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RESUMEN

En la presente investigacion, se obtuvieron nanodispositivos poliméricos (NDP, de tamafios
de 27 a 40 nm) recubiertos con una coraza biopolimerica de quitosano (CS) y/o quitosano
modificado con &cido folico (CS-FA) como sistemas de administracion dirigida de farmacos
anticancerigenos. Inicialmente se trabajo en la sintesis de novedosos tensoactivos bicéfalos
(BS) dianidnicos partiendo de &cidos grasos saturados e insaturados (miristico, linoleico y
oleico). Estos fueron caracterizados mediante espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) y espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). Por otra parte, se
les determind la concentracion micelar critica (CMC) mediante conductividad, nimero de
agregacion y parametro de empaqguetamiento (mediante calculos tedricos aplicando la teoria
de funcionales de la densidad), ensayos de viabilidad celular en las lineas celulares tumorales
de cancer de pulmén (A549) y mama (MDA-MB-231) y evaluacion como agentes micro
emulsionantes utilizando aceites esenciales de menta (AcM), canela, jojoba y vegetales (oliva
y aguacate). Los resultados obtenidos de estas formulaciones demostraron que, no es posible

el uso de estos BS para la formacion de microemulsiones (ME).

Se sustituy6 el uso de estos BS por los liquidos i6nicos (IL) lo-li-tec CIEG® y T2EG®
(considerados BS comerciales), como alternativa para la formacién de ME. Inicialmente se
determind la region de ME mediante la construccion de diagramas parciales de fases ternarios
y los resultados derivados indicaron que el BS CLEG® permite la obtencién de ME estables,
trasltcidas y con mayor porcentaje de AcM. Posteriormente, las ME fueron tratadas con CS-
FA para recubrir las gotitas de la ME y formar NDP los cuales demostraron ser sistemas
termodinamicamente estables. Enseguida, se determinaron los perfiles de liberacion de los
compuestos bioactivos de los NDP conteniendo el aceite esencial de menta y el farmaco
anticancerigeno paclitaxel. Los datos obtenidos de los perfiles de liberacion de los
compuestos bioactivos se ajustaron a cuatro modelos matematicos de mecanismo de
liberacion, siendo el modelo de Korsmeyer-Peppas el que permitié obtener mejor ajuste en
los sistemas poliméricos. La evaluacion de la viabilidad celular mediante el ensayo
colorimétrico de cristal violeta, como ensayo preliminar (existen otras técnicas mas sensibles,

como la de formazan), indicé que estos NDP no producen un efecto citotdxico en células
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sanas, sin embargo, si presentan una mayor citotoxicidad en las lineas de cancer MDA-MB-
231 (mama) y A549 (pulmén).

Para investigar el comportamiento del IL CIEG® en polimerizaciones mediante radicales
libres, se llevaron a cabo polimerizaciones en ME de estireno (St) y acetato de vinilo (VAc)
por radicales libres empleando el tensoactivo CIEG® variando las concentraciones de
monomero, e iniciador y temperatura. Los polimeros obtenidos fueron caracterizados
mediante FTIR, RMN, cromatografia en permeacion de gel (GPC), anélisis
termogravimétrico TGA), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y analisis mecanico
dindmico (DMA).
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1. INTRODUCCION

En la actualidad, se ha incrementado el interés respecto a la obtencion y/o modificacion de polimeros
naturales y/o sintéticos, debido a que desempefian un papel crucial en diversas industrias como la papelera,
alimenticia, electronica, cosmética, automotriz, aeronautica, farmacéutica, biomédica, entre otras,
destacando su relevancia en el disefio y desarrollo de sistemas de administracion de farmacos
anticancerigenos [1]. El quitosano (CS) es un polimero natural biodegradable, no toxico, pH responsivo
[2] y altamente reactivo por sus grupos funcionales que permiten la modificacion de su superficie al unirse

con otros receptores y asi lograr la administracion de terapias dirigidas [3] .

Por otro lado, el cancer es una de las enfermedades con mayor mortalidad en el mundo que consiste en el
crecimiento descontrolado de células tumorales malignas. Actualmente, estas enfermedades son tratadas,
entre otras opciones, mediante terapias convencionales, no selectivas, con baja biodisponibilidad y
altamente toxicas que provocan efectos secundarios indeseables en los pacientes[4]. Por estas razones, se
requiere el disefio de quimioterapias dirigidas que permitan la administracion de los farmacos

anticancerigenos de manera eficiente, reduciendo sus efectos laterales y la toxicidad.

Las microemulsiones (ME) son sistemas coloidales termodinamicamente estables e isotropicos
trasparentes y con gotitas (o particulas) de tamafios nanométricos, que han sido empleadas como forma
farmacéutica para liberacion de farmacos quimioterapéuticos [5]. Estos sistemas son formados por al
menos un componente hidrofilico (que suele ser agua), uno hidrofébico (que podria ser un aceite esencial)
[6] y un componente anfifilico, como los tensoactivos bicéfalos (BS) los cuales tienen dos cabezas polares
y una cola hidréfoba [7]. Ademas, las gotitas de estas ME pueden ser recubiertas con biopolimeros para
la formacion de nanodispositivos poliméricos (NDP), los cuales en los ultimos afios han atraido mucho la
atencion debido a que permiten proteger el principio activo (APl por sus siglas en inglés: active
pharmaceutical ingredient, (sustancia que produce el efecto farmacoldgico en una formulacion
farmacéutica) dentro de un ndcleo, recubriéndolo con una coraza funcionalizada que permite desarrollar
terapias dirigidas mejorando la solubilidad, biodisponibilidad, farmacocinética y farmacodinamia del API,
reduciendo los efectos secundarios producidos por terapias no selectivas [8].

Por otro lado, el empleo de liquidos iénicos (IL) como estabilizadores para polimerizaciones en ME
representan una opcion atractiva, pues podrian reducir la cantidad de tensoactivo en la formulacion.

Ademas, desde un punto de vista académico, existen pocos reportes sobre esta aplicacion, aunque los IL



se han utilizado como disolventes y no como agentes anfifilicos. Por otra parte, podria ser una oportunidad
para la disminuciéon de la contaminacion ambiental y de los riesgos a la salud ocasionados en las

polimerizaciones convencionales en las que se usa un tensoactivo.

En este trabajo de investigacion se reportan los resultados de la obtencion de ME recubiertas con los
biopolimeros de CS y/o quitosano modificado con &cido folico (CS-FA), como sistemas nano acarreadores
de farmacos anticancerigenos para terapias dirigidas. Se presentan las caracterizaciones fisicoquimicas
del CS, CS-FA y de los BS sintéticos y/o comerciales para la formulacién de ME con aceites esenciales y
vegetales con el farmaco anticancerigeno paclitaxel. Posteriormente, Las particulas de estas se ME
recubrieron con una coraza biopolimérica (CS o CS-FA) y se llevo a cabo la evaluacion de liberacion de
los componentes bioactivos y los ensayos de viabilidad celular in vitro. Finalmente, se presentan los
resultados de las caracterizaciones de los latex y los polimeros obtenidos de las polimerizaciones en ME

del estireno (St) y el acetato de vinilo (VACc) utilizando IL como tensoactivo.



2. ANTECEDENTES

2.1 Biopolimeros

Los polimeros son macromoléculas compuestas de un gran nimero de unidades repetitivas (monomeros)
unidas covalentemente y se clasifican segun su origen, naturaleza y/o estructura. Los biopolimeros son
aquellos que se obtienen a partir de organismos vivos; algunos ejemplos de estos, son de crustaceos,
camarones, langostinos, langostas, conchas, entre otros [9], [10]. Otros tipos se obtienen sintéticamente
[11]. En la Figura 1 se presenta un esquema de la clasificacion de estos materiales y algunos ejemplos de

ellos.

Polisacaridos: colageno, queratina, gelatina, seda,
fibrina, quitina

— Naturales
(72
O e 7 - - Ve - - 7
> Proteinas: acido hialuronico, celulosa, almidon.
E _—
\:
&)
& - oy - -7 - -
— Sintéticos Poliuretanos, poliéster, polianhidros, entre otros.

Figura 1. Clasificacién de los polimeros y ejemplos

Debido a la diversidad y versatilidad de los biopolimeros, en los Gltimos afios se ha presentado un auge
en sus estudios, atribuido a las interesantes propiedades biomédicas que poseen estos materiales entre las
cuales destacan su buena biocompatibilidad que esta relacionada con su nula o baja citotoxicidad, motivo
por el cual el uso del quitosano ha sido aceptado oficialmente por la Farmacopea de los Estados Unidos
(USP) [12].

Entre las aplicaciones de los biopolimeros se pueden destacar su uso para la fabricacion de dispositivos
ortopédicos, cardiovasculares, dentales y oftalmicos [13], en suturas quirurgicas [9], ingenieria de tejidos

[14], medicina regenerativa [15], vacunas y formulaciones farmacéuticas, permitiendo liberar un farmaco



directamente en el sitio de accidon, debido a que algunos biopolimeros pueden ser sensibles a estimulos

externos como al pH y/o temperatura [16].

El uso de biopolimeros como tecnologia emergente en sistemas de administraciones de farmacos
hidrofilicos e hidrofébicos representan una alternativa atractiva y novedosa de tercera generacion. Esta
tiene como finalidad reducir las limitantes de los farmacos de primera generacion (donde la liberacién del
farmaco es dependiente del tipo de sistema de administracion) y de segunda generacién (donde la
farmacocinética es dependiente de la farmacodinamia y absorcion del farmaco en el sitio de accion)
mientras que los sistemas de tercera generacion permiten la liberacion del farmaco de manera eficiente en

el sitio de accion y reducen los efectos colaterales [17].

2.2 Quitosano (CS)

El quitosano (CS) es un biopolimero de origen natural que pertenece a la clasificacion de polisacéridos
cationicos [18], el cual se obtiene mediante la desacetilacion del segundo biopolimero més abundante en
la Tierra, que es la quitina, [19], [20] por medio de una reaccion hidrolisis alcalina de los grupos amino y
acetilo [21]-[23]; al término de la hidrdlisis es necesario la determinacion del grado de desacetilacion, el
cual debe encontrarse dentro de un intervalo de 70 al 95% para asegurar la trasformacién exitosa de la
quitina a quitosano [24].

En la Figura 2 se representa el proceso de desacetilacion, donde se puede apreciar el cambio de estructura
quimica de la quitina a CS, siendo este ltimo, un copolimero de N- acetil-D-glucosamina con un grupo
amino y dos grupos hidroxilos con unidades repetitivas de glucosa modificada [10].

Quitina Quitosano

o

OH NH
HO OH NH,
o) Qo Desacetilacion HO
O dnp > O 0O
HO N O

H o In
0=\ OH HOT M,

OH
Figura 2. Proceso de desacetilacion de la quitina a quitosano

Debido a los grupos amino e hidroxilo que posee el CS en su estructura, estos actian como sitios activos

proporcionandole una elevada reactividad a este compuesto, ampliando su panorama de aplicaciones [25]



en hidrogeles, fibras, peliculas, andamios, nanoparticulas [26], tabletas, perlas [27], recubrimientos [18],
vacunas, implantes, en ingenieria de tejidos [11], fabricacion de membranas para el tratamiento de aguas,

alimentos, cosmética [28], biosensores y biomedicina [10].

El CS es un biopolimero aprobado por la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) de USA
[18], [29] para su uso en la administracion de farmacos por via parenteral, nasal, transdérmica, y oral entre
otras. Algunas de las caracteristicas mas destacables del CS son su bioseguridad, biodegradabilidad,
biocompatibilidad, sensibilidad al pH y adhesividad que favorecen la aplicacion en un medicamento
incrementando su biodisponibilidad [26]. Este biopolimero es ideal para formulaciones farmacéuticas con
principios activos (API) de clasificacion biofarmacéutica Il (alta permeabilidad y baja solubilidad) y 1V

(baja solubilidad y permeabilidad) como lo son la mayoria de los farmacos anticancerigenos.

2.3 Viabilidad celular

El término de viabilidad celular se define como la capacidad que tienen las células para mantenerse vivas
desarrollando sus funciones especificas. La determinacion de la viabilidad celular es crucial para
determinar el porcentaje de células vivas de una poblacién celular antes y después de ser expuestas a un
agente, lo que tiene implicaciones significativas en la industria farmacéutica. Especificamente, el
conocimiento de la viabilidad celular es fundamental para la evaluacién de materiales y/o sistemas

enfocados en el desarrollo de terapias, incluyendo formulaciones para aplicaciones anticancerigenas.

La determinacion de la viabilidad celular se puede realizar mediante una variedad de ensayos, los cuales
se seleccionan considerando factores como los costos, tiempos, equipos empleados y sensibilidades de los
métodos. El objetivo de estos es obtener resultados de manera confiable que permitan determinar la
capacidad de las células para sobrevivir y proliferar ante diferentes estimulos, lo que es esencial para
evaluar la seguridad y eficacia de nuevos farmacos y terapias. Los ensayos de viabilidad celular son
clasificados en [30]:

- Exclusién de colorantes

Es un ensayo sencillo para estimar y evaluar la proporcién de células viables debido a que, Unicamente
las células vivas excluyen el colorante. Entre los colorantes mayormente utilizados se encuentran el rojo
congo, eosina, eritrosina B y azul tripan. La ventaja mas resaltable de estos métodos es su capacidad para
realizar pruebas de quimio sensibilidad. Sin embargo, estos presentan algunas limitaciones como que estos

son exclusivos para células en suspension, son ensayos lentos, las células pueden continuar proliferando



y algunas de las células dafiadas no se tifien; estos ultimos factores pueden promover la obtencion de falsos

positivos en los porcentajes de viabilidad determinados [30].
- Luminométricos

Los ensayos luminométricos son rapidos y sencillos para determinar la viabilidad celular, se obtienen
resultados con alta precision y sensibilidad, sin embargo, se requiere el uso de Kits especiales. La
caracteristica mas importante de estos es la emision de una sefial brillante y constante posterior a la adicion
del reactivo, este atributo permite generar los valores de viabilidad celular y citotoxicidad. Entre estos

ensayos se encuentra ATP (trifosfato de adenosina) y ensayos de viabilidad en tiempo real [31].
- Fluorométricos

Estos ensayos ofrecen una alternativa altamente sensible para evaluar la viabilidad y toxicidad de las
celulas suspendidas y/o adherentes, sin embargo, estos requieren de kits y del uso de equipos adicionales
como un lector de microplacas o un microscopio de fluorescencia, citdmetro de flujo y/o fluorémetro. Los
métodos  utilizados son alamarblue (resazurina), viabilidad en proteasas GF-AFC
(glicilfenilalanilaminofluorocumarina) y/o CFDAAM(diacetato de 5-carboxifluoresceina, éster acetoxi
-metilico) [31] .

- Colorimétricos

Los ensayos colorimétricos se basan en la medicion de un marcador bioquimico para evaluar la actividad
metabdlica de las células. Estos utilizan reactivos que desarrollan un color en respuesta a la viabilidad de

las células, lo que permite la medicion de la viabilidad celular mediante un espectrofotémetro.

Entre las ventajas generales méas destacables de estos métodos, es que son aplicables tanto para células
suspendidas y/o adherentes, son técnicas en su mayoria econémicas 0 que no requieren de reactivos,
materiales y/o equipos costosos. Los ensayos colorimétricos mas utilizados son cristal violeta, MTT(3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro), XTT (2,3-Bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfenil)-(2H)-
tetrazolio-5-carboxanilida), ~SRB  (sulforodamina B), MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfenil)-2H-tetrazolio), = WST1  (4-[3-(4-lodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-
tetrazolio]-1,3-benzensulfonato), WST8 (2-(2-Metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disulfonilfenil)-2H-tetrazolio, monosddico), entre otros. A continuacién, se describen las ventajas y

desventajas de los ensayos nombrados anteriormente:



MTT: por su bajo costo es ampliamente utilizado, facil de realizar, seguro y reproducible. Su desventaja
es con el tiempo de incubacién prolongado puede ser citotdxico, requiere de disolventes organicos para la

eliminacion del formazan del medio y la eliminacion de este puede generar errores de manipulacion.

XTT: ensayo sensible, preciso, rapido, seguro, pero mas costoso si se comparan con los costos de MTT y

cristal violeta. Producen un colorante soluble en agua por lo que el error de manipulacién se disminuye.

WST-1, WST-8: son ensayos sensibles, altamente reproducibles, no requieren largos tiempos de

incubacidn ni solventes adicionales. Son més costosos debido a que utilizan un kit comercial.

SBR: ensayo sensible, rapido, con alta reproducibilidad y linealidad, como desventaja es necesario

mantener una solucion homogenea [31].

Finalmente, a continuacion, se describe a mayor detalle el ensayo colorimétrico seleccionado para usarse
en este trabajo como un primer acercamiento a conocer la viabilidad celular de los sistemas que se

desarrollaron.

Cristal violeta: El ensayo de violeta de cristal es un método de adherencia celular, el cual consiste en que
el colorante se une a las proteinas y al ADN de las células viables, permitiendo detectar la adherencia de
las células. La pérdida de esta adherencia debido a la muerte celular, reduce la coloracion de la muestra;
entre sus ventajas destacables se encuentra su bajo costo, rapidez, facil manejo y que no requiere tiempos
prolongados de incubacion; entre sus desventajas se encuentra que es el ensayo colorimétrico menos
sensible, no es apropiado para estudios en compuestos que afectan el metabolismo celular y puede producir
toxicidad a las células en concentraciones elevadas [31].

2.4 El quitosano y su potencial para la administracion de farmacos

anticancerigenos

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial [32]; la Organizacion Mundial de la Salud en
2012 report6 14 millones de nuevos casos y 8.2 millones de defunciones anuales. Posteriormente, en 2018
se present6 un incremento a 18 millones de nuevos casos y 9.6 millones de defunciones y en 2020 las
defunciones anuales se incrementaran a 10 millones. Se prevé que para el 2030 las incidencias sobrepasen
los 23.6 millones de nuevos casos al afio siendo los canceres mas comunes el de coldn, estbmago, mama,

prostata, pulmon y rifion [33].



Algunos de los farmacos anticancerigenos mas utilizados son el docetaxel para el tratamiento de cancer
de mama y ovario [34] mientras que el 5-fluorouracilo, capecitabina y tegafur combaten el cancer
colorrectal, gastrointestinal o0 de mama y gemcitabina para cancer de pulmon, pancreas y vejiga. Por otro
lado, se encuentra la tiotepa para cancer de mama, vejiga y ovario, mitoxantrona para cancer de mama
metafésico, actinomicina para canceres pediatricos, metotrexato para cancer de mama, estomago, esofago
y leucemia linfoblasticas infantiles [35]. Por altimo, el paclitaxel es ampliamente utilizado como un agente
antineoplasico mediante administracion intravenosa, el cual actia como estabilizante de los microtubulos
que estimulan la polimerizacion de la tubulina, deteniendo la mitosis y provocando la muerte de las células
tumorales. Este farmaco es utilizado para cancer de mama, ovario, pancreas, de cuello uterino, colon, entre
otros [36].

La desventaja principal de estos tratamientos radica principalmente en las caracteristicas hidrofobicas de
estos API [37], que impactan directamente sobre su solubilidad y biodisponibilidad, por lo cual se requiere
el uso de disolventes organicos altamente toxicos, ademas de que estas formulaciones farmaceuticas

causan dafio indistintamente a células sanas y cancerosas.

El CS es un polimero catidnico que posee mayor afinidad a las células cancerosas debido a que estas tienen
una carga negativa en su membrana celular, por lo cual el CS se puede asociar a las células cancerosas y
actuar al pH del microambiente tumoral (5.8 a 6.5) mejorando la eficiencia de la administracion de

farmacos anticancerigenos selectivamente.

En la Tabla 1 se describen algunos trabajos de formulaciones quimioterapéuticas utilizando hidrogeles,
nanoparticulas (NP), nanodispositivos (ND), nanoemulsiones y nanofibras de CS para la mejora de los

tratamientos.

Tabla 1. Formulaciones quimioterapéuticas con CS.

Investigadores Sistemas biopolimeros de CS Aportacién

La combinacion de estos agentes administrados intra

tumoralmente por via subcutanea optimizaron la
. Hidrogel de CS neutralizado con - » o o
Ruel- Garrépy y ) liberacion del PTX, inhibiendo el crecimiento de los
glicerofosfato cargado con el API ) o o
col. 2004 ) carcinomas de mama EMT-6 y potencializaron su eficacia
paclitaxel (PTX). )
antitumoral [38].




Nanoparticulas de CS acopladas
Jain y col. 2008 con &cido hialurénico y con 5-

flurouracilo.

NP de CS acopladas con acido
hialurénico para encapsular el API
Jainy col. 2010 oxaliplatino y recubriéndolo con

Eudragit S100.

Nanocoloides con camptotecina
Liy col. 2011 encapsulada con quitosano y fosfato

de sodio basico.

Nanodispositivo recubierto de
Fes0. y CS para encapsular

Arias y col. 2012 o
gemcitabina.

ND recubierto con CS conjugado
con acido folico (FA), albimina 'y
Bano y col. 2016 carboximetilcelulosa para

nanoencapsular paclitaxel.

NP de triacetato y diacetato de CS
Khdar y col. 2016 para nanoencapsulamiento de

diversos APIs anticancerigenos.

Se demostr6 que al recubrir el medicamento 5-
flurouracilo con NP de CS acopladas con 4cido
hialurénico incrementaba la absorcidn de este farmaco 7.9
veces, comparado con la biodisponibilidad del farmaco en
su estado puro. Ademas, se comprobd que este
recubrimiento incrementa 2.6 veces la citotoxicidad en la
linea de adenocarcinomas de colon HT-29 dando lugar a

una formulacién mas eficaz [39].

Este sistema se administr6 oralmente y logré una
concentracion elevada de farmaco en un periodo de 12 h,
demostrando una mejora en la eficacia antitumoral para el

tratamiento del cancer de colon [40].

Este sistema transportador de camptotecina mejoré la
solubilidad del API, dando lugar a una liberacion
70%
Adicionalmente, este demostro ser citotoxico en la linea

celular de cancer de ovario SKOV3 [41].

sostenida  del durante  dieciocho  dias.

El recubrimiento de Fez04-CS mejoroé la selectividad del
medicamento y logré su liberacion a pH acido en el sitio
de accion de células tumorales de leucemia LI210. Esto
favorecio a la disminucion de la toxicidad y efectos

secundarios indeseables del farmaco [42].

El ND fue probado para el tratamiento de cancer de mama
en la linea celular MCF-7. Se obtuvo una inhibicién
considerandolos como sistemas

tumoral adecuada,

biocompatibles y estables [43].

Los sistemas nanoencapsulados con doxorrubicina
demostraron que, a través de la via de administracion oral
e intravenosa, se favorece a una liberacién controlada y al
incremento de la biodisponibilidad del API [44].




Cheng y col. 2019

Balan y col. 2020

Giacone y col.
2020

Miao y col. 2021

Suny col. 2022

Zlonikov y col.
2023

NP de carboximetilcelulosa
(CMeC) con CS con un injerto de

imidazol

Nanofibras de policaprolactama
recubiertas con NP CS para
administracion de los API

reverastol y &cido ferulico.

Nanoemulsiones (NE) modificadas
con CS para el transporte de

piplartina.

Liposomas modificados con un
oligosacérido de CS (OCS) para la
administracion de PTX

Estudio de tipo de muerte celular
utilizando una modificacién de CS

con selenio.

Micelas poliméricas de CS con
acidos grasos para administracion
de doxorrubicina (DOX).

Se modificé la superficie de estas NP con grupos fltor
para dirigir la doxorrubicina por selectividad de pH. Los
resultados demostraron que se mejor6 la absorcion del
farmaco y su eficacia requiriendo menor concentracion
para producir el mismo efecto. Adicionalmente, se
demostrd que estas NP lograron mayor eliminacién del
tumor si se compara con los sistemas sin NP en las lineas
celulares de cancer de higado (Hep-G2), de mama (MCF-
7), pulmon (A549) y huesos (SH-SY5Y) [45].

Se probé su efectividad contra la linea celular de cancer
epitelial A431 y se demostrd que estos agentes en
conjunto disminuyen la viabilidad celular de 30 a 50% y
permiten la focalizacion de los tratamientos en tumores

especificos [46].

Las NE modificadas con el polisacarido mejoraron la
penetracion del API en piel alrededor de 1.9 veces, vy al
adicionarle el acido oleico a la formulacion de NE con CS

se aumento la penetracion transdérmica del API [47].

El sistema propuesto administrado por via intravenosa
obtuvo una tasa de inhibicion antitumoral del 86.4% en

lineas de cancer de pulmdn A549 [48].

Se estudié el tipo de apoptosis inducida por la
modificacion del CS-selenio en la linea celular de cancer
de higado (Hep G2) , la cual fue mediante apoptosis
consideracion

mitocondrial, relevante para futuras

aplicaciones farmacéuticas [49].

Se realizé la conjugacion del CS con cuatro acidos grasos
el acido oleico, estearico, lipoico y 11-mercaptoundecoico
para posteriormente adicionar el farmaco DOX con
eugenol (componente principal del aceite de clavo) para
resultados

la determinacion de su liberacion. Los

indicaron que se aceler6 la liberacion del API en un 80 %
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en un tiempo de 40 h a un pH de 5.5, lo que causé mayor
muerte celular en la linea de cancer de pulmén (A549)
[50].

Modificacion del CS con 6xido de  La administracion de esta suspension se llevo a cabo por
grafeno para administracion de via intravenosa a ratones con tumores en el cerebro. Los

Sunder y col. 2024 ] o . »
DOX para el tratamiento de resultados indicaron que este tratamiento favorecio a la

glioblastomas. disminucion de estos tumores cerebrales [51].

2.5 Conjugacion del quitosano con acido félico (CS-FA) para liberacion

de farmacos anticancerigenos

Como se ha descrito anteriormente, el CS es un biopolimero natural muy atractivo para su uso en la
industria farmacéutica, debido a sus propiedades de biodegradabilidad, baja o nula toxicidad y pH
responsivo [2]. Ademas, es altamente reactivo por los grupos funcionales que posee estructuralmente que
permiten su conjugacion con otros receptores para mejorar algunas propiedades [5]. Estas caracteristicas
le permiten su uso como agente de modificacion de la superficie que potencializan la hidrofilicidad y
estabilidad en un entorno bioldgico [43]; por otro lado, el acido félico (FA) es un compuesto y/o vitamina
indispensable para el desarrollo humano[52], altamente estable [53] que puede usarse como un ligando
dirigido [54].

El CS puede modificarse con el FA (CS-FA) por medio de reacciones de amidacion, para facilitar la union
con el receptor folato, que se encuentra sobre expresado Gnicamente en las células cancerosas[55], [56].
De esta manera este conjugado se convierte en un agente selectivo para las células cancerosas, dando lugar
a una terapia dirigida y focalizada para administracion e internalizacion del API en el sitio de accién por
endocitosis[8], que elimina y/o reduce los efectos secundarios indeseables en tejidos sanos [57] y mejora
la penetracion del farmaco en los tejidos tumorales [55].

La eficacia de la conjugacion del CS-FA se encuentra relacionada con el grado de injerto del FA en el CS.
Por ejemplo, si se injerta en mayor porcentaje se disminuye su solubilidad, causando una administracion
inadecuada del API, liberando inexactamente el API en el sitio tumoral, disminuyendo la expresion de los

receptores folato y como consecuencia afectando la eficacia antitumoral [54].

En la Tabla 2, se muestran algunos trabajos de investigacion sobre nanoparticulas, nhanocompuestos y

micelas utilizando el CS-FA para administracion de farmacos quimioterapéuticos
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Tabla 2. Modificacion del CS-FA para aplicaciones quimioterapeuticas.

Investigadores Sistemas conjugados CS-FA Aportacién

Los sistemas con el conjugado de CS-FA demostraron
mejor potencial para optimizar la liberacion del PTX e
NP magnéticos de albumina sérica  incrementar la tasa de inhibicion tumoraldebido a la
Bano y col. 2016 bovina con conjugados de CS-FA'y  focalizacion atribuida al receptor folato, que permitié la
CS-FA-CMeC cargadas con PTX.  direccion del API al sitio de acci6nen la linea celular de
cancer de mama (MCF7) [43].

Los NC incrementaron la liberacion de DOX en pH acido,
y demostraron que la funcionalizacién con el FA permitié

. . Nanocompuestos (NC) con la internalizacion de la DOX en mayor cantidad en las
Amiryaghoubi y

| 2022 magnetita funcionalizados con CS-  células de osteosarcoma humano (MG-63) que en la linea
col.

FA 'y cargadas de DOX. de céncer de pulmén (A549), esto debido a la
internalizacion de estos sistemas por la sobreexpresién del
receptor folato [53].
NC de alginato (AL) con CS Las NC con AL-CS-FA-Cu permitieron una liberacién
Sany col. 2022 cargadas de curcuma (Cu) con sostenida y mayor citotoxicidad del API contra las lineas

injertos de FA. celulares de cancer de mama (MDA-B-231 y MCF-7) [8].

Estos sistemas optimizaron la liberacién de la DOX y

) ) ) mejoraron la internalizaciéon del farmaco en el tumor
Micelas funcionalizadas con CS-FA . ;
Zhao'y col. 2024 o ) solido de céncer de pulmdn en la linea celular M109,
para administracion de DOX. )
dando como resultado, la acumulacion de la DOX en el

tejido celular potencializando su eficacia [54].

2.6 Microemulsiones (ME)

En 1943 los investigadores Hoar y Schulman descubrieron las ME, sin embargo, su nombre fue asignado
hasta afios después, por Jack Schulman [58], [59]. Las ME son sistemas coloidales termodindmicamente
estables e isotropicos, trasparentes y translucidos [60]-[62], homogéneos a nivel macroscopico y micro
heterogeneos de dos fluidos inmiscibles estabilizados mediante un tensoactivo con didmetros de particula
inferiores a 400 nm [63].

Existen diferentes tipos de ME, el primero se denomina aceite en agua (o/w) o ME normal (Winsor 1) cuya

fase dispersa es aceite y la fase continua agua. El segundo tipo son ME inversas 0 agua en aceite (w/0)
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(Winsor I1) y tienen como fase continua aceite y dispersa agua, mientras que el tercero representa una ME
bicontinua (Winsor I11) con dos fases contintas debido al equilibrio entre los excesos de agua y aceite.
Finalmente, el sistema Winsor IV corresponde a una ME monofasica macroscopicamente, formada por la

concentracion adecuada de tensoactivo. En la Figura 3 se representan los sistemas Winsor [61].

