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RESUMEN

En el presente proyecto de investigacion, se llevd a cabo la sintesis de nanoparticulas de
quitosano (NPs de CS) modificado con é4cido folico (FA) (10 y 20 %). Estas NPs fueron
cargadas con aceite de menta (AM) y aceite de clavo (AC) debido a sus propiedades
terapéuticas antiinflamatorias, antioxidantes y actividad antitumoral, asi como metotrexato
(MTX) por su capacidad como farmaco anticancerigeno. El objetivo fue desarrollar un
sistema de liberacion para su uso como sistema de administracién de farmacos con potencial
actividad anticancerigena, aprovechando la selectividad hacia células cancerosas que sobre

expresan receptores de FA.

En la primera etapa, se realiz6 la modificacion del CS con FA bajo diversas condiciones de
reaccion (DMSO, FA, CS, volumen de acido acético), obteniendo diferentes porcentajes de
modificaciéon. Estos compuestos fueron caracterizados mediante técnicas como la
Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR), Resonancia Magnética
Nuclear (RMN), Difraccion de Rayos X (XRD), Andlisis Termogravimétrico (TGA) y
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

Para la produccion de NPs, se trabajo con dos muestras de CS con diferente porcentaje de
FA (10 y 20%), variando el porcentaje de Tripolifosfato de Sodio (TPP), seguido de su
posterior carga con AM o AC y MTX.

En la tercera etapa, se llevaron a cabo estudios de citotoxicidad para evaluar la viabilidad en

dos lineas celulares (MDA-MB-231 y A-549).

Los resultados mostraron que las NPs de CS modificadas con FA fueron efectivamente
sintetizadas. El espectro de FT-IR del CS modificado mostré una banda de amida -CONH
en 1640 cm™ y la flexién de -NH en 1570 cm™!, indicando una conjugacion exitosa del FA,
mientras que en el espectro RMN, se observaron sefiales caracteristicas de los protones
aromaticos del FA, confirmando la modificacion. Los estudios de TGA y DSC revelaron una
mayor estabilidad térmica en las NPs modificadas, con una temperatura de descomposicion

a 289 °C para CS-FA20%.



Finalmente, los estudios de citotoxicidad demostraron que las NPs de CS-FA cargadas con
AM y MTX reducen significativamente la viabilidad en las lineas celulares de cancer de

mama (MDA-MB-231) y cancer de pulmoén (A-549).



ABSTRACT

In the present research project, the synthesis of chitosan (CS) nanoparticles (NPs) modified
with folic acid (FA) (10 and 20%) was carried out. These nanoparticles contain mint essential
oil (MA) due to its anti-inflammatory therapeutic properties, antioxidant and antitumor
activity, as well as methotrexate (MTX) for its capacity as an anticancer drug. The objective
was to develop an MTX loading and release system for use as a drug delivery system with
potential anticancer activity, taking advantage of the selectivity towards cancer cells that

overexpress folic acid receptors.

In the first stage, the modification of CS with FA was performed under different reaction
conditions (DMSO, FA, CS, volume of acetic acid), obtaining different modification
percentages. These compounds were characterized by techniques such as Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR), Nuclear Magnetic Resonance (NMR), X-Ray Diffraction
(XRD), Thermogravimetric Analysis (TGA) and Differential Scanning Calorimetry (DSC).

In the second stage, two percentages of FA modification (10 and 20%) were used for the
production of NPs, varying the percentage of Sodium Tripolyphosphate (TPP), followed by
subsequent loading with AM and MTX.

In the third stage, cytotoxicity studies were carried out to evaluate cell viability in two cell

lines (MDA-MB-231 and A-549).

The results demonstrate that the CS-FA NPs were successfully synthesized. The FT-IR
spectrum of the modified CS showed an amide band (-CONH) at 1640 cm™ and an -NH
bending vibration at 1570 cm’, indicating successful conjugation of FA. In the NMR
spectrum, characteristic signals of the aromatic protons of FA were observed, confirming the

modification.

TGA and DSC studies revealed enhanced thermal stability in the modified NPs, with a

decomposition temperature of 289 °C for CS-FA20%.

