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El presente proyecto de investigacidon comprende el desarrollo de nanoparticulas
poliméricas utilizando NIPAAm como monomero principal debido a sus cualidades
termorresponsivas, la cualidad de este mondémero para presentar un colapso de tamano
al aumentar la temperatura por encima su temperatura de transiciéon, esta se encuentra
a los 32°C lo que lo hacen un polimero con gran utilidad clinica, mediante la
copolimerizacion con distintos mondémeros se busca modificar esta temperatura de
transicion para que el fendbmeno de transicion ocurra en condiciones fisiolégicas para

controlar la liberacion de farmacos.

Se utilizaron como comonomeros a 1-vinilimidazol y 4-vinilpiridina los cuales son
vinilaminas terciarias que presentan sensibilidad al pH al poseer grupos ionizables y
cuaternizables, este tipo de polimeros tiene grandes aplicaciones biomédicas debido a
que presentan cambios estructurales en respuesta a la temperatura y pH de diferentes

condiciones patolégicas como artritis reumatoide, cancer, Alzheimer, entre otras.

El método de sintesis utilizado fue por medio de polimerizacion en emulsién sin
detergente mediante el uso de PEGMA como estabilizante, EGDMA como entrecruzante
y APS como iniciador anidnico, el ajuste de proporciones para los comondémeros se

realizé a 10% molar con respecto a NIPAAm y PEGMA,

Se realiz6 la caracterizacion de las distintas formulaciones en términos de
rendimiento y estabilidad frente al proceso de liofilizado. Para corroborar la correcta
polimerizacion se utiliz6 la técnica de FT-IR junto con la identificacion de bandas
caracteristicas de los componentes. El analisis de tamafio de particula se ejecutd

mediante dispersion de luz dinamica obteniéndose valores desde 203 nm hasta 249 nm,




con distribuciones unimodales, se identificd al punto isoeléctrico de las nanoparticulas

obtenidas en el intervalo de pH 5-6 mediante el estudio del potencial zeta.

Se demostré la sensibilidad dual del sistema al realizar estudios frente a distintas
condiciones de temperatura y pH. Se identificd la tendencia de colapso de las distintas
formulaciones a medida que aumenta la temperatura y el desplazamiento de la
temperatura de transicion al darse variaciones en el medio, estas modificaciones se
dieron de manera positiva al acercarse a la temperatura corporal con valores de 36-38°C
en condiciones de pH 5.0 lo cual tiene gran utilidad debido a las condiciones de acidez

generadas en microambientes tumorales o tejidos inflamados 3.

Gracias a los resultados obtenidos se busca utilizar este sistema como un
nanoacarreador con posibles aplicaciones para la liberacién controlada de farmacos y

terapia genética en pacientes oncoldgicos y otras patologias.
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La biofarmacia es una rama de la farmacologia que ha tomado mayor relevancia
en la actualidad debido a los avances tecnoldgicos en la industria, el desarrollo de nuevas
tecnologias aplicadas a farmacos que se han utilizado de la misma manera durante
décadas resulta en un area de investigacion con gran potencial para revolucionar la

industria farmacéutica al verse involucrada con distintas areas “.

El desarrollo de sistemas de liberacidén controlada ha tenido distintos enfoques entre
los cuales se destacan el desarrollo de revestimientos sensibles a condiciones como el
pH, adaptados a formas farmacéuticas convencionales, tales como tabletas,
comprimidos y capsulas, esto ha sido un gran avance para la farmacoterapéutica de los
pacientes, evitando algunos efectos adversos o generando una mejora en la
biodisponibilidad de los medicamentos, entre otros sistemas que permiten sensibilidad a

la concentraciones del medio liberando de esta manera su contenido 4°.

Una via para obtener sistemas de liberacion controlada de farmacos es la
nanomedicina, esta area brinda una oportunidad enorme al llevar las interacciones del
sistema de entrega a escalas nanométricas, asi se pueden desarrollar estructuras donde
se aprovechan las caracteristicas de los distintos polimeros utilizados. De este modo se
ha llegado el desarrollo de nanoparticulas inteligentes las cuales pueden presentar
sensibilidad a distintos estimulos como son el pH, la temperatura o condiciones que

pueden presentarse en distintas patologias °.

En afecciones como el cancer, la inflamacion y distintos procesos patologicos se
ven alteradas estas condiciones generando el efecto EPR o de mejoramiento de la
permeabilidad y retencion, este efecto que se ha descrito en los ultimos afios que al

darse condiciones donde hay concentraciones altas de bradicinina, el cual aumenta la

5



permeabilidad vascular, se crean depdsitos de farmacos en estas zonas, lo cual presenta
una ventaja para los mecanismos de liberacidn con objetivos mas claros para la

terapéutica con nanotecnologia .

Las nanoparticulas poliméricas son uno de los sistemas de liberacién controlada de
farmacos que se encuentran dentro de la escala nanométrica, estos sistemas presentan
versatilidad debido a los componentes que se utilizan para su sintesis, las modificaciones
de tamano, cargas eléctricas, sensibilidad a pH y temperatura son propiedades de
especial importancia para la innovacién en la terapéutica actual de padecimientos que

van en aumento 78,

Esta investigacion tiene la finalidad de sintetizar y caracterizar un nanoacarreador
polimérico con posibles aplicaciones en la administraciéon de farmacos de manera
controlada ademas de la administracion de terapia genética para el tratamiento de

patologias inflamatorias como artritis y cancer.




[1.1 Antecedentes

Se han reportado distintas metodologias aplicadas al desarrollo de nanoparticulas
como sistemas de liberaciéon de farmacos, dependiendo del tipo de terapia que se
pretenda desarrollar se pueden adaptar las técnicas para aprovechar las ventajas de
cada una frente al tamario, estabilidad, biocompatibilidad y sensibilidad °, entre las que
destacan la sintesis por ultrasonido, microondas, ablacién laser, condensacion por gases

inertes, co-precipitacion, polimerizacion en emulsion, entre otras .

Desde hace algunos afos se han reportado los usos de NIPAAm con distintas
aminas para cambiar sus caracteristicas de sensibilidad a la temperatura y ademas darle
sensibilidad al pH. Por ejemplo, Serrano-Medina et al., reportaron la sintesis de
nano/microgeles con caracteristicas de nucleo-coraza sensibles a la temperatura y al pH
utilizando N-isopropilacrilamida (NIPAAm) y acido 2-metacriloiloxibenzoico (2MBA). Para
evitar el uso de detergente se aplico PEGMA como estabilizador, obteniendo particulas
monodispersas de diametros hidrodinamicos promedio de 40-880 nm. Considerando el
entrecruzante utilizado, se obtuvieron mayores tamafios con EGDMA comparado con
DVA. Este método presenta la ventaja de ser mas rapido y escalable que con la
aplicacion de surfactante debido a los problemas para la eliminacién de este ultimo; se
estudid la influencia del PEGMA observandose la marcada influencia que tiene sobre el

tamario y densidad de los geles sintetizados .

Por otra parte, Tarabukina et al., exploraron NIPAAM copolimerizado con 4-
vinilpiridina en sistemas de doble sensibilidad, donde los polimeros presentan

sensibilidad a la temperatura gracias a NIPAAm y al pH por parte de 4-vinilpiridina, estos




eran polimeros lineales en soluciones acuosas donde se buscaba caracterizar la
sensibilidad a la temperatura en medios acidos, simulando procesos de endocitosis. Se
encontré que en condiciones de acidez alta, el rango de temperatura de transicidon se
acercaba mas a las temperaturas corporales que con NIPAAm, siendo la polimerizacion
con este monomero eficaz para el aumento de la Ttr, gracias al caracter cationico de la

4-vinilpiridina se abre una ventana para la liberacion de farmacos de caracter anionico

12

El método de polimerizacion en emulsion sin detergente se ha realizado antes
utilizando como comonémeros a VI y 4-VP con NIPAAm como mondmero principal, Zhou
et al., realizaron la sintesis de microgeles idnicos termosensibles por esta via y ademas
se realizd el entrecruzamiento por cuaternarizacion in situ, siendo esto logrado con la
adicién de compuestos halogenados como 1,4-dibromobutano o 1,6 dibromohexano. Se
obtuvieron microgeles de forma esférica y con tamanos variables dependiendo del grado
de cuaternarizacion; estos microgeles demostraron capacidad de encapsular y liberar

tintes anionicos siendo un modelo aplicable a farmacos del mismo caracter 3.