WINSOR

|  EXceso ||
de
aceite

Exceso
de
aceite

110,
o

q‘?"',)

. ]
g
‘i&$b5

Figura 3. Clasificacién de los sistemas Winsor: | (o/w), 11 (w/0), 111 (bicontinua) y 1V( monofasica).

Es un gran desafio la basqueda constante de sistemas de administracién de farmacos seguros y eficaces
que permitan la dosificacion terapéutica adecuada, debido a la limitante de las formas farmacéuticas
convencionales que poseen solubilidad limitada, estabilidad deficiente y biodisponibilidad insuficiente.
En los Gltimos afios, investigadores de todo el mundo han mostrado un profundo interés en las ME para
su uso en formulaciones farmacéuticas, debido a que estas funcionan como un vehiculo de API [64] y su
tamafio nanométrico favorece la penetracién de los compuestos bioactivos por diferentes vias de
administraciéon (ocular, nasal, oral, tdpica, intravenosa y parenteral). Las ME han demostrado que
aumentan la solubilidad de API con clasificacién biofarmacéutica clase Il (baja solubilidad y alta

permeabilidad) y clase IV (baja solubilidad y permeabilidad).



Las ME estan formadas por al menos un componente anfifilico, hidrofobico e hidrofilico y en algunas

ocasiones, se requiere la adicion de un co-tensoactivo [65], a continuacion se describe cada uno de ellos.

2.6.1 Componente hidrofilico y co-tensoactivo

El componente hidrofilico regularmente es agua o una solucion salina [66] y los co-tensoactivos se
agregan, en caso de ser necesario, para coadyuvar al tensoactivo a disminuir la tension interfacial e
incrementar la fluidez en la interfaz de la ME; estos regularmente son alcoholes de cadena corta 0 media
de tres a ocho carbonos [65]. Algunos de los ejemplos més utilizados son el etanol, butanol, entre otros.

2.6.2 Componente anfifilico

Este componente se refiere a los tensoactivos, los cuales son moléculas anfifilicas que tienen propiedades
hidrofilicas en su cabeza e hidrofébicas en su cola. La funcion de ellos consiste en la reduccion de la
tension superficial entre dos fases inmiscibles (componente hidrofébico e hidrofilico) para generar una
dispersion espontanea. Por lo general, la cola hidrofoba es una cadena relativamente larga de
hidrocarbonada, fluoro carbono o siloxano, mientras que la parte hidrofila podria ser un ion (catién o
anion) [67]. Este tipo de compuestos se pueden obtener de origen natural a través de fuentes vegetales o
animales, sin embargo son procesos altamente costosos por lo que se opta por sintetizarlos [68] . En la
Figura 4, se esquematizan los tipos de tensoactivos convencionales y no convencionales de nueva

generacion, los cuales se clasifican segun la naturaleza de las cabezas y las colas.
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Figura 4. Clasificacion de los tensoactivos segun la naturaleza de su cabeza: a) aniénico, b)

catidnico, ¢) no ionico, d) zwitterionicos, €) bolaformes simétricos o asimétricos, f a) gemini
dicationicos, dianionico o zwitterionicos con espaciador en las colas, f b) gemini dicationicos,
dianidnico o zwitteridnicos con espaciador en las cabezas, g) BS dianidnicos, dicationicos o cargas

mixtas y h) multicabeza
-Tensoactivos convencionales

Una de las desventajas relevantes de una ME es que requieren altos porcentajes de tensoactivos
convencionales (8-25%), ya sean anionicos, cationicos, no iénicos o zwitterionicos, para lograr una ME

estable [65], lo que influye en el incremento de la toxicidad de la formulacion [69]

a) Tensoactivos aniénicos: son compuestos quimicos cargados negativamente en su cabeza polar, que,
al solubilizarse en agua, se disocian en aniones con carga negativa. Estos han demostrado mejorar la
solubilidad de otros compuestos, regularmente contienen grupos sulfato (RO-SOs—), sulfonatos (RSOz-)

y carboxilato (RCOO-) [67], un ejemplo de este tipo de tensoactivos son el laurato de potasio [53] .

b) Tensoactivos cati6nicos: estos tienen carga positiva en su cabeza y al disociarse forman cationes [11].

Una de las ventajas de los tensoactivos catidnicos es la diversidad de sus grupos principales, lo que permite
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su modificacion quimica; algunos ejemplos son el cloruro de bencetonio, cloruro de cetilpiridinio y

bromuro de cetiltrimetilamonio[67].

c) Tensoactivos no ionicos: su cabeza no tiene carga eléctrica, poseen buenas biocompatibilidades por lo
cual son recomendados para aplicaciones biomédicas [70] como por ejemplo Tween 20, 60 y 80, Triton

X-100, polietilenglicol y poli(propilenglicol) [67].

d) Tensoactivos zwitteridnicos: este tipo de tensoactivo tiene carga positiva (aminas o0 amonios
cuaternarios) y negativa (un grupo funcional como &cido sulfarico, fosférico o carboxilico) con carga neta
neutra[71]. Algunos ejemplos son sulfobetana 10, cocamidopropilbetaina, 6xido de lauril dimetil amina
[67].

-Tensoactivos no convencionales de nueva generacion Debido a que se requieren altos porcentajes de
tensoactivos convencionales para lograr la estabilidad de las ME, se ha trabajado en la obtencién de
tensoactivos multi cabezas de nueva generacion que permitan obtener la misma estabilidad en la ME, pero

a una concentracion de tensoactivo inferior[72].

La disposicion estructural de los tensoactivos multi cabeza (bolaformes, gemini y BS) con la presencia de
maltiples grupos polares en las cabezas incrementan la interaccion con el agua, lo que impacta en una
mejora de la solubilidad [73]. Esto favorece a una rapida saturacion de la superficie, debido al incremento
en la repulsion electrostatica que reduce la tension interfacial entre el agua y aceite para la formacion de
las micelas. Esto a su vez provoca una disminucion en la concentracion micelar critica (comparada con
tensoactivos convencionales) y proporciona la misma estabilidad cinética con reducida toxicidad del
sistema [74], [75].

e) Tensoactivos bolaformes: son novedosos anfifilicos de dos cabezas hidréfilas idnicas o no idnicas,
iguales (simétricos) o diferentes (asimétricos) unidos por una cola hidréfoba de cadenas alquilicas de

hidrocarburos, esteroides o porfirinas [76].

Palhano y col. en 2021 sintetizaron los tensoactivos bolaformes bis(6-((dietoxi(dihidroxi)-15-
fosfaneil)oxi)hexil)tereftalato y bis(2-((trietoxi(hidroxi)-15-fosfaneil)oxi)etil)tereftalato con rendimientos
del 58 y 73% respectivamente, a partir del uso de residuos de poli(tereftalato de etileno). Estos
tensoactivos demostraron poseer propiedades de auto ensamblaje deseadas para aplicaciones en

nanotecnologia, electronica y administracion de farmacos. Lo mas destacable es que esta sintesis
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contribuye a una economia circular, en la que se reusan los residuos de PET para convertirlos en otro

producto completamente funcional [77].

En 2023 Adil ElI Yadini y col. llevaron a cabo la sintesis del tensoactivo bolaforme &cido 1,7-
lactobionamidoheptanoico a partir de derivados de azlcares y fue caracterizado fisicoquimicamente para
demostrar su obtencion. Posteriormente, se determinaron sus capacidades anticorrosivas, demostrando

que es un excelente inhibidor de la corrosion [78].

f) Tensoactivos geminis: son estructuras diméricas conformados por un par de cabezas hidrofilicas y dos
colas hidrofobas de igual tamafio de cadena unidas por un espaciador que reduce la repulsion entre las
cabezas de este compuesto y el cual puede estar unido a ambas cabezas o ambas colas. El uso de este tipo
de tensoactivos ha permitido obtener bajas concentraciones micelares criticas (CMC) (concentracion de
tensoactivo minima requerida para la formacion de micelas) debido a su capacidad de reducir la tension
superficial del agua e interfacial entre los componentes inmiscibles [67], [79], un ejemplo de estos

tensoactivos son los derivados de la D-glucosa [80].

Valsieva y su grupo de trabajo en 2023, sintetizaron tensoactivos di cationicos geminis con fragmentos de
carbamato de diferentes longitudes de cadenas alquilicas. Posteriormente, determinaron los valores de
CMC mediante tension superficial y conductividad eléctrica, obteniendo valores entre 0.13 a 1 mM;
subsiguientemente estos tensoactivos se utilizaron para la formulacion de liposomas cationicos con a-
tocoferol para liberacion in vivo de clorhidrato de donepezilo para el tratamiento del Alzheimer. Se
demostro que existe una mejora en la memoria de los ratones al administrarse este sistema por 21 dias y

que el mecanismo de liberacion fue por difusion de Fick [81].

Ese mismo afio Liao y col. sintetizaron cuatro tensoactivos no iénicos utilizando como precursor el 1-
aminoglicerol variando la longitud de las cadenas hidréfobas y de los espaciadores con rendimientos de
~90 %. Posteriormente, se determinaron los valores de CMC mediante tension superficial, dando valores
de 1.41 a 5.25 mmol/L, asi como valores de HLB de ~6. Adicionalmente, se determiné la estabilidad a
diferentes valores de pH y se concluyd que estos presentan potencial para ser usados en sistemas sensibles
a pH basico siendo la longitud de la cadena y del espaciador parametros criticos en las propiedades
fisicoquimicas de estos tensoactivos. Finalmente, se determind la capacidad antibacteriana de estos
tensoactivos, los cuales demostraron su efectividad contra S.aureus y E. coli en un intervalo de

concentracion de 25 a 50 mg/mL [82].
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Un afio después Deyab y col. trabajaron en la obtencién de tensoactivos geminis no ionicos (polietenoxi
di-dodecanoato, el polietenoxi di-hexadecanoato y dioctadecenoato de polietenoxi) con diferente longitud
en la cadena de la cola hidrofoba. Estos tensoactivos fueron caracterizados mediante técnicas
espectrofotométricas y los valores de CMC fueron determinados mediante tension superficial,
encontrandose en un intervalo de 0.0381 a 0.0912 x107 M. Entre los resultados mas destacables se resalta
que al incrementar la longitud de la cadena (cola) se aumenta el caracter hidrofébico del tensoactivo dando
lugar a una disminucion en los valores de CMC. Finalmente, estos tensoactivos fueron evaluados para
determinar su capacidad como inhibidores de la corrosion y se demostré que la eficiencia anticorrosiva
también se encuentra relacionada con la longitud de la cadena de la cola, siendo més efectivo el tensoactivo

con cola més larga [83].

g) Tensoactivos bicéfalos (BS): su estructura consta de dos cabezas hidrofilicas (cationicas, aniénicas o
mixtas), una cola hidr6foba con longitudes de cadena variables, saturada o insaturada, con un espaciador
que evita la repulsion. Algunos de estos tensoactivos son derivados de acidos grasos como el &cido oleico
(AO) y han demostrado que pueden reducir la CMC si se comparan con los tensoactivos convencionales
[7], [84]-[86]. A continuacion, en la Tabla 3, se presentan algunos antecedentes de trabajos de sintesis de
BS.

Tabla 3. Reportes sobre la sintesis de BS

Referencia Tipo de tensoactivo Aportacion

La sintesis se llevé a cabo por reaccion de Michael 1,4.
El BS obtenido presenté una CMC de 1.6 mmol/L y
logré disminuir la CMC a menos del 50% comparado
con la CMC del oleato de sodio. EI BS se utilizo para la

Kalhapure y Sintetizaron un BS a partir del » o .
preparacion de NP lipidicas solidas con el API

col. 2013y AO.

2015 ketoconazol. Los estudios de viabilidad celular en la
linea de céncer de cérvix (HeLa) demostraron que es un
tensoactivo bioseguro en concentraciones inferiores a

los 80 pg/mL en esta linea celular [7], [84].
Sintetizaron el mismo BS Kalhapure en 2013 y lo
Ojewole y col. Formulacidn de gel bucal utilizaron para la formulacién de un gel bucal con
2014 utilizando el BS derivado de AO. didanosina. Los resultados indicaron que el uso de este

BS potencializa e incrementa al doble la permeacion del

APl administrado bucalmente, si se compara con la
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permeacién obtenida Unicamente con el acido oleico a la

misma concentracién de 2% en peso [85].

Prepararon ME con el fa&rmaco efavirenz indicado para
o . tratamiento de VIH. Los resultados indicaron que se
. Sintetizaron un BS a partir de un o . . y )
Chaudhariy . . o . logré mejorar la solubilidad y la liberacion del farmaco,
derivado éster de acido erucico. . .
col. 2019 la cual fue superior al 95% en una hora. Ademas, se
incrementd la biodisponibilidad de este medicamento

seis veces comparandola con la formulacién sin BS [87].

Sintetizaron el BS con una CMC de 0.0056 mmol/L para
Makhathini y Sintesis de un BS dendritico posteriormente formar micelas sensibles al pH para
col. 2020 basado en AO. administrar vancomicina. Se demostré que se logra una

liberacion sostenida del antibiético [86].

h) Tensoactivos multicabeza: estos constan de multiples cabezas hidrofilicas (1-4) con una por cada cola
hidréfoba. Estos se han estudiado para determinar el efecto del incremento de los grupos cabeza en un
tensoactivo sobre la agregacion micelar, asi como el efecto de estas cabezas en la repulsion electrostatica
[73].

-Liquidos iénicos(IL):

Algunos liquidos i6nicos (IL) pueden ser clasificados como tensoactivos bicéfalos debido sus
caracteristicas estructurales y sus propiedades de autoensamblaje [88]. Los IL son compuestos organicos
(sales) con aniones y/o cationes inorganicos o/y organicos considerados “disolventes de disefio”, debido
a que sus propiedades fisicoquimicas pueden ser controladas y modificadas facilmente al cambiar los
cationes o aniones de la molécula y las longitudes de su cadena alquilica [89]; por otro lado, también son
llamados “disolventes verdes” debido a que poseen puntos de fusién inferiores a los 100 °C,
biodegradabilidad, estabilidad térmica, alta actividad superficial, con valores de presion de vapor casi
insignificantes, lo que reduce la posibilidad de la emision de vapores, convirtiéndolos en agentes
amigables con el medio ambiente. Algunos IL han sido aprobados por la FDA para su uso en
formulaciones farmacéuticas pasando por un proceso de aprobacion regulatoria, debido a que se conocen
pocos estudios sobre la toxicidad de cada IL. Algunos estudios han revelado que la toxicidad se encuentra

influenciada tanto por la longitud de sus cadenas y el tipo de aniones o cationes presentes. Estos se han
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utilizado en el &rea de polimeros, materiales, sintesis, biotecnologia, alimenticia, petrolera, cosmética, y
biofarmacéutica entre otras; enfatizando en esta Gltima area, los IL son considerados compuestos de
tercera generacion para la administracion y liberacion de farmacos y actian como agentes solubilizantes
y potencializadores de la permeabilidad, debido a que la interaccion entre los iones y los farmacos
incrementa la liberacion del API, dando lugar a la reduccion de la frecuencia de administracion
manteniendo la concentracion del API dentro del intervalo terapéutico y biodisponible en el sitio de

accion[90].

En el &rea de cienciay tecnologia de polimeros, los IL se han considerado como compuestos prometedores,
debido a que estos disminuyen el riesgo ambiental y hacia la salud, comparado con otros componentes
altamente toxicos; estos han sido utilizados mayormente como iniciadores, disolventes o agentes

tensoactivos en polimerizaciones [17].

A continuacion, se presentan algunos antecedentes del uso de IL en la formulacion de ME para liberacién
de farmacos, donde se destaca que en todos los reportes utilizan los IL como disolvente de los APl y no

como tensoactivos.

Goindi y col. sintetizaron el IL BMIMBr basado en el 1-butil-3-bromuro de metilimidazolio, el cual fue
utilizado posteriormente como agente solubilizante del farmaco anticancerigeno 5-Fluorouracilo, con una
solubilidad de 31.19+1.43 mg/mL. A partir de esta informacion se prepararon ME utilizando Tween 80 y
Span 20 como tensoactivos y miristato de isopropilo. Estas ME presentaron tamafios de particula de ~10
nm y fueron estables termodindmicamente ante ciclos de calentamiento y enfriamiento, asi como pruebas
de almacenamiento. Las ME fueron sometidas a un estudio in vivo de permeacion del farmaco en ratones
para tratamiento de queratosis o carcinomas por un intervalo de 24 h. El resultado de este ensayo indicd
que se logra el aumento en la penetracion cutanea al menos 2.5 veces comparada con la penetracion

lograda en cuatro semanas del farmaco en forma farmacéutica en crema y/o ungientos [91].

En 2020, Zhang y col. formularon una ME con el IL cloruro de 1-hidroxietil-3-metilimidazolio como fase
acuosa al 45 %, con la misma proporcion de una mezcla de tensoactivos y co-tensoactivos (Tween 80,
Span 20 y etanol) y con el 10 % de fase oleosa miristato de isopropilo con el farmaco artemisia, lidocaina
e ibuprofeno. Los resultados obtenidos indicaron que la administracion de los farmacos mediante una ME
con aplicacion transdérmica, incrementa la permeabilidad del farmaco tres veces comparada con un

sistema convencional [92].
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Un afio después Lu y col. sintetizaron un IL basado en L- carnitina y acido maleico, el cual fue usado
como fase acuosa de una ME, con Tween 80 y Span 20 como tensoactivo y co-tensoactivo respectivamente
y como fase oleosa miristato de isopropilo con insulina. Los estudios de viabilidad celular de la ME in
vitro en células epiteliales de colon humano indicaron que esta ME tiene una viabilidad celular del 97 %
demostrando su bioseguridad y biocompatibilidad. Adicionalmente, las pruebas de permeabilidad
mostraron que se incrementa la permeacion de la insulina 3.55 veces comparada con otras

formulaciones[93].

2.6.3 Componente hidréfobo

Este componente puede ser un compuesto hidrocarbonado (por ejemplo, un mondémero) un aceite de
origen vegetal o algun aceite esencial, los cuales son una mezcla de compuestos organicos o metabolitos
extraidos de plantas, ya sea de la flor, hojas o tallos por medio de maceracién, extraccion en algin
disolvente o procesos de destilacion [36], [94]. Estos aceites pueden presentar caracteristicas bioactivas
por si solos y en una formulacion coadyuvan para potencializar la solubilidad del API y disminuyen la

toxicidad de los sistemas al ser productos de origen natural [47].

En la actualidad se han incrementado las investigaciones sobre los aceites esenciales debido a que han
mostrado numerosas aplicaciones en la industria alimenticia, cosmética, de limpieza y farmacéutica [94],
por sus propiedades antibacterianas, antioxidantes, antinflamatorias, antivirales, antimicrobianas y
anticancerigenas [32], [94], [95]. Esta Gltima es una de las propiedades bioactivas mas atractivas para su
estudio debido a que el cancer es una enfermedad que causa millones de muertes anuales a nivel mundial
[32] y el uso de aceites esenciales podrian ser una alternativa para el tratamiento de esta enfermedad en la
medicina moderna [36], [96]. En la Tabla 4, se presentan algunos aceites vegetales y esenciales que
presentan propiedades anticancerigenas.

Tabla 4. Aceites vegetales y esenciales con propiedades anticancerigenas

Aceite Propiedades anticancerigenas
Este aceite ha demostrado su potencial como agente anticancerigeno en las lineas celulares de
Aguacate cancer de colon , pulmon, préstata [97] y mama (MCF-7) debido a que produce efectos genotéxicos
(Ach) y citotdxicos, parametros dependientes de la concentracion y tiempo de exposicion in-vitro [98].
) Estudios han demostrado, que el incremento del consumo de aceite de oliva en la dieta diaria
Oliva (AcO)

disminuye el riesgo de contraer cancer de mama y gastrointestinal [99].
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El AcJ incrementd la absorcion del API conocido como imiquimod administrandolo mediante una

] nanoemulsién y potencializando su efecto antineoplasico contra células de cancer de piel [100].
Jojoba (AcJ) . - ” )

Este mismo fue utilizado para la formulacion de ME con 0.3 mg/mL de PTX y se logré una

liberacion del 90 % en 48 h [6].

Se ha demostrado que el uso del aceite de canela en concentraciones de 0.02 a 0.08 mg/mL producen
la apoptosis de las células de cancer de vejiga y cuello uterino. Ademas, a una concentracion de 40
MM causan apoptosis de las células de leucemia promielocitica humana, a 37 pg/mL inhiben el
Canela (AcC) crecimiento de las células de cancer de mama, a 10 uM suprimen el crecimiento de la linea celular
de cancer de colon, a 2 mg/mL inhiben el desarrollo de cancer de estomago y a 9.76 micromolar del
cinamaldehido tiene una accion anti proliferativa similar al medicamento anticancerigeno 5-

fluoruracilo [101].

El mentol es el componente principal del aceite de menta, el cual ha demostrado poseer actividad
antineoplésica en la linea celular de cancer de vejiga (T24) y prostata (DU145). Este aceite causa
muerte celular en la linea de cancer de piel (A431) ademas de que inhibe el crecimiento proliferativo
en las células de leucemia (HL-60) [102] y de cancer colorrectal [103]. Adicionalmente, mediante
Menta (AcM) ) i o
espectroscopia de masas se determinaron los componentes principales del AcM: 40.7 % de mentol,
un 23.4% de mentona, 5.8% de 1,8-cineol, 4.3% de acetato de mentilo, 3.7 % de iso-menton, 3.7 %
mentofurano, 3.2 % neomentol, 2.6 % de limoneno, 1.9 % de pulegone, 1.7 % b cariofileno y otros

componentes en porcentajes inferiores al 1 % [104].

2.6.4 Metodos de formulacion de microemulsiones

-Inversion de fase de transicién por temperatura: este método se lleva a cabo mediante la agregacion
del exceso de la fase dispersa como respuesta a la temperatura (baja o elevada), provocando una alteracion
o0 cambios fisicos en la microemulsion, como su tamafio de particula y pH que, a la vez, podria afectar la
estabilidad del sistema. Esta transicion ocurre al realizar un cambio en la concentracion del agua en la

formulacion [105].

-Emulsificacion esponténea: esté método consiste en la titulacion de una de las fases o componentes de
la microemulsion (tensoactivo, co-tensoactivo, fase oleosa o acuosa) sobre una combinacién binaria entre
los componentes restantes de la formulacion, con la finalidad de construir un diagrama parcial de fases
ternario que permita delimitar la region de microemulsion; el goteo de la fase elegida se realiza bajo
condiciones de agitacion continua a una temperatura definida, observando los cambios del sistema de

manera visual, siendo el limite de la regién el cambio de sistema monofasico a bifasico [105].
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2.6.5 Determinacion de la region de microemulsion

La regidon de ME es determinada mediante la construccién de un diagrama de fases ternario (agua, aceite
y tensoactivo) y/o pseudo ternario (agua, aceite y tensoactivo/ co-tensoactivo) el cual se obtiene mediante
mezclas en diferentes proporciones de los componentes. En el diagrama, los componentes de la
formulacion se situan en los vértices del triangulo donde la fraccién equivale a un 100% del componente
y al irse alejando del vértice del tridngulo, se va disminuyendo la fraccién del componente en la
formulacién; la suma de las fracciones de todos los componentes debe ser 100%. Estos diagramas tienen
como objetivo la obtencidon de la region limita la formacion de ME estables [66]. En la Figura 5 se presenta

la esquematizacion general de un diagrama de fases ternario de una ME.

Tensoactivo + co tensoactivo

Normal Inversa

Solucién bicontinua
micelar
» Solucioén
Macroemulsion micelar
inversa
Agua (W) Aceite(0)

Figura 5. Diagrama parcial de fases ternario para los tres tipos de microemulsiones

2.7 Microemulsiones con aceites esenciales para liberacién de farmacos

anticancerigenos

En la actualidad los tratamientos convencionales para terapias anticancerigenas comienzan desde una

cirugia para la extraccion del tumor, hasta el uso de radioterapias, quimioterapias e inmunoterapias [32],

23



[36] las cuales, debido a que no son terapias selectivas, causan dafio indistintamente a las células malignas
y células sanas [36]. Esto ocasiona efectos colaterales perjudiciales e indeseables, por esta razon, existe
una constante busqueda de nuevas formulaciones farmacéuticas que permitan el tratamiento de

enfermedades de manera selectiva.

A partir del afio 1995, la FDA aprob0 el uso de formulaciones farmacéuticas en escala micro y nanométrica
para transporte y liberacion de farmacos, sin embargo, actualmente, existen pocas formulaciones

comerciales de este tipo, debido a la complejidad del proceso del desarrollo farmacéutico [106].

La mayoria de los farmacos anticancerigenos son de naturaleza hidréfoba, razén por la cual, la
solubilizacion de estos API representa un reto. Las ME figuran como una alternativa prometedora para
este tipo de activos, debido a que en el aceite esencial se facilita su solubilidad y biodisponibilidad.
Ademas, algunos de estos aceites presentan actividades antineoplasicas que potencializan el efecto

anticancerigeno de la formulacién con el API [64], [107].

Las gotitas de estas ME, pueden ser recubiertas por un biopolimero inteligente como el CS, sensible y
selectivo a un pH el cual protege al API que se encuentra encapsulado para evitar procesos de fagocitosis
y/o degradaciones oxidativas en su paso por el organismo hasta su llegada al sitio de accién, en donde el

API se libera por un estimulo pH selectivo en el tejido canceroso[72].

A continuacion, en la Tabla 5 se muestra una revision de trabajos en los que se han realizado ME con
aceites esenciales de menta, jojoba, semilla de coix, entre otros con el empleo de tensoactivos

convencionales para el tratamiento quimioterapéutico.

Tabla 5. Reportes sobre ME conteniendo aceites vegetales y esenciales con propiedades

anticancerigenas como fase oleosa

Investigadores Aportacién

Formularon ME normales (o/w) con AcM y AcJ cargadas con PTX y estabilizadas con el
tensoactivo comercial TPGS-1000 e isobutanol como co-tensoactivo. Los ensayos de
Floresy col. 2019 viabilidad celular fueron realizados en la linea celular de cancer cervicouterino (HelLa). Los
resultados indicaron que estas ME permiten una liberacion sostenida del 90 % de APl en 48 h

y redujeron las viabilidades celulares en un intervalo de 70 a 90% entre 24 a 48 h [6].

Guoy col. 2019 Realizaron ME con transferrina, aceite esencial de semilla de coix y tripteina como tratamiento

anticancerigeno. Las pruebas fueron realizadas en un modelo tumoral de xenoinjerto para la
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Diaz y col. 2022

Filzay col. 2024

Panyajai y col. 2022

Panyajai y col. 2024

linea celular de cancer de cuello uterino (HeLa). Los resultados indicaron que existe un efecto
anti proliferativo sinérgico entre el aceite esencial y la tripteina, los cuales favorecieron la
localizacion del tumor e incrementaron la penetracion del API reduciendo el crecimiento
tumoral (tumor de ~0.3 g), si se compara con los tumores con tratamiento de agua salina (tumor
de ~1.8 g) [108].

Prepararon ME normales con aceite esencial de clavo, cargadas con curcumina, recubiertas
con una coraza de CS, utilizando los tensoactivos comerciales Tween 20 y Tween 80. Los
resultados obtenidos indicaron que el recubrimiento con el biopolimero permitiéd la
liberacidnde la curcumina a un pH &cido de 5.8, el cual corresponde al pH de ambiente
tumoral, donde se obtuvo un 58% de liberacion del API siguiendo un el mecanismo de

transporte Fickiano bajo el modelo de Korsmeyer-Pepas [60].

Formularon ME con aceite esencial de geranio, Tween 80 como tensoactivo y con
propilenglicol como co-tensoactivo cargadas con curcumina. Los estudios demostraron que,
el aceite de geranio incrementa la solubilidad y biodisponibilidad del farmaco. Los resultados
de viabilidad celular indican que la ME es mas citotoxica en concentraciones inferiores a 50
pg/mL, si se compara con el APl y la ME sin API. Sin embargo, en concentraciones de 50 a
200 pg/mL los efectos citotoxicos entre las ME con y sin carga de curcumina son indistintos;

para los tres sistemas a la mayor concentracion se obtiene una viabilidad celular del 8 % [109].

Se determino la viabilidad celular del aceite de ottensi en las lineas celulares de cancer de
mama (MCF-7), pulmon (A549), cuello uterino (HeLa) y leucemia mielégena (K-562) dando
como resultado una concentracién inhibitoria media (1C-50) de 9.77, 43.37, 23.25 y 60.42
pHg/mL  respectivamente. Enseguida, se prepararon nanoemulsiones, ME, nanogeles y
microgeles con este aceite. Estas formulaciones fueron sometidas a ensayos de viabilidad
celular y los resultados de la IC-50 indicaron que son mas agresivas en la linea celular de
MCF-7 con viabilidades entre 0.74 a 6.45 pg/mL, destacando por su agresividad las

formulaciones en nanoemulsion y ME [110].

Obtuvieron aceite esencial de circuma a partir de rizomas frescos, y determinaron que la
citotoxicidad de este aceite en la linea celular de leucemia miel6gena (K-562) y cancer de
mama (MCF-7) fue de 13.43 y 20.18 pg/mL, respectivamente. Posteriormente, se formularon
nanoemulsiones y ME las cuales presentaron viabilidades celulares de 45.30 y 41.98 pg/mL
respectivamente en la linea K-562 en concentraciones inferiores a los 30 pug/mL , demostrando

que estos sistemas poseen potencial como formulaciones anticancerigenas [111].
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2.8 Nanodispositivos poliméricos nucleo - coraza acarreadores de

farmacos anticancerigenos

La palabra nanotecnologia viene del griego cuyo significado se traduce como “tecnologia enana”[112];
definiéndola de una manera mas clara, esta consiste en el estudio de los materiales 0 mecanismos a una

escala nanométrica [4], [113].

El desarrollo de nanomateriales mediante nanotecnologia, enfocados para liberacion de farmacos,
requieren un tamafio de particula dentro del intervalo de 1 a 500 nm [114], el cual permite la

administracion del API en el organismo penetrando las células [4].