Cytotoxicity studies further demonstrated that the CS-FA NPs loaded with AM and MTX
significantly reduced cell viability in breast cancer (MDA-MB-231) and lung cancer (A-549)

cell lines.
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ABREVIATURAS

NPs: Nanoparticulas

NP: Nanoparticula

CS: CS

FA: FA

AE: Aceite Esencial

AM: Aceite esencial de menta

AC: Aceite esencial de clavo

CS-FA: CS modificado con FA.

MTX: Metotrexato

FTIR: Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

RMN: Resonancia magnética nuclear

UV-vis: Espectroscopia ultravioleta-visible

TGA: Analisis termogravimétrico

DSC: Calorimetria diferencial de barrido

XRD: Difraccion de Rayos X
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DOX: Doxorrubicina

Tm: Temperatura de fusion
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1. INTRODUCCION

El cancer, persistiendo como una de las principales causas de mortalidad global, y contintia
desafiando los avances en investigacion debido a su complejidad y heterogeneidad ['!. Los
enfoques terapéuticos convencionales, tales como la quimioterapia y la radioterapia,
presentan limitaciones significativas al causar efectos adversos considerables tanto en células
sanas como malignas. Esto subraya la necesidad imperiosa de estrategias terapéuticas mas

eficaces y especificas.

En este contexto, la nanotecnologia emerge como una herramienta promisoria para combatir
el cancer. Las nanoparticulas poliméricas (NPs), conformadas por polimeros biocompatibles
y biodegradables, se investigan como agentes de transporte de farmacos en la terapia
oncoldgica. Estas nanoestructuras pueden potenciar la efectividad terapéutica al dirigir
agentes farmacologicos hacia células cancerosas especificas, mientras minimizan la

toxicidad para las células sanas [?!,

El quitosano (CS), un polisacarido derivado de la quitina presente en el exoesqueleto de
crustaceos y otros organismos, ha destacado como material para la sintesis de NPs debido a
su biocompatibilidad y biodegradabilidad. La modificaciéon del CS con 4cido félico (FA) ha
emergido como una estrategia prometedora para la entrega selectiva de farmacos a células

tumorales.

El FA, nutriente esencial para la sintesis de ADN y la division celular, exhibe una mayor
demanda en células cancerosas en comparacion con células normales, lo que las hace mas
susceptibles a agentes terapéuticos que se unen a este nutriente (1. Por tanto, la conjugaciéon
de FA con CS puede incrementar la selectividad de las NPs hacia células cancerosas,

mejorando la eficacia del tratamiento y reduciendo los efectos secundarios.

El metotrexato (MTX), un farmaco ampliamente utilizado en el tratamiento de diversos tipos
de céancer, incluyendo leucemias, linfomas y tumores so6lidos, acttia como un antimetabolito
al interferir con la via del FA. Inhibe la enzima dihidrofolato reductasa y bloquea asi la
sintesis de nucledtidos de purina, lo que conduce a la interrupcion del ciclo celular y la

induccion de apoptosis en las células tumorales 1.
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La conjugacion del FA con NPs de CS en el contexto del transporte del MTX presenta una
doble ventaja terapéutica. Por un lado, la selectividad de las NPs hacia las células cancerosas
se ve potenciada gracias a la afinidad del FA por los receptores de membrana sobre
expresados en estas células. Por otro lado, esta estrategia puede contribuir a reducir la
toxicidad del metotrexato en las células sanas al dirigir de manera mas especifica el farmaco

hacia las células malignas.