Dentro de la bibliografia se reporta el uso de 1-vinilimidazol junto con NIPAAm como
un sistema de liberacion de la fraccion 3 del factor de crecimiento transformante utilizado
para promover la condrogénesis en conejos, obteniendo resultados favorables en la
proliferacion de los condrocitos '#, una de las propuestas mas recientes presenta a
polimeros de 1-vinilimidazol como un potencial medio de transporte de ARNip para el

uso de terapia genética 1516




[1.2 Justificacion

En la Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria de la Universidad Autonoma de
Baja California, en el laboratorio de Biofarmacia, actualmente se realizan trabajos de
investigacion de sintesis de mondmeros para el desarrollo de vehiculos farmacéuticos
inteligentes, utilizando polimeros sensibles a la temperatura y al pH con la finalidad de

crear sistemas de liberacion controlada con aplicaciones biomédicas.

En la actualidad, los tratamientos de enfermedades inflamatorias como la artritis
reumatoide, el cancer, entre otras, presentan problemas de toxicidad y efectos adversos
debido a la baja especificidad que poseen, lo cual resulta en complicaciones terapéuticas
importantes para los pacientes, por tanto, el desarrollo de sistemas de liberacion
inteligentes que respondan selectivamente a estimulos del medio como son las
alteraciones del pH y temperatura inducidas por la inflamacion son una posible solucion

a la problematica.

El desarrollo de nanoparticulas poliméricas que sean sensibles al pH y a la
temperatura son una alternativa viable que busca aprovechar las ventajas de los
monomeros contenidos y sus caracteristicas eléctricas para realizar el cargado y
liberacidn de distintas sustancias como puede ser desde materiales biologicos, sean
secuencias de ADN, ARNip, proteinas, entre otros, o moléculas conocidas con

anterioridad como pueden ser antiinflamatorios, citostaticos, entre otros.

Debido a la pandemia causada por el virus SARS-CoV-2, se llevé la atencion a las
comorbilidades que podian agravar las condiciones de los pacientes infectados y por ello

se le dio una gran importancia al desarrollo de nuevas tecnologias farmaceéuticas, con




esto la nanomedicina y la terapia genética obtuvieron una oportunidad de crecimiento

realmente importante °17.
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11.3 Objetivos

11.3.1 Objetivo general

Sintetizar nanogeles de P-NIPAAm-co-P-vinilimidazol y de P-NIPAAm-co-P-(4-
vinilpiridina) mediante polimerizacion en emulsion sin detergente, sensibles a la

temperatura y al pH.

11.3.2 Objetivos especificos
1. Sintetizar nanogeles de NIPAAm vy vinilimidazol, entrecruzados con EGDMA
mediante polimerizacion en emulsion sin detergente.

2. Sintetizar nanogeles de NIPAAm vy 4-vinilpiridina, entrecruzados con EGDMA y

mediante polimerizacion en emulsion sin detergente.

3. Sintetizar nanogeles de NIPAAm, vinilimidazol y 4-vinilpiridina, entrecruzados con

EGDMA mediante polimerizacion en emulsion sin detergente.

4. Caracterizar los nanogeles sintetizados mediante dispersion de luz dinamica (DLS),

FTIR, FESEM y potencial zeta.

5. Evaluar la respuesta de los nanogeles sintetizados al pH y a la temperatura, asi como

su comportamiento con variaciones en ambas condiciones.

11
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[11.1 Sistemas de liberacion de modificada

Dentro de la farmacoterapéutica existen distintas formas farmacéuticas que
permiten optimizar los tratamientos y aumentar la eficiencia de la liberacion de farmacos
para obtener perfiles de concentraciones plasmaticas segun sea necesario para el
paciente, es asi que se han desarrollado diversos sistemas que permiten la modulacién

en cuanto a la entrega de un farmaco 8.

[11.1.1 Sistemas de liberacion controlada

Los sistemas de liberacion controlada son definidos como tecnologias modificadas
que permiten una entrega regulada de agentes terapéuticos, los cuales pueden ser
farmacos convencionales o novedosos entre los que destacan los biotecnologicos 1920
Entre las ventajas que presentan los sistemas de liberacion controlada frente a los
métodos de administracién de farmacos convencionales esta la capacidad de superar
barreras como la toxicidad por baja especificidad, biodisponibilidad, solubilidad, entre

otros problemas farmacocinéticos y farmacodinamicos °.

Entre los distintos sistemas de liberacién modificada destacan dos caracteristicas
a controlar, la capacidad de liberacién del farmaco respecto al volumen de carga dando
lugar a variaciones en las concentraciones (Fig. 1), estos sistemas logran evitar
problemas de multiples dosificaciones, farmacos con estrecho margen terapéutico donde

se logra evitar fluctuaciones no deseadas en la concentracion plasmatica, entre otros

18,21
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l Posibilidad de efectos secundarios

Concentracion eficaz

N o N\

Débil o nula respuesta farmacol6gica

Concentracion de farmaco en sangre

Tiempo A: Liberacioén inmediata

B: Liberacion retardada E: Accion sostenida
C: Accion repetida

Figura 1. Sistemas de liberaciéon controlada en funcién de su liberaciéon (adaptado

de Ramirez, et al.) 2'.

111.1.2 Sistemas de liberacion dirigida

Dentro de los sistemas de liberacién modificada se puede buscar el control en la direccion
de entrega del farmaco donde se busca llevar el farmaco a zonas especificas para
obtener concentraciones mas altas en esas zonas, dando una mayor especificidad a la
terapéutica y, por ende, llevar a menores efectos adversos, de igual manera, el aumento
en la eficiencia de la administracion. Esto se logra al aprovechar condiciones especificas
que son generadas por la patologia a tratar, dentro de estas destacan marcadores
presentes en las células a tratar, alteraciones del medio como pueden ser variaciones de

pH, temperatura, gradientes de concentracion, entre otras 8.

[11.1.2.1 Direccionamiento pasivo

En ciertas patologias se producen condiciones de inflamacion, hipoxia y

metabolismo aumentado dentro de las zonas afectadas, por ejemplo, en cancer, artritis
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reumatoide, entre otras. Esto crea una mayor permeabilidad de los vasos sanguineos

adyacentes. El aumento de permeabilidad causa fugas lo que es conocido como efecto

EPR, logrando asi la penetracién de macromoléculas y nanosistemas.

" Targeted nanocarriers

Passive targeting (EPR) _.:—_,\'E’as\iv(- Passive targeting (EPR) /-".—:?":'/_/ /s \ :'”h:mi
e .. accumulation + Active targeting ,/ plaaza
/- 8, (EPR ) B ® Drug
x’-v ,‘.:_"-
\ - N o
" Vessel ) Vessel
- .~ 5 L
(74 - " ..
- e .-\(‘ll\'e/
\\annour. "_.-\/ \Wmour. ¥ e ulati
~—~ . '—/Z Native nanocarriers e . 3.09" nulation
\ " W \ " ¢ .~

Figura 2. Representacion esquematica del direccionamiento activo y pasivo de

nanoestructuras (adaptado de Anton, et al.) %2,

En el caso del cancer, esto se puede aprovechar ya que gracias a la ausencia de
drenaje linfatico en el tumor se da un aumento en la retencién, generando una mayor
selectividad para la liberacion del farmaco dependiente de las caracteristicas de tamano,

vascularizacion y fugas del tumor .22,

Existen distintas moléculas que aumentan el efecto EPR como la bradicinina, el
oxido nitrico, prostaglandinas, el factor de permeabilidad vascular (VPF), factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), entre otras, al ampliarse las fugas de la
vascularizacion gracias a las sustancias pro inflamatorias lleva a una mejora en la

captacion y retencion de nanoestructuras 222,

[11.1.2.2 Direccionamiento activo

El direccionamiento activo de los sistemas de liberacién permite aumentar

significativamente la carga de farmaco que es entregado a la célula blanco comparado
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con el direccionamiento pasivo o en una administracion convencional. Esto se realiza por
la deteccidn de marcadores especificos de alguna patologia como pueden ser distintos
tipos de cancer, es asi que se puede dirigir la terapia al conjugarse con anticuerpos, asi

como péptidos, acidos nucleicos y aptameros 23.