Un nanodispositivo polimérico (NDP) nucleo-coraza es un sistema que permite la encapsulacion de un
material en estado semisolido o liquido con caracteristicas hidréfobas en el nicleo, que posteriormente,
se recubre con una coraza polimérica biocompatible e hidrofilica (estas propiedades podrian invertirse
segun el sistema, material y aplicacion deseada) [115]. Estos NDP permiten controlar la liberacién del
API en el microambiente adecuado y mejorar la farmacocinética [22], biodisponibilidad, reducir la
toxicidad del API, y por consiguiente, disminuir los efectos secundarios indeseables provocados por
algunos API y/o excipientes administrados de manera tradicional, con lo cual, se disminuye su
concentracion para alcanzar el mismo efecto terapéutico, esto si se compara con otras formulaciones

farmacéuticas tradicionales [116].

Los NDP se pueden obtener a partir de la formulacién de una ME donde cada gotita de ME con aceite
tensoactivo y API representa un nano reactor (ndcleo), los cuales se recubren con un polimero (coraza)
con la finalidad de proteger y propiciar la administracion dirigida de API en su sitio de accion para mejorar
su absorcion. Este tipo de sistemas representan una alternativa innovadora para tratamiento de
enfermedades severas como el céancer, [4] debido a que permiten el transporte del API dirigido
selectivamente a las células y tejidos cancerosos, por medio de NDP sensibles a un estimulo (temperatura
y/o pH) que mejoran la liberacion de APIy evitan los efectos secundarios indeseables [114].

Al-Kinani y col. (2020) obtuvieron un NDP nucleo-coraza, compuesto de una ME inversa para encapsular
curcumina (ndcleo) y una coraza de CS. Estos NDP presentaron una morfologia esférica con tamafios de
gota de 206.5 nm percibidos en su analisis mediante microscopia electronica de transmision (TEM).
Posteriormente, evaluaron la viabilidad celular de este NDP in vitro en células normales (WI-38) y cancer

de pulmén (A549) a concentraciones de 10 a 60 UM después de 24 y 48 h de exposicion. Los resultados

26



mostraron que en celulas normales no existe un efecto citotoxico, sin embargo, si es citotoxico en la linea
celular A549, dando como resultado una concentracion inhibitoria media (IC 50) de 25.2y 13 uM a 24y

48 h de exposicion respectivamente, la cual evita su proliferacion [117].

Un afio después, Asgari y col. formularon una ME inversa utilizando como componentes, el tensoactivo
CTAB, 1-butanol como co-tensoactivo y ciclohexano como fase oleosa, con NP de magnetita (Fe30a) para
la administracion de 5-fluorouracilo, recubriéndolo con una coraza intermedia de silice meso porosa y una
coraza externa del copolimero acido poli(N- isopropil acrilamida-co-acrilico) sensible a la temperatura.
Se determinaron los perfiles de liberacion del farmaco a una temperatura de 37 y 45 °C, y los datos
obtenidos fueron ajustados a cuatro modelos matematicos, siendo el modelo de Korsmeyer-Peppas el que

presentd mejor coeficiente de correlacion [118].

Ese mismo afio, Al-Musawi y col. formularon un NDP con una ME normal cargada con DOX 'y recubierta
con un conjugado de CS-FA y oro con un tamafio de 102.6 nm. Posteriormente, se determinaron los
porcentajes de liberacion del API en un intervalo de 0 a 96 h a dos pH diferentes. Los resultados indicaron
que a 48 h se liberé un 70 y 48% a valores de pH de 5.4 y 7.4 respectivamente, mientras que a 96 h a pH
de 5.4 se liberd un 90% y solo un 58% a 7.4. Finalmente, se determind la viabilidad celular de los NDP
nucleo-coraza a concentraciones de 10 a 60 UM por 24 y 48 h de exposicién en las lineas de células
epiteliales sanas (MCF-10A) y cancerosas (SKBR3). La viabilidad celular en las células MCF-10A fue
del 90 % a 24 h y 85% a 48 h a una concentracién de 60 uM, lo cual demostré que estos NDP son
biocompatibles con células sanas. Sin embargo, las viabilidades en células cancerosas SKBR3 fueron de
29.11y 14.68 % a 24 y 48 h respectivamente [119].

En 2023 Obaidy y col. prepararon ME inversas con PTX recubiertas con CS-FA-polietilenglicol (PEG).
Entre los resultados se reportan los porcentajes de hemolisis del PTX (62 %) y NDP (8 %) los cuales
indicaron que el uso del NDP en formulaciones farmacéuticas es seguro. Adicionalmente, se determing la
viabilidad celular del NDP en la linea celular de fibrosarcoma de raton (WEHI-164) y fibroblastos de
raton (MEF-1) en un intervalo de concentracion de 5 a 30 pug/mL. Los resultados demostraron que el NDP
no es citotoxico a ninguna de estas concentraciones en MEF-1 presentando viabilidades celulares
superiores al 90%. Sin embargo, en WEHI-164 se presenta una viabilidad celular alrededor del 20 % a 30
pg/mL a partir de los 5 pg/mL, con lo que se concluyé que el NDP desarrollado es selectivo Gnicamente

para células cancerosas[120].
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2.9 Polimerizacion por radicales libres

La polimerizacion es una reaccion quimica que permite la union de los mondmeros para la formacion de
polimeros los cuales se pueden obtener a traves de dos tipos de mecanismos; el primero es por etapas y el

segundo es por reaccion en cadena.

La polimerizacién por etapas ocurre entre los grupos funcionales reactivos presentes en el monémero y el
incremento de las cadenas del polimero es lento y gradual, mientras que, en la polimerizacién por reaccién
en cadena, el monomero presente requiere de un iniciador que propague el centro activo y permita el
crecimiento de la cadena. En este ultimo tipo de polimerizaciones en un intervalo menor de tiempo de
reaccion, en comparacion con la polimerizacion en etapas se obtienen altos pesos moleculares del
polimero. En este trabajo se pretendié trabajar con polimerizaciones en ME por radicales libres mediante
el mecanismo en cadena, con el empleo del IL CLIEG® como BS; a continuacion, se describen a mas

detalle las tres etapas en las que consiste este mecanismo:

-Iniciacion: esta etapa consiste en la generacion de radicales libres primarios (R*), los cuales se pueden
obtener sin presencia de iniciador o adicionando iniciador (1), siendo esta Gltima la mas comun; el iniciador
se puede descomponer por reacciones Oxido-reduccion, por luz y/o térmicamente, siendo esta la mas

usada. El mecanismo de reaccion de esta etapa se explica con las siguientes ecuaciones:
fka
I’*2R® Ec.1
° Kipro@
R®* + MM, Ec.2
fiq: tasa de descomposicion del iniciador, ki constante de tasa de iniciacion.

1 el iniciador (1) se disocia en radicales libres primarios (R*), que posteriormente en la EC. 2 se combinan

con el monémero (M) y forman nuevos radicales (M1°®).

-Propagacion: en esta etapa cada unidad monomérica tiene un centro radical activo que puede reaccionar
con otra molécula de mondémero con adiciones sucesivas que ocasionan el crecimiento de la cadena

polimérica. EI mecanismo se representa con las EC. 3-5.
M? + M2 M Ec.3

M$ + M M Ec.4
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M? + MM, Ec.5

kp: constante de tasa de propagacion

-Terminacion: esta consiste en la terminacion del crecimiento de las cadenas propagantes y puede
surgir al consumirse todo el mondémero o mediante dos tipos de mecanismos que se describen a
continuacion:

Combinacién: sucede cuando dos cadenas se unen y forman una cadena de mayor tamafio y se

representa con la 6.

M2+ M5 Mo Ec.6

kic: constante de tasa de terminacién por combinacion

Desproporcidn: esta terminacion consiste en la union entre dos cadenas en crecimiento, generando una

cadena con un doble enlace terminal y la otra una cadena saturada, sigue la 7

M2 + M8 M, + M, Ec.7

kis: constante de tasa de terminacién por descompaosicién

Reacciones de trasferencia: puede ser al disolvente, iniciador, monémero o polimero (XA). Consiste en

un proceso de terminacion prematura debido a que se trasfiere un atomo o protdn al sistema radical que
estaba en crecimiento, por lo cual la propagacién termina y conduce a la obtencién de ramificaciones que

afectan el peso molecular del polimero. Esta etapa se representa con las 8-9 [121], [122].

ker
My + XAy M, —X+A Ec.8
A® + M¥em® Ec.9

XA: dtomo trasferido, A®: radical que reiniciara la polimerizacién, ky- constante de tasa de trasferencia en cadena, ka:

constante de tasa de reiniciacion.

2.9.1 Antecedentes sobre polimerizaciones por radicales libres utilizando liquidos
ionicos

Barth y col. realizaron un estudio de la cinética de terminacion mediante resonancia paramagnética
electronica de polimerizaciones por radicales libres de sistemas formulados con el monémero de
metacrilato de metilo y como disolventes los IL bis(triflurometilsulfonil)-imida de 1-etil-3-
metilimidazolio y tetrafluoroborato de 1-butil-3-metilimidazolio. Los resultados obtenidos demostraron
que el uso de los IL disminuye la velocidad de terminacion si se compara con polimerizaciones de este

monomero en masa [123].
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Por su parte, Stanzione y su grupo de trabajo efectuaron una copolimerizacion por radicales libres de 2-
acrilamido-2-metil-1-propanoacidosulfonico y N, N” metilbis(acrilamida) utilizando el IL etilsulfato de 1-
etil-3-metilimidazolio como medio . El polimero obtenido demostrd poseer propiedades mecanicas
mejoradas para la produccion de hidrogeles ionicos para separacion y transporte, asi como para la
formacion de membranas para pruebas de balistica [124].

En 2014 Polenz y col. llevaron a cabo copolimerizaciones con los mondémeros de metacrilato de metilo y
metacrilonitrilo iniciadas mediante bases de imina/acrilato (IBA), utilizando los IL [P 4441]Ntf 2, [Py ]Ntf2,
[C 10 mim]DCA, [Bmim]Ntf2 y [C 10mim]NOscomo disolventes, obteniendo rendimientos en un intervalo
de 25 a 99 % a temperaturas entre 65- 95 °C. Los resultados indicaron que el empleo del IL causa la
aceleracion de la tasa de polimerizacion lo que influye en el consumo de monémero [125]; en ese mismo
afio, Dietlin y col. polimerizaron dimetacrilato de polietilenglicol empleando cuatro foto iniciadores
(DMPA, Irg 184, 119 y 907) con tres IL ([EMIm][BF4], [BMIm][BF4] y [EMIm][OTf]) para determinar
el efecto de estos elementos en una polimerizacion en solucion. Los resultados obtenidos sugieren que
existe una influencia del IL sobre la eficiencia del foto iniciador que afecta su reactividad relativa [126].
Cabe mencionar que en todos los trabajos anteriormente descritos emplean los IL como disolventes y no

como tensoactivos.

2.10 Polimerizacion en microemulsion

Las polimerizaciones en ME producen latex con particulas esféricas y diametros de particula inferiores a
los 100 nm, que permiten obtener polimeros con altos pesos moleculares [127]. Una de las desventajas
mas importantes de este tipo de sistemas, es que requieren elevadas concentraciones de tensoactivo
(alrededor del 15% en peso) para lograr la estabilizacion del area interfacial interna. Este tipo de
polimerizaciones se puede llevar a cabo mediante técnicas fotoquimicas, quimicas y/o de radiacion de alta
energia, con un porcentaje maximo de monémero de 10% en peso; el principal reto de estos sistemas es

que exista compatibilidad entre los componentes del sistema para mantener su estabilidad [128].

En la Figura 6 se presenta el mecanismo de las polimerizaciones en microemulsion, el cual consiste
primeramente 1) en micelas hinchadas con monémero, 2) posteriormente el iniciador disuelto en la fase
acuosa reacciona con el monomero disuelto y forma un radical el cual penetra en las micelas e inicia la
polimerizacion del monémero, 3) la propagacién continla y ocasiona el crecimiento de las particulas con

el uso del mondmero disuelto y el tensoactivo de las micelas no iniciadas, subsiguientemente 4) se agotan
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el monémero y se termina el crecimiento de las cadenas , finalmente 5) se obtiene el latex final, con

algunas micelas vacias y particulas del polimero[127].
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Figura 6. Mecanismo de una polimerizacion en microemulsion

2.10.1 Componentes de las polimerizaciones en microemulsion propuestas en este

trabajo

-Iniciador 2,2'-azobis-2-metilpropionamidina (V-50)

La funcion principal del iniciador es generar los radicales libres para iniciar con el proceso de propagacion;
estos pueden activarse mediante un estimulo fotoquimico, redox y/o térmicamente, siendo estos Ultimos

los méas econdmicos.

Los iniciadores azo se descomponen a bajas temperaturas generando particulas estables. El iniciador 2,2'-
azobis-2-metilpropionamidina, fue el primer iniciador cationico azo sintetizado soluble en agua, cuya
eficiencia permitid iniciar reacciones de polimerizacion a temperaturas de 56 °C (temperatura de

descomposicion de este iniciador), con una vida media de 10 h, dando lugar a la obtencion de polimeros

de alto peso molecular [129].
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-Tensoactivo (loLiLcyte CIEG®)

El tensoactivo es el encargado de reducir la tension interfacial entre dos fases inmiscibles, permite
estabilizar el mondmero y las particulas de polimero en el agua. En una polimerizacion en ME se pueden
utilizar cualesquiera de los componentes anfifilicos descritos anteriormente en el apartado 2.5.2. Sin
embargo, en este trabajo se eligio el IL loLiLcyte CLEG® (anteriormente Illamado AMMOENG 100,
ILK5MS o TEGO) para su uso como BS; este es agente tensoactivo aciclico catidnico que contiene una
sal de amonio con un oligo (etilenglicol), con punto de fusion inferior a los 100 °C, estable térmicamente
y con potencial uso como solubilizante. Se han reportado pocos trabajos de su uso como tensoactivo, sin
embargo, se ha demostrado que presentan comportamientos similares a los tensoactivos convencionales,

razon por la que es interesante su uso en polimerizaciones en medios dispersos [130].
-Mondmeros (estireno (St) y acetato de vinilo (VAc)

Estireno (St): es un compuesto organico, liquido e incoloro con ligero olor aromatico, insoluble en agua
(0.003g/100g a 20 °C), muy volatil y con alta toxicidad, tiene un peso molecular de 104.15 g/cm® y un
punto de fusion entre 145-146 °C; es obtenido por procesos de deshidrogenacion y coproduccién con
oxido de propileno por medio de alquilacién del etilbenceno (intermediario). Debido a la versatilidad de
este monomero se ha utilizado para obtener poliestirenos y asi fabricar plasticos para embalaje de

alimentos, caucho, articulos de jugueteria o deportivos entre otros [131], [132].

Acetato de vinilo (VAc): es un compuesto organico liquido e incoloro, parcialmente soluble en agua (2.50

9/100g a 20 °C) y se obtiene por reacciones de acetilacion oxidativa del etileno [133]. Es un compuesto
susceptible a la hidrolisis bésica y acida y se utiliza ampliamente en procesos industriales de resinas,
pinturas, adhesivos, textiles, entre otros [134].

-Medio disperso (Agua)

Continuamente, se busca la reduccion del uso de disolventes organicos en las polimerizaciones con la
finalidad de obtener procesos mas amigables ambientalmente; el uso del agua como disolvente de reaccion
para la obtencion de polimeros representa una alternativa de la quimica verde, debido a que este es un
compuesto inerte, de facil obtencidn y a bajos costos; se sugiere el uso de agua desionizada con el objetivo
de prevenir que algun anidén o cation presente en el agua interfiera en el proceso de polimerizacion. La
funcidn principal del agua es ser el medio dispersante que permita descomponer el iniciador y generar los

oligbmeros, controlando la viscosidad y temperatura del sistema[135].
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A continuacién, en la Figura 7, se presentan graficamente los componentes utilizados en estas

polimerizaciones en microemulsion.
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Figura 7. Componentes de las polimerizaciones en microemulsion

2.10.2 Estado del arte de polimerizaciones en microemulsion de estireno y acetato de
vinilo

Tieke y col. 2005 realizaron polimerizaciones en ME de St utilizando una mezcla de tensoactivos
catiénicos, bromuro de doceciltrimetilamonio y/o decanodilio-10-bis(bromuro de dimetildodecilamonio)
en diferentes proporciones. Ellos lograron obtener latex con tamafios promedios de particula dentro del
intervalo de 10 a 40 nm y concluyeron que la mezcla de tensoactivos cationicos incrementan la estabilidad
de las ME y que al ajustar los porcentajes de la mezcla de los tensoactivos se pueden obtener diferentes

pesos moleculares [136].

Afios después Lopez y col. reportaron polimerizaciones en ME de St, donde realizaron variaciones en la
temperatura (de 50 a 70 °C), para determinar el efecto de esta variable sobre el porcentaje de conversion
y el didmetro de particula. Los resultados indicaron que a mayor temperatura se obtienen tamarios de

particula menores y porcentajes de conversion mayores [137].

Finalmente, Sarov y col. en 2020 hicieron polimerizaciones en ME semicontinuas de St, utilizando 15 %

de dodecil sulfato de sodio como tensoactivo. Los resultados indicaron que a 50 °C se obtienen
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conversiones del 75 % mientras que a 60 °C se incrementan a un 90 % en un tiempo de reaccion de 100
minutos [138].

Por otro lado, L6pez y col. en el 2000 realizaron polimerizaciones en ME de VAc variando la cantidad de
iniciador V-50 (0.1 %, 0-3% y 0.5%) y obtuvieron conversiones de 86.4 (55 min), 91.4 (30 min) y 93.8
% (38 min) respectivamente, lo que indica que, a mayores concentraciones de iniciador, la conversion y
latasa de reaccion se incrementa. Finalmente, determinaron el efecto de la temperatura sobre la conversion
alcanzada en 45 minutos de reaccion y concluyeron que a mayor temperatura se acelera la reaccion y

alcanza mayor conversion en menor tiempo [139].

Un afio después Sosa y col. hicieron polimerizaciones en ME de VAc usando el tensoactivo bis(2-
etilhexil)sulfosuccinato de sodio e 0.01% iniciador persulfato de potasio a 60 °C. Se obtuvieron
conversiones superiores al 90 % y latex con diametros de particula 30 a 60 nm [140].

Posteriormente, Gomez y col. en 2005 formularon ME con 4% de VAc y 0.3 % del iniciador V-50 a 60
°C, variando la concentracion del tensoactivo bromuro de cetiltrimetilamino del 4 al 7.5%. Ellos
concluyeron que al incrementar la concentracién de tensoactivo en la formulacién, se incrementa la

conversion y disminuye la tasa de reaccion [141].

Finalmente, Herreray col. en 2015 polimerizaron VAc usando el co-tensoactivo n-butanol y el tensoactivo
bis(2-etilhexil)sulfosuccinato de sodio en relacion molar (1:1) con persulfato de potasio como iniciador.
Ellos obtuvieron polimeros con tamafio de 32 a 40 nm , con masas molares medias en un intervalo de 270
000 a 750 000 g/mol y determinaron que al incrementar la concentracion de iniciador, monémero o

temperatura se incrementa la velocidad de polimerizacion [142].

Existen pocos reportes de polimerizaciones en ME con los monémeros de VAc y St empleando liquidos

iGnicos, a continuacién, se describen algunos de ellos.

Yu y col. en 2008 polimerizaron en ME inversa St (47 % p/p) como fase continua, con 27 % p/p del
tensoactivo bromuro de 1,(2-metilacriloiloxiundecil)-3-metilimidazolio (MAUM-Br), 30 % p/p del IL
tetrafluroborato de 1-butil-3-metilimidazolio [B mim] [BF 4] como fase dispersa y con el iniciador AIBN
a un temperatura de 60 °C; el grupo de trabajo logro la obtencion de membranas poliméricas con
propiedades de flexibilidad mejoradas, trasparentes y con altas conductividades [143]. Afios mas tarde Shi
y col. realizaron polimerizaciones en ME similares a las anteriores con St (50 % p/p), 30 % p/p del

tensoactivo MAUM-Br, 20 % p/p del IL [B mim] [BF 4] y con el 0.5 % p/p del fotoiniciador benzoinizo-
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butileter. El polimero obtenido permitid la formacion de una red polimérica dando lugar a la formacion
de geles estables [144].

Yan y col. en 2009 utilizaron el tensoactivo MAUM-Br y IL derivados de imidazol para su uso en
polimerizaciones en ME del copolimero de acetonitrilo-St. EI copolimero obtenido fue utilizado para la
formacion de membranas conductoras de protones, las cuales demostraron que poseen buenas propiedades

mecanicas con estabilidad quimica y termodinamica [145].

Finalmente, Guo-Xiang y su grupo de trabajo en 2013, realizaron una polimerizacion en ME utilizando
como iniciador AIBN, FeClz.6H2O/SA como catalizador, bromuro de hexadecil trimetilamonio como
tensoactivo y el IL [B mim] [PF 6] para copolimerizar St/acetonitrilo a 65 °C. Los resultados obtenidos
indicaron que la polimerizacion sigue una cinética de primer orden con aumentos graduales en sus
conversiones y peso molecular. EI diametro de particula se encontré dentro del intervalo de 10 a 30 nmy
los sistemas con relacion de 80:20 acetonitrilo-St fueron los que permitieron pesos moleculares superiores
a ~32500 g/mol con conversiones de ~75 % [146].

Cabe resaltar que, en la revision bibliografica realizada, la mayoria de los reportes acerca de
polimerizaciones en ME de Sty VAc con IL, estos ultimos han sido utilizados como disolvente y no como
tensoactivo. Adicionalmente, no se han encontrado antecedentes de polimerizaciones en ME con VAc y
St utilizando como tensoactivo el IL CIEG®. Sin embargo, se cuenta con un reporte previo del estudio
de este IL como tensoactivo para polimerizaciones en emulsion de St, el cudl demostr6 que al utilizar
concentraciones de 7.7-10.9 X CMC del IL C1IEG® se obtienen conversiones alrededor del 90 % en 2 h,
resultados similares y comparables a los resultados con los obtenidos mediante el uso del tensoactivo
convencional DTAB a una concentracion de 2 a 3 veces su CMC [130], razén por la cual se consideré su
potencial para la formulacién de ME.
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3. JUSTIFICACION

La formulacion de NDP para liberacion de farmacos anticancerigenos representa una alternativa para el
tratamiento de estas enfermedades comparada con los métodos convencionales, los cuales se caracterizan
por ser terapias no selectivas que afectan la biodisponibilidad del farmaco y producen efectos citotoxicos

indistintamente en células sanas y cancerosas.

El presente trabajo de investigacion se enfoco en la formulacion de ME normales (aceite en agua),
utilizando tensoactivos bicéfalos sintetizados y comerciales (especificamente IL CLEG®), que, debido a
su estructura quimica con dos cabezas hidrofilicas, permite disminuir la concentracion requerida para la
formacion de ME, impactando directamente en la disminucion de la toxicidad del sistema. Como fase
oleosa se propone el uso de aceites esenciales (menta) con la finalidad de incrementar la solubilidad del
farmaco anticancerigeno (paclitaxel), protegiéndolo de degradacion y potencializando su
biodisponibilidad y efecto antineoplasico. Finalmente, las particulas de estas ME fueron recubiertas con
una coraza de quitosano modificado con &cido félico, con el objetivo de incrementar su afinidad a los
receptores folato sobre expresados en las células cancerosas para obtener NDP poliméricos selectivos a

estas células y disminuir los efectos colaterales causados en los tratamientos convencionales.

Diversas investigaciones han reportado ME normales con aceite de menta para liberacion del farmaco
anticancerigeno paclitaxel, utilizando tensoactivos convencionales y co-tensoactivos, sin embargo, existe
nula informacién sobre ME con el tensoactivo IL C1IEG®, aceite de menta y paclitaxel como ndcleo,

recubierto con una coraza de quitosano y/o quitosano modificado con acido félico.

Por otro lado, se investigo la factibilidad de utilizar tensoactivos bicéfalos en polimerizaciones en ME
utilizando un mondémero con baja solubilidad en agua (St) y otro con alta solubilidad en agua (VAc),
debido a que las polimerizaciones en medios acuosos son un area en constante busqueda de implementar
mejoras en sus procesos, con la finalidad de hacerlos més eficientes y disminuir tiempos y/o costos. El
tensoactivo IL C1IEG® representa una opcion para disminuir los porcentajes de este componente en
polimerizaciones en ME de St y VAc, que, a pesar de ser mondmeros con amplios reportes sobre su
polimerizacion, existen nulos antecedentes de polimerizaciones en ME de estos mondmeros utilizando
este tensoactivo bicéfalo. En esta tesis se investigd la factibilidad de utilizar tensoactivos bicéfalos en

polimerizaciones con la finalidad de conocer su desempefio.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 Hipotesis

Sera posible la preparacion de nanodispositivos poliméricos, formulando microemulsiones
normales con el tensoactivo lo-li-tec CLIEG®, recubriendo las gotitas de las ME con una coraza
biopolimérica de quitosano modificado con &cido folico, con respuesta al pH tumoral que permitird
la liberacion prolongada del farmaco. Ademas, el aceite de menta actuara como vehiculo del
farmaco anticancerigeno en las microemulsiones para incrementar su solubilidad y tendra un efecto
sinérgico con el farmaco empleado contra lineas celulares de cancer.

Es posible polimerizar estireno y acetato de vinilo en microemulsiones, utilizando bajas

concentraciones del tensoactivo lo-li-tec CIEG®.

4.2 Objetivos

4.2.1 Objetivo general

Desarrollar nanodispositivos poliméricos basados en microemulsiones aceite en agua (o/w) formuladas

con aceites esenciales y tensoactivos bicéfalos, recubriendo las gotitas con una coraza polimérica para su

uso como sistemas de liberacion controlada de farmacos anticancerigenos. Ademas, investigar la

factibilidad de polimerizar en ME mondmeros con diferente solubilidad en agua (St y VAc) empleando

tensoactivos bicéfalos.

4.2.2 Objetivos especificos

Caracterizar y modificar quitosano con acido félico (FTIR, XRD, grado de acetilacion vy
desacetilacién, comportamiento reoldgico, peso molecular viscoso y grado de injerto).

Sintetizar por medio de la reaccion 1,4 de Michael, tres tensoactivos bicéfalos derivados de acidos
grasos de cadena larga (miristico, oleico y linoleico) y caracterizarlos mediante FTIR, RMN 1H,
RMN 3C, CMC, nimero de agregacion, parametro de empaquetamiento, asi como su evaluacion
de viabilidad celular mediante un ensayo colorimétrico de cristal violeta en las lineas celulares
A549 y MDA-MB-231.

Formular microemulsiones normales utilizando los tensoactivos dianiénicos bicéfalos sintetizados

y liguidos idnicos comerciales (lo-li-tec CLEG®) con aceites esenciales de menta, canelay jojoba,
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(ademaés de aceites vegetales de oliva y aguacate) y caracterizarlas mediante DLS, potencial Z,
potenciometria y UV-VIS.

Formar nanodispositivos poliméricos recubriendo las gotitas de las microemulsiones normales con
una coraza de quitosano y/o quitosano modificado con acido folico y caracterizarlos mediante
diametro de particula, polidispersidad, potencial Z, pH, conductividad, estabilidad térmica,
mecanica, de almacenamiento y TEM.

Determinar los perfiles de liberacion del agente bioactivo a partir de las microemulsiones y
nanodispositivos poliméricos a pH 5.8, 6.5y 7.4.

Evaluar la viabilidad celular de los NDP y /o microemulsiones in vitro mediante el ensayo
colorimétrico de cristal violeta en las lineas celulares 1132SK, A549 y MDA-MB-231 como una
evaluacion inicial.

Investigar la factibilidad de utilizar tensoactivos bicéfalos en polimerizaciones en microemulsion
y construir diagramas de fases ternarios para la determinacion de la regién de microemulsion
normal utilizando el liquido i6nico lo-li-tec CIEG® como tensoactivo bicéfalo, con los
mondmeros estireno (baja solubilidad en agua) y acetato de vinilo (alta solubilidad en agua).
Polimerizar en microemulsion los mondmeros estireno y acetato de vinilo variando la
concentracion de monémero, iniciador y temperatura.

Caracterizar los latex obtenidos de las microemulsiones con mayor porcentaje de conversion
mediante DLS, potencial Z, estabilidad mecéanica, TEM y SEM.

Caracterizar los polimeros obtenidos mediante FTIR, RMN 'H, RMN 3C, TGA, DSC, GPC y
DMA.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Modificacion del quitosano (CS) con el acido fdlico (FA) (CS-FA) y
caracterizaciones de CSy CS-FA

-Conjugacion del quitosano con el acido félico

La conjugacion entre el grupo amino del CSy el grupo carboxilico del FA se llevo a cabo mediante una
reaccion de amidacion con el método de acoplamiento EDAC/NHS para la obtencion de la amida
utilizando como referencia las metodologias propuestas por Bano et al. [43]y Ullah et al. [147]. En la
Figura 8, se muestra la reaccion de conjugacion del CS-FA. Esta metodologia consiste en que el EDAC
tiene la funcién de activador del grupo carboxilico del FA, creando un grupo saliente de éster el cual es
inestable y propenso a sufrir una reaccion de hidrdlisis, razon por la cual, se adicion6 el NHS como agente
estabilizante, que permitié el acoplamiento eficiente entre el CS y FA/EDAC/NHS formando la amida
deseada (CS-FA).

HoN
—NH
/ —Q0 H2N
N NH
>;2 N/ —0
Ny N _
N/
\/g '
HN
HN
—0
OH N 0 . ;;
HO HNC 7 Ajuste pH 9 OO
o e x + OH - AN
HO NH, n Dialisis 3 dias PBS/ 4 oH
OH o} Dias H,0
CS OH 0=
EA OH HO N
Solucién 1 Soluci6n 2 o Q| lo J
2% CSen AA 1 mmol FA en DMSO HOH.N  n m
pHa 4.5 2 OH
0.5 mmol EDAC CS-FA

+
1 mmol NHS

Figura 8. Reaccion de amidacion para la modificacion del CS con FA

Inicialmente, se prepard una solucion al 2% de CS (CS de bajo peso molecular promedio viscoso (My) de
50,000- 190,000 Da, Sigma Aldrich ®, 75-85 % grado de des acetilacion) en una solucién acuosa de acido
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acético al 1% (Reactivo, Fermont ®) y se agitd durante 24 h. Posteriormente, se ajusto el pH a 4.5
utilizando la cantidad necesaria de una solucion de hidréxido de sodio 1M (NaOH) (Reactivo, Sigma
Aldrich®).