Ademas, los aceites esenciales (AE) como el aceite de menta (AM) y aceite de clavo (AC),
son compuestos volatiles con propiedades aromaticas, han sido investigados por sus efectos

antitumorales, presentando un potencial terapéutico en la lucha contra el cancer P,

En este estudio, se propone encapsular aceites esenciales de menta y clavo junto con el
metotrexato en NPs CS-FA. Se probara su actividad citotoxica in vitro para determinar la
viabilidad celular de las NPs en dos lineas celulares: MDA-MB-231 y A-549. Se anticipa que
estas nanoestructuras permitirdn una liberacion controlada de los agentes terapéuticos,
facilitando una distribucion sostenida y prolongada del fairmaco, lo que las posiciona como
una plataforma promisoria para la entrega selectiva de agentes anticancerigenos a células

tumorales.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Cancer

El término "cancer" fue acufiado por primera vez en la época de Hipdcrates, considerado el
b
padre de la medicina, para describir un grupo de enfermedades que resultan en un crecimiento

%], Estas células anormales inician un

descontrolado de células anormales en el cuerpo |
proceso de division y proliferacion no controlada, formando una masa de tejido que no es
propia del organismo o modificando la morfologia de un érgano. A medida que esto ocurre,
pueden invadir y dafiar tejidos u 6rganos, y posteriormente propagarse a otras partes del
cuerpo a través del torrente sanguineo o la linfa. A este proceso se le conoce como metastasis
(1931 Existen diferentes tipos de cancer, cada uno caracterizado por la rama celular que se
vuelve cancerosa y el 6rgano o tejido donde se origina, como el cancer de pancreas, de mama,

de pulmoén, de colon, entre otros [7#],

Esta enfermedad puede afectar a personas de todas las edades, aunque el riesgo aumenta con
la edad. Las causas del cancer son diversas e incluyen factores genéticos, ambientales y de
estilo de vida. Algunos factores de riesgo conocidos para el cancer son el tabaquismo, la
exposicion a sustancias quimicas y radiacion, una dieta poco saludable y la falta de actividad

fisica.

Los sintomas del cancer pueden variar segun el tipo y la etapa en la que se encuentre. Algunos
sintomas comunes incluyen fatiga, pérdida de peso inexplicable, fiebre, dolor persistente,
cambios en la piel, tos persistente y dificultad para tragar. Sin embargo, es importante tener
en cuenta que muchas personas con cancer no experimentan ningun sintoma en las primeras
etapas de la enfermedad. Ademads, cabe recalcar que, a pesar de los avances en la
investigacion y el tratamiento, el cancer sigue siendo una de las principales causas de muerte

en todo el mundo .
2.2 Tratamientos convencionales

El tratamiento del cancer se determina segun el tipo de céncer, la etapa de la enfermedad y
salud general del paciente. Los tratamientos comunes para el cancer, segun el International
Agency for Research on Cancer (IARC) y el National Cancer Institute (NCI), incluyen la

cirugia, radioterapia, terapia hormonal y quimioterapia, entre otros. En los ultimos afios, se
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han desarrollado nuevos tratamientos para el cancer, como la terapia dirigida e

inmunoterapia, que se enfocan en la identificacién y el ataque de células cancerosas

especificas. La Tabla 1 presenta los principales tratamientos convencionales contra el cancer,

asi como sus ventajas y desventajas como método terapéutico

[113]

Tabla 1. Ventajas y desventajas de los diversos tratamientos contra el cancer.

Tratamiento

Ventajas

Desventajas

- Cirugia:
Consiste en la extirpacion del
tumor y del tejido circundante.

- Radioterapia:

Utiliza radiacion de alta energia
para destruir + las células
cancerosas.

- Quimioterapia:

Utiliza  medicamentos  para
destruir las células cancerosas por
via intravenosa.

- Terapia dirigida
Medicamentos que atacan a
células cancerosas especificas,

como aquellas que tienen ciertas
proteinas en su superficie.
- Inmunoterapia:

Tratamiento que estimula el
sistema inmunolégico del cuerpo
para que ataque las células
cancerosas.

- Terapia hormonal:

Bloquea la produccion o los
efectos de ciertas hormonas que
hacen que las células cancerosas
crezcan.

- Cura algunos tipos de cancer.

- Reduce el tamafio del tumor y
alivia los sintomas en estados
avanzados.

- Cura algunos tipos de cancer en
estadios tempranos.

- Reduce el tamafio del tumor y
alivia sintomas en estadios
avanzados.

- Uso en combinacién con otros
tratamientos (cirugia y
quimioterapia).

- Cura algunos tipos de cancer en
etapa temprana.