Con modificaciones a la superficie de las nanoparticulas se pueden utilizar distintas
etiquetas, no solamente para dirigir activamente hacia la célula si no para promover la
internalizacion del sistema y de esta manera dirigir a sitios intracelulares especificos
segun lo requiera el farmaco, logrando generar sinergia segun sea la estrategia de

direccion 2425,

Antibody

\\/
\\
N\

CRISPR-Cas9

Figura 3. Funcionalizacién de superficie para la direccién activa (adaptado de

Smerkova, et al.) .

[11.2 Polimeros

Se definen a los polimeros como cualquier sustancia, natural o sintética, que esta
compuesta por moléculas muy largas, llamadas macromoléculas compuestas de
multiples unidades quimicas llamadas mondmeros. Existen distintos polimeros en los

organismos vivos, por ejemplo, las proteinas, celulosa y acidos nucleicos, a su vez,
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existen polimeros minerales como el diamante, cuarzo, polimeros organicos como el

policloruro de vinilo, entre otros 2.

€ H € H Cl H

S—n S~N 1o SN ,:5‘“” 11 11 11
[\ \ = —C—C —C—C—C—C~—

NSNS AN e A

bl HH HH HH

Figura 4. Distintos tipos de polimeros.

[11.2.1 Mondmeros

Los mondmeros son las unidades estructurales basicas de un polimero, es decir,
los componentes en los cuales se pueden dividir las macromoléculas, por ejemplo, los
nucledtidos son los mondmeros del ADN, los aminoacidos son los mondémeros de las

proteinas, el etileno del polietileno, entre otros 27.
[11.2.2 Polimerizacion

Se define como polimerizacién al enlace de unidades estructurales mediante
reacciones quimicas, lo que lleva a la formacion de macromoléculas de gran tamafo que
pueden variar en la estructura de sus enlaces, ademas, los mecanismos mediante los
cuales se generan estos macromeros también poseen variaciones, siendo dos tipos de
polimerizacidon a grandes rasgos, polimerizacion por adicion y polimerizacion por

condensacion 28,

La polimerizacion por reaccion en cadena o adicidon, posee 3 etapas, la iniciacion

de la cadena, propagacién y terminacidn, mientras que la reaccion por condensacion es
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mas bien un proceso escalonado en el cual se liberan moléculas de agua en el proceso,

causando asi la unién covalente de los monémeros 27:28,

[11.2.2.1 Estructura polimérica

Los macrémeros obtenidos mediante una polimerizacién pueden ser de distintas
caracteristicas dependiendo del grado y densidad de entrecruzamiento que puede ser
propiciado por un agente quimico o por punto de conexion dentro del polimero, esto lleva
a la formacién de puntos de ramificacion y de igual manera, a puntos de unién o
convergencia. A grandes rasgos se pueden clasificar en tres grupos como se presenta
en la Figura 5, existen polimeros lineales que poseen un inicio y final Unico, ciclicos
donde no presentan un inicio ni final, si no que su cadena esta cerrada y las estructuras
ramificadas que pueden ser de unico punto o de puntos multiples, si se entrecruzan entre

polimeros de multiples ramificaciones creando redes poliméricas 2829,
Linear X—\ Cyclic @

Branched

.\.t-l\\ (,l k @

Figura 5. Representacion de las estructuras poliméricas.
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[11.2.2.2 Homopolimeros y copolimeros

Dependiendo del tipo de mondmeros que posean los polimeros se pueden clasificar
dentro de homopolimeros, en caso de que las unidades monoméricas sean idénticas
entre si y su nomenclatura sera con el prefijo poli seguido del monémero, en caso de que
los mondmeros presentes en la cadena sean distintos se clasifican a estos como
copolimeros, existen distintas maneras en las cuales se pueden entrelazar y ordenar

estos monoémeros 30,

111.2.2.2.1 Tipos de copolimeros

Dentro de los tipos de copolimeros que se pueden generar destacan dependiendo
de su ordenamiento de cadena lineal y a su vez, su ordenamiento dependiente de
ramificaciones los cuales pueden ser conjuntos de los mismos. Dentro de las variaciones
de la cadena lineal existen los copolimeros estadisticos, en los cuales las unidades de
repeticion se manejan por reglas estadisticas que involucran las proporciones en las que
fueron polimerizados, los polimeros alternantes son cadenas lineares en las que un
mondmero va seguido de su comondmero y presentan una secuencia repetitiva A-B-A-

B.

Por otro lado, se presentan los polimeros en bloque, en este caso son cadenas
lineares que sus unidades de repeticion son secuencias largas de mondémeros con un
sistema repetitivo, los mas comunes AB en bloque y ABA en bloque. Los polimeros
ramificados también pueden presentarse como ramificaciones en bloque, donde una
cadena seguida de A esta ramificada por cadenas de B o presentar estructuras

alternantes similares a los patrones lineares 2%2°,
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Tabla 1. Tipos de copolimeros y su estructura.

Tipos de Estructura

copolimeros

Estadisticos ~~B-B-B-A-B-B-A-B-A-Anrn
Alternantes rvA-B-A-B-A-B-A-B-A-Ban
En bloque A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-B-B-B-B-B-B-B-B-B-B

A-A-A-A-A-A-A-A-B-B-B-B-B-B-B-B-A-A-A-A-A-A-A-A

Ramificados lli—B—B—B—B—B
i
AAATATAAAATAATATATATATATATATATAA

_x_

B—B—B—B—B—B—B—B

[11.2.3 Polimeros inteligentes

Los polimeros inteligentes son comprendidos como polimeros y copolimeros que
contienen redes de entrecruzamiento, su caracteristica es la habilidad de responder a
cambios fisicos o quimicos por estimulos externos, entre los cambios en el medio que
detonan la respuesta destacan las variaciones de temperatura, pH, ultrasonido y fuerza
idbnica, no obstante, estos no son los unicos, el potencial redox, la radiacion
electromagnética y cambios por agentes quimicos o bioquimicos pueden ser también
estimulantes. Los estimulos fisicos modulan el nivel energético de los polimeros,
mientras que los estimulos quimicos inducen respuestas al alterar las interacciones

moleculares 31,
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[11.2.3.1 Polimeros sensibles a la temperatura

La temperatura ha sido un estimulo bastante estudiado y su respuesta en sistemas
poliméricos ha dado alternativas en la modulacion y aplicacion de sistemas de liberacion
controlada. Para aplicaciones biofarmacéuticas es importante buscar polimeros que
presenten temperatura critica cercana a la temperatura corporal o que puedan
modificarse con la inclusion de grupos hidrofébicos y/o hidréfilos, esto se usa para
generar cambios en el volumen de los polimeros, lo que permite la liberacién de cargas
de farmacos en zonas con actividad metabdlica aumentada. El uso de distintos
monomeros como la NIPAAm han sido ampliamente estudiado debido a su versatilidad

en el desarrollo de sistemas de liberacién 3233,

[11.2.3.1.1 N-isopropilacrilamida

La N-isopropilacrilamida o NIPAAm es un sélido cristalino soluble en agua que
funciona como un mondémero clave en el desarrollo de polimeros termorresponsivos, al
polimerizarse presenta caracteristicas interesantes como son una temperatura critica de
transicion de 32 °C 3*, debajo de esta temperatura el P-NIPAAm funciona de manera
hidrofilica lo que permite la expansion del polimero, mientras que al aumentar la
temperatura por encima del punto critico las cadenas poliméricas colapsan y toman una

conformacioén de glébulo hidrofébico, causando un descenso en el tamario 3°.