Por otro lado, se preparé una segunda solucion, donde se disolvio 1 mmol de FA en 10 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO) (Reactivo, Sigma Aldrich®) y se sometio a un proceso de sonicacion por 45
minutos. Enseguida, se realizd la activacion del FA con la adicion de 0.5 mmol de N-(3-
dimetilaminopropil)-N"-etilcarbodiimida (EDAC) (98%, Sigma Aldrich®) y 1 mmol N-succinimida
(NHS) (98%, Sigma Aldrich®) y se colocd bajo agitacion magnetica a 700 rpm, utilizando un bafio de
calentamiento (Polyscience® Advanced Digital 8002) para mantener una temperatura de 30 °C por 30
minutos bajo atmosfera de argon y protegido de la luz.

Posteriormente, la solucion activada de FA fue afiadida lentamente a la solucion de CS y se continud la
agitacion magnética a 700 rpm, a 30 °C por 24 h, en obscuridad y con atmosfera de argon. Al término del

tiempo de reaccion, se ajusto el pH a 9 utilizando una solucion de NaOH 1M.

El producto obtenido se centrifugd a 2500 rpm por 12 minutos y el precipitado obtenido fue sometido a
un proceso de didlisis dentro de una membrana de celulosa (peso molecular 14000 Da) por tres dias en
una solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4 con cambio del buffer diariamente y cuatro dias en agua
destilada con cambios de agua cada dos dias. Finalmente, el producto fue congelado por un diay liofilizado

durante tres dias.

5.1.1 Analisis estructural mediante espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR)

El anélisis estructural mediante FTIR del CS y CS-FA se obtuvo utilizando un espectrofotometro
infrarrojo con modo de uso ATR (Nicolet I1s50, Thermo Scientific) realizando 25 escaneos y a una

resolucion de 4 cm “en la region de 4000-500 cm ™.

5.1.2 Determinacion del grado de acetilacion (GA) y de desacetilacion (GD) del

quitosano

Se utiliz6 el espectro de FTIR del CS para calcular su GA, tomando en cuenta la relacion entre el area de

glucosamina N-acetilada y el area de glucosamina, empleando la Ec.10 [148] :
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GA (%) = 21645 % 100/1.33 Ec. 10

A3329

Aueass es el area del pico de los grupos acetilo y A 3329 €s el area del pico del anillo de piranosa;
Posteriormente se obtuvo el GD utilizando la Ec. 11:

GD (%) =100 — GA Ec.11

5.1.3 Analisis mediante difraccion de rayos X (XRD)

La evaluacién de la cristalinidad del CS y CS-FA fue obtenida mediante un analisis de difraccion de rayos
X (XRD) utilizando un difractometro (Rigaku Ultima I'V) con radiacion CuKa, operado a 40 kV y 44 mA,
en un intervalo de 5-50° de 26. Posteriormente, se emple6 la Ec. 12 para calcular el porcentaje de

cristalinidad de las muestras:
1Cy10(%) = % x 100 Ec. 12

Donde, l110€s la intensidad maxima de la sefial de difraccion e lam es la intensidad minima de la sefial de

difraccion amorfa.

5.1.4 Determinacion del grado de injerto (GI) del quitosano modificado con acido
folico

Inicialmente, se disolvieron 15 mg de CS-FA en 1 mL de una solucion al 1% HCI/D>O (Sigma Aldrich
®, 99.8%) (p/p) utilizando como anclaje un capilar de vidrio con D20 dentro de un tubo de resonancia.
Posteriormente, se obtuvo el espectro de resonancia magnética nuclear de proton (RMN *H) (Bruker HD

400N de 400 MH2z) utilizando una sonda multinuclear de 5 mm con Z-grad a temperatura ambiente.

Finalmente se calcul6 el Gl utilizando la Ec. 13:

GI(%) = CzraB0)s s Ec.13

Donde, I21 Fa €5 la integracion de 2H aromaticos del anillo benceno para-sustituido del AF, lihcses la

integracion de 1H del anillo glucosamina del CS.
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5.1.5 Comportamiento reoldgico y determinacion del peso molecular promedio

viscoso (M) del quitosano

La determinacion del My del CS se llevo a cabo siguiendo la metodologia descrita por Czechowska-

Biskup et al. [149] con algunas adecuaciones.

Inicialmente, se secd el CS (CS de bajo peso molecular, My =50,000- 190,000 Da, Sigma Aldrich ®, 75-
85 % grado de desacetilacion) en una estufa de vacio a 40 °C, por el tiempo necesario, hasta obtener un

peso constante.

Enseguida, se prepar6 una solucion amortiguadora de acido acético glacial al 0.2 M (Fermont ®, grado
reactivo) - acetato de amonio al 0.15 M (Jalmek ®, grado reactivo) de pH 4.5 para preparar una solucion
madre del CS [20 g/dm?®]. Posteriormente, se hicieron diluciones para obtener soluciones de CS a las
siguientes concentraciones 0.2, 0.4, 0.6, 0.8. 1.0, 2.0, 3.0, 3.5, 4.25, 5.0, 7.0, 12.5y 15.0 g/dm?.

La determinacion del My del CS fue realizada por triplicado utilizando un redbmetro Anton Paar Physica
MCR 501 (Anton Paar®) con geometria de doble gap (DG26) a 25 °C y determinando 30 puntos con una
velocidad de cizallamiento de 0.1 a 1000 s,

A partir de los resultados obtenidos de viscosidad para el disolvente (1)) Yy las diferentes soluciones de CS

(ni), se calcularon las viscosidades relativas (1), especificas (nsp), reducidas (nred) e inherentes (1inh)

(g/dm3).

Posteriormente, la viscosidad intrinseca () fue calculada graficamente con los valores de nred y 1inh al
realizar una regresion lineal, el valor de la interseccion de ambas rectas es 1. Finalmente, el My del CS fue

estimado utilizando las ecuaciones de Mark Houwink—Sakurada Ec. 14-16:

[n] = kM4 Ec.14
W= Mg Ec. 15
InMv = (In[n] —Ink)/a Ec. 16

K y a de las constantes reportadas para el CS de pesos moleculares de 2-90 kDa (K:9.50 x 10°y a: 0.75),
20-100 kDa (K: 3.64 x 10° y a: 0.78) y 200-500 kDa (K: 4.28 x 10%y o 0.773) [149].
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5.2 Sintesis y caracterizacion de tensoactivos bicéfalos dianionicos
derivados de acidos grasos saturados e insaturados

- Sintesis de tensoactivos dianidnicos bicéfalos.

La sintesis de los BS dianionicos se llevo a cabo mediante una reaccion de adicion de 1,4-Michael
siguiendo las metodologias de Kalhapure [150], Ojewole[85] y Makhathini [86] con algunas
modificaciones. A continuacion, en la Figura 9 se presenta la ruta de sintesis de BS utilizada en este

trabajo.
Etapa I Etapa II
R
=0
~ X N
/_/— O  EDAC HCI, DCM ‘—)_
HOOSNH. + 2T 7<Meo:hao °C \_>_)<+ R_{‘l, DMAP, rt, 48 h ){
1 2 3 4 5

R: acidos grasos C1gH3402,
C1egH3202 0 C14H2302

R R

O% ﬁ_/—f){ ) AcCl, H,0, DCM, rt, 48 h o%:\—\__‘/—)_ e
\_)_X 1) Na,CO,,rt, 2h \_X_ Na

Figura 9. Ruta de sintesis de tensoactivos BS derivados de acidos grasos

-Etapa I: Sintesis de 3-N,N'-di-(ter-butiloxicarboniletil)Jaminopropanol (3)

Inicialmente, se prepard una solucion que contenia 0.5 moles de 3-amino-1-propanol (1) en 100 mL de
metanol (MeOH) y, por otro lado, una solucion con 1.5 moles de acrilato de terbutilo (2) en 200 mL de
MeOH. Posteriormente, se afiadio la solucion del 3-amino-1-propanol a la solucion del acrilato de terbutilo
y se colocaron en agitacion a 600 rpm durante 8 h en un bafio de calentamiento (Polyscience® Advanced
Digital 8002) a 30 °C. Al término del tiempo de reaccion se rotaevaporo el disolvente adicional para la

obtencion del compuesto (3).

43



-Etapa I1: Sintesis de los heterolipidos (5) a partir de &cidos oleico (5A0), linoleico (5AL) y miristico
(5AM)

Primeramente, se prepard la solucion 1 que contenia 0.25 moles del &cido graso en 8.3 mL de
diclorometano (DCM) (disolvente) y se agitod durante 20 min a 600 rpm a temperatura ambiente; por otro
lado, se preparo la solucion 2, con 0.3 moles de 3-N,N'-di-(terbutiloxicarboniletil)aminopropanol (3) y
0.19 moles de 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (catalizador) en 8.3 mL de DCM vy se agité a 600 rpm a
temperatura ambiente durante 10 min. Trascurrido este tiempo, se afiadieron 0.374 moles de hidrocloruro
de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC) (catalizador) y se continu6 la agitacién bajo las

mismas condiciones anteriores [85].

Posteriormente, se afiadio gota a gota la solucién 1 a la solucion 2 y se agitd durante 24 h, a 25 °C a 600
rpm. Al finalizar la reaccidn, se eliminé el disolvente adicional por rota evaporacion y se obtuvo el éster
propilico (5), el cual fue purificado mediante cromatografia en columna usando 30 g de gel de silice (malla
60, Sigma Aldrich®) y como fase madvil hexano (Reactivo, Sigma Aldrich®) y acetato de etilo (Reactivo,
Sigma Aldrich®) (9:1 v/v).

-Etapa I1l: Hidrolisis acida y basica del éster propilico (5) para la obtencién de los tensoactivos

bicéfalos dianidnicos a partir de los acidos oleico (6A0), linoleico (6AL) y miristico (6AM)

1) Hidrdlisis acida: se solubiliz6 0.1 mmol del compuesto éster propilico correspondiente (5) y 0.4 mmol
de cloruro de acilo (AcCl) en 10 mL de DCM y 0.72 mL de agua. Entonces, se agité a 600 rpm durante
48 h a 25 °C. Posteriormente, el producto se lavé con agua desionizada dos veces, se congeld por 24 hy

finalmente se liofiliz6 por 72 h.

I1) Hidrdlisis basica: Para la formacion de la sal se prepard una solucion de 2.24 mmol de carbonato de
sodio en 1.5 mL de agua desionizada. Luego, se agregaron 1.08 mmol del producto correspondiente
(previamente hidrolizado con acido) y la solucidn se agit6 a 800 rpm a 25 °C durante 2 h. Finalmente, la

muestra fue liofilizada para obtener el correspondiente BS (6).

5.2.1 Andlisis estructural mediante espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR)

El anélisis estructural por FTIR de los productos intermedios y de los BS se obtuvieron utilizando un
espectrofotometro infrarrojo con modo de uso ATR (Nicolet 1s50, Thermo Scientific) realizando 25

escaneos y a una resolucion de 4 cm “en la region de 4000-500 cm™2.
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5.2.2 Andlisis estructural mediante resonancia magnética nuclear de proton (RMN
'H) y carbono (RMN *3C)

Para la caracterizacion estructural mediante RMN *H y RMN *3C de los productos intermedios (3) y (5)
se disolvieron 30 mg del producto en 1 mL de cloroformo deuterado (CDCls) (Sigma Aldrich ®, 99.8%)
mientras que para los BS (6) se disolvieron 30 mg de muestra en 1 mL de agua pesada (D20) (Sigma
Aldrich ®, 99.8%). Posteriormente, se obtuvieron los espectros de resonancia magnética nuclear (Bruker
HD 400N de 400 MHz) utilizando una sonda multi nuclear de 5 mm con Z-grad a una temperatura de 25
°C.

5.2.3 Determinacion de la concentracion micelar critica (CMC) mediante las técnicas

de conductividad eléctrica y tensiometria
Inicialmente, se prepard una solucién madre de cada BS de 0.008 mmol/mL y a partir de esta, se
obtuvieron disoluciones en un intervalo de concentracion de 9.375 x 107 hasta 0.0008 mmol/mL. Los
valores de conductividad eléctrica se obtuvieron con un conductimetro (Hanna Instruments H199300
EC/TDS Meter) y la tension superficial con un tensiémetro automatico de anillo (Du-Nouy Sigma 7%).
Las determinaciones fueron realizadas por triplicado; cada concentracion fue promediada para determinar
la desviacién estandar y los datos obtenidos fueron graficados para posteriormente trazar dos lineas rectas
sobre los puntos obtenidos. Las ecuaciones las rectas se resolvieron simultaneamente para la obtencion de

la interseccidn de estas lineas, la cual corresponde al valor de CMC.

5.2.4 Determinacion del numero de agregacion (Nag) Yy parametro critico de
empaquetamiento (Pe)

Se emplearon célculos teoricos para la determinacion de los Nagg ¥ Pe de los BS sintetizados y el BS

C1EG® [151], [152], a continuacion, se describen las etapas desarrolladas para calcular estos pardametros.

Etapa 1: Inicialmente se dibujaron las estructuras de los BS e IL CLEG® en el programa Gaussview 6.0
y posteriormente se realiz6 una pre-optimizacion de las moléculas mediante los programas xtb y CREST
a partir de métodos semi empiricos, con la finalidad de obtener los posibles arreglos geométricos que
puede adoptar cada molécula de acuerdo con sus grados de libertad. Entonces, se generd la lista de los

conférmeros y rotdmeros con geometrias unicas en el umbral de energia mas bajo.
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Etapa 2: Mediante la teoria de funcionales de densidad (DFT) se realizd una optimizacion de las
geometrias Unicas obtenidas en la etapa anterior, donde se utilizo el funcional de correlacion e intercambio

BP86 (de aproximacion de gradiente generalizado).

Etapa 3: La geometria obtenida mediante DFT fue sometida en el programa Orca, para la optimizacion
del estado basal de las moléculas y se utilizé el funcional de correlacion e intercambio GGA hibrido
B3LYP (Becke, 3-parameter, Lee—Yang-Parr) y la base doble zeta (SVP).

Etapa 4: Mediante el programa Chemcraft se realiz6 un andlisis de frecuencias vibracionales de las

moléculas optimizadas.

Etapa 5: Posteriormente, mediante el software Multiwavefunction (Multiwfn) se realizé un analisis de
superficie sin funcion de mapeo, mediante integracion por el método Monte Carlo, utilizando un contorno
de densidad de 0.001 Bohr® para reducir los errores aleatorios para el céalculo del volumen molecular de
una isosupeficie (Vmol iso). Una vez obtenido el Vmoliso, s€ realizo la medicion del radio micelar (R) de la
molécula a partir del grupo metilo terminal hasta el &tomo de nitrégeno como se representa a continuacion

en la Figura 10.

Figura 10. Delimitacion del radio micelar en el BS.

El calculo del volumen micelar (Vmic) se realiz6 mediante la Ec.17:
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Vimic = 3 (R?) Ec. 17
Y finalmente el Nagg fue calculado mediante la siguiente Ec. 18 [151]:

N, = —2hic Ec. 18

a =
99 Vmol iso

Etapa 6: Para el calculo del Pe se requiere conocer la distancia entre los &tomos de las cabezas polares
(D), el radio efectivo de la cabeza (Ra), area de la superficie de la cabeza polar (ao), el volumen de la
cadena hidrofobica (Vo) y la longitud de la cadena hidrofobica (lo). A continuacién, en la Figura 11 se

representa como fueron determinados los parametros correspondientes a esta etapa.

Figura 11. Parametros para el calculo de Pe.

Primeramente, para determinar los valores de VoY ao, se recortd la molécula manteniendo Gnicamente la
cadena hidrofdbica y la estructura fue optimizada siguiendo la etapa 3 descrita anteriormente, utilizando
el mismo nivel de teoria, posteriormente mediante Multiwfn se determiné el volumen molecular de Van

Der Waals (Vaw) y mediante Chemcraft se obtuvieron las lo y D.

Se utilizé el programa Jmol para determinar la superficie accesible al disolvente (Sas) midiendo las
proporciones de la cabeza y esfera de solvatacion del tensoactivo, y se calculd el Ra mediante la siguiente
Ec. 19:

R, = 2(Rp) + 2(Rss) + D Ec. 19
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Rs: Radio teérico de Bohr para el &tomo de las cabezas polares, para hidrogeno (H:0.53 A) o sodio (Na: 1.9 A).
Rssa: Radio tedrico del disolvente, Agua (H.0:1.4 A).

Para la obtencion de ao se siguio la Ec. 20 [152]:
Ag = mR2 Ec. 20
Finalmente, Pe se calculé con la siguiente Ec. 21:

=20 Ec. 21

€ aply

5.2.5 Ensayo de viabilidad celular in vitro de los tensoactivos bicéfalos

Estos ensayos fueron realizados en el Laboratorio de Cultivo Celular del Departamento de Materiales
Avanzados del Centro de Investigacion en Quimica Aplicada de reciente creacién, en el que trabaja
personal capacitado bajo estandares de calidad y que actualmente se encuentra en proceso de formacién
el comité de bioética.

-Cultivo de células

Se cultivaron las lineas celulares de cancer de pulmon (A549) y mama (MDA-MB-231) (adquiridas en
The Global Bioresource Center ATCC) en medio DMEM-F12 suplementado con 10 % de suero bovino
fetal (FBS) y antibidticos en una atmosfera controlada con 5 % de CO2 y 95 % de aire a 37 °C.
Posteriormente, se sembraron las células por 24 h previas al tratamiento; al concluir, las células se lavaron

dos veces con solucion salina tampén fosfato (PBS) (Sigma Aldrich®).
- Ensayo de viabilidad celular

Se procedio a dar el tratamiento a las células cultivadas con los tensoactivos 6A0, 6AL y 6AM a
concentraciones de 50, 250, 450, 650 y 850 pug/mL por 24 h a 37 °C; trascurrido este tiempo, se elimind
el sobrenadante y se lavo con PBS, entonces las células se fijaron con una solucion de para-formaldehido
al 4 % y se tifieron con una solucion de violeta cristal al 0.25 % durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Enseguida de la tincién, las células se lavaron con agua para eliminar el tinte y se secaron a
temperatura ambiente. Finalmente, los cultivos celulares se atenuaron usando una solucién de

dodecilsulfato de sodio (SDS) al 0.1 % y se determind su absorbancia en un espectrofotometro UV-VIS
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(Thermo Scientifics®, Multiskan FC) a 570 nm de longitud de onda. Los experimentos se realizaron por

cuadruplicado.

5.3 Formulacion de sistemas con los tensoactivos sintetizados, pruebas
preliminares para la formacion de microemulsiones con los
tensoactivos sintetizados Yy sus caracterizaciones mediante
potenciometria, DLS y UV-VIS

-Etapa | Sistemas ternarios

Se formularon sistemas con el proposito de obtener ME del tipo aceite en agua (o/w) empleando los BS
6A0 y 6AL, sin embargo, debido a la poca solubilidad de estos, la solucién micelar fue realizada en una
proporcion de 99.9:0.1 %p/p (agua:BS); los aceites esenciales utilizados como fase oleosa fueron aceite
de canela (de corteza FCC, Sigma Aldrich®), menta (Natural, Sigma Aldrich®), jojoba (Activos
Botanicos y Quimicos para la Industria®), ademas de aceite de oliva extra virgen (Puro, Carbonell®) y

de aguacate (Puro, Great Value®).

La solucion micelar se colocé en un vial traslicido dentro de un bafio con temperatura controlada a 25 y
37 °C con agitacibn magnética constante de 1200 rpm. Posteriormente, se titul6 la fase oleosa
correspondiente, con un intervalo de 15 minutos entre gota y gota hasta llegar a la turbidez de la muestra.
Esta informacion fue utilizada para la obtencion de los diagramas de fases ternarios de los sistemas.
Enseguida, a estas muestras se les determinaron los valores de pH (potenciometro marca Hanna
Instruments H12213 pH/ORP Meter), porcentajes de transmitancia (%T) (espectrofotometro Jenway 7305
UV/VIS) a A = 211y 239 nm para 6A0 y 6AL respectivamente, y diametro de particula hidrodinamico
(Dp) (Zetasizer de Malvern Instruments modelo Nano-S90). Estas mediciones fueron hechas por triplicado
a 25 °C, utilizando los indices de refraccion (IR) de los aceites, canela (1.59), menta (1.46), jojoba (1.465),
aguacate (1.468) y oliva (1.465) y los de los acidos grasos oleico (AO) (1.459) y linoleico (AL) (1.47).

-Etapa Il Sistemas pseudo ternarios

Debido a los resultados obtenidos en la etapa I, se formularon nuevos sistemas con proporciones de
99.78% agua, 0.1% tensoactivo (6A0 o 6AL) y 0.12% de aceite de oliva (OO) como fase oleosa (debido
a que fue uno de los aceites que permitié mayor porcentaje de adicion evitando el uso de co-tensoactivo);
y se formularon sistemas utilizando los co-tensoactivos etanol (EtOH) (Absoluto, reactivo, CTR®) o
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polietilenglicol (PEG) (USP, Merck®) en los siguientes porcentajes: 49.78% agua, 0.1% tensoactivo 6A0
0 6AL respectivamente, 50% co-tensoactivo (debido a que seria el porcentaje maximo que podria usar en
una formulacion farmacéutica) y 0.12% de OO. Todas las pruebas se realizaron por triplicado a 25y 37
°C con agitacion constante de 1200 rpm. Finalmente, se determiné el diametro de particula (Dp) mediante
DLS utilizando el indice de refraccion (IR) del aceite de oliva (OO) (1.465) y porcentajes de transmitancia
(%T).

5.4 Formulacion de microemulsiones (ME) utilizando liquidos ionicos (IL)
comerciales como tensoactivos bicéfalos cationicos

5.4.1 Determinacion de la region de microemulsion mediante la construccion de

diagramas de fases ternarios
Se propuso el uso de liquidos idnicos (IL) T2EG® (>95%, lo-li-tec®) y CLEG® (>95%, lo-li-tec®) como
BS para la formulacion de ME (o/w). Inicialmente, se trabajo en la construccion de los diagramas de fases
ternarios con la intencion de determinar la amplitud de la region de ME aceite en agua y mediante el
disefio de varias SE ME selecciond la concentracion adecuada de los componentes. Para esto, se prepard
una solucion micelar de 60:40 (agua: CIEG®) y 70:30 (agua:T2EG®) y posteriormente se realizaron
diluciones para obtener diferentes concentraciones hasta una relacion de 98.75:1.25 (agua:IL). Enseguida,
estas soluciones micelares se colocaron en un vial de vidrio transparente en agitacion magnética a 200
rpm dentro de un bafio de calentamiento (Polyscience® Advanced Digital 8002) a 37 °C y se dosificé gota
a gota el aceite de AcM, con intervalos de 10 minutos entre gota hasta llegar a la turbidez del sistema. Las

pruebas fueron realizadas por duplicado.

5.4.2 Determinacion de la solubilidad de los principios activos anticancerigenos en el

aceite esencial de menta (AcM)
Anteriormente, se seleccion6 el AcM por su mayor potencial en la formacion de ME y por tanto se
procedi6 a determinar la solubilidad de diversos API anticancerigenos en este aceite, con la finalidad de
elegir el API con mayor solubilidad. Los API probados fueron curcumina (>94%, Sigma Aldrich),
metotrexato (98% HPLC, AK Scientific®) y paclitaxel (PTX) (>99%, Selleckchem®).

Las solubilidades se determinaron utilizando dos metodologias, la primera fue “shake flash” como reporta
Zepeday col. [60] con algunas modificaciones; esta consistio en colocar 0.5 g de AcM en un vial de vidrio,

al cual se le afiadieron poco a poco cantidades conocidas del API en condiciones de agitacion a 600 rpm

50



a 25 °C, hasta llegar a la saturacién. La segunda técnica fue mediante espectroscopia UV-VIS, la cual
consistio en preparar soluciones a diferentes concentraciones de los API en etanol (Absoluto, reactivo,
CTR®) en intervalos de concentracion de 7 mg/mL a 1.95 pg/mL para PTX y curcuminay de 1 mg/mL a
1.95 pg/mL para metotrexato para la construccion de sus curvas de calibracion. Finalmente, las soluciones
obtenidas de la técnica shake flash, se centrifugaron (microcentrifuga Select Bio Products, Select 8Spin
17R) durante 10 minutos a 6000 rpm y el sobrenadante fue analizado mediante espectroscopia UV-VIS
(espectrofotdmetro de microplacas Epoch 2, Biotek®) a una longitud de onda, A, de 215, 303 y 423 nm

para PTX, metotrexato y curcumina respectivamente.

5.4.3 Formulacion de microemulsiones (ME) aceite en agua (o/w) con el liquido iénico
(IL) C1IEG® y aceite esencial de menta (AcM). Determinacion de las condiciones

optimas la formacion de la coraza de quitosano y su caracterizacion

-Etapa | Formacion de ME normales

Se prepar6 una solucion micelar madre con una relacion 30:70 (%p/p) del IL CIEG®:agua, a partir de la
cual se realizaron diluciones para obtener soluciones micelares con diferente proporcién de estos
componentes (3.25:96.75, 5:95, 10:90, 15:85, 20:80 y 30:70 %p/p ). Estas soluciones, se colocaron dentro
del bafio de calentamiento a 37 °C bajo agitacion magnética a 600 rpm. Posteriormente, las soluciones se
titularon (con una jeringa Hamilton Gastigth®) con AcM vy se continud la agitacion por un lapso de 24 h,

con la finalidad de asegurar el equilibrio del sistema.

Las ME formuladas fueron caracterizadas mediante pH y conductividad eléctrica. Los valores de diametro
de particula hidrodinamico (Dp) y potencial Z ({) se determinaron mediante dispersion dindmica de la luz
(DLS) (Microtrac Nanotrac Wave 1) con una dilucion de la ME en una relacion 1:20 (%v/v) ME: Agua
Milli-Q a 25 °C.

-Etapa Il Formacién de coraza de CS

La formacién de la coraza polimérica de CS sobre las gotitas de ME se realizé de acuerdo con la
metodologia propuesta por Kumari [61]. Inicialmente, se realizaron dos soluciones de CS con diferente
concentracion (0.1y 0.4 %) en una solucion de acido acético al 1% (Reactivo, Fermont ®). Las soluciones
preparadas fueron filtradas con un filtro de nylon de 45 pum y entonces a las ME o/w formuladas en la
etapa anterior, se les adicion6 por titulacion la solucion correspondiente de CS (1:1) y se mantuvieron en

agitacion magnética a 600 rpm por 5 h a 37 °C.
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Las ME con coraza de CS fueron caracterizadas mediante y conductividad eléctrica, asi como mediante
UV-VIS a una longitud de onda de 242 nm. Adicionalmente, se determiné el diametro de particula
hidrodindmico (Dp) y potencial Z ({) mediante dispersion dindmica de la luz (DLS) (Zetasizer de Malvern
Instruments modelo Nano-S90). Para estas determinaciones, las muestras fueron diluidas en una relacién

1:20 (%v/v) ME: Agua Milli-Q para posteriormente realizar las mediciones a 25 °C.

La ME con coraza de CS que presentd Dy y ¢ dentro del intervalo deseado para una ME con Dy, inferiores
a400 nmy ¢ mayores a 30 mV, fue elegida para determinar su morfologia en el microscopio electronico
de transmisién (TEM, Titan 80-300 kV), colocando las muestras diluidas 1:20 (%v/v) sobre una rejilla de
cobre recubierta con una pelicula de “lacey carbon”. Entonces, una vez evaporado el disolvente, fueron

teflidas con una solucién de acido fosfotingstico al 1 %.

5.4.4 Formacidn y caracterizacion de nanodispositivos poliméricos (NDP) cargados

con paclitaxel
Una vez determinadas las concentraciones adecuadas de CIEG®, AcM, PTX y CS en las etapas anteriores,

se procedio a la formulacion de seis NDP. En la Tabla 6 se presenta la composicién de cada uno de ellos.

Tabla 6. Composicion de los nanodispositivos poliméricos preparados.

% % % % % %
NP Agua CIEG® AcM PTX CS CS-FA
NDP1 93.02 4.98 2.0
NDP 2 95.26 254 2.0 0.2
NDP 3 95.19 2.55 2.0 0.06 0.2
NDP 4 95.31 2.49 2.0 0.2
NDP 5 95.24 2.50 2.0 0.06 0.2
NDP6 90.92 4.96 4.0 0.12

Inicialmente se disolvid la cantidad de PTX en el AcM bajo agitacion magnética a 400 rpm a 25 °C.
Posteriormente, para la formacion de la ME se us6 una solucion micelar de CLEG®: Agua (5:95 p/p), y
se le afiadio la fase oleosa (con o sin PTX) por titulacion con una jeringa Hamilton Gastigth® en agitacion
magnética a 600 rpm a 37 °C por 2 h. Una vez obtenidas las ME, se procedi6 a la formacion de los NDP

con coraza biopolimérica, mediante la adicion de la solucién de CS o CS-FA al 0.4 % en acido acético al
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1% a la ME, en una relacion 1:1 (p/p) (ME:CS o CS-FA) y se continud la agitacion a 600 rpm por 5 h a

37 °C. Trascurrido este tiempo, se conservaron los NDP durante 24 h a 37 °C para asegurar su equilibrio.

Los NDP se caracterizaron mediante Dy, { y TEM bajo las mismas condiciones descritas en la etapa
anterior. Adicionalmente, se realizaron pruebas de estabilidad mecénica (las muestras se centrifugaron a
5000 rpm por 30 minutos en la microcentrifuga)de almacenamiento (a temperatura ambiente) y térmica

(por medio de ciclos de congelacién/calentamiento por cuatro dias a temperaturas de — 30°C y 40 °C).

