posibles aplicaciones,
dentro de las cuales podriamos incluir la de encapsulante de moléculas bioactivas
con propiedades hidréfobas o como modificacion superficial de oro, plata o cualquier
otro metal reactivo a nanoparticulas de grupos tiol.
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