- Reduce el tamafio del tumor.

- Uso en combinacion con otros

tratamientos (cirugia y
radioterapia).

-  Mas efectiva que la
quimioterapia.

- Menos efectos secundarios.

- Menos efectos secundarios.

- Efectiva para algunos tipos de
cancer que son dificiles de tratar
con otros tratamientos.

- Efecto duradero.

- Efectiva en cancer hormonal
(mama, prostata).

- Reduce el tamafo del tumor.

- Administrada en forma de
pildoras, inyecciones o implantes.
- Menos efectos secundarios que
otros tratamientos.

- Complicaciones debido a la
cirugia (infecciones, sangrado y
dafio a 6rganos cercanos).

- No es efectivo para el cancer que
se ha diseminado a otras partes del
cuerpo.

- Dificultad en la extirpacion de
tumores debido a su ubicacion o
tamafio.

- Efectos secundarios a corto y
largo plazo.

- Puede dafar tejidos y drganos
cercanos.

- No es efectivo en metastasis.

- Efectos secundarios a corto y
largo plazo (nauseas, problemas
de memoria).

- Dana células sanas.

- No es efectivo en metastasis.

- Costosa.

- Efectos secundarios.

- No efectiva para todos los tipos
de cancer.

- Costosa.
- Efectos
fiebre).

- No efectiva para todos los tipos
de cancer.

secundarios (fatiga,

- No es efectiva en canceres que
no dependen de hormonas.

- Efectos secundarios (cambios de
humor, sofocos).

- Causa cambios en el nivel
hormonal.
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Es importante mencionar que cada tipo de tratamiento puede tener diferentes efectos

secundarios dependiendo de cada paciente.
2.3 Farmacos anticancerigenos

Los farmacos anticancerigenos, también llamados antineopldsicos (que previenen la
formacion de neoplasias, es decir, proliferaciones que pueden volverse cancerosas), son
agentes terapéuticos fundamentales en el tratamiento del cancer. Tradicionalmente, su
descubrimiento involucraba pruebas a gran escala de sustancias quimicas sintéticas y
productos naturales en modelos animales con tumores de rapida proliferacion,
principalmente leucemias murinas (Chabner y Roberts, 2005) ). Estos farmacos pueden
administrarse por via oral o intravenosa y tienen como objetivo especifico las células
cancerosas, ya sea destruyéndolas o deteniendo su crecimiento. Existen diversas clases de
farmacos anticancerigenos, cada uno con un mecanismo de accion particular en el organismo.
La Tabla 2 presenta una clasificacion de estos farmacos, junto con ejemplos representativos.
La practica de los antineoplésicos en oncologia ha experimentado cambios significativos en
las ultimas cuatro décadas, gracias a la identificacion de tratamientos efectivos para varias

enfermedades malignas que anteriormente eran consideradas incurables.

Tabla 2. Clasificacion de los principales agentes neoplésicos seglin su mecanismo de accion 1012,

Clasificacion Farmaco Uso Referencia
- Agentes Alquilantes: - Carmustine - Tumores cerebrales, [10]
enfermedad de Hodgkin,

Unién cruzada con los el GG,

haces de ADN. _ Melfalan
- Cancer de ovario y
mama.
- Antimetabolitos: - Gemcitabina - Cancer de pancreas, [11]
mama, cabeza y cuello.
Interfieren en la .
. - Metotrexato - Cancer de mama,
construccion de las E— cabeza. cuello. veiiga
cabeza, cuello, vejiga y
cadenas de ADN durante su
, . colorrectal.
sintesis. -
- Antibiéticos - Bleomicina - Cancer de cabeza y [10]
antitumorales: cuello.
Interfieren mediante un - Doxorrubicina
ADN intercalado, - Céancer de mama,
insertandose entre pares de ovario, vejiga, prostata,
bases de ADN impidiendo pancreas, y endometrio.

de este modo su replicacion
y la produccion, por tanto,
de ARNm o ambos.
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- Agentes de huso - Vinblastina - Cancer testicular, [11]
mama, utero y vejiga.

mitocondrial - Paclitaxel

Se unen a las proteinas - Céncer de ovario,
micro tubulares e inhiben el mama, prostata, vejiga,
ensamblaje de los estomago y pancreas.

microtubulos (fase M del

ciclo celular), de este modo

inhibiendo la continuacion

en la produccion celular.