5.5 Perfiles de liberacion de los nanodispositivos polimeéricos (NDP) a pH

de 5.8, 6.5y 7.4 y ajuste a los modelos matematicos de liberacion

Los perfiles de liberacidn se realizaron in vitro con la finalidad de determinar la cantidad del AcM liberada
respecto al tiempo; esto se realiz6 mediante un proceso de dialisis en una membrana de celulosa (de peso
molecular inferior a 14000 Da). En la membrana, se agregd 1 mL del NDP a evaluar y se sell6 de los
extremos con un hilo de nylon. Posteriormente, esta membrana se colocé dentro de un frasco de vidrio de
50 mL y se agregaron 30 mL de un buffer de fosfatos al pH deseado 5.8, 6.5y 7.4. Los perfiles de

liberacion se determinaron a una temperatura de 37 °C.

Se procedio a la toma de alicuotas de 1 mL a diferentes tiempos y posteriormente se analizaron mediante
UV-Vis a una A de 242 nm para obtener las absorbancias y al término de la medicion la alicuota fue
reincorporada al medio para mantener un volumen constante. Los resultados obtenidos se compararon con

la curva de calibracion del AcM en etanol (R?: 0.9998).
-Modelado de la cinética de liberacion de los nanodispositivos poliméricos

Se analizaron los resultados obtenidos en los ensayos de liberacion mediante el ajuste de los datos a cuatro
modelos matematicos con la finalidad de describir el mecanismo de liberacién a través de la membrana.

La descripcion de los mecanismos se muestra a continuacion [60]:

Orden cero (Ec. 22): describe sistemas de liberacion controlada, la liberacion del API es independiente de
la concentracion inicial; primer orden (Ec. 23), la velocidad de liberacion es dependiente de la
concentracion inicial del API; Higuchi (Ec. 24), describe la liberacion del farmaco a través de una
membrana por un proceso de difusion Fickiana; Korsmeyer-Peppas (Ec. 25), describe el mecanismo de

liberacion de un sistema polimérico.

Me — kot Ec. 22
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M, kgt

T 1—e™ Ec.23
Mo gt Ec. 24
n’f—; = kgt" Ec. 25

M¢M,,: corresponde a la fraccion del API liberada en un tiempo t(h), ko, k1, kn y Kk son las constantes de
orden cero, primer orden, Higuchi, Korsmeyer-Peppas respectivamente, n: es el exponente de liberacion

del farmaco.

5.6 Evaluacion de viabilidad celular in vitro de los nanodispositivos
poliméricos en las lineas celulares de fibroblastos (1132SK), cancer de
pulmoén (A549) y cancer de mama (MDA-MB-231)

- Cultivo de células

El cultivo de las lineas celulares se realiz6 siguiendo la metodologia descrita anteriormente en el apartado
5.2.6 de cultivo celular de las lineas celulares de fibroblastos (SK)(ATCC), cancer de mama (MDA-MB-
231) y pulmon (A549)

- Ensayo de viabilidad celular

Se procedié a dar el tratamiento a las células cultivadas con los NDP1-NDP6 (ver Tabla 6) a
concentraciones de 0.1, 1, 10 y 100 pg/mL por 24 h a 37 °C. Trascurrido este tiempo, se eliminé el
sobrenadante y se lavé con PBS, luego las células se fijaron con una solucion de para-formaldehido al 4
% y se tifieron con una solucion de cristal violeta al 0.25 % durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Enseguida, las células se lavaron con agua para eliminar el tinte y se secaron a temperatura ambiente.
Finalmente, los cultivos celulares se atenuaron usando una solucion de SDS al 0.1 % y se leyd su
absorbancia en un espectrofotometro UV-VIS (Thermo Scientifics®, Multiskan FC) a 570 nm. Los

experimentos se realizaron por cuadruplicado.
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5.7 Polimerizaciones en microemulsion de estireno (St) y acetato de vinilo
(VAC)

5.7.1 Determinacidon de la regiéon de microemulsion mediante la construccion de

diagramas de fases ternarios
Se llevd a cabo la construccién de diagramas de fases ternarios para la determinacion de la region de ME.
Inicialmente, se prepar6é una solucion micelar madre 70:30 (Agua:C1EG®) (p/p) y se diluyd para la
obtencién de diferentes concentraciones hasta una relacion agua:tensoactivo de 98.75:1.25 p/p. Las
soluciones micelares se colocaron en un vial de vidrio transparente a 25 y 60 °C con agitacion magnética
a 200 rpm y se titularon gota a gota con el mondmero correspondiente (estireno >99%, Sigma Aldrich®)
y/o acetato de vinilo (>99%, Sigma Aldrich®) utilizando una micropipeta con intervalos de 5 min entre

gota hasta llegar a la turbidez del sistema. Las pruebas se realizaron por duplicado.

5.7.2 Polimerizaciones en microemulsion de estireno y acetato de vinilo

El planteamiento de las reacciones fue basado en un disefio de experimentos factorial completo de tres
factores: temperatura, iniciador di-hidrocloruro de 2,2'-azobis-2-metilpropionamidina (V-50) vy
mondmeros estireno (St) y/o acetato de vinilo (VAc), con dos niveles (alto y bajo) con puntos intermedios

de las condiciones, el disefio se muestra a continuacién en la Tabla 7.

Tabla 7. Disefio experimental de las polimerizaciones en ME de Sty VAc

Identificacion °C [Iniciador]  [Mondmero] | ldentificacion °C [Iniciador]  [Mon6mero]
C1St 50 0.035% 2% ClVAc 50 0.035% 3%
C2st 50 0.070% 4% C2VAcC 60 0.070% 6%
C3St 60 0.035% 2% C3VAC 60 0.035% 6%
C4St 50 0.035% 4% C4VAC 70 0.035% 6%
C5St 60 0.070% 4% C5VAC 70 0.070% 6%
C6St 50 0.070% 2% C6VAC 70 0.070% 3%
C7St 60 0.035% 4% C7VAC 60 0.035% 3%
C8St 60 0.070% 2% C8VAC 60 0.070% 3%
Cost 55 0.050% 3% C9VAC 65 0.050% 4.5%

C10VAC 65 0.050% 4.5%
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Las polimerizaciones fueron llevadas a cabo en un reactor enchaquetado de 100 mL con tapa de cuatro
bocas: en la primera boca se adecud una propela de cuatro paletas oblicuas, en la segunda se coloco el
sistema de condensacion de reflujo, en la tercera se colocé una manguera para mantener un burbujeo
constante de argén para eliminar el oxigeno presente y finalmente, la cuarta se utiliz para realizar el

muestreo a diferentes tiempos de reaccion.

Inicialmente, en el reactor se coloco la cantidad de agua (Milli-Q), tensoactivo (CLEG®) e iniciador (V-
50) a la temperatura indicados en el disefio experimental y se agitdé a una velocidad de 300 rpm con
burbujeo constante de argdn por una hora para eliminar el oxigeno presente. Posteriormente, se incorpord
el mondmero (St o VAc) previamente destilado y desgasificado utilizando una jeringa hermética de 10
mL y se dejo trascurrir la reaccion durante el periodo de tiempo establecido para el St de 180 miny VAc
de 80 min.

5.7.2.1 Caracterizacion de los latex
-Determinacion de la conversion

Durante el transcurso de la polimerizacion, se realizo el muestreo del latex tomando 1 mL de alicuota a
diferentes tiempos de reaccion vertiéndola dentro de un vial de vidrio con 0.5 g de una solucion de
hidroguinona al 0.4% y se le coloc6 un tapon de algodon. Posteriormente, las muestras fueron congeladas
por al menos 6 h previas al proceso de liofilizacion de 24 h. Trascurrido este tiempo, las muestras fueron
pesadas y finalmente se determind el grado de conversion de monémero a polimero mediante un balance

de masas.
-NUmero de particulas (Np)
Se estimd el Np en el latex utilizando la Ec. 26:
Np= 6Cp/ mppDp ® Ec. 26

Cp: g de polimero en el latex, pp, la densidad del polimero en g/cm? (1.05 y 0.934 g/cm? para Sty VAc

respectivamente) y Dy del latex fue el obtenido mediante DLS.
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-Caracterizacion mediante DLS y potencial Z

Los latex obtenidos fueron diluidos al 0.10 % p/p con agua Milli-Q para su analisis mediante DLS para la
determinacion de su Dy, polidispersidad y potencial Z realizando las mediciones a 25 °C y por triplicado
de los promedios Z.

-Estabilidad mecanica

Para las pruebas de estabilidad mecanica de los latex se tomé una alicuota de 1 mL de este y fue sometida
a un proceso de centrifugacion a 5000 rpm por 20 minutos. Finalizado este tiempo, se realiz6 una

inspeccion visual de la muestra para describir su apariencia.
-Morfologia mediante microscopia electronica de trasmision (TEM).

La preparacion de las muestras consistio en realizar una dilucion del latex al 0.10 % p/p en etanol, y
posteriormente se colocd una gota de esta solucion en una rejilla de cobre. Las muestras se dejaron secar
y analizaron en el equipo TITAN 80- 300 FEI operado a 300 k. Las micrografias obtenidas fueron tratadas
mediante el software Image J (Java ®) para el procesamiento de las imagenes y la medicion de tamarfios

de particula.

-Morfologia por microscopia electrénica de barrido SEM

Las muestras se prepararon realizando diluciones del latex al 0.1 % p/p en agua y posteriormente, se colocd
una gota de esta solucién sobre una porta muestra de cobre-zinc hasta que se evapord el disolvente.
Enseguida, la muestra fue recubierta con oro-platino por medio de la técnica de “sputtering” y se analiz6
mediante microscopia electronica de barrido de emision de campo (JEOL JSM-7401F). Una vez obtenidas
las micrografias se visualizaron mediante el software Image J (Java ®) para el procesamiento de las

iméagenes y la medicidn de tamafios promedios de particula.

5.7.2.2 Caracterizacion de los polimeros

-Purificacion de los polimeros

Se congeld una cantidad conocida del latex y posteriormente se liofilizo hasta su completo secado. El
producto obtenido fue lavado tres veces con metanol y al término se seco en una estufa a 40 °C por 24 h.
Transcurrido este tiempo, se realizaron lavados con agua destilada caliente a 80 °C hasta observar que la
conductividad del agua obtenida de los lavados estuviera cercana a la conductividad del agua destilada

(66us/cm). Enseguida, las muestras obtenidas fueron congeladas y liofilizadas hasta que se obtuvo un peso
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constante. Finalmente, el producto derivado fue disuelto en tetrahidrofurano (THF) y este fue goteado
poco a poco en agua a 80 °C bajo agitacion a 500 rpm y entonces la dispersion obtenida fue centrifugada
a 3500 rpm por 10 minutos para separar el precipitado de la fase acuosa. Este procedimiento fue repetido

al menos tres veces y el polimero obtenido fue secado mediante liofilizacion por 48 h.
-Andlisis estructural mediante FTIR, RMN Hy RMN 3C

Se llevd a cabo como se describe anteriormente en los apartados 5.2.1y 5.2.2

-Peso molecular

El peso molecular de los polimeros fue determinado mediante la técnica de cromatografia de permeacion
en gel (GPC modelo G7810A, equipado con una columna PLGEL MIXED-C de 5 pm, Agilent
Technologies®). Se prepar6 una solucion de 1 mg/mL del polimero en tetrahidrofurano y se filtro a través

de un acrodisco de 0.45 micras con membrana de PTFE.
-Anélisis termogravimétrico (TGA)

La estabilidad térmica del polimero purificado se investigo en el equipo TGA (TA Instruments Q500) en
atmosfera de N2 a una tasa de calentamiento de 10 °C/min, calentando desde 25 °C hasta 700 °C.

-Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El comportamiento térmico de los PSt y PVAc fueron determinados en el equipo DSC-2920 utilizando
una rampa de calentamiento de 10 °C por minuto en un intervalo de temperatura desde 0 a 200 °C, bajo

atmosfera de nitrdgeno.
-Analisis dinamico mecénico (DMA)

Se prepararon peliculas con 50 mg de PSt en 1 mL de THF y de 100 mg de PVAc en 1 mL de THF, se
utiliz6 el equipo DMA Q800 en modo de tensidn, con un calentamiento de 5 °C por minuto a 1 Hz, desde
30 hasta 140 °C en modo tension para PVAc y PSt.
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES
6.1 Modificacion del quitosano (CS) con el 4cido félico (FA) (CS-FA)

6.1.1 Analisis estructural mediante espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR)

Los espectros de infrarrojo de CS, FA y CS-FA se muestran en la Figura 12. Inicialmente, en el espectro
del CS (Figura 12a) se observaron las vibraciones de los estiramientos del grupo hidroxilo (OH) en 3359
cm?, seguido de la vibracion del estiramiento del grupo carbonilo de la amida primaria (C=0) en 1648
cm™, en 1573 cm™ se presento la vibracion de flexion atribuida a la amina secundaria del N-acetil CS, en
1050 cm™ las vibraciones de los estiramientos NH2, y finalmente en 660 cm™ el estiramiento del anillo
piranosido. Por otra parte, en el espectro del FA (Figura 12b) se muestra la banda de la vibracién del grupo
carbonilo (C=0) de la amida en 1689 cm™, el estiramiento C=C del anillo aromatico en 1602 cm™ y en
838 cm! el estiramiento del benceno para sustituido de la molécula. Finalmente, en el espectro del CS-
FA (Figura 12c) se pudo apreciar que la banda correspondiente al estiramiento del grupo hidroxilo que
aparece en 3296 cm sufrié un ensanchamiento, atribuido a una mayor interaccion intermolecular entre el
CS y FA asociados a la contribucion de los grupos hidroxilo y amino de estos compuestos.
Adicionalmente, las bandas de 1573 y 1648 cm™ del CS presentaron un desplazamiento a 1603 y 1691
cm asignadas al enlace C=C del anillo aromético del FA y carbonilo de la amida, respectivamente, lo

cual confirmo la conjugacion del CS con FA [8], [57].
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Figura 12. Espectros de FTIR de a) quitosano, b) &cido folico y ¢) quitosano modificado con acido

félico (modo ATR, 25 escaneos, resolucion de 4 cm™?)

6.1.2 Determinacion del grado de acetilacion (GA) y de desacetilacion (GD) del
guitosano.

Mediante el espectro de FTIR del CS mostrado en la Figura 12, se determin6 el GA del CS mediante la
Ec.10y el GD con la Ec.11 [148].

El GA experimental obtenido para el CS fue de 24.8 %y su GD de 75.2 %, lo cual se encontrd dentro del

intervalo indicado por el proveedor en su ficha técnica, en donde el GD debe encontrarse entre 75 a 85%.

El GA es un pardmetro fundamental que proporciona informacién de las propiedades fisicas y quimicas
del CS, que influye en sus posibles aplicaciones [153], [154]. Lo més destacable de la informacion
obtenida, es que el CS posee un valor bajo de GA lo que lo hace apto para su uso en aplicaciones
biomédicas, ademas de que este contribuye a la mejora de la solubilidad de API hidr6fobos y a la liberacion
de farmacos [155].
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6.1.3 Analisis mediante difraccion de rayos X (XRD)

A continuacion, se muestran los patrones de difraccion de rayos X obtenidos para el CS (Figura 13a) y

CS-FA (Figura 13b), mediante los cuales se evalud la cristalinidad de estos compuestos.

En el difractograma correspondiente al CS, se present0 un pico principal en 20: 19.6 ° y un pico secundario
en 20: 10.8 °, mientras que en el difractograma de CS-FA, se observaron tres picos en valores de 26 de
7.5, 20.9 y 27.0 ° con menor intensidad y mayor anchura, lo que indicd que tiene una region amorfa
superior y menor cristalinidad que el CS [156].

Se puede apreciar que el pico principal del CS (26: 10.8 ©) present6 un desplazamiento al modificarse con
FA (26: 7.5 °), lo cual demuestra que el CS modificado exitosamente al ser conjugado con el FA.
Finalmente, los porcentajes de cristalinidad obtenidos para el CS y CS-FA fueron de 64.3 y 49.0 %,
respectivamente. Esta cristalinidad esta directamente relacionada con la disposicion y acomodo de las

cadenas de estos polimeros [157].
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Figura 13. Difractogramas de rayos X de a) quitosano y b) quitosano modificado con acido félico
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6.1.4 Determinacién del grado de injerto (GI) del quitosano modificado con acido
folico

Mediante el espectro de RMN de *H presentado en la Figura 14 se calcul6 el grado de injerto del FA en
el CS, tomando como referencia la sefial en 3.09 ppm correspondiente a la integracion de 1H(a) del anillo

glucosamina del CS, asi como la sefial en 7.68 ppm correspondiente a 2H (b, b") del anillo aromatico de
benceno adyacente al carbonilo de la amida del FA. El calculo fue realizado siguiendo la Ec. 13.

El GI obtenido para el CS-FA fue de 9.0 %, resultado por debajo de lo reportado por San y col. en 2022,
quienes obtuvieron un Gl de 12.86 % obtenido por la técnica cuantitativa de espectrofotometria UV-VIS
[8]. Los resultados obtenidos indicaron que el CS-FA conjugado en este trabajo presenta bajos Gl, que
favorecen al incremento de la solubilidad de los API anticancerigenos y a liberacion selectiva de estos en

las células con sobre expresion de los receptores folato [54].
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Figura 14. Espectro de RMN 'H del CS-FA. Muestra: 15 mg de CS-FA en 1 mL de solucién al 1%
p/p de HCI/ D20, con un capilar de vidrio a 25 °C, 400 MHz
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6.1.5 Comportamiento reoldgico y determinacion del peso molecular promedio

viscoso (M) del quitosano

Las aplicaciones o usos del CS no solo se encuentran relacionadas con el parametro de GD, sino también
con el peso molecular (Mw) del polimero. Reportes previos han indicado que el CS de bajo peso molecular
posee mejores propiedades biomédicas, si se compara con uno de mayor My, por lo cual es importante
conocer el valor de este parametro. Sin embargo, la determinacion del My del CS se encuentra limitada
debido a que requiere de equipos costosos y/o accesorios exclusivos para su determinacion. Por medio de
viscosimetria convencional se puede obtener una estimacion del My del CS; sin embargo, la mayoria de
estos reportes se han enfocado en CS de medio y alto peso molecular [158], [159] y no, en CS de bajo
peso molecular. En este trabajo se estim6 el My de un CS de bajo Mw (50-190 kDa). Inicialmente, se
determin la viscosidad de la solucion del polimero niy la viscosidad del disolvente noy a partir de la
relacion entre estas viscosidades, se obtuvo la viscosidad relativa nr del polimero CS. Posteriormente, se
calculd la viscosidad especifica nsp restandole 1 a la nr; la viscosidad reducida nred, €s la relacion entre la
viscosidad especifica y la concentracion de la solucion del polimero mientras que la viscosidad inherente
ninh €S el logaritmo natural de la viscosidad reducida entre la concentracion de la solucion del polimero.

A continuacion, en la Tabla 8 se presentan las viscosidades obtenidas y calculadas.

Tabla 8. VValores de viscosidad de soluciones a diferentes concentraciones de CS a 25 °C en &cido

acético 0.2 M y acetato de amonio 0.15 M

(Cs] (¢/ dm ?) ni Promedio  Desviacion n, = m - Nyea = 71% Ninh = ln%
(Pa.s) estandar Mo (dm¥g) (dm?g)
2 0.003 0.000 2.616 1.616 0.808 0.481
3 0.005 0.000 4.393 3.393 1.131 0.493
3.5 0.006 0.000 5.080 4.080 1.166 0.464
4.25 0.007 0.002 6.247 5.247 1.235 0.431
5 0.009 0.000 8.170 7.170 1.434 0.420

Soluciones de CS (ni), viscosidad disolvente (no) (de la solucidn de &cido acético 0.2 M — acetato de amonio 0.15 M apH 4.5

a 25 °C=0.00112+0.00001 Pa.s) , viscosidad relativa (nr ), especifica (nsp),reducida (nred) € inherente (ninn).

Después del calculo de estos parametros, las ninh Y Nred Se graficaron en funcion de la concentracion del
CS y posteriormente se realizé un ajuste por regresion lineal de cada conjunto de datos, para determinar
el punto de corte de ambas rectas a concentracion cero (Figura 15). Esta interseccion corresponde a la
viscosidad intrinseca n la cual fue de 0.511 g/dm 3.

63



E  nred
® ninh

2.4 H
2.2 4
2.0 H

1.8 H

y=0.1907x+ 0.4777

€16+

o .
;‘1.4

1.0 H
0.8 u

0.6 - y=-0.0243x + 0.5443

o °
0.4 dn:0511 — e ¢ &

T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6

Concentracion de CS (g/dm3)
Figura 15. Regresion lineal realizada con los valores de 1) red y 1) inh

Para el célculo del My del CS con la ecuacion de Mark Houwink—Sakurada, se requirié contar con los
valores de las constantes K y a, las cuales son dependientes del tipo de polimero, temperatura y tipo de
disolvente. Sin embargo, no se encontraron reportes de estas constantes para el CS del peso molecular
empleado, por lo cual se utiliz6 un promedio de las constantes reportadas [149] como se muestra a

continuacion en la Tabla 9.

Tabla 9. Constantes K y a obtenidas por Czechowska-Biskup 2018

Mv CS (kDa) K o
2-90 9.50 x 10°° 0.75
20-100 3.64 x10° 0.78
200-500 428 x 10° 0.773
50- 190 (Promedio) 5.81x10° 0.7677

Finalmente, con los valores de K, a y n, se calculé el In My y el My del CS mediante las Ec. 14-16
correspondientes a las formulas de Mark Houwink Sakurada. El resultado que se obtuvo fue de un My

estimado de 137.5 kDa el cual se encontré dentro del intervalo reportado por el proveedor (de 50-190
kDa).

64



6.2 Sintesis y caracterizacion de tensoactivos bicefalos dianionicos (BS)

derivados de acidos grasos saturados e insaturados

Mediante la modificacion de la sintesis de BS propuesta en este trabajo, se obtuvo una ruta de sintesis méas
amigable con el ambiente, esto debido a la eliminacion de cloruro de tionilo en el proceso (compuesto
altamente toxico), asi como la reduccion de etapas de reaccion y disolventes adicionales, comparado con

la ruta de sintesis de referencia propuesta por Kalhapure y col. [84].

Con la finalidad de asegurar la obtencién de cada producto intermediario de la sintesis (cabezas,
espaciador y heterolipidos) asi como de los BS, se realizaron monitoreos mediante caracterizaciones
quimicas de FTIR, RMN H y RMN *3C. Los resultados para el BS 6A0 (con reportes previos), fueron
comparados con las caracterizaciones del método original reportado en la literatura, y enseguida se

presentan a detalle los resultados de estas caracterizaciones.

6.2.1 Analisis estructural mediante espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR)

En la Figura 16 se presentan los espectros de FTIR correspondientes a los compuestos obtenidos durante
la primera y segunda etapa de la sintesis. En la Figura 16a, se presenta el FTIR del producto (3) (N,N"-di-
(terc-butiloxicarboniletil)aminopropanol) y se observa una banda en 3450 cm™ debida al estiramiento de
los grupos hidroxilo (OH) y una sefial en 1728 cm™ debida al estiramiento del grupo carbonilo (C=0) de
los grupos éster, respectivamente. Ademas, se apreciaron los estiramientos C-H de los dos grupos
terbutoxi en 1250 cm™, asi como una banda en 1158 cm™ debidas a la absorcion de las vibraciones de
estiramiento C-N de la amina terciaria. Posteriormente, en las Figuras 16b, 16c y 16d se presentan los
espectos de FTIR de los heterolipidos (5) a partir de &cido oleico (5A0), linoleico (5AL) y miristico
(5AM). En estos se pudieron apreciar entre 2923 a 2930 cm™* estiramientos correspondientes a los grupos
metileno (CH2), y entre 2953 a 2956 cm™ los estiramientos de los grupos metilo (CHs). Adicionalmente,
se observo una sefial alrededor de 1730 cm™ atribuida al estiramiento C=0 del grupo éster y en 1250 cm’
L1os estiramientos C-O del grupo terbutoxi. Finalmente, entre 1153 a 1158 cm™ se present6 la absorcion

de las vibraciones de estiramiento C-N de la amina terciaria.
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Figura 16. Espectros de FTIR de la sintesis de a) producto 3 b) 5A0, ¢) 5AL y d) 5 AM (seccién 5.2
etapa I1)(modo ATR ,25 “escaneos”, resolucion de 4 cm™) con sus respectivos rendimientos de

reaccion (%R)

Por otro lado, en las Figuras 17a, 17b y 17c¢ se puedo apreciar que desaparecio la banda delgada alrededor
de 1250 cm* correspondiente a los grupos terbutoxi de los heterolipidos; ademas, se observo la aparicion
de una nueva banda entre 1558-1597 cmatribuida a la formacion del carboxilato de sodio. Estos
resultados son indicativos de la hidrolisis exitosa de los grupos éster de los heterolipidos, lo que confirmé

la formacion del BS (sal de sodio).
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Figura 17. Espectros de FTIR de la sintesis de tensoactivos dianionicos a) 6A0, b) 6AL y c) 6AM

(modo ATR, 25 escaneos, resolucién de 4 cm™) con sus %R vy estabilidad térmica

6.2.2 Analisis estructural mediante resonancia magnética nuclear de proton (RMN
'H) y carbono (RMN *3C)

En la Figura 18a se muestra el espectro de RMN H correspondiente al producto (3) (N,N’-di-(terc-
butiloxicarboniletil)aminopropanol). En este se pudo visualizar una banda en 1.45 ppm, que integrd para
los 18 H de los grupos metilo del grupo terbutoxi. Por otra parte, las Figuras 18b, 18c y 18d corresponden
a los espectros de los heterolipidos 5A0, 5AL y 5AM y en estos también se observd esta banda
caracteristica de los metilos del terbutoxi (~1.45 ppm), asi como una sefial en 4.1 ppm debida a los
protones adyacentes al oxigeno del grupo éster correspondiente a la union entre el producto 3 (cabezas) y
el acido graso (cola) por la reaccion de esterificacion. En las Figuras 18b y 18c las bandas en 5.36 ppm

son atribuidas a los dobles enlaces de las cadenas hidrocarbonadas de los acidos grasos insaturados. A
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continuacion, se presentan las asignaciones completas de estos espectros que comprueban la obtencién de

estos productos.

RMN 'H (CDCl3) §:

a) 1.45 (s, 18 H), 1.67 (q, 2H), 2.38 (t, 4H), 2.59 (t, 2H), 2.73 (t, 4H), 3.71 ppm (t, 2H).
b) 0.90 (t, 3 H), 1.30 (m, 20 H), 1.45 (m, 18 H), 1.62 (g, 2 H), 1.75 (m, 2 H), 2.02 (m, 4 H), 2.33 (m,

6 H), 2.49 (t, 2 H), 2.73 (m, 4 H), 4.10 (t, 2 H) y 5.36 ppm (m, 4 H).

c) 0.90 (t, 3 H), 1.33 (m, 14 H), 1.45 (m, 18 H), 1.63 (g, 2 H), 1.75 (m, 2 H), 2.06 (m, 4 H), 2.30 (m,
2 H), 2.32 (m, 4 H), 2.49 (t, 2 H), 2.75 (t, 4 H), 3.68 (t, 2 H), 4.10 (t, 2 H) y 5.36 ppm (m, 4 H).
d) 0.89 (t, 3 H), 1.28 (m, 20 H), 1.42 (m, 18 H), 1.61 (q, 2 H), 1.76 (m, 2 H), 2.32 (m, 6 H), 2.48 (m,

2H),2.72(t, 4 H)y4.09 ppm (t, 2 H).
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En las Figuras 19a, 19b y 19c se presentan los espectros de RMN H correspondientes a los BS. En estos
espectros se exhibe la eliminacion del singulete en 1.45 ppm, atribuido a los protones del grupo terbutoxi
presentes en los esteres de los heterolipidos (5). Esto sugiere que los grupos éster sufrieron un proceso de
hidrolisis acido-basico que produjo la formacién de la sal carboxilato de sodio y un grupo alcohol libre
obteniendo de esta forma los BS deseados. Adicionalmente, se presentan las asignaciones completas de

estos espectros, que permitieron la comprobacidn de la obtencion de estos BS.
RMN H (D20) 6:

a) 0.83(t, 3H), 1.24 (m, 20 H), 1.34 (m, 6 H), 1.54 (s, 2 H), 1.88 (m, 4 H), 2.21 (t, 2 H), 2.46 (m, 4
H), 2.74 (t, 2 H), 4.00 (t, 2 H), and 5.26 ppm (m, 4 H).

b) 0.82 (t, 3H), 1.31 (m, 16 H), 1.53 (m, 2 H), 1.88 (m, 6 H), 1.98 (m, 2 H), 2.28 (m, 4 H), 2.74 (m,
6 H), 3.70 (m, 2 H), and 5.26 ppm (m, 4 H).

c) 0.83(t, 3 H),1.23 (m, 20 H), 1.35 (m, 4 H), 1.89 (m, 2 H), 1.89 (m, 2 H), 2.35 (t, 6 H), 2.75 (t, 4
H), and 4.20 ppm (t, 2 H).
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Figura 19. Espectros de RMN H de a) 6A0, b) 6AL y ¢) 6AM. Muestra de 30 mg en 1 mL de D20
a 25 °C, 400 MHz
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En las caracterizaciones mediante RMN BC  del producto (3)  (N,N’-di-(terc-
butiloxicarboniletil)aminopropanol) (Figura 20a) y el heterolipido 6AM (Figura 20d), se presentaron en
28.1 ppm un pico correspondiente a los dos carbonos adyacentes a los grupos terbutoxi, posteriormente
en 80.2 ppm se localizaron los carbonos asignados a los metilos de los grupos terbutoxi y alrededor de
172.0 ppm las sefiales asignadas a los carbonos adyacentes al grupo carbonilo del éster. Respecto a los
heterolipidos 6A0 (Figura 20b) y 6AL (Figura 20c) estos también presentaron los picos anteriores en
~28.1, 80.2 y 172 ppm, adicionando un pico ~ de 129 ppm caracteristicos de los carbonos del grupo
insaturado del acido oleico o linoleico, respectivamente. Enseguida, se presentan las asignaciones

completas de estos espectros.