La temperatura de transicion de estos polimeros puede modularse al copolimerizar
con otros mondmeros, logrando generar una aproximacion a la temperatura corporal para
aplicaciones biomédicas, de igual manera, al usar comondmeros ionizables se pueden

generar sistemas de respuesta dual a la temperatura y al pH lo que aprovecha las
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condiciones causadas por la inflamacion o el metabolismo aumentado para la direccion

en la entrega del farmaco .

\/MNJ\ i o

(N-isopropilacrilamida) P(NIPAAmM)

Figura 6. Representacion esquematica de NIPAAm y p(NIPAAm).

111.2.3.2 Polimeros sensibles al pH

Debido a que las multiples variaciones en el pH a través del cuerpo este estimulo
presenta una ventaja importante en el desarrollo de sistemas de liberacion responsivos
al mismo, los valores en organulos celulares y en vesiculas de distintos origenes poseen
pH a los que acidos y bases débiles pueden presentar cambios en su ionizacion y por
ende, sufrir una transicion de fases aumentando o disminuyendo su volumen segun sea

el caracter del mondmero %7,

Se ha estudiado ampliamente el microambiente que se desarrolla en situaciones
de hipoxia e inflamacién, donde se generan condiciones de acidez cercanas a un pH 6.5,
(Figura 7), por ello, el desarrollo de sistemas que ronden estos valores son ampliamente
utilizados, entre estos destacan monémeros que poseen aminas y acidos carboxilicos
libres permitiendo la ionizacién de los mismos. La introduccién de terapias novedosas en

estos sistemas como son la funcionalizacién con ARNip, anticuerpos monoclonales,
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CRISPR-Cas9, entre otros, estos han centrado la mira en las condiciones de pH

caracteristicas de distintos estructuras intracelulares 32°,

Normal Tissue
pH74

Figura 7. Diferencia de pH en tejido sano y tumoral (inflamacién) (adaptado de

Ganta, et al. ¥".

111.2.3.2.1 1-Vinilimidazol

El 1-vinilimidazol es un monémero basico soluble en agua que es capaz de formar
homopolimeros cuaternizables y a su vez formar copolimeros funcionales entre los que
destacan la conjugacion con monomeros que presenten sensibilidad a la temperatura 38.
Uno de los métodos mas comunmente utilizados para la obtencion de poli(1-vinilimidazol)
es por polimerizacion de radicales libres y su posterior cuaternarizacion para conjugarse
con sustancias de caracter acido, en los estudios recientes se ha demostrado su

potencial como un sistema de liberacion de terapia genética .

Debido a los grupos ionizables presentes en este mondmero se ha visto involucrado
en el desarrollo de sistemas de liberacidon sensibles al pH, al presentar transiciones de

volumen en condiciones acidas provee de sensibilidad para la entrega de farmacos
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dirigida a organulos o microambientes inflamatorios donde las condiciones propician la

acidez 315,

s N

N N
G O
1-vinilimidazol  p(1-vinilimidazol)

Figura 8. Representacion esquematica de 1-vinilimidazol y p(1-vinilimidazol).

111.2.3.2.1 4-Vinilpiridina

La 4-vinilpiridina es un monémero basico, similar a 1-vinilimidazol que tiene la
capacidad de homopolimerizar y exhibir grupos amina ionizables, a su vez, esos mismos
grupos se pueden funcionalizar o extender con cadenas carbonadas para darle
propiedades hidrofobicas o hidrofilas segun sea la aplicacion 3°. Por medio de
precipitacion por radicales libres se puede obtener el poli(4-vinilpiridina) ya sea en
homopolimero o copolimero en caso de generar formulaciones con otros mondémeros
donde se buscan aprovechar su capacidad de ionizacidn para brindar a polimeros
sensibilidad al pH, esta caracteristica se ha buscado introducir en aplicaciones

biofarmacéuticas desde hace algunos afios 4°.

La polimerizacién con mondmeros sensibles a la temperatura ha sido anteriormente

reportado buscando generar sistemas de liberacion sensibles al pH y la temperatura al

24



modificar las temperaturas de transicion de otros polimeros con relacién al grado de
entrecruzamiento a su vez, se han descrito las propiedades termorresponsivas
dependientes de cuaternarizacion y su capacidad de vincularse con sustancias acidas

como ARN, ADN y anticuerpos 41,

% n

| S
N N

4-vinilpiridina p(4-vinilpiridina)

Figura 8. Representacion esquematica de 4-vinilpiridina y p(4-vinilpiridina)
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[11.3 Nanotecnologia

La nanotecnologia se define como el entendimiento y control de la materia a
nanoescala en dimensiones de 1 a 100 nm donde se tienen fendmenos unicos debido a
que a ese nivel pueden exhibir propiedades fisicas, quimicas y biolégicas que presentan

diferencias importantes que a granel 42.

Se comprende dentro de esta rama a la nanofabricacién, los nanomateriales y el
aplicar modelos quimicos y fisicos a la escala nanométrica, dentro de esta se pueden
encontrar desde moléculas como la glucosa, oligonucleétidos, hasta proteinas,

anticuerpos y virus (Figura 9). Existen nanoestructuras que se encuentran dentro de esta
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escala como son los dendrimeros, liposomas y nanoparticulas de distintas caracteristicas

(metalicas, poliméricas, etc.) 2°.

Nanoscale Biomolecules

Oligo-
nucleotide

Water s %# }a‘% Bacteria Cancer cell Pencil tip Tennis ball

DNA Antibody

Glucose Protein
<\ ws

4 <
¢ 100 108

10" ( I 10¢
N — -
Nanometer
o e \qg%b w’
Fullerene  Dendrimer  Quantum Dot Gold Metal oxide  Liposome  Polymer

Nanostructures
Figura 9. Nanoescala y nanoestructuras aplicables (adaptado de Saallah, et al.) %°.

[11.3.1 Nanomedicina

Se entiende por nanomedicina a la utilizacion de sistemas nanométricos como las
nanoparticulas, esto constituye una herramienta para el diagnostico y tratamiento de
enfermedades, en esta rama de la medicina se utilizan nanoparticulas modificadas que
permiten identificar a la enfermedad por marcadores o condiciones especificas que
mejoran la entrega en el sitio adecuado de farmacos y la correcta liberacion de los
mismos. Distintas caracteristicas de las nanoparticulas pueden ser modificadas como la
forma y tamafo a su vez, las propiedades fisicoquimicas pueden manejarse segun sea

necesario 743,

Debido a la versatilidad que presentan las nanoparticulas para el tratamiento y

diagndstico de patologias, la alta especificidad que se puede obtener mediante la
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modificacion de las mismas ha llevado a esta rama medica como una de las tendencias
para el desarrollo de medicamentos novedosos que presenten sistemas de liberacion

con caracteristicas de biodisponibilidad, especificidad y toxicidad mejoradas 61743,

[11.3.2 Nanoparticulas como sistemas de liberacion

Las nanoparticulas como un sistema de liberacion de farmacos son sistemas
coloidales de una gran relacion superficie volumen gracias al pequefo tamafo que
poseen, estos sistemas poseen fundamentalmente dos partes, las nanoparticulas y el
farmaco que van a transportar, estos se pueden unir covalentemente o estar
encapsulados dentro de la nanoparticula para protegerlo y liberarlo en las condiciones

adecuadas 4.

La eficiencia de estos sistemas radica en la capacidad de minimizar los efectos
adversos y aumentar la eficacia de los tratamientos al liberar de manera dirigida una
carga de farmaco, al aprovechar condiciones como el EPR se puede crear una
acumulacion en sitios de inflamacion lo que propicia mayores concentraciones en la
zona, vinculandolo con mecanismos de direccion activa se propicia una mayor

interaccion entre los sistemas nanoparticulas y la zona afectada *317.