- Inhibidores de 1la - Etopoésido - Cancer  gastrico, [12]
vesical, uterino y ovario.

topoisomerasa

Inhiben a las - Irinotecan - Céancer colorrectal
topoisomerasas 1 y 2 metastasico, mama, y
provocando rotura en sus ovario.

cadenas y con ello Ia
muerte celular.

2.4 Metotrexato y curcumina

El metotrexato (MTX) es un farmaco ampliamente empleado en el tratamiento oncologico,
asi como en la terapia contra la artritis reumatoide y la psoriasis, como se ha mencionado
previamente. Su mecanismo de accion radica en la inhibicion de la sintesis de FA en las
células, proceso crucial para la division celular. E1 MTX penetra en las células mediante el
transportador de folato reducido, utilizando una via endocitica activada por un receptor

especifico de folato, lo que en ultima instancia culmina en la supresion de la sintesis de ADN
[114]

La curcumina es un polifenol natural derivado de la raiz de la planta Curcuma longa,
ampliamente conocida por sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y
anticancerigenas. A lo largo de los afios, la curcumina ha captado el interés cientifico debido
a su capacidad para modular multiples vias moleculares involucradas en la proliferacion
celular, apoptosis y angiogénesis, lo que la convierte en un candidato prometedor en la terapia
contra el cancer. Ademas, la curcumina ha demostrado una baja toxicidad en las células
normales, lo que incrementa su atractivo como agente terapéutico. Su mecanismo de accion
incluye la inhibicion de factores de transcripcion como NF-kB, la regulacion de citoquinas
inflamatorias y la interferencia en las vias de sefializacion celular involucradas en la

supervivencia de las células cancerosas [!!5117],
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En lo que respecta a la combinaciéon de MTX y curcumina, varios estudios han investigado
su posible sinergia en el tratamiento del cancer. Por ejemplo, una investigacion publicada en
2016 por Pimentel y colaboradores demostrdé que la combinacion de MTX y curcumina
generaba efectos sinérgicos en la inhibicion del crecimiento de las células REH, una linea
celular caracteristica de la leucemia linfoblastica aguda (LLA) de células B ['*!. Otro estudio,
Xu, T. y colaboradores destacd las prometedoras propiedades de la curcumina en la
prevencion y tratamiento de la resistencia multidroga en diferentes tipos de cancer ['*. Un
estudio mas reciente, llevado a cabo por Rudnik, L. y colaboradores, evidencié que la
curcumina podia potenciar la eficacia del MTX en la linea celular de cancer de pulmon Calu-
3. Sus hallazgos sugieren que las nanocéapsulas co-cargadas con curcumina y MTX podrian
constituir una novedosa estrategia terapéutica para abordar el cancer de pulmoén de células

no pequeiias 1%,
2.5 Aceites esenciales

Los aceites esenciales (AE) son compuestos aromaticos naturales presentes en las plantas,
obtenidos mediante procesos de destilacion o extraccion. Estos compuestos estan
constituidos por una amplia variedad de moléculas organicas, tales como terpenos, alcoholes,
aldehidos y ésteres, que les confieren propiedades terapéuticas y aromaticas. Durante siglos,
los aceites esenciales han sido empleados en la medicina tradicional para tratar diversas
dolencias. En la actualidad, se utilizan extensamente en la aromaterapia, una modalidad
terapéutica alternativa que aprovecha los aromas de los aceites esenciales para mejorar la

salud fisica y emocional 161,

Ademas de su aplicacion en la aromaterapia, algunos AE han sido objeto de estudio por sus
potenciales propiedades terapéuticas. Se ha comprobado que ciertos aceites esenciales
poseen efectos antiinflamatorios, antimicrobianos, antioxidantes y analgésicos, entre otros.
Asimismo, se ha investigado su potencial para tratar una variedad de afecciones, como dolor,