RMN 33C (CDCls) :

a) 28.0,30.8,33.2,49.3,52.7,62.9, 80. 5y 171.7 ppm.

b) 14.06, 22.62, 24.95, 26.66, 27.16, 28.10, 29.16, 29.31, 29.52, 29.73, 29.76, 33.82, 34.31, 50.11,
62.40, 80.25, 129.66, 129.94 y 171.97 ppm.

c) 14.05, 1.33, 24.96, 25.62, 27.19, 28.09, 29.08, 29.13, 29.16, 29.58, 29.59, 31.52, 33.82, 34.09,
34.33,49.42, 50.15, 51.41, 62.44, 80.28, 127.91, 128.03, 130.03, 130.20 y 171.95 ppm.

d) 14.03, 22.62, 24.92, 26.67, 28.07, 29.38, 31.85, 33.74, 34.34, 49.37, 50.08, 62.35, 80.19, 171.93
y 173.80 ppm.
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Figura 20. Espectros de RMN 2C de a) producto 3, b) 5A0, ¢) 5AL y d) 5AM. Muestra de 30 mg

en 1 mL de CDCls a 25 °C, 400 MHz

En las Figuras 21a, 21b y 21c se muestran los espectros de RMN 3C de los BS sintetizados. En estos

espectros se observo que desaparecié la banda en 80.5 ppm, asignada a los carbonos de los grupos metilo

del grupo terbutoxi. A continuacion, se presentan las asignaciones completas de estos espectros:

RMN 13C (D20) é:

a) 13.79, 22.59, 24.67, 27.00, 27.70, 29.16, 29.35, 29.61, 29.72, 29.78, 31.87, 32.28, 33.87, 48.90,

49.78, 62.55, 129.40, 129.60 y 166.60 ppm.

b) 13.96, 22.51, 23.37, 24.79, 25.56, 27.06, 27.23, 27.37, 27.75, 29.31, 29.61, 29.78, 31.45, 32.35,

49.51, 49.71, 127.60, 129.93 y 164.61 ppm.

c) 13.85, 22.63, 24.90, 27.75, 29.73, 31.97, 34.56, 48.51, 49.43, 63.18, 165.22 y 180.69 ppm.
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Figura 21. Espectros de RMN 2C de a) 6A0, b) 6AL y c) 6AM. Muestra de 30 mg en 1 mL de D20
a 25 °C, 400 MHz

A partir de los resultados obtenidos mediante FTIR y RMN se comprob6 la obtencién de los BS
sintetizados.

6.2.3 Determinacion de la concentracion micelar critica (CMC) mediante la técnica

de conductividad y tension superficial
Los valores de CMC de los BS se determinaron a 25 °C mediante la medicion de los valores de
conductividad eléctrica de las soluciones de BS a diferentes concentraciones. Los valores obtenidos se
graficaron en funcién del logaritmo negativo de la concentracion de BS y los resultados se presentan en

la Figura 22.
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Figura 22. Determinacion de los valores de CMC a 25 °C en agua, mediante conductividad
eléctrica de los BS m6AO e6AL A 6AM.

Se observo que los resultados obtenidos de CMC mediante la medicion por conductividad eléctrica para
los BS fueron (promedio de tres lecturas, + desviacion estandar) de 1.18+0.07, 1.36+0.09 y 1.83+0.08
mmol/L para 6A0, 6AL y 6AM, respectivamente (Figura 22). Adicionalmente, mediante la medicion de
la tensidn superficial se obtuvieron valores de 1.10+0.15, 1.48+0.74 y 1.85+0.13 mmol/L para los BS
6A0, 6AL y 6AM, respectivamente (Figura MS 1 del material suplementario 1). Estos valores se
consideran bajos en comparacion con los reportados para tensoactivos convencionales como el
dodecilsulfato de sodio (8.5 mmol/L) [160] y oleato de sodio (3.5 mmol/L) [7]. Esto podria atribuirse a la
disposicién estructural de los BS si se compara con el oleato de sodio, debido a que en los BS se introducen
dos cabezas polares (grupos carboxilato) y siete grupos metileno adicionales. La repulsidn entre cabeza-
cabeza disminuy0 y favorecio la formacion de micelas causando un aumento en la polaridad, hidrofilicidad
y actividad superficial, asi como una mejora en la interaccion BS-agua. Por lo tanto, se esperaria que se
necesitara una menor cantidad de BS para incrementar la actividad superficial del tensoactivo y asi lograr

la formacion de micelas [7].
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6.2.4 Determinacion del niumero de agregacion (Nag) Yy parametro critico de

empaguetamiento
Las micelas son estructuras coloidales formadas a partir de la CMC del tensoactivo, las cuales estan
constituidas por la asociacion de varias moléculas de tensoactivo, que recibe el nombre de Nagg. A
continuacion, en la Figura 23 se presentan las estructuras de los BS optimizadas mediante calculos tedricos
[151], [152] y en la Tabla 10, se muestran los parametros relevantes determinados para el calculo del Nagg

a)

C)

Figura 23. Estructuras optimizadas mediante DFT de los BS a) 6A0, b) 6AL, c) 6AM y d)
C1EG®, el gris representa el carbono, el azul representa el nitrogeno, el rojo representa el

oxigeno, el blanco representa el hidrogeno, el morado representa el sodio y el amarillo el azufre
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Tabla 10. Parametros requeridos para el calculo tedrico del Nagg

BS Vmol iso (A3) R ( A) Vmic (n m3) Nagg
6A0 698.53 24.39 60.76 87
6AL 690.40 22.03 44.76 65

6AM 614.45 15.73 16.38 27
ClEG® 802.02 17.99 24.40 30

V mot iso: Volumen molecular de isosuperficie, R: Radio micelar, Vmic: volumen micelar, Nagg: NUmero de agregacion
En la Tabla 10 se observé que el incremento del Vmor iso N0 €s dependiente de la longitud y/o las
insaturaciones del BS, sin embargo, estos si impactan en los valores de R y Vmic, en donde se visualizo

que a mayor longitud e insaturaciones se incrementan estos valores.

Posteriormente en la determinacion del Nagg se observo que los valores de este pardmetro siguieron la
tendencia de 6AM<6AL<6A0. Estos BS tienen como factor comdn el mismo par de cabezas polares y
como variables, la longitud de la cadena alifatica y las insaturaciones de esta; entrando més a detalle, se
observo que 6AM cuya cadena hidrofoba contiene 14 atomos de carbono presento un Nagg de 27, siendo
un valor inferior a los Nagg Obtenidos para los BS con 18 carbonos en su cadena alifatica 6A0 (Nagg : 87)
y 6AL (Nagg : 65). Con esto se demostro que existe una correlacion entre el aumento de la longitud de la
cadena hidréfoba y el incremento del Nagg, 10 cual coincide con los reportes de la literatura de Lewinska
y col., quienes determinaron los Nagg de BS de di-N-oOxidos di cefalicos (DIPANOS) con cadenas alifaticas

saturadas de diferente longitud y cabezas polares iguales [151], [161].

Por otra parte, 1os Nagg Obtenidos para los BS con igual longitud de cadena alquilica (18 carbonos) 6A0 y
6AL fueron de 87 y 65 respectivamente, casi triplicando el valor del Nagg 0btenido para el BS 6AM. Estos
resultados ilustran el impacto de las insaturaciones de las cadenas alifaticas, en donde se correlaciond la

adicion de insaturaciones con el incremento del Nagg [162].

Comparando el Nagg obtenido para 6AM con el IL C1EG®, ambos con 14 carbonos en su cola, se
obtuvieron valores de Nagg de 27 y 30 respectivamente. La diferencia entre estos valores podria ser
atribuida al tamafio y al comportamiento a los grupos funcionales presentes en la cabeza, que podria

ocasionar impedimento estérico entre las moléculas de tensoactivo necesarias para formar la micela[73].

Respecto al Pe, este nos permite determinar la forma de agregacion micelar mediante una correlacion entre
el volumen y longitud de la cadena hidrocarbonada, asi como con el &rea de la cabeza polar. La estimacion
del Pe fue obtenida mediante céalculos tedricos y a continuacion en la Figura 24 se presentan las estructuras
moleculares de los BS utilizadas para estimar el area del grupo de cabeza y el area de superficie accesible

al solvente, lo cual se reporta en la Taba 11.
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Figura 24. Estructuras moleculares mediante el visor de moléculas Jmol de los BS a) 6A0, b) 6AL,
c) 6AM y d) CIEG®
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En la Tabla 11 se muestran los pardmetros requeridos para el calculo del Pe y en la Figura 25 los tipos de
empaguetamiento micelar.

Tabla 11. Parametros requeridos y valores para el calculo tedrico del Pe (Ec. 21)

BS Vo(A%  1(A) Ra(A) a(A? D(A) Pe Forma de agregacion
6A0 517.04 24.39 8.67 236.15 10.74 0.09 Esférica
6AL 509.00 22.03 8.67 236.15 10.68 0.10 Esférica
6AM 430.56 15.73 8.20 210.98 9.79 0.13 Esférica
Cl1EG® 351.52 17.99 12.39 481.88 19.84 0.04 Esférica

V o: volumen de la cadena hidrofoba; Lo: longitud de la cadena hidrofdbica; R.: Radio efectivo de la cabeza; ao: area de la
superficie de la cabeza polar; D: distancia entre las dos cabezas polares y Pe: pardmetro critico de empaquetamiento (ver Ec.
21)
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Figura 25. Tipos de empaquetamiento micelar

Se observd que el valor de Vo present6 una influencia atribuida a las insaturaciones y longitud de la cadena
hidréfoba del BS, en donde los compuestos insaturados con 18 d&tomos de carbono en su cadena (6A0 y
6AL) presentaron valores de Vo superiores a los compuestos saturados de 14 atomos de carbono (6AM y

C1EG®). Esto se asocia a que los BS con insaturaciones ocupan mayor espacio o volumen molecular que
los BS saturados.

Los Pe de los BS con cabezas polares iguales resultaron ser de 0.09, 0.10 y 0.13 para 6A0, 6AL y 6AM,

respectivamente. Los valores fueron muy cercanos entre si, ya que poseen cabezas polares iguales y su
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disposicion geométrica para la formacion de micelas es muy similar entre si, debido al acomodo del
empaquetamiento de las moléculas, dando como resultado un arreglo micelar esférico (0<Pe<0.33) con
las cabezas polares direccionadas hacia el exterior y las colas hidrofobas cortas al interior (Figura 25).
[163]. Respecto a CLEG® (Pe = 0.04), este presenta un Pe inferior a los BS sintetizados (Pe =0.09 - 0.13)
y esto se correlaciona con los parametros involucrados en la determinacién de Pe, especificamente el
volumen de la cola hidrofoba de los tensoactivos, los cuales al ser mayores para los BS sintetizados se
obtienen valores mas altos de Pe, 0 que sugiere una mayor interaccion entre las cabezas hidrofilicas de

los tensoactivos.

6.2.5 Ensayo de viabilidad celular in vitro de los tensoactivos bicéfalos

Enseguida en la Figura 26a, se muestran los resultados de viabilidad celular correspondientes a los BS, en
la linea celular MDA-MB-231. Las viabilidades obtenidas a 50 pg/mL para los BS 6AL y 6A0 fueron de
92 £ 0.2y 86 + 2.2 %, respectivamente. Mientras que para 6AM, esta se encontr6 en un intervalo de 78-

98 % a concentraciones de 50-450 pg/mL.

Por otro lado, en la Figura 26b se muestran las viabilidades celulares en la linea celular A549. En esta se
observo que el BS 6AL tiene una viabilidad celular de 98+1.1 y 84+3.2 % a 50 y 450 pg/mL,
respectivamente, mientras que para 6A0 fue de 99+2.0 y 87+3.5%. Finalmente, el BS 6AM exhibid
viabilidades de 99 + 3.4y 75 + 1.6 % en concentraciones de 50 y 650 pg/mL.
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Figura 26. Ensayo de viabilidad celular de los BS en las lineas celulares a) MDA-MB-231y b)
A549m6ALe6A0O A GAM
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Comparando los resultados de las Figuras 26ay 26b, se observo que los BS son mas citotdxicos en la linea
celular MDA-MB-231 que en A549. Ademas, se puede apreciar que el BS 6AO fue el mas citotdxico para
ambas lineas celulares, con un valor de viabilidad celular inferior al 20 % a 250 pg/mL en MDA-MB-231
y alrededor del 40 % en un intervalo de concentracion de 400-850 pg/mL en A549. La citotoxicidad
mostrada por estos BS en ambas lineas celulares fue la siguiente: 6A0> 6AL >6AM.

Debido a que los BS sintetizados 6LA y 6MA son tensoactivos novedosos, no se encontraron previos
estudios de su sintesis y/o su evaluacion de viabilidad celular. Unicamente para el caso del BS 6AO, se
han reportado los resultados obtenidos mediante un ensayo de viabilidad celular colorimétrico (SRB).
Kalhapure y col. realizaron ensayos de viabilidad celular mediante el ensayo colorimétrico SRB del BS
6A0, el cuadl mostrd una viabilidad celular del 95% en el intervalo de concentracion de 10-80 pg/mL en
la linea celular de cancer de cuello uterino (HeLa) [84]. Sin embargo, existen informes sobre la viabilidad
celular de los acidos grasos usados para obtener estos tensoactivos mediante el ensayo de luminiscencia
cell-titer-Glo, que indican que los acidos saturados son menos citotoxicos que los insaturados en lineas
celulares epiteliales humanas [164]. Ademas, se informé que mediante el ensayo MTT en la linea celular
A549, la concentracion inhibitoria media para los acidos oleico y linoleico fue 20 nM y > 40 nM
respectivamente, lo que sugiere que la citotoxicidad depende del tipo de &cido graso, asi como de la

concentracion del BS y tipo de linea celular [165].

Los resultados obtenidos en este trabajo mediante la técnica de cristal violeta nos proporcionan un primer
acercamiento, que sugiere que 6AM es menos agresivo que 6AL y/o 6A0 en las lineas celulares
estudiadas, debido a que la citotoxicidad aumento6 en proporcién al tamafio de las cadenas alquilicas. Por
lo tanto, 6AM podria ser un candidato potencial para su uso en concentraciones mas altas debido a su
cadena alifatica méas corta. Sin embargo, se requiere la realizacion de otros ensayos de viabilidad celular

mas sensibles.

6.3 Formulacion de sistemas con los tensoactivos sintetizados, pruebas
preliminares para la formacion de microemulsiones con los
tensoactivos  sintetizados 'y su  caracterizacibn  mediante
potenciometria, DLS y UV-VIS

Una vez obtenidos los BS, se procedio a la formulacion de sistemas con la finalidad de obtener ME. A

continuacion, se presentan los resultados obtenidos en la etapa | de la formulacion de sistemas ternarios.

79



En la Tabla 12, se presentan los porcentajes méaximos de aceites incorporados en la formulacion de estos

sistemas empleando una solucion micelar de composicion 99.9% - 0.1% (agua-BS) a 25 °C y 37 °C.

Tabla 12. Porcentajes de aceite incorporados a los sistemas formulados

Canela Menta Jojoba Aguacate Oliva
Tensoactivo 25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C
6A0 ':: % 008 011 004 011 027 029 008 013 014 0.20
6AL - © 013 014 004 005 014 024 004 0.07 0.07 0.12

Los resultados indicaron que es favorable formular estos sistemas a una temperatura de 37 °C, debido a
que permitio adicionar mayor cantidad de fase oleosa. Para el caso de 6A0, los aceites que permitieron
adicionar mayor proporcion fueron AclJ y AcO y para el BS 6AL los aceites con mayor capacidad de
adicién fueron, el AcJ, AcC y AcO. Sin embargo, estas cantidades de aceite se consideraron bajas, si se
comparan con formulaciones de ME reportadas por otros investigadores. Flores y col. en el 2019,
formularon una ME compuesta de 9.1 % TPGS-1000 (tensoactivo) y 8.65 % de isobutanol (co-
tensoactivo), 0.73% de AcM o 0.35 % AcC y agua [6]. Los resultados obtenidos demostraron que es
necesario incrementar el porcentaje de BS en la ME, que permita aumentar la proporcion de fase oleosa
aceptada. A continuacién, en la Tabla 13 se presentan las caracterizaciones de los sistemas ternarios

obtenidos.

Tabla 13. Valores obtenidos de la caracterizacion de sistemas formulados con diferentes BS y con

cinco aceites mediante potenciometria, UV-VISy DLS

Canela Menta
25°C 37°C 25°C 37°C
% aceite 0.079 0.109 0.039 0.108
pH 9.19+0.04 8.61+0.02 9.89+0.01 8.4+0.01
%T 22.3+0.12 17.2+0.56 18.9+3.34 26.4+0.01
Dp* 216.05+£5.02 216.4+29.98 418.0+£141 176.7+£12.02
Dp ** 277.55455.79  169.55+7.85 343.5+24.75 200.1+33.66
%
aceite 0.13 0.14 0.042 0.049
SAL pH 8.54+0.01 8.57+0.02 8.62+0.01 8.64+0.01
%T 721171 81.2+1.91 91.1+0.61 90.6+1.25
Dp* 155.2+6.79 64.5+5.66 61.6+3.11 61.848.2
Dp** 115.75+9.83 83.5+2.83 62.8+0.99 75.45+0.92
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Aguacate Oliva
6A0 % 25°C 37°C 25°C 37°C
aceite
pH 8.81+0.01 8.36+0.002 8.68+0.02 8.69+0.01
%T 28.3+0.76 28.3+ 0.66 69.1+ 1.78 69.4+ 0.95
6A0 Dp* 163.8+22.63 187.949.48 341.0+28.28  158.35+2.76
6AL Dp** 218.70+21.64  206.65+12.1 261.15+2.05  190.3+12.73
%
aceite 0.044 0.072 0.072 0.122
pH 6.83+0.04 6.88+0.01 7.44+0.02 8.39+0.02
%T 65.3 + 0.06 69.63+ 0.75 80.5£ 0.5 91.4+0.1
6AL Dp* 170.55+6.29  222.5+48.93 170.45+3.32  160.45+12.37
Dp ** 237.8+45.68 180.7£0.71 175.9£15.27 174.80+45.68

% aceite: porcentaje de aceite incorporado, %T: porcentaje de transmitancia mediante UV-Vis. Dy: didmetros de particula en

nm *Calculados con el IR del aceite, **calculados con el IR del &cido graso.

Los valores de pH obtenidos para las formulaciones con 6AO fueron superiores a 8.2, con naturaleza
ligeramente basica mientras que para 6 AL fueron superiores a 6.8. En ambos tensoactivos, los valores de
pH se encuentran por encima del microambiente tumoral (pH 6.5) [20]. Respecto a la determinacion de
los % T, todas las formulaciones con 6A0 y 6AL presentaron porcentajes inferiores al 89 % (valor deseado
para un coloide traslucido) [166] y en cuanto a los valores de Dy, todos los sistemas se encontraron dentro
del intervalo deseado para una ME (menor a 400 nm) [63]. Sin embargo, estos presentaron inestabilidad
respecto al tiempo, lo que ocasion6 una separacion de fases relacionada con la heterogeneidad del sistema
[167].

Debido a que no se logrd la obtencion de ME utilizando Unicamente tres componentes (AcM, agua y BS
6AL 0 6A0), se procedio con la etapa Il donde se realizaron pruebas Gnicamente con al aceite de oliva'y
se afadid el uso de un co-tensoactivo (etanol y/o polietilenglicol) con la finalidad de disminuir la tension

interfacial [168] para permitir una mayor estabilidad del sistema e intentar formar una ME.

En la Tabla 14, se presentan los resultados obtenidos en estas nuevas formulaciones. En los sistemas 6 AL
y 6A0° (€ concentrados) se observo que los Dy se encontraron en un intervalo de 385 a 650 nm por encima
de los Dy deseados para una ME, con desviaciones estandar muy elevadas lo que indicé la heterogeneidad

de la formulacion. Ademas, los valores de transmitancia indicaron que no se logro la formacion de
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sistemas traslucidos. Por lo tanto, se propuso la dilucion de estos sistemas con la finalidad de eliminar los
agregados presentes en la ME [69]. Los resultados mostraron que disminuy0 el Dp, sin embargo, se
conservaron las desviaciones elevadas y a pesar de tener transmitancias aceptables para una ME, estas
fueron atribuidas a la adicion del agua. Finalmente, en las pruebas que se llevaron a cabo adicionando el
50 % de co-tensoactivo etanol y/o polietilenglicol, se present6 un incremento en los Dy, efecto contrario
a lo esperado al utilizar un agente co-tensoactivo, el cual se adiciono con la finalidad de coadyuvar para
la obtencion de soluciones coloidales homogéneas y termodindmicamente estables. Los resultados
obtenidos de las formulaciones preliminares con los BS sintetizados demostraron que, debido a la escasa
solubilidad de estos, no son agentes anfifilicos adecuados para la obtencidon de ME. Sin embargo, estos
podrian utilizarse para otras aplicaciones, por ejemplo 6A0, ya ha sido reportado su uso en una nano
suspension para administracion de 0.5 % de ketoconazol, donde se logro una carga del 87.47+0.31% [84]
o en formulacion de geles al 2% de dianosina, que mejord la permeabilidad del farmaco en las mucosas

bucales, comparada con formulaciones sin este tensoactivo [85].

Tabla 14. Valores obtenidos de la caracterizacion de los sistemas con y sin co-tensoactivo mediante

DLSy UV-VIS
BAL € BAL D BALE 6AL P
25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C
451.20+ 506.40+ 1095.67+ 811.93+
Dp 385.93+55.30  488.30+82.90 622.00£21.15  1563.67+65.77
50.57 210.64 50.46 96.92
%T 4.13+0.06 14.53+0.12 79.47+0.57 84.03+0.12 85.53+0.06  81.43+0.4 75.3+0.52 92.77+0.15
6A0 © 6A0OP 6AOE 6AOP
25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C 25°C 37°C
391.87+ 368.27+26. 1224.0+ 588.5+ 2433.67+ 1083.00+
Dp 650.30+28.03  556.73+29.09
215.43 29 154.62 19.66 254.07 68.64
68.67+
%T 88.10+0.78 17.83+0.12 91.63+0.75 100+0.01 77.93+0.06 0.93 94.9+0.61 76.43+0.12

€ : concentrado, P: diluido en agua Milli-Q en relacion 1:10 formulacion: agua, &: 50 % de etanol y : 50 % de polietilenglicol
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6.4 Formulacion de microemulsiones utilizando liquidos i6nicos (IL)
comerciales como tensoactivos bicéfalos cationicos

6.4.1 Determinacion de la regién de microemulsion mediante la construccion de

diagramas de fases ternarios
Debido a los resultados no satisfactorios para formar ME o/w obtenidos con los BS sintetizados, se
propuso como alternativa el uso de dos IL comerciales: CLIEG® y T2EG®, cuya estructura quimica los
clasifica dentro de los BS. Inicialmente, se procedi0 a realizar diagramas de fases ternarios usando como
fase dispersa el AcM y agua como fase continua. Se realizaron soluciones micelares a diferentes
concentraciones del IL CLEG® desde 1.25 hasta 40 % p/p que permitieron la adicién desde 0.5 al 6.9 %
p/p de AcM, respectivamente, mientras que para el T2EG® las formulaciones fueron desde 1.25 hasta 30
% p/p del IL lograndose la adicion de 0.45 al 2.67 % p/p de AcM, respectivamente. Los porcentajes de la

formulacion se muestran en la Tabla 15y en la Figura 27 se representan los diagramas ternarios obtenidos.

Tabla 15. Concentraciones de los componentes de la ME para la construccién del diagrama de

fases
% Agua % C1EG® % AcM % Agua % T2EG® % AcM
98.25 1.25 0.50+0.08 98.29 1.24 0.45+0.02
96.70 2.5 0.80+0.03 97.01 2.49 0.52+0.03
93.47 5 1.53+0.02 95.63 3.73 0.65+0.00
91.14 75 1.36+0.00 94.12 4,95 0.92+0.01
87.35 10 2.65+0.08 91.60 7.43 0.95+0.02
82.96 15 2.04+0.03 88.70 9.86 1.36+0.12
76.14 20 3.86+0.02 83.72 14.77 1.48+0.04
71.69 25 3.31+0.14 77.91 19.48 2.22+0.55
66.26 30 3.74+0.13 73.07 24.36 2.34%0.34
53.09 40 6.91+0.05 68.01 29.15 2.760.12
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Figura 27. Diagrama parcial de fases de los sistemas con a) CLEG® y b) T2EG®

Estos resultados permitieron conocer las cantidades necesarias de cada componente y mostraron que el
uso del IL C1IEG® permite la obtencién de una region de ME normal més amplia, comparado con la
region del T2EG® [65]. A partir de estos resultados, se procedio a la formulacion de ME normales dentro
de la region determinada, dando como resultado ME con claridad optica y estables termodindmicamente
con el paso del tiempo. Los porcentajes de cada formulacion y sus caracterizaciones fisicoquimicas se

presentan enseguida en la Tabla 16.

Tabla 16. Composicion de los sistemas obtenidos usando IL como tensoactivos y sus
caracterizaciones por potenciometria, UV-VISy DLS

Identificacion Tensoactivo & & ) i pH %T Dp
Agua Tensoactivo AcM
1 ClEG® 98.41 1.25 0.34 5.074£0.01 99.74+0.55 476.25+11.53
2 ClEG® 97.04 2.49 0.47 7.10£0.01 99.12+0.14 284.95+10.67
3 ClEG® 94.10 4.99 091 7.15+0.00 99.72+0.66 380.10+10.89
4 ClEG® 91.50 7.49 1.01 7.31+0.01 100.0+0.09 113.83+14.73
5 ClEG® 88.50 9.83 1.67 7.43+0.00 96.90+0.93 341.30+7.39
6 ClEG® 83.74 14.78 148 7.51+0.01 99.90+0.31 254.20%1.27
7 ClEG® 77.92 19.48 2.60 7.55+0.01 99.91+0.78 251.95+6.15
8 ClEG® 73.20 24.40 2.40 7.57+0.02 96.02+1.00 140.35+4.31
9 ClEG® 68.11 29.19 270 7.58+0.01 99.89+0.44 122.90+3.96
10 ClEG® 57.04 38.03 493 7.58+0.01 95.70+0.55 147.25+3.04
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11 T2EG® 98.32 1.25 0.44 5.92+0.01 99.33+1.10 450.70+7.78

12 T2EG® 96.97 2.49 0.54 6.11+0.01 99.67+0.79 317.25%5.02
13 T2EG® 95.62 3.73 0.65 6.14+0.01 98.38+1.52 495.55+3.75
14 T2EG® 94.11 4.97 092 6.22+0.01 98.56+0.97 482.00+84.57
15 T2EG® 91.61 7.45 0.94 6.33%0.01 99.59+1.06 347.75+24.11
16 T2EG® 88.81 9.91 128 6.41+0.01 98.47+0.32 269.90+23.62
17 T2EG® 83.69 14.86 1.45 6.55+0.01 98.41+0.45 407.70+5.94
18 T2EG® 78.46 19.70 1.83 6.60+0.01 98.63+1.03 610.70+40.87
19 T2EG® 73.31 24.59 210 6.57+0.01 97.40+1.06 479.25+14.50
20 T2EG® 67.92 29.41 267 6.77+x0.01 97.51+1.45 464.55+23.26

En la tabla anterior, se observé que las ME 3 (CIEG®) y ME 14 (T2EG®), permiten la carga de 0.91y
0.92 % de AcM, respectivamente, lo que supero los porcentajes de AcM utilizados en las formulaciones
de ME preparadas por Flores y col (0.73%), con la diferencia que, en las formulaciones de este trabajo, se
ha reducido la cantidad de tensoactivo necesaria para su obtencion de 9.1 a 5 %. Adicionalmente, se evitd
el uso de un co-tensoactivo, lo que se traduciria en una reduccién de los costos en la preparacion de la

formulacion [64].

Respecto a los valores de pH de las ME preparadas con CLEG®, en su mayoria fueron pH ligeramente
alcalinos en un intervalo de 7.10 a 7.58 con excepcion de la ME 1. Al comparar estos valores de pH con
aquellos obtenidos para las formulaciones preparadas con T2EG®, estos fueron ligeramente mas acidos
(de 5.92 a 6.77); en ambos resultados se pudo observar que, al aumentar la cantidad de IL se permite
mayor adicion del AcM. El incremento del IL en la ME, permiti6 el aumento del area superficial de la
interfase entre la fase hidrofilica e hidrofébica y propicio una mayor adicion de aceite en la ME, sin afectar
la estabilidad termodinamica de la misma. Sobre los porcentajes de transmitancia, todos se encontraron
por encima del 95 %, el cual es mayor al intervalo deseado (89-100%) para este tipo de sistema coloidal
(ME con IL) [166]. Finalmente, las determinaciones de los Dy se realizaron siguiendo la metodologia de
Sieniawska y col. [1] y los resultados mostraron que el IL CLEG® permitid la formacion de ME a una
concentracion de 2.49 a 38.03 %, incorporando hasta 4.95 % de AcM, con valores de Dp hasta de 380 nm.
Contrariamente, las formulaciones preparadas con T2EG® presentaron valores de Dy elevados que en su
mayoria excedieron a los deseados para una ME (100 nm hasta de 400 nm), con desviaciones estandar
altas probablemente indicando la formacién de emulsiones inestables termodinamicamente. Por esta

razon, resulté mas favorable continuar las siguientes formulaciones de ME empleando C1EG®.
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6.4.2 Determinacion de la solubilidad de los principios activos anticancerigenos en el

aceite esencial de menta (AcM)
Para proceder con la formulacion de ME cargadas de API anticancerigeno, se realizaron pruebas de
solubilidad de tres APl en el AcM a 25 °C. La determinacion de la solubilidad fue realizada mediante la
técnica visual (Vs) y por espectroscopia de UV-VIS a 215 nm para PTX, 303 nm para metotrexato y 423

nm para curcumina. Los resultados obtenidos se muestran a continuacion en la Tabla 17.

Tabla 17. Solubilidades de los API en el AcM

Visual UV-VIS
AP Solubilidad A Solubilidad
mg/mL. nm /R mg/mL
Metotrexato 2.97+0.22 303/0.999 3.18+0.01
Curcumina 7.72+0.11 423 /0.997 6.31+0.01
Paclitaxel 27.41+0.18 215/0.986 26.94 £ 0.01

El PTX fue el API que presentd mayor solubilidad, seguido por la curcumina y el metotrexato en el AcM
bajo estas condiciones. Se observé que los valores fueron muy similares entre si por ambas técnicas, sin
embargo, UV-VIS es una técnica analitica que nos permite la cuantificacion mas exacta. Las solubilidades
de los API en el AcM fueron superiores, si se comparan con la solubilidad de estos APl en agua a 25 °C
reportadas por Hazardous Substances Data Bank para curcumina (0.00312 mg/mL), PTX (0.1 mg/mL) y
metotrexato (2.6 mg/mL). Debido a la clasificacion biofarmacéutica de estos API, clase Il (muy permeable
y poco soluble en agua) y 1V (poco permeable y soluble en agua) respectivamente, el API elegido para

posteriores etapas fue el PTX.