Debido a la versatilidad que presentan para el cargado de distintos farmacos, sean
convencionales o biotecnolégicos se ha buscado utilizar estas nanoestructuras en
terapias tanto diagnosticas como de liberacién de farmacos, a pesar de que se ha
mantenido un enfoque predominante en el area de antitumorales una alternativa que ha

tomado relevancia es la liberacién de antiinflamatorios, antihipertensivos y hormonas

18,45
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CAPITULO IV PARTE EXPERIMENTAL

28




IVV.1 Equipos y reactivos

IVV.1.1 Equipos

i.  Balanza analitica Denver Instrument M-200
i. Detector de luz dinamica (DLS) Equipo ZetaSizer Nano-ZS, Malvern
Instruments, ZEN3500 con laser verde 532nm
ii.  Liofilizador LABCONCO Freezone
iv.  Parrilla con agitador magnético
v. Potencidmetro Corning Scholar 3000

vi. ATR Thermo Scientific modelo Nicolet iS5 FT-IR

IV.1.2 Reactivos

i.  1-Vinilimidazol (1-VI)

ii.  4-Vinilpiridina (4-VP)

iii. Agua desionizada

iv.  Agua miliQ

v.  Etilenglicol dimetacrilato (EGDMA)

vi.  Poli(etilenglicol) metil éter metacrilato (PEGMA)
vii.  N-isopropilacrilamida (NIPAAm) (TCI)
viii.  Nitrégeno de alta pureza (INFRA S.A. de C.V.)
ix. Persulfato de amonio (APS)

X.  Removedor de inhibidores

En caso de no mencionar la marca del reactivo estos se obtuvieron de Sigma-

Aldrich.
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I\VV.2 Purificacion de N-isopropilacrilamida

Debido a que el monémero NIPAAmM en su presentacion comercial contiene
inhibidores de polimerizacion se debe de realizar una purificacion para eliminarlos, asi
como impurezas que pudiera contener. El monémero se purifico con hexano (25 g
NIPAAmM /200 mL de hexano). En un matraz Erlenmeyer se colocé el hexano y se calenté
en bafo de agua a 45°C con agitacion constante junto con la NIPAAM, se agito hasta
homogeneizar la solucién y posterior a ello se filtré en caliente y dejo enfriar.

Una vez enfriado se puede observar la cristalizacion y este contenido se filtré en
vacio y se lavd con hexano frio (cuantas veces sea necesaria para obtener un color
blanco puro). La NIPAAm purificada se dejé secar a temperatura ambiente durante 48

horas protegiéndola de contaminaciones externas.

Figura 10. Purificacién de NIPAAm.

V.3 Remocidén de inhibidores

Para la remocion de inhibidores se puso una delgada capa de algodén en una
pipeta Pasteur de vidrio y posterior a ello una capa de 6 cm de removedor de inhibidor
marca Sigma-Aldrich, cada una de las pipetas se utiliza para reactivos distintos, se anade
mililitro por mililitro cada reactivo y se deposita en viales de 5 ml cubiertos de la luz para

evitar la polimerizacién.
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IVV.4 Sintesis de nanoparticulas

Se preparo un soporte universal con agitador magnético y pinzas para sostener un
matraz bola de 100 mL, se colocaron 50 mL de agua MiliQ, y bajo agitacion constante
se agregd NIPAAm en diferentes proporciones hasta que se disolvio, posterior a ello se
agregd el comondémero segun sea el caso (1-VI o 4-VP). Cuando se observé la
uniformidad se agreg6 PEGMA y EGDMA en las proporciones correspondientes,
después se colocd un tapon de goma y sello con parafiim para evitar fugas, se
desgasificé mediante inyeccion de N, durante 30 minutos para hacer la atmosfera inerte.
Se utilizdé una canula conectada al nitrégeno que llegue al fondo del matraz y otra canula
que permite la salida de aire en la parte superior del matraz.

En paralelo, se preparé otro soporte universal junto con una parrilla y agitador
magnético para preparar un bano de aceite a una temperatura de 85°C + 5°C
monitoreando la temperatura con un termdmetro para evitar variaciones de la
temperatura. Después del proceso de desgasificacion se ambiento el matraz en agitacion
constante durante 30 minutos dentro del bafio de aceite, pasado el tiempo se agrego el
iniciador (APS) por medio de una jeringa para evitar la pérdida de la atmosfera inerte. Se
mantuvo la reaccion durante 45 minutos y se observaron cambios en la coloracién desde
un color blanco hasta colores azulados. Terminado el tiempo se colocé la reaccion en
bafio de hielo para detener la polimerizacién de las nanoparticulas. Después de reducir
la temperatura se colocé en tubo falcén de 50 mL y se tomdé una muestra para determinar

su tamano vy distribucion.
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I\VV.5 Purificacion por dialisis.

Se prepararon membranas para dialisis con tamano de poro de 12-14 kDa en agua
destilada para hidratarlas, se pinzaron de un extremo y se vertio la solucién de
nanoparticulas dentro de la membrana, posterior a ello se cerré el otro extremo de la
membrana, se colocé en un recipiente con suficiente agua destilada para cubrir las
membranas y se cambid cada 12 horas durante 4 dias. Se tom6é muestra para realizar
mediciones de tamafio y distribucion para verificar la purificacion, después se separé en
viales para congelar la muestra y liofilizar. La muestra recolectada se analiz6 en distintas

condiciones para comparar con las caracteristicas después del proceso de liofilizacion.

IVV.6 Mediciones en ZetaSizer Nano-ZS (DLS)

Las soluciones se prepararon segun las condiciones a replicar, en caso de que sean
mediciones a distintos pH se toman en una proporcion 9:1 de buffer con respecto a las
nanoparticulas. Segun sea la medicion se pondran en las celdas correspondientes, si es
medicién de tamafo se utilizara una celda desechable de poliestireno de 1cm x 1cm, en

caso de ser una medicion de potencial zeta se utiliza una celda DTS1070.

Y

Figura 11. Celdas utilizadas para mediciones de tamafio y Potencial Zeta.

32



Las mediciones de tamario requieren de 1 mL de muestra y se realizan a 25°C por
duplicado. Para evaluar la temperatura se realizaron mediciones en intervalos de 2°C,
desde los 20°C hasta los 50°C. El Potencial Zeta ocupa 900 uL y se realizaron las
mediciones por duplicado en condiciones de 25°C. Todas las mediciones se realizaron

en condiciones sin buffer y bufferizadas a pH 7.4, 6.8, 6.0 y 5.0.

Figura 12. Equipo ZetaSizer Nano-SZ
La temperatura de transicion se determiné con el comportamiento del tamano de
particula con respecto a la temperatura, siendo observado una variacion mayor

identificable mediante analisis estadistico.

V.7 Liofilizacion

El equipo utilizado fue el Liofilizador LABCONCO Freezone, el cual requiere de una
muestra completamente congelada por lo que se separa la muestra en viales de peso
conocido, se coloca un volumen de 10-15 mL para realizar el calculo del rendimiento. Se
tapan las muestras con parafilm para evitar la contaminacion y después de congelar

correctamente la muestra se inicia el proceso de liofilizado que lleva 48 horas.
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V.8 Reconstitucion del liofilizado

Se preparan la solucion a concentracion de 1 mg de liofilizado por cada mL de agua
destilada y se mantiene en agitacion constante durante 12 horas, en caso de ver una

disolucion incompleta mantener 12 horas mas.

I\VV.9 Caracterizacion por FT-IR

Se utilizé el equipo ATR Thermo Scientific modelo Nicolet iS5 FT-IR para los
analisis de infrarrojo, la limpieza del equipo se realizé con solucién de etanol, inicialmente
se toman lecturas de blanco y posterior a ello se coloca la muestra de liofilizado de las
nanoparticulas en el detector del equipo y se ajusta la punta para su uso. Las lecturas
se hacen con un barrido de 16 lecturas para cada compuesto a analizar. Se realizé una
comparacién de los componentes de las formulaciones y el producto final para identificar

las bandas caracteristicas y comprobar la polimerizacion de las nanoparticulas.