6.4.3 Formulacién de ME aceite en agua (o/w) empleando C1EG® y aceite esencial
de menta (AcM) y determinacion de las condiciones éptimas para la formacion

de la coraza polimérica
Se formularon ME con diferentes proporciones de CLEG®, agua y AcM. Posteriormente, las gotitas de la
ME fueron recubiertas con CS, las cuales posteriormente se caracterizaron y los resultados se presentan
en la Tabla 18.
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Tabla 18. Propiedades de las microemulsiones sin y con coraza de quitosano

Identificacion Relacion pH Conductividad Dp (nm) PDI %T ‘
(T/A/ACMICS) (Dynes/cm) (mV)
ME1 (3.25/96.17/0.58/0) 6.40£0.01  946.33+0.58 323.50+16.40  0.332+0.25 N/A +46.90+2.01
ME1CS1 (1.62/97.99/0.29/0.10)  2.95+0.01  1449.33+1.53 230.33£6.47  0.267+0.10 98.31+1.37 +84.10+0.40
ME1CS4 (1.62/97.69/0.29/0.40)  3.44+0.00 1614.67+1.15 156.37+11.05 0.107+0.04 94.07£1.32 +121.90+4.99
ME2 (5.00/94.35/0.65/0) 6.48+0.01  455.00+1.00 113.33+12.46  0.435+0.09 N/A +45.43+0.90
ME2CS1 (2.50/97.07/0.33/0.10)  2.97+0.00  1746.33%1.15 117.70+£13.12  0.373x0.15 94.62+1.17 +76.43x0.71
ME2CSs4 (2.50/96.77/0.33/0.40)  3.42+0.01  1867.33+0.58 178.53+7.19  0.3754#0.17 95.77+0.23 +147.97+0.32
ME3 (10.00/89.08/0.92/0)  6.56+0.01  804.67+0.58 422.63+9.92  0.683+0.03 N/A +43.37+0.65
ME3CS1 (5.00/94.53/0.46/0.10)  2.96+0.00  1917.33+0.58 257.80+#4.20  0.500+0.02 95.96+1.48  +83.23+0.58
ME3CS4 (5.00/94.23/0.46/0.40)  3.44+0.00  2105.00+1.00 99.4345.54 0.614+0.21 96.41+1.52 +116.83+1.76
ME4 (15.00/83.69/1.31/0)  6.70+0.01  999.00+0.00 357.974+16.28  0.370+0.04 N/A +33.60+1.08
ME4CS1 (7.60/91.64/0.66/0.10)  3.09+0.01  3342.00+0.00 95.60+45.23 0.746+0.21 95.82+1.44  +66.07+0.72
ME4CS4 (7.60/91.34/0.66/0.40)  3.50+0.00  3595.00+1.00 108.93+7.81  0.593+0.33 99.96+0.07 +92.67+1.40
MES5 (20.00/78.58/1.42/0) 6.71+0.00 999.00+0.00 151.07+215.45 0.932+0.12 N/A +42.63+1.75
MES5CS1 (10.10/89.17/0.72/0.10)  3.02+0.01  2725.33+0.58 88.25+3.13 0.542+0.11 98.68+1.10 +72.53+0.81
ME5CS4 (10.10/88.87/0.72/0.40)  3.44+0.01  2796.33+1.15 140.23+7.22  0.578+0.02 98.54+0.37 +91.43+2.76
MEG6 (30.00/67.65/2.35/0) 7.00+0.01 998.00+0.00 244.00+£15.26  0.464+0.11 N/A +14.47+0.06
MEG6CS1 (15.00/83.81/1.18/0.10)  3.29+0.01  3999.00+0.00 139.47+5.68  0.222+0.14 94.32+0.31  +53.50+0.69
ME6CS4 (15.00/83.51/1.18/0.40)  3.63+0.01  3999.00+0.00 94.27+0.50 0.243+0.04 96.93+1.60 +78.33+0.80

ME1-6 : gotitas de la ME sin recubrimiento de CS, ME1-6CS1.: gotitas de la ME con recubrimiento CS al 0.1% en &cido
acético al 1%, ME1-6CS4: gotitas de la ME con recubrimiento de CS al 0.4% en &cido acético al 1%, A: agua, PDI:

polidispersidad.
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En estatabla, se puede observar que los valores de pH de las ME1-MEG se encontraron dentro del intervalo
de 6.4 -6.7, los cuales fueron superiores a los pH obtenidos en las ME recubiertas con CS (2.95- 3.29). La
disminucion de los valores de pH de las ME con CS, se encuentran relacionados a que el CS es un acido

débil (con valores de pKa entre 6 y 7) que requiere de pH por debajo de su pKa para su disolucion.

El incremento de la concentracion del CS y el aumento en los valores de la conductividad de las soluciones
es un fendmeno comun presentado para algunos polielectrolitos. En este caso, el &cido acético en conjunto
con el CS, acttan como polielectrolitos mediante un mecanismo que consiste en que el &cido acetico al
ser un acido débil se disocia en iones de hidrogeno y de acido carboxilico que, al adicionar el CS,
inicialmente se une a los iones hidrégenos y provoca un reacomodo de las cadenas de CS, propiciando
una disminucién en los valores de conductividad. Sin embargo, al incrementar la concentracién del CS,
este inicia un interaccion con los iones de acido carboxilico dando como resultado el incremento de la
conductividad [169]. EI aumento de la conductividad también se encontré asociado con la presencia de
cargas en las gotitas de la ME, indicativo de que se logro la formacion del recubrimiento con el CS [60],
[170].

Por otro lado lo que concierne a los valores de Dy, todos se encontraron dentro del intervalo reportado
para una ME (menor de 400 nm) [43]. Adicionalmente, se presentd una disminucion del Dy al afadir la
solucion de CS, si se compara con las gotitas de la ME sin recubrimiento. Esto pudiera estar asociado a
que esta adicién propicia una dilucién de los componentes de la ME promoviendo un fendmeno de
reagrupacion que incrementa la cantidad de micelas con un tamafio inferior [20]. Esto a su vez causa una
reduccién de los valores de PDI y valores de ¢ superiores a + 30 mV. Estos resultados sugieren que estas
ME son sistemas homogéneos y estables [60]. Profundizando en los valores de ¢, estos valores tienden a
incrementarse al aumentar la concentracion de CS. Este resultado sugiere la formacién de la coraza del
polimero en la superficie de las gotitas de la ME debido a la presencia de los grupos amino ionizados
provenientes del CS [20]. En la Figura MS 2 (material suplementario I1) se muestra de manera esquematica
el efecto del medio acido (CH3COOH) sobre los grupos NH. del CS mediante una trasferencia rapida de
protones para la ionizacién del CS [171].

Finalmente, las pruebas de estabilidad térmica permitieron simular el envejecimiento acelerado de las ME
a largo plazo, con la finalidad de asegurar su integridad con el paso del tiempo. Los resultados mostraron
nulos cambios visuales, sin precipitados ni separaciones de fases lo que confirmd la estabilidad
termodinamica de las ME [172].
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Ademas, se realizd un andlisis de los resultados y se determind que las muestras ME2, ME2CS1 y
ME2CS4 se consideraron como las mejores formulaciones, debido a que en estas se requirio de la menor
cantidad posible de tensoactivo que permitié una mayor adicion de aceite. Esto impacta directamente en
la disminucion de la toxicidad de la ME enfocada en liberacion de farmacos, por esta razon fueron los
sistemas elegidos para la observacion de su microestructura mediante TEM. Las micrografias y las

distribuciones de didametros de particula de estas ME se presentan en la Figura 28.
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Figura 28. Micrografias y distribuciones determinadas mediante TEM a) ME2, b) ME2CS1y c)
M2Cs4

Entrando a detalle en las micrografias y distribuciones de tamafio de particula, la muestra ME2 (las gotitas
de la ME sin recubrimiento de CS), presentd una microestructura esférica y con coloracion clara con Dy
promedios de 19.55 +4.47 nm [61] (Figura 28a). Por otro lado, la muestra ME2CS1 (Figura 28b) presentd
un Dpde 19.68+4.97 nm, el cual es muy similar al determinado para ME2. Sin embargo, en la micrografia
de ME2CS1 se observaron dos tipos de poblaciones: gotitas de la ME sin recubrimiento de CS (esféricas
y claras) y particulas esféricas, con contornos mas obscuros rodeando las gotitas de ME (color claro).
Estas caracteristicas sugieren que el uso del CS a una concentracion de 0.1 % no fue suficiente para
recubrir las gotitas de ME con este biopolimero [173]. Por su parte, en la micrografia de ME2CS4 (Figura
28c¢), se obtuvo un aumento de méas del doble en el valor de Dy y cambios morfologicos comparados con
las ME2 y ME2CS1. Esta presentd un Dy de 54.68+9.55 nm con una apariencia globular esférica,
coloracion obscura y textura, comparada con las ME sin o con menor cantidad de biopolimero, lo que
evidencio que a la concentracion al 0.4 % de CS, se logré recubrir las gotitas de la ME con la coraza de



CS. Finalmente, se observé que los valores de Dy obtenidos mediante DLS (94-179 nm) son mayores a
los obtenidos mediante TEM (54 nm). Esto demostrd la influencia del CS sobre el Dy hidrodinamico, lo
que se encuentra relacionado con el volumen hidrodinamico que ocupan las cadenas de este biopolimero
en solucion acuosa, ya que debido a que es un polisacarido, este volumen puede presentar dependencia de
la concentracion [174]

6.4.4 Formacion y caracterizacion de nanodispositivos poliméricos (NDP)
Se procedio a la formulacion de seis NDP y sus caracterizaciones mediante pH, conductividad, potencial

z, Dp y PDI se muestra enseguida en la Tabla 19.

Tabla 19. Valores obtenidos mediante potenciometria, DLS, conductimetria y potencial Z para los

NDP
Resultados de Dp (nm)
posterior a las pruebas de estabilidad
Conduc
NDP Componentes pH tividad ¢ (mV) Dp (nm) PDI a)Térmica a) Mecénica b)  Almacenamiento
(uS/cm)
NDP
1 ME 6.75 1997.3 53.53 384.23 0.46 1215.67 227.1 352.98
NDP
) 0.4% CS 3.54 2029.0 174.67 397.07 0.56 240.90 52.15 375.63
NDP
3 0.4% CS-PTX 3.56 2097.0 110.03 350.03 0.88 687.43 52.57 313.47
NDP
. 0.49% CS-FA 1.26 3999.0 117.67 360.33 0.17 868.33 151.50 396.00
NDP 0.4% CS-FA-
1.27 3999.0 111.63 382.60 0.26 337.30 244.97 252.47
5 PTX
NDP
6 ME-PTX 6.77 1998.0 54.03 291.73 0.70 262.83 255.37 331.80

a) ciclos de congelacion/calentamiento por cuatro dias a temperaturas de — 30°C y 40 °C, b) centrifugacién a 5000 rpm
por 30 minutos y c) temperatura ambiente, dentro de una gaveta por 60 dias

En la tabla anterior, se puede visualizar que los NDP1 y NDP6 presentaron pH cercanos al neutro (6.7),
esto se atribuyd a que son gotitas de ME sin recubrimiento biopolimérico (debido a que, para el proceso
de recubrimiento, se requieren de soluciones acidificadas para solubilizar los biopolimeros). No obstante,
las muestras NDP2 y NDP3 (con recubrimiento de CS) presentaron valores de pH alrededor de 3.5
mientras que para los NDP4 y NDP5 (con recubrimiento de CS-FA) fue de 1.2. Las soluciones de acido
acético al 1% (para el CS) y éacido clorhidrico al 1% (para CS-FA) para la formacion de la coraza

biopolimérica, presentaron un efecto significativo en la disminucion del pH de la ME, propiciando el
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incremento de la protonacién del biopolimero y ocasionando la disminucion de los pH de los NDP4 y
NDP5. Contrariamente, los valores de conductividad fueron en ascenso al recubrir las gotitas de la ME
con CS y CS-FA lo cual sugiere la modificacion de la ME [60], [170]. Ademas, se pudo observar que no
existe un efecto en los valores de pH y conductividad al adicionar PTX. Por otra parte, los valores del ¢
en todos los NDP fueron positivos y altos, esto se atribuyd a la protonacion de los grupos amino presentes
en los biopolimeros, lo que indico que existe | un recubrimiento polimérico formado sobre la superficie
del NDP. Estudios han demostrado que las cargas positivas en las particulas mejoran el proceso de
endocitosis celular, lo cual sugiere que estos NPD puedan ser absorbidos por una membrana celular con
carga negativa como las células cancerigenas [5]. También se pudo observar que todos los valores de
superaron un valor de +30 mV, la cual es una condicion adecuada para mantener las fuerzas repulsivas en
el sistema que permiten conservar su estabilidad fisica y termodinamica [53]. El incremento de los valores
en conductividad y ¢ sugieren que se logré el recubrimiento de las gotitas de la ME con la coraza de CS

y/o CS-FA por ionizacién de los grupos amino.

Finalmente, los valores de Dy hidrodinamico de todos los NDP se encontraron dentro del intervalo deseado
para una ME [43], pero altos si se comparan con los Dp obtenidos por TEM , con PDI que demostraron
que son sistemas con distribuciones amplias y probablemente DLS no es la técnica adecuada para el
analisis, debido a que en esta se determina el radio hidrodinamico de una esfera hipotética que rara vez
existe en los sistemas coloidales. Los resultados de PDI son indicativos que el CS y/o CS -FA se
encuentran hidratados y/o solvatados, dando como resultados PDI elevados [175]. Respecto a la
determinacion de los valores de Dy hidrodindamico de las muestras sometidas a diferentes pruebas de
estabilidad, se observd que los valores para aquellas muestras sometidas a las pruebas de estabilidad
térmica y mecanica fueron muy variados comparados con los Dy iniciales. Esto se atribuy6 a que al
someter los NDP a cambios bruscos de temperatura y centrifugacion se pudieron formar agregados por el
hinchamiento del polimero, sin embargo, visualmente estas ME no mostraron cambios fisicos como
inestabilidad y/o separacion de fases en un tiempo 60 dias, sedimentacion, coalescencia o cremado [64].
Por otro lado, las valores de Dy hidrodindmicos de las muestras sometidas a la prueba de almacenamiento,
fueron muy similares a los iniciales, estos NDP demostraron ser formulaciones termodinamicamente
estables, caracteristica que diferencia una ME, emulsion o nanoemulsion, las cuales presentan

separaciones de fases respecto al tiempo.

En las micrografias de TEM, se presentan las morfologias obtenidas para los NDP. En las Figuras 29a y
29f se observd que las particulas poseen una morfologia esférica y clara (Dp~ 2 nm), caracteristicas de
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sistemas sin coraza polimérica. Por otro lado, los NDP con coraza de CS y CS-FA (Figuras 29b y 29d
respectivamente) presentaron cambios morfologicos con aspecto de particulas esféricas con textura y
coloracion mas obscura en el contorno, asi como un incremento en los valores de (Dp de 34.63+8.25 y
34.87+£10.09 nm). Estas caracteristicas morfoldgicas sugieren que se logro la formacién de una coraza
polimérica sobre las ME. Por su parte, los NDP con coraza de CS y CS-FA cargadas con PTX (Figuras
29c y 29e respectivamente) mostraron particulas ligeramente mayores de tamafio (Dp de 39.13+£6.38 nm

y 39.14+6.59 nm, respectivamente) pero la morfologia esférica se conservé [61], [62], [173].
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Figura 29. Micrografias y distribuciones mediante TEM para a) NDP1, b) NDP2, ¢) NDP3, d)
NDP4, e) NDP5 y f) NDP6

Nuevamente, se pudo observar que los tamafios de particulas obtenidos mediante esta técnica son mas
pequefios que los obtenidos mediante DLS. Esto se debe al principio de funcionamiento inherente, en
donde las morfologia de las particulas de CS y/o CS-FA son afectadas por el volumen hidrodinamico que
ocupan en la solucion [174]. Mediante DLS, se pueden presentar aglomeraciones de particulas que en
realidad son mas pequefias, mientras que por TEM, las muestras sufren un proceso de deshidratacion que
favorece a la obtencion de los Dy reales [176].
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Los valores de Dy de todos los NDP fueron inferiores a 200 nm, lo que permite su uso para la
administracion de farmacos anticancerigenos por via intravenosa, favoreciendo a la internalizacion del

API por medio de una focalizacion pasiva eficiente en el tumor, mejorando las propiedades de retencion

y permeacion [8].

6.5 Perfiles de liberacion de los nanodispositivos poliméricos (NDP) a pH

de 5.8, 6.5y 7.4 y ajuste a los modelos matematicos de liberacion

Se realizaron los perfiles de liberacion de los NDP que contenian PTX en sus componentes (NDP 3,5y
6) a valores de pH de 5.8, 6.5y 7.4 (Figura 30). Los resultados indicaron que a pH de 7.4 (fisioldgico), se
obtuvieron liberaciones del ~10 % para NDP3 y NDP6 y para NDP5 del 16 % con una liberacion sostenida
(liberacion del API gradual y controlada durante un intervalo de tiempo), los cuales fueron inferiores a los
obtenidos a pH ligeramente acidificados. A pH de 6.5, la liberacion del AcM fue del 14.81, 19.64 y 10.01
% y pH de 5.8 del 11.05, 20.54 y 9.93 % para los NDP3, NDP5 y NDP6, respectivamente. A valores de
pH por debajo del valor de pKa del CS, se favorecio la liberacién del AcM, debido a la protonacién del

CS presente en los NDP con coraza de CS y/o CS-FA [53].
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Figura 30 .Perfiles de liberacion de AcM de los aNDP3 (CS-PTX), eNDP 5 (CS-FA- PTX), A NDP
6 (ME-PTX)apH5.8,65y7.4
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Siguiendo con el andlisis de resultados, se observo que todos los NDP la tasa de liberacion de AcM
incremento a pH acidos, destacando el NDP5 (con coraza de CS-FA), el cual liberd6 mayor cantidad de
AcM que NDP3 (con coraza de CS) y ambos a su vez, liberaron mas que NDP6 (sin coraza polimérica),
el cual no presenta cambios significativos en los porcentajes de liberacion en los tres valores de pH, lo
que coincide con lo reportado por Diaz-Zepeda [60] y Barrera [20].

-Modelado de la cinética de liberacion de los nanodispositivos poliméricos

Conforme a la informacidn obtenida en los estudios de liberacion in vitro, se procedi6 a la determinacion
del mecanismo de liberacion del AcM de estos NDP a los diferentes valores de pH. Se realizd un ajuste
de los datos obtenidos a cuatro modelos matematicos (orden cero, primer orden, Higuchi y Korsmeyer-
Peppas). La liberacidn de los tres NDP mostré un mejor ajuste al modelo de Korsmeyer-Peppas (Tabla
20; las gréficas de los resultados experimentales versus los resultados de los modelos se muestran en el
apartado de material suplementario Il Figuras MS 3-11). Esto se debe a que el AcM y PTX se encuentran
dentro de una coraza biopolimérica de CS y/o CS-FA vy su liberacion se llevd a cabo mediante un
mecanismo de difusién Fickiana (con valores del exponente “n” inferiores a 0.45). Esto indicd un
desplazamiento de las moléculas de PTX/AcM, a través de una membrana micro porosa, que permitio la
difusion del ndcleo interno hacia la coraza biopolimérica y posteriormente a la interfase mediante una
difusion debida a varios factores: el gradiente de concentracion, coeficiente de permeabilidad del farmaco,

grosor de la membrana y grado de hinchamiento del polimero.

Tabla 20. Resultados del andlisis de la cinética de liberacion mediante el ajuste a cuatro modelos

matematicos

IDENTIFI ORDEN CERO PRIMER ORDEN HIGUCHI KORSMEYER-PEPPAS
CACION Ko (mg) R Ki(h) R? Ku(h©9) R Ke(h™ R* n
NDP3 pH

5 g 0.112 0.864 0.018 0.674 1.833 0.953 6.083 0.984 0.128
NDP3 pH

65 0.159 0.429 0.020 0.415 4.411 0.488 14210  0.550 0.022
NDP3 pH

- 0.103 0.965 0.018 0.877 1.669 0.959 7.674 0.985 0.051
NDP5 pH

58 0.199 0.904 0.022 0.734 5.584 0.959 10.237  0.969 0.137
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NDP5 pH

o5 0.159 0656  0.020 0.459 4.411 0734 14209 0.800 0.022
NDP5 pH

. 0.103 0965  0.018 0.877 1.669 0959  7.674 0985 0.051
NDP6 pH

g 0.106 0679  0.018 0.475 1.691 0825 5600 0921 0.142
NDP6 pH

o5 0.103 0.764  0.018 0571 1.502 0888 4493 0951 0.183
NDP6 pH

. 0.112 0852  0.018 0.669 1.676 0949 4200 0986 0.213

Ko — constante de liberacién de orden cero; K; — constante de velocidad de primer orden; Ky — constante de liberacion de
Higuchi; Kpk —constante de liberacion de Korsmeyer-Peppas; n — coeficiente de difusion en el modelo Korsmeyer-Peppas; R?

—coeficiente de determinacion

6.6 Ensayo de viabilidad celular in vitro de los NPD

Los ensayos de viabilidad celular de los seis NDP se determinaron mediante la técnica de cristal violeta
en lineas celulares de fibroblastos (1132SK), cancer de pulmén (A549) y mama (MDA-MB-231) en un
intervalo de concentracion entre 0.1-100 pg/mL a 24 h como un primer acercamiento de evaluacion de

viabilidad celular.

Los resultados en linea celular sana 1132SK (Figura 31c) mostraron que no existe una diferencia
significativa en la evaluacidn de la viabilidad celular, ya que presentaron valores superiores al 83+0.48%
a concentraciones inferiores de 10 pg/mL, lo que sugiere que ninguno de los seis NDP es tdxico en células
sanas a esta concentracion segun la Norma 1SO-10993-1. Enfatizando en la importancia de los resultados,
estos son indicativos que los NDP obtenidos no causan dafio sobre las células de fibroblastos (sanas), lo
cual es de suma relevancia para el desarrollo de formulaciones para la administracion dirigida de farmacos
anticancerigenos, debido a que los tratamientos anticancerigenos actuales causan dafio indistintamente a

células sanas y cancerigenas.
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Figura 31. Viabilidad celular (%) de los NDP en lineas celulares a) cancer de pulmén (A549), b)
cancer de mama (MDA-MB-231) y c) fibroblastos (1132SK)

Respecto a los resultados en la linea celular A549 (Figura 31a), los NDP1, 2 y 4 (que no contienen PTX)
produjeron efectos citotoxicos similares entre ellos a una concentracion de 10 pug/mL lo cual indica que el
AcM pudo tener un efecto en la reduccién de la viabilidad de las células A549 que promovié a la muerte
celular. Se sugiere que el AcM produjo un efecto sinérgico junto con los otros componentes de la
formulacion que permitieron obtener esas viabilidades celulares, sin embargo, se requieren mas estudios
del mecanismo de accién del mismo [177]. Respecto a los NDP2-5 los cuales contienen la coraza
polimérica, estos demostraron ser mas toxicos, por lo que se sugirié que sucede un efecto sinérgico entre
el AcM vy el PTX que potencializd su actividad anticancerigena. A una concentracion de 10 pg/mL, se
obtuvieron las siguientes viabilidades celulares: 62+6.91, 67+£3.54 y 96+8.75, para NDP5, NDP3 y NDP6,

respectivamente. Los resultados demostraron que los recubrimientos con coraza de CS-FA y/o CS son

96



seguros para formulaciones farmacéuticas, debido a que promueven y potencializan la citotoxicidad en las
lineas cancerosas [178]. Los NDP2-5 poseen cargas positivas en su superficie atribuidos a la presencia de
estos biopolimeros, los cuales se unen mas eficientemente a la superficie negativa de las células cancerosas
y promueven la internalizacion del API por endocitosis dentro de las células cancerosas, lo que conllevo
a la mejora de la liberacion del PTX [179].

Finalmente, los resultados de viabilidad celular en la linea de cAncer de mama MDA-MB-231 se muestran
en la Figura 31b. Los NDP con y sin PTX presentaron viabilidades celulares inferiores a 74+7.62 a partir
de 1 a 100 pg/mL; esto es favorable y se sugiere que el AcM contenido en los NDP1, NDP2 y NDP4,
produce un efecto antitumoral similar a los sistemas NDP3, NPD5 y NDP6 los cuales contienen PTX; con
lo que se destacan las propiedades anticancerigenas del AcM como un compuesto prometedor para el
desarrollo de tratamientos alternativos oncolégicos. Los resultados obtenidos hasta el momento son tiles
como un primer acercamiento para identificar la posible citotoxicidad de los NDP, sin embargo, se sugiere
la evaluacion de viabilidad celular ampliando la regidn de concentracion de 1 a 10 pg/mL de los NDP
para evaluar las diferencias entre cada NDP y efectuada mediante otros ensayos de viabilidad celular que
proporcionen mayor sensibilidad en los resultados y que permitan conocer el mecanismo de muerte celular

previo a proceder a la siguiente etapa de evaluacion de los NDP.

6.7 Polimerizaciones en microemulsion de estireno (St) y acetato de vinilo
(VAC)

6.7.1 Determinacion de la region de microemulsion mediante la construccion de

diagramas de fases ternarios
Se construyeron diagramas parciales de fases para la determinacion de la region limite de ME normal, a
partir de soluciones micelares a diferentes concentraciones de CIEG® desde 1.24 hasta 30 % p/p y con

los mondmeros Sty VAc a 25y 60 °C. Los resultados de estas determinaciones se muestran en la Figura
32.
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Figura 32. Diagrama parcial de fases ternario para microemulsiones a 25 °C a) Sty b) VAc y a 60
°Cc) Styd) VAc

Mediante el diagrama parcial de fases ternario se represento el estado de equilibrio entre las tres fases
(agua-tensoactivo-monoémero), que permitié el disefio de sistemas con las proporciones adecuadas de estos
componentes para delimitar la region de ME.

Los resultados indicaron que la regién de ME a 25 °C con St (Figura 32a) permitié la adicion maxima de
un 1.68 % de este mondmero a una concentraciéon maxima de CLEG® (30 %) en p/p. La region se amplid
con el incremento de la temperatura a 60 °C, que permitié adicionar hasta 5.39 % en peso a la misma
concentracion de C1EGc (Figura 32c). Por otro lado, para las formulaciones con VAc el efecto de la
temperatura de reaccion incrementd, en menor medida, la region de ME con una adicién méxima de 11.13

% en peso del mondémero a 25 °C y 14.96 % en peso a 60 °C (Figura 32d).

En el diagrama de fases con St, se observd que a concentraciones de 5 al 30 % en peso de CIEG®, se
logré una adicion de monémero del 4.5 al 5.4 %, razon por la cual se opt6 usar la menor concentracion de

IL (5 % en peso) afiadiendo 4 % de monomero a 60 °C. Respecto al diagrama del VAc fue mas notorio el
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efecto de la concentracion del IL, la cual influyé en la concentracidn de aceptacion de VAc que se afiadid
a la ME. Sin embargo, uno de los objetivos de este proyecto consistid en la reduccion de la concentracion
de tensoactivo utilizado en las ME (hasta un 25 % en peso) [65], razon por la cual se optd por utilizar un
5 % en peso de CIEG® con un 6 % de VAc a 60 °C.

6.7.2 Polimerizaciones en microemulsion de estireno y acetato de vinilo

6.7.2.1 Caracterizacion de los latex

-Determinacion de la conversion (%C), Dp, PDI, ¢y estabilidad mecanica

La mayoria de las polimerizaciones en las ME obtenidas (exceptuando la polimerizacion C1VAc),
presentaron el llamado efecto Faraday Tyndall, caracteristica propia de los sistemas coloidales que indica
que se poseen particulas de tamafio muy pequefio [180]. En Tabla 21, se muestran las concentraciones de
cada componente, los porcentajes de conversion (% C), tiempos de reaccion, caracterizacion del tamafio

de particulas, ¢ y estabilidad mecanica para cada formulacion realizada.

En esta tabla se puede observar que en las polimerizaciones en ME de St, se obtuvieron conversiones en
un intervalo de 71.6 hasta 99.9 % y que las muestras C4St y C7St presentaron los mayores valores de
conversion (99.9 y 99.8 %, respectivamente). Ambas formulaciones tuvieron como parametros en comun
la cantidad de agua, CLEG®, iniciador y monomero, siendo la Unica variable la temperatura experimental
(50 °C para C4St y 60 °C para C7St). Mediante el analisis de esta informacion, se pudo inferir que el
incremento de la temperatura de reaccion condujo a un aumento del porcentaje de conversion respecto al
tiempo (Figura 33a). Para C7St, en los primeros 30 minutos de reaccién se alcanzd una conversion de
~99.8 % acercandose a la conversidn total, mientras que para C4St (a menor temperatura y con el mismo
tiempo de reaccion), solo se alcanzé a una conversion de ~82 %. Esto es debido a que el aumento de la
temperatura de reaccién incrementa la energia cinética de las moléculas del monémero y ocasiona un
aceleramiento en la formacion del polimero, ademas de que la constante de propagacion aumenta al
aumentar la temperatura. Los Dy obtenidos mediante DLS para estos sistemas son similares a lo reportado
por otros investigadores ~30 nm (antes y posteriormente de las pruebas de estabilidad mecéanica). Estos
D, fueron muy cercanos entre si, debido a que ambas formulaciones contienen la misma concentracion de
iniciador [181].
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Tabla 21. Composicion real en porciento p/p de los sistemas de polimerizacién en microemulsién

de Sty VAc, porciento de conversion final y estabilidad mecanica de los latex

Concentraciones reales Estabilidad mecénica del latex

D, (nm)/ PDI

Identificacion Temperatura % % % % Tiempo o _ D, (nm)/ PDI Después de la
de °c (Tensoactivo) (Agua)  (lniciador) (Monémero) %e (min) pH ¢ prueba de
polimerizacion (mV) estabilidad
mecanica
Cist 50 5 92.91 0.04 2.06 86.2 150 6.39+0.15 52.59+0.86 27.4/0.054 28.7/0.080
cast 50 5.02 91.01 0.07 3.90 95.7 120 6.32+0.01 46.83+2.50 32.1/0.073 32.2/0.069
C3st 60 5.02 93.13 0.04 1.82 71.6 180 6.75+0.01 63.06+1.14 23.1/0.070 24.8/0.081
C4st 50 5.01 90.83 0.04 4.12 99.9 150 6.97+0.01 45,17+0.83 35.3/0.501 36.3/0.076
C5St 60 5.05 91.43 0.07 3.45 96.7 10 7.300.01 33.59+0.62 33.5/0.062 32.4/0.059
C6St 50 5.02 93.01 0.07 191 96.2 20 7.46%0.01 36.85+0.54 26.9/0.052 27.6/0.086
C7st 60 5.03 91.05 0.04 3.88 99.8 30 7.750.01 48.61+4.19 34.1/0.071 34.1/0.074
C8st 60 5.01 92.95 0.07 1.97 98.2 60 8.00+0.01 43.14+5.78 24.4/0.074 24.7/0.073
Cost 55 5 91.93 0.05 3.02 85.4 20 7.960.01 60.42+716 31.2/0.072 31.2/0.063
C1VAc 50 4.99 91.89 0.04 3.08 75.1 80 6.88+0.01 95.12+1.26 80.5/0.088 81.1/0.098
C2VAC 60 5 88.83 0.07 6.11 76.8 80 6.55+0.01 39.03+0.89 127.6/0.051 129.6/0.061
C3VAC 60 4.98 88.72 0.04 6.26 84.2 80 6.98+0.01 39.22+0.77 164.2/0.245 104.4/0.300
C4VAC 70 4.98 88.69 0.03 6.29 53.2 80 6.65+0.02 61.30+£1.99 125.5/0.077 125.9/0.134
C5VAC 70 4.97 88.37 0.07 6.59 70.2 80 7.15+0.01 74.02+2.33 128.5/0.058 129.4/0.044
C6VAC 70 4.99 91.84 0.07 3.10 83.8 80 7.2240.01 45.99+0.78 138.6/0.040 134.5/0.045
C7VAC 60 4.99 91.84 0.04 3.13 71.3 80 7.340.01 112.44+7.97 67.8/0.090 65.6/0.110
C8VAC 60 5 91.98 0.07 2.95 78.8 80 7.89+0.01 114.87+4.59 94.6/0.034 95.0/0.124
C9VAC 65 4.98 90.32 0.05 4.65 81.0 80 7.77+0.01 48.09+1.29 121.1/0.056 122.2/0.113
C10VAC 65 4.99 90.25 0.05 4.72 82.8 80 7.48+0.01 69.75+2.73 118.4/0.081 119.2/0.221
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Figura 33. Didmetros promedio de particula y porciento de conversion a través del tiempo,
obtenidos durante las polimerizaciones en microemulsion a) A%Cy Dp A de C4Sta 50 °Cy m%C
y Dpm de C7Sta 60 °C; b) A%Cy DpA de C3VAca 60 °Cy m%Cy Dpm de C6VAca 70 °C

Con respecto a las polimerizaciones con VAc, se obtuvieron porcientos de conversion en un intervalo de
53.14 hasta 84% en un tiempo de reaccion de 80 min. Las tasas de polimerizacion fueron menores en
comparacion con el St. Esto se encuentra relacionado a que el VAc (kp: 3000 -4000 L/mol. s a 25 °C)

posee mayor reactividad que el St (kp: 120-180 L/mol. s a 25 °C), lo que le permite una aceleracién en la
iniciacion de la polimerizacion.

La tasa de reaccidn inicialmente fue menor en C3VAc que para C6VAC, lo cual es atribuido la temperatura
de reaccion empleada (60 y 70 °C respectivamente), sin embargo, al término de la reaccion las
formulaciones con mayores porcentajes de conversion fueron C3VAc seguido de C6VAc (84 y 83% C,

respectivamente) esto pudiera deberse a que C3VAc tiene mayor concentracion de monomero (6.26 %) y
N, (6.833x104).
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Los resultados de Dp y %C de las polimerizaciones en ME de VAc se muestran en la Figura 33b. En la
figura se puede apreciar la tendencia del incremento de la conversion respecto al tiempo de reaccion. Este
efecto se asocié nuevamente al incremento de la temperatura de reaccion, es decir, la polimerizacion
sucedio de manera més rapida debido a una mayor temperatura lo cual puede incrementar el nimero de
especies radicalicas. El incremento de la tasa de polimerizacion al aumentar la temperatura esta
directamente relacionado con el aumento de la constante de reaccion kp, lo cual propicia la aceleracion de

la polimerizacion.

Por otro lado, el Dy de la muestra C6VAC resulto inferior al de la muestra C3VAc (138 y 164 nm,
respectivamente). Esto es atribuido a que C6VAc tiene menor concentracion de mondmero y por
consiguiente las cadenas generadas son de menor tamafio. Adicionalmente, se observé que el incremento
de la concentracion de iniciador (muestra C6VVAc) promueve la nucleacion de las particulas, conduciendo
a la obtencion de Dy superiores, y con % C inferiores. Todos los valores de pH obtenidos de estas
polimerizaciones se encontraron cercanos al pH neutro y los ¢ superiores al +30 mV, lo que indicé que los
latex obtenidos son estables [181].

-Morfologia por microscopia electrénica de trasmision TEM

La morfologia de las particulas y sus tamafios fueron obtenidos mediante TEM y las micrografias se
muestran en la Figura 34. En esta, se puede observar una morfologia esférica con formacion de
aglomerados y tamafios de particula de 30.9+4.62 nm para la muestra C4St (Figura 34a) y 37.7+4.98 nm
para C7St (Figura 34b). Nuevamente, se aprecid que el incremento de la temperatura en la polimerizacion
(C7st 60°), aumenta la reactividad de las particulas provocando la rapida generacion de particulas con
valores de D, mayores. Estos valores fueron cercanos a los reportados para latex de PSt obtenidos
mediante polimerizaciones en ME (~ 30 nm) [183][184]. ,

En el caso de las particulas de los latex de VAc, su morfologia fue de forma irregular con aglomerados de
coloracion obscura y con tamafios de particula de 115.7 £7.16 nm para la muestra C3VAc (Figura 34c) y
102.4 +9.65 nm para C6VAc (Figura 34d). En estos resultados se observo el efecto de la concentracion
de mondmero en los tamafios finales, esto es debido a que a mayor cantidad de mondémero en la

polimerizacion (C3VAc 6.26 %) se incrementa la tasa de crecimiento del polimero.

102



Figura 34. Micrografias de los latex obtenidas mediante TEM a) C4St, b) C7St, ¢) C3VAcy d)
C6VAC

-Morfologia por microscopia electronica de barrido SEM

Adicionalmente, se procedi6 a la obtencién de la morfologia de las particulas mediante microscopia
electronica de barrido (SEM). Las micrografias correspondientes se muestran en la Figura 35. Mediante
esta técnica se pudo observar con mayor detalle la morfologia de las particulas de PSt como particulas
esféricas, con bordes ligeramente més claros y tamafios de 32.2+3.10 para la muestra C4St (Figura 35a) y
de 33.5+4.51 para C7St (Figura 35b). En los resultados se presenta la tendencia de que a mayores
temperaturas de polimerizacion se obtienen mayores Dy debido a la cinética de reaccion. Mediante SEM
la medicién de particulas fue realizada con mayor facilidad, y los valores coinciden con los valores ya

reportados para este tipo de latex (~30) [184].

Respecto a las micrografias de los latex de PVAc, se observd una morfologia de particulas esféricas con

un brillo intenso alrededor, conocido como efecto borde, el cual es producido por una gran cantidad de



electrones que penetran en mayor proporcién en esta zona, con tamafios de particula de 124.5+7.68 nm
para la muestra C3VAc (Figura 35c¢) y 105.6+4.89 nm para C6VAc (Figura 35d), lo que coincidio con los
resultados de TEM para estos compuestos, donde el tamafio de particula estuvo influenciado por la

concentracion de monémero, por posibles efectos de nucleacion.

SEI 1.0kv  X100,000 100nm WD 3.0mm S 1.0kv X100,000 100nm WD 3.0mm

SEI 10KV X50,000 100nm WD 3.0mm S 10KV X30,000 100nm WD 3.0mm

Figura 35. Micrografias de los latex obtenidas mediante SEM a) C4St 100,000X, b) C7St
100,000X, c¢) C3VAc 50,000X y d) C6VAc 30,000X

6.7.2.2 Caracterizacion de los polimeros

-Purificacion de los polimeros
-Analisis estructural mediante FTIR

Mediante el andlisis espectral de FTIR se identificaron los grupos funcionales de las estructuras quimicas

de los polimeros obtenidos. Los espectros de FTIR se muestran a continuacion en la Figura 36.
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Figura 36. Espectros de FTIR de a) C7St, b) C4St, ¢c) C6VAcy d) C3VAc (modo ATR ,25

escaneos, resolucion de 4 cm?)

Inicialmente, en los espectros para las muestras de poliestireno C7St (Figura 36a) y C4St ( Figura 36b),
se presentaron las bandas correspondientes a los estiramientos C-H en 2919 y 2925 cm™, entre 2850-2860
cm los estiramientos de los grupos metileno (CH2) y en un intervalo de 1961 hasta 2250 cm™ los sobre
tonos atribuidos a las vibraciones de los dobles enlaces aromaticos [185]. Por otro lado, las Figuras 36¢ y
36d corresponden a los espectros de C3VAc y C6VAc. En estos se observan alrededor de 2922 cm™ la
banda atribuida al estiramiento simétrico de C-H, posteriormente, alrededor de 1728 cm™ se encontro el
estiramiento del carbonilo C=0 del éster de la molécula, seguido por una flexion de CHz en 1432 cm™ y

finalmente en 1222 cm™ el estiramiento C-O, lo que coincide con lo reportado para estos polimeros [186].
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-Anadlisis estructural mediante RMN de 'Hy 13C

Mediante FTIR se dedujo que los compuestos obtenidos poseian los grupos funcionales deseados, sin
embargo, se requiere la interpretacion de los espectros de RMN de *H y 3C como evidencia definitiva

estructural y estos espectros se muestran en las Figuras 37 y 38.
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Figura 37. Espectros de RMN *H de a) C6VAc, b) C3VAc, c) C4St y d) C7St. Muestra de 30 mg
en 1 mL de CDClz a 25 °C, 400 MHz

Los espectros de RMN *H de los poliacetatos C6VAc y C3 VAc se muestran en las Figuras 37a 'y 37b
respectivamente. Inicialmente, en ambos espectros se presentd una sefial ancha a campo bajo en 4.90 ppm
correspondiente a 1H (3) de la cadena alifatica adyacente al éster, en 2.04 ppm se encontrd el pico atribuido
a los 3H (8) del grupo metilo del éster y en 1.77 ppm 2H (4) de la cadena alifatica adyacente al proton (3)

lo que coincide con los RMN de H! reportados para polimeros de PVAc [187].

Por otro lado, en las Figura 37c y 37d se presentan los espectros de proton de los poliestirenos C4St y
C7St, respectivamente. En estos espectros se observo en 7.10 ppm 2H (6 y 10) en posicién orto al carbono

cuaternario del fenilo (1), en 6.55 ppm 2 H (7 y 9) adyacentes a los protones (6 y 10) en posicién meta al
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carbono cuaternario del fenilo (1), en posicion para de este mismo carbono se encontré 1H (8) en 6.30
ppm. Adicionalmente, en 1.55 ppm se observo 1 H (2) de la cadena alifatica en posicion para al anillo

fenilo y en 1.88 ppm 2H (3) de la cadena aliféatica, lo que coincide con lo publicado en otros trabajos [188].
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Figura 38. Espectros de RMN %3C de a) C4St, b) C7St, ¢) C6VAc y d) C3VAc. Muestra de 30 mg
en 1 mL de CDClz a 25 °C, 400 MHz

En las Figuras 38a y 38b se muestran los espectros de RMN *C de C7St y C4St respectivamente.
Inicialmente, en 127.64 y 125.74 ppm, se observaron los carbonos correspondientes al sistema aromético
(1, 6-10) y en 40.71 y 40.41 ppm se encontraron los carbonos de la parte alquilica (2 y 3) [189]; Por otro
lado, para los poliacetatos de vinilo (Figuras 38c y 38d) se presentaron sefiales en 170.50 ppm
caracteristicos de los carbonos del carbonilo (1), en 66.95 ppm el carbono del grupo metino (3) y en 39.41
ppm el carbono del metileno (4). Finalmente, a campos altos se pueden observar los carbonos de metilo

(8) en 21.22 ppm, lo que coincide con lo esperado para estos polimeros [187].
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-Peso molecular

El peso molecular de los polimeros se determind mediante GPC y los cromatogramas correspondientes se
muestran en la Figura 39 mientras que en la Tabla 22 se muestran los valores de M,,: peso molecular medio

numérico, M,,: peso molecular promedio en peso, B: M,,/M,, polidispersidad por GPC.

Tabla 22. Parametros de cromatografia de permeacion en gel

M, M,
Identificacion b
(Dalton) (Dalton)
C45St 61000 1237000 20.24
C7St 57 000 998 000 17.63
C3VAC 52 800 221 000 4.19
C6VAC 52 700 128 000 2.43

—— C3VAcC
|——C8VAc

dwtid (log/M)

T U — T T T T
25 30 35 4.0 445 50 55 6.0 6.5 7.0 25 3.0 35 40 45 50 55 6.0 6.5 7.0
Log M, LogM,,

Figura 39. Cromatogramas de GPC (log Mw vs dwt/d (logM) a) C4Sty C7Sty b) C3VAcy C6VAC

En la Tabla 22, se aprecian elevados valores de My y D amplias para las muestras C4St y C7St. Esto se
debe a que en las polimerizaciones en ME hay nucleacion continua que contribuye al ensanchamiento de
las distribuciones de pesos moleculares [142]. En la Figura 39a se observa que la distribucion de My, tiende
a una cola a bajos pesos moleculares lo cual puede correlacionarse con una nucleacion tardia, en donde si
las particulas continGian activas a altas conversiones, cada particula tiene menor cantidad de monémero
disponible y se disminuye la tasa de propagacién, por lo cual se obtienen bajos My, debido a que se generan

cadenas de polimero cortas.
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Asimismo, en la Tabla 22 se observa que a menor temperatura de reaccion y a mayor tiempo de reaccion
(50 °C y 150 min, en el caso de C4St) se obtuvieron mayores valores de My, y B, comparados con los
valores obtenidos para C7St (60 °C y 30 min). Estos resultados se asocian con que al incrementarse en
cinco veces el tiempo de reaccion, las cadenas poliméricas incrementan su tamafio, impactando en el
aumento de My, y B [181]. Ademas, en la Tabla 22 se puede observar que para los poliestirenos las
dispersidades son mayores que para el poliacetato de vinilo. Este resultado es inesperado pues otras
investigaciones de polimerizacién en microemulsion del estireno, las polidispersidades son entre 2 y 6.9
[190], [191]. Las altas polidispersidades encontradas en esta investigacion pueden deberse a interacciones
entre el BS CLEG®y el estireno. EI BS CIEG®, posee un caracter polar debido a que es un liquido i6nico
que forma dipolos. Por otro lado, el estireno tiene un momento dipolar bajo (~0.13 Debye), no posee
dipolos y se considera una molécula no polar. Por lo anterior, es probable que el BS debido a su naturaleza
polar no sea tan afin al estireno, razén por la cual se obtienen polidispersidades elevadas, en comparacion
con los resultados reportados por Gan y col. [190], [191], lo que no sucede con el VAc, debido a que es
un compuesto polar que posee mas grupos electronegativos y su momento dipolar se encuentra ~1.61
Debye, por otro lado se siguiere que el IL CLEG® podria estar actuando como un agente de trasferencia

de cadena provocando las altas polidispersidades.

En los cromatogramas de la Figura 39a se representa lo dicho anteriormente acerca del PSt el cual presento
distribuciones amplias con valores de polidispersidad y My elevados. Evidentemente, por la forma de la
curva de los cromatogramas se sabe que hay una poblacién importante de cadenas de alto My (superior a
1 300 000 Da), sin embargo, se tiene una serie de poblaciones de My bajos, que ponderan en la fraccion

molar a valores inferiores[183].

Adicionalmente, se calcularon los nimeros de particula Ny (utilizando el D, obtenido mediante DLS).
Para las muestras de PSt, los valores fueron de 1.022E" para C4St (Dp 35.3 nm/My, = 1 237 000 Da) y
1.215EY" para C7St (Dp 34.1 nm/My, = 998 000 Da). El Mw mas bajo para la C7St se debe a que el Npes
mayor que en la C4St y la concentracion de mondmero es la misma pero repartido en mas particulas, por

lo que las cadenas crecen menos.

Por otro lado, para las muestras de C3VAc y C6VAC se obtuvieron valores de My de 221 000 y 128 000
Da, respectivamente. Estos resultados coinciden con lo esperado, debido a que C3VACc contiene una
cantidad inferior de iniciador (0.04% p/p) por lo cual se esperarian valores mayores de Mw, debido a que

hay menos iniciador reaccionando en las particulas [183]. En el caso contrario, a mayor cantidad de
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iniciador (0.07 % p/p en C6VAC) se obtienen P mas estrechas (Figura 39b) y valores menores de My,
debido a que se forman mas sitios de iniciacion y se obtienen polimeros con longitudes de cadena mas
cortas. Adicionalmente, se observé que a mayor temperatura de reaccion ( 70 °C C6VAc ) se obtuvieron
menores My (128 000 Da) mientras que a menores temperaturas (60 °C C3VAc) mayores valores de My
(221 000 Da), ambos polimeros con valores de P entre 2 y 4. Estos valores se encuentran dentro de lo

reportado para polimerizaciones en ME de acetato de vinilo (P :2-7.6) [192], [193].

Por otro lado, los valores de N, calculados resultaron ser 4.159E* para C3VAc (Dp = 164.2 nm) y 6.833E
para C6VAc (Dp = 138.6 nm), resultando que a mayores Dy se obtienen menores valores de Np, esto indicd

que en C6VVAC se generaron mayores sitios de iniciacion de reaccion.
- Andlisis termogravimétrico (TGA)

Las Figuras 40a y 40b muestran las curvas de pérdida de peso de los PVAc y PSt en funcién de la
temperatura. En el caso de los PVAC, las curvas de TGA presentaron una pérdida de peso de 3.6 y 4.1 %
entre 50 y 112.5 °C, atribuidas a la eliminacion de compuestos volatiles como agua. Posteriormente, entre
332.0 °C (Figura 40a) y 334.6 °C (Figura 40b) se encontré una pérdida de peso alta alrededor del 68 %,
correspondiente a la desacetilacion de los grupos acetato de la molécula del PVAc. La siguiente pérdida
para ambas muestras de PVAc fue del 8.1 y 10.9 % en peso en el intervalo de 350 a 400 °C. Esta
correspondi6 a la descomposicion del PVAc en polienos (materiales altamente insaturados por dobles
enlaces conjugados) [187]. Finalmente a partir de los 400 °C, se presentaron pérdidas de peso inferiores a

19.8 % atribuidas a la descomposicion por rompimiento de cadena de los polienos [187].

Con respecto a los C4St y C7St representados en las Figuras 40c y 40d, estos presentaron una pérdida en
el intervalo de temperatura de 165 a 425 °C al ~99.9 % en peso del PSt puro, atribuida a la degradacion
de las cadenas poliméricas del PSt al convertirse en estireno volatil. Finalmente, se consumié todo el

material por encima de 426 °C [194].
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Figura 40. Curvas de TGA a) C3VAc, b)C6VAC, ¢) C4Sty d) C7St

- Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La técnica de DSC permitio obtener la temperatura de transicion vitrea (Tg), esta consiste en medir la
temperatura a la cual el polimero pasa de un estado rigido o vitreo, a un estado flexible o gomoso, lo que
influye en las propiedades mecéanicas y fisicas y en las posibles aplicaciones del polimero. Los

termogramas obtenidos se muestran en la Figura 41.
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Figura 41. Termogramas de DSC a) C3VAc, b) C6VACc, c) C7Sty d) C4St

En las Figuras 41ay 41b se pudo observar que los C3VAc y C6VACc presentan Tg de 40.29 y 40.36 °C,
respectivamente. Esto indica que, a temperaturas inferiores a los 40 °C, el PVAc se presentara en su estado
vitreo, siendo mas rigido y quebradizo, y al acercarse a los 40 °C su apariencia cambiara a un estado
flexible y gomoso, provocado por el aumento del movimiento molecular de las cadenas de polimero. Estos
resultados concuerdan con lo reportado para estos polimeros en la literatura, ~38 °C[195].
Adicionalmente, los valores de Tg encontrados para C7St fue de 99.5 °C (Figura 41c) y C4St de 104.6 °C
(Figura 41d). Ambos valores se encontraron en el intervalo reportado para los poliestirenos (~100 °C)
[196][197].

-Anélisis dinamico mecénico (DMA)

Mediante DMA se determina el comportamiento viscoelastico de los polimeros. La prueba consiste en
aplicar una fuerza o tension directamente sobre una muestra, a una frecuencia y temperatura determinada

[198]. En la Figura 42 se presentan los graficos de DMA representativos para los polimeros obtenidos.
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Figura 42. Curvas de DMA de relacién entre el E' mdédulo de pérdiday E" moédulo de
almacenamiento a) C3VAc, b) C6VACc, c) C7Sty d) C4St

La Figura 42a corresponde al C3VAc y la Figura 42b al C6VVAc en ambos casos se observo que el médulo
de perdida (E”) es cercano a la Tg del PVAc ~40 °C [195], pasando de su estado vitreo a gomoso al
incrementar la temperatura, E” comienza a disminuir (pendiente negativa) debido a la perdida de energia

y a las relajaciones de corto alcance de las cadenas.

El mddulo de almacenamiento (E") para C3VAc fue de 50.4 MPay 49.50 MPa para C6VVAc, lo que indica
que los materiales son rigidos y tiene una alta resistencia a la deformacion elastica. Los E” relacionan el
comportamiento viscoso de un polimero con la energia que pierden al someterse a la tension dinamica.
Estos resultados indicaron que se requieren mayores temperaturas para deformar C6VVAc comparadas con

C3VAc. La Tan 6 obtenida mediante DMA corresponde a el valor de Tg de estos compuestos, resultando
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de 55.07 °C (C3VACc en pelicula con espesor de 0.31 mm) y 62.82 °C (C6VAc en pelicula con espesor de
0.36 mm) [198]. Las diferencias entre las Tg obtenidas mediante DSC y DMA, pueden ser atribuidas al
espesor de la pelicula, debido a que a menor espesor se obtienen menores Tg, [199], [200] ademas del tipo
de técnica, DMA se considera la més sensible a movimientos débiles ocasionadas por los segmentos de
las cadenas de polimero [201], [202].

Por otro lado, en las Figuras 42c y 42d se muestran los graficos de DMA para C7St y CA4St
respectivamente; estos graficos siguieron la misma tendencia, el E' es mayor en C4St (99.71MPa/ Mw: 1
237 000) que en C7St (95.53 MPa/ My: 998 000 ). Estos polimeros presentaron una E" de 106.34 MPa
(C4St ) y 109.78 MPa (C7St ) siendo este altimo el que requiri6 de menor temperatura para su
deformacion, presentando caracteristicas de un polimero rigido, con una capacidad limitada para disipar
energia en forma de calor en ciclos de deformacion. Adicionalmente, las Tg obtenidas mediante la Tan &
fueron de 116.75 °Cy 120.15 °C para C7St (pelicula con espesor de 0.27 mm) y C4St (pelicula con espesor
de 0.28 mm), respectivamente, siguiendo la relacién de que a mayor valor de My y espesor de pelicula se
obtienen valores mas altos de Tg [199]. También, se sugiere que los desplazamientos de las Tg obtenidas

mediante DMA podrian atribuirse a la presencia de algun disolvente residual en la pelicula [203], [204].
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7. CONCLUSIONES

Con base en los hallazgos experimentales presentados en este trabajo, se desarrollaron exitosamente NDP
basados en ME normales formuladas con AE y BS, con un recubrimiento biopolimérico de CS y/o CS-
FA sobre las gotitas de ME, con propiedades fisicoquimicas adecuadas para la administracion dirigida y

liberacion controlada de farmacos anticancerigenos.

Se logré la conjugacion quimica entre el CS y el FA a través de una reaccion de amidacion. Las
caracterizaciones mediante FTIR de CS, RMN *H y DRX confirmaron el injerto del FA en el CS. Los

resultados obtenidos demostraron la idoneidad del CS y el CS-FA para su uso en liberacion de farmacos.

Se sintetizaron tres BS dianidnicos y se determiné que los valores de CMC fueron menores en
comparacion con otros tensoactivos convencionales. Ademas, se estimd la cantidad de moléculas de
tensoactivo contenidas en una micela (Nagg), Su tipo de empaquetamiento micelar y viabilidad celular en
lineas celulares de A549 y MDA-MB-231. Los BS mostraron capacidad para la formacion de micelas
esféricas, con baja o nula citotoxicidad, clasificandolos como compuestos bioseguros para aplicaciones
biomédicas. Se recomienda realizar la evaluacion de viabilidad celular de estos tensoactivos mediante

otros ensayos con mayor sensibilidad como MTT.

La sustitucion de los BS sintetizados por los BS cationicos comerciales T2EG® y C1LEG® permitio la
obtencion de ME normales con AcM como vehiculo del farmaco anticancerigeno PTX, aumentando
considerablemente la solubilidad de este. A partir de las ME se formularon los NDP con coraza
biopolimérica de CS y/o CS-FA con respuesta al pH del ambiente tumoral. Se demostré que se logro
recubrir las gotitas de ME y conferirles propiedades favorables para utilizarse como terapia dirigida contra
células cancerosas MDA-MB-231y A549, mostrando en esta linea celular el efecto sinérgico entre el PTX
y el AcM. Se recomienda realizar la evaluacion de viabilidad celular de estos dispositivos mediante otros
ensayos (MTT o XTT).

Los perfiles de liberacidon de los NDP demostraron que su mecanismo de liberacion es Fickiana con ajuste
al modelo cinético de Korsmeyer-Peppas, adecuado para describir la liberacion prolongada de los agentes

bioactivos en condiciones de pH bajos, similares al ambiente tumoral.

Fue posible la polimerizacion en ME de los mondmeros de St (2- 4 % p/p) y VAc (3-6 % p/p) utilizando
el iniciador V50 y bajas concentraciones del BS CIEG® (5 % p/p) como agente estabilizador.
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Los latex de PSt y PVAc presentaron pH cercanos al neutro, asi como valores de  entre 39-114 mV 'y D,
< 164 nm. Se confirmd la sintesis de los polimeros mediante FTIR y RMN. Los PSt presentaron My
~1x10° Da con Tg ~104 °C y los PVAc My ~2x10° Da con Tg ~40 °C. Las dispersidades de los polimeros
fueron < 4 para los PVAc y < 20 en el caso del PSt, por lo cual se requiere investigacién adicional para

explicar las dispersidades excepcionalmente elevadas encontradas en este trabajo.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

l. Determinacion de CMC mediante tension superficial
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Figura MS 1. Determinacion de los valores de CMC a 25 °C en agua mediante tension superficial
para los BS m6AO e6AL A6AM.
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1. Modelos matematicos de liberacion

H* +HO —» HO + HN HO

CH3COOH (aq)

CHICOO < g™

Figura MS 2. Efecto del medio acido (CH3COOH) sobre los grupos NH2 del CS mediante una

trasferencia rapida de protones para la ionizacién del CS
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Modelos matematicos de liberacion

NDP3 pH 5.8
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Figura MS 3. Gréficos de liberacion experimental y del ajuste de los modelos matematicos del
NDP3 en buffer a pH 5.8 modelos de a) orden cero, b) primer orden, ¢) Higuchi y d)Korsmeyer-
Peppas
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NDP3 pH 6.5
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Figura MS 4. Gréficos de liberacion experimental y del ajuste de los modelos matematicos del
NDP3 en buffer a pH 6.5 modelos de a) orden cero, b) primer orden, ¢) Higuchi y d)Korsmeyer-

Peppas
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Figura MS 5. Gréficos de liberacion experimental y del ajuste de los modelos matematicos del

NDP3 en buffer a pH 7.4 modelos de a) orden cero, b) primer orden, ¢) Higuchi y d)Korsmeyer-

Peppas
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NDP5 pH 5.8
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Figura MS 6. Graficos de liberacion experimental y del ajuste de los modelos matematicos del
NDP5 en buffer a pH 5.8 modelos de a) orden cero, b) primer orden, ¢) Higuchi y d)Korsmeyer-
Peppas

144



NDP5 pH 6.5
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Figura MS 7. Gréficos de liberacion experimental y del ajuste de los modelos matematicos del
NDP5 en buffer a pH 6.5 modelos de a) orden cero, b) primer orden, ¢) Higuchi y d)Korsmeyer-
Peppas
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NDP5 pH 7.4
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Figura MS 8. Gréficos de liberacion experimental y del ajuste de los modelos matematicos del
NDP5 en buffer a pH 7.4 modelos de a) orden cero, b) primer orden, ¢) Higuchi y d)Korsmeyer-

Peppas
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NDP6 pH 5.8
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Figura MS 9. Graficos de liberacion experimental y del ajuste de los modelos matematicos del
NDP6 en buffer a pH 5.8 modelos de a) orden cero, b) primer orden, ¢) Higuchi y d)Korsmeyer-
Peppas
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NDP6 pH 6.5
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Figura MS 10. Gréficos de liberacion experimental y del ajuste de los modelos matematicos del
NDP6 en buffer a pH 6.5 modelos de a) orden cero, b) primer orden, ¢) Higuchi y d)Korsmeyer-
Peppas
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NDP6 pH 7.4
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Figura MS 11. Graficos de liberacion experimental y del ajuste de los modelos matematicos del
NDP6 en buffer a pH 7.4 modelos de a) orden cero, b) primer orden, ¢) Higuchi y d)Korsmeyer-
Peppas
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