I\VV.10 Caracterizacion por FESEM

Para realizar el analisis de la estructura de las nanoparticulas se preparé una
solucion de nanoparticulas a 0.02% peso/volumen, se coloco una gota sobre una rejilla
de cobre cubierta de carbono especializada para su uso en microscopia electrénica de
transmision de campo, se dejo secar las nanoparticulas y posterior a ello se coloco una
gota de acido fosfotungstico al 1%, se retir6 el excedente, dejo secar y proceso de

acuerdo a protocolos de la microscopia.
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CAPITULO V RESULTADOS Y DISCUSION
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V.1 Sintesis de nanoparticulas de NIPAAM/VI, NIPAAM/VP y

NIPAAM/VI/NP
V.1.1 Componentes

Se obtuvieron microparticulas de NIPAAmM/VI, NIPAAmM/VP y NIPAAmM/VI/VP
formuladas de acuerdo a la tabla 2, los % se realizaron en relacién a los moles totales
de NIPAAm y PEGMA, se mantuvieron las relaciones constantes unicamente
modificando el comondémero que fuera a ser implementado en la formulacién y la

proporcion en el que este se afnadio.

Tabla 2. Proporcion de los componentes de cada formulacion.

Componentes NIPAAM/VI | NIPAAM-VP | NIPAAM/VI/VP
NIPAAM/PEGMAm | 70:30 70:30 70:30

1-Vi 10% X 5%

4-VP X 10% 5%

V.1.1 Rendimiento de reaccion

Se realiz6é un analisis de datos para calcular el rendimiento mediante gravimetria.
La tabla 3 muestra que el rendimiento promedio de todas las formulaciones supera el
85% y presenta una desviacion estandar menor a 5, por lo que se puede catalogar a las
reacciones con un buen rendimiento y poca variabilidad, las tres formulaciones
presentaron rendimientos de reaccion muy similares tomando en cuenta que hay un

cambio o adicion de comondémero dependiendo de la formulacién sintetizada.
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Tabla 3. Rendimiento de reaccion de las distintas formulaciones.

Formulacion Rendimiento (%) | Desviacion estandar
NIPAAmM/VI 10% 86.55 3.59
NIPAAM/VP 10% 87.72 3.78

NIPAAmM/VI/VP 5%I5% 86.14 4.65

V.1.2 Liofilizado y preparacion.

Las nanoparticulas obtenidas se observan en la Figura 13, se presenta la
suspension después de dializar y listas para el proceso de liofilizado donde se observa
una suspension con un color azul traslucido (Fig. 13a), lo cual se atribuye a la dispersion
de luz causada por las nanoparticulas o efecto Tyndall. Después de liofilizar se pueden
apreciar las nanoparticulas como hebras similares al algodén de color blanco (Fig. 13b),
al preparar la suspension a concentracion de 1 mg/mL se observa una disminucion en la

tonalidad azulada lo que indica una menor concentracion (Fig. 13c).

Figura 13. Nanoparticulas A) antes de liofilizar, B) liofilizadas y C) resuspendidas.
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V.2 Caracterizacion de nanoparticulas de NIPAAm/VI,

NIPAAM/VP y NIPAAmM/VI/NVP
V.2.1 Tamano de particula

Las mediciones de tamano fueron tomadas antes y después del proceso de
liofilizado a una temperatura de 25°C, se tomaron los datos por duplicado de distintas
reacciones y se muestran los tamanos promedio de diametro hidrodinamico, su indice

de polidispersidad y sus respectivas desviaciones estandar en la tabla 4.

Tabla 4. Tamano de las formulaciones antes y después de liofilizar.

Antes de liofilizar Después de liofilizar
Z-ave Z-ave

Formulacion DE | PDI DE | PDI
(d.nm) (d.nm)

NIPAAM/VI 238.60 [50.73]0.209| 229.13 | 8.49 |0.241

NIPAAmM/VP 222.65 |34.86(0.172| 203.00 [51.09|0.274

NIPAAM/VI/VP| 252.70 [19.25(0.194| 249.25 | 4.45 |0.209

Los resultados presentados en la tabla demuestran una distribucion homogénea de
las nanoparticulas debido a su PDI inferior a 0.25, antes de liofilizar con tamafios de
particula de 253 nm hasta 220 nm, después de liofilizar se determino que no hay
variaciones estadisticamente significativas (p>0.05) , se reflejé6 de igual manera un
aumento del indice de polidispersidad al llegar hasta 0.275, el tamano que poseen aun
después del proceso de liofilizar y la distribucion permite clasificar el proceso como

estable ya que no hubieron variaciones estadisticamente significativas, en las Figuras
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14, 15 y 16, se muestra graficamente la distribucion de tamafos antes y después de

liofilizar donde se puede observar el desplazamiento de las distintas formulaciones.

Antes
Resuspendidc

14 -

N N
o N
| |

Intensidad (%)
o

' ' L | ' ' L
10 100 1000
Tamafo (d.nm)

Figura 14. Grafica de distribucion de tamano de particula de microgeles de

NIPAAM/VI 10% antes y después de liofilizar.

En la Figura 14 de NIPAAmM/VI 10% se puede observar visualmente un ligero
desplazamiento hacia la derecha de la grafica de distribucién donde se aumenta el indice de
polidispersidad desde .21 hasta .24 aunque se observe un menor tamafio de particula, esto nos
permite identificar a la formulacion como estable frente al proceso de liofilizado ya que el

desplazamiento es muy pequefio. rendimiento y poca variabilidad.
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Figura 15. Grafica de distribucion de tamafo de particula de microgeles de

NIPAAM/VP 10% antes y después de liofilizar.

En la Figura 15 de NIPAAmM/VP 10% se aprecia el desplazamiento hacia la derecha de la
curva de distribucién y un aumento pronunciado del indice de polidispersidad que varia desde
0.172 hasta 0.274, a pesar de esta desviacion el tamafio de particula disminuyo alrededor de 20
nm, esta formulacion no tuvo problemas para ser reconstituido después del proceso de liofilizado

por lo que se mantuvo estable.
Como se observa en la Figura 16, la formulacién de NIPAAM/NINP 5%/5%
presenta un comportamiento semejante a las otras formulaciones al desplazarse

ligeramente hacia la derecha y un aumento en el indice de polidispersidad de 0.195 a

0.209, fue la formulacion que presento mayor estabilidad en cuanto a tamafio promedio
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de particula al sufrir cambios muy pequenos en estos valores, no se presentaron
problemas para la reconstitucién de esta formulacion y se mantuvo estable para todas

las mediciones.

Antes
Resuspendidc
14 A
12
10

Intensidad (%)
(0]

' ' L | ' ' L
10 100 1000
Tamaio (d.nm)

Figura 16. Grafica de distribucion de tamano de particula de microgeles de

NIPAAM/VI/IVP 5%/5% antes y después de liofilizar.

El tamaio y estructura de nanoparticula fue confirmado por FESEM observandose
una estructura esférica que concuerda con la finalidad de obtener productos de tipo
nucleo-coraza, el tamafo de particula observado ronda los 130 nm lo cual concuerda
con el comportamiento de deshidratacion observado al analizar mediante este tipo de

técnicas.
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[ ] 100nm ITT-JEOL 2/15/2022
x40, 000 29.5KV TED SEM WD 7.7mm 13:05:41
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x40,000 29.5kV TED SEM WD 7.7mm 13:07:16

Figura 17. Microscopia mediante técnica FESEM de nanogeles teiidos con acido

fosfotungstico al 1%.’

V.2.2 Analisis por FT-IR

El analisis de infrarrojo se realizd para todas las formulaciones y sus respectivos
componentes, debido a que las formulaciones presentan el mismo tipo de enlaces se aprecia
una similitud en sus bandas caracteristicas con pequefios desplazamientos en cuanto a numero
de onda y de intensidad, en las Figuras 18, 19 y 20, se presentan los infrarrojos de cada una de

las formulaciones. Entre las bandas caracteristicas que permitieron la identificacién de las
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estructuras presentes en la formulacién se encuentra un estiramiento del enlace N-H
perteneciente al enlace amida a 3289 c¢m™'m de la NIPAAm, una banda a 3076 cm™!
correspondiente al estiramiento C-H de las instauraciones presentes en los anillos de 1-Vl y 4-
VP, alos 2970 cm™! y 2875 cm™! encontramos bandas correspondientes al estiramiento C-H de
metilos y metilenos respectivamente atribuibles a la cadena principal del polimero y los metilos
terminales de la NIPAAm, a 1640 ¢cm™! se aprecia una banda intensa identificable por el
estiramiento C=0 de la amida presente en NIPAAm y C=N presente en los anillos de 1-Vl y 4-
VP, a 1543 cm™! se observa el doblamiento del enlace N-H presente en la NIPAAm, a 1456 y
1386 cm™! se observan bandas caracteristicas del doblamiento C-H de metilos y metilenos. A
1106 ¢m™! existe un pico intenso que se presenta por los éteres encontrados en PEGMA y

EGDMA.
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Figura 18. Espectro FT-IR de NIPAAM/VI 10%.
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NIPAAM/4-VP
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Figura 19. Espectro FT-IR de NIPAAmM/4-VP 10%.

INIPAAM/VI/4-VP
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Figura 20. Espectro FT-IR de NIPAAM/VI/4-VP 5%/5%.
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V.2.3 Potencial zeta

Se determind el Potencial Zeta de las distintas formulaciones observandose un
comportamiento inversamente proporcional al pH en el cual se encontraba la suspension,
a pH acidos se encontraron potenciales zetas mayores que descendian a medida que

aumentaba el pH, en la tabla 5 se reportan los potenciales zeta de cada formulacion.

Tabla 5. Potenciales zeta y sus respectivas desviaciones estandar.

NIPAAm/VI | NIPAAm/VP | NIPAAm/VI/VP

pH Pz PZ
DE DE | PZ(mV) | DE
(mV) (mV)

3 152 |0.71| 155 [0.40| 231 0.23

4 135 |1.56| 1.67 |0.16| 1.80 0.33

5 1.04 |0.77| 0.61 [0.14| 0.36 0.01

6 -2.21 |1.13| -0.44 |0.30| -0.36 | 0.19

7 -3.26 |0.04| -3.33 |0.30| -2.25 | 0.03

8 -3.47 |0.12| -2.66 |0.16| -2.39 | 0.35

9 -3.26 |0.04| -2.53 |0.19| -3.12 | 0.73

En la Figura 21 se muestra graficamente la tendencia del potencial zeta en la
formulacion NIPAAmM/VI 10% donde se observa graficamente el descenso en el potencial
zeta que va desde 1.52 hasta -3.47, el cambio mas importante se observé en el pH 6
donde hubo un cambio de 3 mV. En la Figura 22 se puede ver un comportamiento similar
con NIPAAM/VP, aunque el descenso mas importante se encuentra en el pH 7 bajando

3 mV y siendo el punto mas bajo de los estudiados. En la Figura 23 se puede apreciar la
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formulaciéon NIPAAmM/VI/VP con un descenso que va desde 2.31 hasta -3.12 con su
mayor descenso a pH 7 de 2.1 mV. Todas las formulaciones presentaron esta tendencia
a la baja y se mantuvieron en los mismos rangos de potencial zeta. De acuerdo a la
transicion de la carga del potencial zeta se puede observar el punto isoeléctrico de las
suspensiones cercano al pH 6.0, debido a que no presentan magnitudes mayores a +£10

mV, no se puede determinar la carga de las nanoparticulas.

Potencial zeta (mV)
1

-2
|
N
N\

-3 .
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[

-4 I I I I I I I
3 4 5 6 7 8 9

Figura 21. Potencial zeta de NIPAAM/VI 10%.
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Figura 22. Potencial zeta de NIPAAM/VP 10%.
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Figura 23. Potencial zeta de NIPAAM/VI/VP 5%/5%.
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V.3 Evaluacion del efecto de la temperatura y el pH.
V.3.1 Efecto de la temperatura

Se estudidé el efecto de la temperatura en las distintas formulaciones
determinandose la temperatura de transicion y el descenso de tamano de las
nanoparticulas. En la Figura 24 se observa la transicion de tamario de la formulacion de
NIPAAmM/VI 10% que va desde 220 hasta 140 nm con una temperatura de transicion de
a los 42°C lo cual se observa desplazado con respecto a la de la NIPAAm que se situa
a 32°C. Para la formulacién de NIPAAM/VP 10% se observa una temperatura de
transicién similar, a 40°C con un desplazamiento en el tamafo que va desde los 256 nm
hasta 200 nm, observandose un menor descenso en el tamafio de una manera mas
escalonada llegando a ser practicamente estable después de su temperatura de

transicion como se observa en la Figura 25.

Para la formulacién conteniente de ambos mondmeros (NIPAAM/VI/VP 5%/5%) se
puede observar un descenso mas pronunciado variando su tamafno desde los 343 nm
hasta los 215 nm con un descenso que inicia alrededor de los 28°C hasta los 40°C con

una temperatura de transicion a los 34°C.
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Figura 24. Estudio de tamafo con respecto a la temperatura de NIPAAmM/VI 10%.
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Figura 25. Estudio de tamafo con respecto a la temperatura de NIPAAM/VP 10%.
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Figura 26. Estudio de tamafno con respecto a la temperatura de NIPAAmM/VI/VP

5%/5%

V.3.2 Efecto del pH

La influencia del pH en el tamafo de particula e indice de polidispersidad se obtuvo
a diferentes pH para estudiar su comportamiento en los diferentes medios que pudiera
verse involucrado en el cuerpo humano, las variaciones en tamafno de las distintas
formulaciones se observan en las Figuras 27, 28 y 29 donde se pueden ver graficas de
distribucion y en las figuras 30, 31 y 32 se observa la relacidon del tamafo con respecto
al pH. Con NIPAAmM/VI 10% observamos un desplazamiento hacia la izquierda en todos
los medios que se realiz6 el estudio, se observan de igual manera disminuciones en el

indice de polidispersidad, las condiciones con menor tamafo e indice de polidispersidad
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se encontraron a pH 6.8 y 5.0 con tamanos cercanos a los 150 nm y PDI menor a 0.18

observandose un cambio de 70 nm con respecto a la formulacion sin buffer.

Para la formulacién de NIPAAmM/VP 10% se observa un comportamiento distinto al
aumentar el tamafo promedio de particula y el PDI en menor medida, graficamente se
puede observar la diferencia entre las distribuciones al ser de menor intensidad y mayor
dispersién, se puede apreciar un ligero desplazamiento hacia la izquierda, a pH 6.8 y 6.0
es donde se ve un mayor desplazamiento donde los tamafios de particula fueron

similares a los de la formulacién sin buffer con valores de 212 y 205 respectivamente.

En el estudio de NIPAAmM/VI/VP 5%/5% encontramos un desplazamiento hacia la
izquierda a los distintos pH, disminuyendo significativamente su PDI sin tener un
desplazamiento importante en el tamafo de particula promedio a pH 6.8 y 6.0 se
encontraron menores tamanos de particula y menor PDI en comparacién con las distintas

condiciones.

Dentro de las 3 formulaciones encontramos un comportamiento similar al
someterlas a las distintas condiciones de pH, siendo de especial importancia los
ambientes de pH 6.8 y 6.0 ya que en microambientes tumorales y medios inflamatorios
se observa un descenso en el pH con valores cercanos a los anteriormente
mencionados, a medida que desciende el pH las nanoparticulas muestran una ligera
tendencia a la baja en su tamafio de particula y de igual manera un menor indice de

polidispersidad creando una distribucién mas compacta.
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Figura 27. Grafica de distribucion de tamaio de particula de NIPAAmM/VI 10% en

distintas condiciones de pH.
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Figura 28. Grafica de distribucion de tamaino de particula de NIPAAM/VP 10% en

distintas condiciones de pH.
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Figura 29. Grafica de distribucion de tamafo de particula de NIPAAmM/VI/VP

5%/5% en distintas condiciones de pH.
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Figura 30. Grafica de tamaio contra pH de NIPAAM/VI 10%
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Figura 31. Grafica de tamaifio contra pH de NIPAAM/VP 10%
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Figura 32. Grafica de tamafo contra pH de NIPAAM/VIVP 5%5%
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V.3.3 Efecto de la temperatura y el pH.

La evaluacion de la sensibilidad en simultaneo a la temperatura y el pH se realizo

mediante la realizacidn de mediciones de tamafo en intervalos de 20 a 50°C en las

distintas condiciones de pH para todas las formulaciones, se identificaron los

desplazamientos de tamano y de igual manera de la temperatura de transicion.

Como se muestra en la Figura 33, para NIPAAmM/VI 10% encontramos un descenso

en el tamano para todas las condiciones de pH yendo desde los con un tamafo a los

20°C de alrededor de 160 nm con un colapso hasta los 110 nm al llegar a los 50°C la

temperatura de transicion descendié desde los 42°C de la formulacion inicial hasta 38 a

pH 7.4 y en las condiciones de 6.0 y 5.0 llego hasta los 36 °C.
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Figura 33. Estudio de tamafo con respecto a la temperatura de NIPAAmM/VI 10%

en distintas condiciones de pH.
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A diferencia de la formulacién anterior, en NIPAAmM/VP 10% observamos
variaciones entre los distintos pH, a pH 7.4 se ve un aumento en el tamano inicial con
respecto a la formulacion sin buffer, con tamafio que va desde los 323 mm hasta los 176
nm, situandose su temperatura de transicion a los 30°C, a pH 6.8 y 6.0 podemos observar
este valor en los 34°C pero con variaciones en el tamano mas pronunciadas que van
desde los 208 nm hasta 138 nm para las condiciones de pH 6.8 y a pH 6.0, donde
observamos un mayor colapse que varia desde 259 nm hasta 99 nm, en condiciones de
mayor acidez, a pH 5.0 se observa un aumento en la temperatura de transicion hasta

36°C y un colapso que va desde 253 nm hasta 177 nm.
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Figura 34. Estudio de tamano con respecto a la temperatura de NIPAAM/VP 10%

en distintas condiciones de pH.
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Con NIPAAM/VINP 5%/5% observamos un comportamiento similar a la primera
formulaciéon al observarse un descenso en los tamanos promedio en las distintas
condiciones de pH, la temperatura de transicion para la formulacion sin buffer se
mantiene a 32°C como el polimero de NIPAAm, observandose una transicion de tamanio
desde los 340 nm hasta 215 nm, en comparacién con las distintas condiciones de pH
donde se observan en la Figura 30. Para pH 7.4 encontramos una temperatura de

transicion a los 34°C y un tamafio que va desde 270 nm hasta 170 nm.

A medida que desciende el pH vemos un aumento de la temperatura de transicion
llegando a 38°C en pH 6.8 y 5.0 con transiciones de tamafno desde 247 nm hasta 155
nm y 256 hasta 163 nm respectivamente. Las condiciones de mayor interés fueron a pH
6.0 donde la temperatura de transicion de situa a los 40°C y con un descenso de tamafo

iniciando a los 240 nm y bajando hasta 155 nm.
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Figura 35. Estudio de tamaio con respecto a la temperatura de NIPAAmM/VI/VP

5%/5% en distintas condiciones de pH.
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Se lograron sintetizar distintas formulaciones de nanogeles de NIPAAm
estabilizadas con PEGMA y copolimerizado con distintas aminas como monoémero
secundario como fueron 1-vinilimidazol y 4-vinilpiridina los cuales se polimerizaron a una
proporcion de 10% molar, utilizando EGDMA como entrecruzante y APS como iniciador
aniénico mediante el método de polimerizacion en emulsion sin detergente, con buen

rendimiento y resistencia al proceso de liofilizado.

Se obtuvieron tamafos de particula para las 3 formulaciones que van desde 203
nm hasta 249 nm con distribuciones unimodales, mediante el analisis por FT-IR se pudo
corroborar la correcta polimerizacion al identificar la presencia de bandas caracteristicas
de los distintos componentes que se utilizaron en la sintesis de las nanoparticulas. El
analisis del Potencial Zeta permite identificar una transicion de la carga de positivo a
negativo al pasar de pH 5 a 6, al no presentar valores de magnitudes elevadas esta
informacion no presenta robustez suficiente, esto se puede deber a PEGMA que reduce
la densidad de carga superficial, junto con ello el uso de un iniciador aniénico puede

contribuir a estos valores tan pequefios.

Se demostro la sensibilidad dual a la temperatura y el pH de las nanoparticulas al
demostrarse una tendencia de colapso a medida de aumentaba la temperatura, se
obtuvo un desplazamiento de la temperatura de transicién con respecto al polimero de
NIPAAm, para las distintas formulaciones las condiciones favorables fueron a
condiciones de pH menores a 7 donde se encontréo temperaturas de transiciones
cercanas a la temperatura corporal, a pH 5 se encontré una temperatura de transicién a
los 36°C para las formulaciones NIPAAmM/VI y NIPAAmM/VP, mientras que para

NIPAAM/VI/VP fue de 38°C, la formulacion copolimerizada unicamente con VP es de
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especial interés debido a la mayor variacion que presento frente a las distintas

condiciones de pH presentando un colapso a pH 6.0 que ronda los 100 nm.

El incorporar monémeros que contienen aminas terciarias permite dar sensibilidad
al pH a este tipo de polimeros, aunado a ello, la capacidad de ionizacion y cuaternizacion
de estas aminas abre una ventana de posibilidades para su cargado con moléculas de
caracter anionico como puede ser la incorporacion de farmacos de caracter acido o

moléculas como acidos nucleicos entre los que destaca el ARN interferente pequenio.

Para trabajos futuros se pretende evaluar estos nanogeles como sistema de
liberacién junto con polimeros de vinilaminas para incorporar acidos nucleicos de tipo
ARNip con posibles aplicaciones en tratamiento con terapia genética para pacientes

oncologicos.
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Tabla 6. Componentes de formulacion NIPAAmM/VI 10%.

Formulacion de NIPAAm/VI 10% relacion NIPAAm/PEGMAm 7:3

% de
activador 2 % de comondémero 10 % de entrecruzante 3
Volumen
Componente | Masa (g) Moles Densidad Dilucion (uL)
NIPAAm 0.35 3.09E-03
PEGMAmM 0.15 7.21E-05 1.078 50% 278.2931354
1-Vi 0.02978658 3.17E-04 1.038 28.69612544
EGDMA 0.02070362 1.04E-04 1.05 19.71773179
APS 0.01588997 6.96E-05
Tabla 7. Componentes de formulacién NIPAAM/VP 10%.
Formulaciéon de NIPAAm/VP 10% relacién NIPAAm/PEGMAm 7:3
% de
activador 2 % de comondémero 10 % de entrecruzante 3
Volumen
Componente | Masa (g) Moles Densidad Dilucion (uL)
NIPAAm 0.35 3.09E-03
PEGMAmM 0.15 7.21E-05 1.078 50% 278.2931354
4-VP 0.03327766 3.17E-04 0.984 33.81876286
EGDMA 0.02070362 1.04E-04 1.05 19.71773179
APS 0.01588997 6.96E-05

Tabla 8. Componentes de formulacién NIPAAmM/VI/VP 5%/5%.

Formulaciéon de NIPAAmM/VI/VP 5%/5% relacién NIPAAm/PEGMAm 7:3

% de

activador 2 % de comondémeros 5 % de entrecruzante 3

Volumen
Componente | Masa (g) Moles Densidad Dilucion (uL)

NIPAAmM 0.35 3.09E-03

PEGMAmM 0.15 7.21E-05 1.078 50% 278.2931354
1-vI 1.49E-02 1.58E-04 1.038 14.34806272
4-VP 0.01663883 1.58E-04 0.984 16.90938143

EGDMA 0.02070362 1.04E-04 1.05 19.71773179
APS 0.01588997 6.96E-05
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Tabla 9. Temperaturas de transicion de las distintas formulaciones a diferentes

pH.
Temperatura de transicion (°C)
.. pH

Formulacion .
Sin pH 5.0 6.0 6.8 7.4
NIPAAM/VI 42 36 36 34 38
NIPAAM/VP 40 36 34 34 30
NIPAAmM/VI/VP 34 38 40 38 34
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