ansiedad, depresion, nduseas, insomnio y enfermedades de la piel [17:18],

En lo que respecta al cancer, investigaciones han demostrado que ciertos AE podrian exhibir
efectos anticancerigenos en células cancerosas. El AE de menta, derivado de la planta de
menta, ha sido ampliamente utilizado en la medicina tradicional debido a sus reconocidas

propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antimicrobianas. Se ha evidenciado su
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capacidad anticancerigena en células de cancer de mama, prostata y pulmoén [, De manera
similar, el AE de clavo, extraido de los brotes secos de la flor del arbol de clavo, ha sido
empleado durante siglos en la medicina tradicional por sus propiedades similares a las del
AE de menta. Se ha constatado su potencial anticancerigeno en células de cancer de prostata,

higado, colon y pulmoén 1291,
2.6 Nanotecnologia para la administracion de farmacos

La nanotecnologia ha emergido como una herramienta prometedora en el ambito de la
administracion de farmacos, posibilitando una liberacion precisa y controlada de los agentes
terapéuticos en el sitio de accidn, lo cual puede mejorar la eficacia del tratamiento y reducir
los efectos secundarios asociados. En este contexto, diversos nanomateriales, como los
nanotubos de carbono, las NPs poliméricas y los liposomas, se han empleado como sistemas
de liberacion de farmacos en el tratamiento del cancer. Adicionalmente, estos nanomateriales
pueden ser funcionalizados con ligandos especificos para dirigirse selectivamente a las
células cancerosas, incrementando asi la eficacia terapéutica (22, En la Figura 1 se aprecia la

evolucion de la nanotecnologia en el ambito del cancer a lo largo del tiempo.

FIG. 1. Nano acarreadores utilizados contra el cancer 27301,

Los métodos basados en la nanotecnologia para la administracion de farmacos se
fundamentan en la utilizacion de nanoacarreadores con el proposito de mejorar la solubilidad

y la biodisponibilidad de los agentes terapéuticos, asi como de reducir los efectos secundarios
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sistémicos 12!, Los nanoacarreadores pueden ser clasificados en tres categorias principales:

lipidicos, poliméricos e inorganicos 221,

- Los nanoacarreadores lipidicos son particulas de lipidos disefiadas para encapsular

farmacos antineoplasicos 1231,

- Los nanoacarreadores poliméricos emplean polimeros sintéticos y naturales para encapsular

los agentes terapéuticos 23,

- Los nanoacarreadores inorganicos se basan en el empleo de materiales inorgénicos, como

oro y hierro, para encapsular los farmacos 231,

La nanotecnologia también ofrece nuevas estrategias para la administracion local de
farmacos antineoplasicos 4. Un reciente estudio publicado en 2018 por Hossen, S. y
colaboradores proporciona una revision exhaustiva de los Sistemas Inteligentes de
Administracion de Farmacos (SDDs, por sus siglas en inglés), para la liberacion de agentes
antineoplasicos. En este estudio se describen distintos tipos de nanotransportadores y NPs
utilizadas en la liberacion de farmacos, abordando NPs lipidicas, poliméricas y de oro.
Ademas, se discuten los desafios y perspectivas que enfrenta la administracion de farmacos

en el campo de los SDDs contra el cancer 12°),

Moukhtari et al., 2021 detallaron el empleo de nanomedicina de lipidos orales en el
tratamiento del cancer. Los autores examinan a fondo el desarrollo histérico de las NPs
lipidicas y su potencial para mejorar la eficacia terapéutica y reducir los costos en
comparacion con las formas convencionales de administracion de farmacos, como la infusion

intravenosa y la administracion oral comun 2!,

2.6.1 NPs sintéticas
La nanotecnologia abre nuevas perspectivas en el desarrollo de NPs sintéticas destinadas a
la administracién de farmacos antineoplasicos !, Estas NPs sintéticas presentan
caracteristicas especificas que las convierten en sistemas eficaces de liberacion de farmacos,
lo que potencialmente mejora la eficacia del tratamiento y reduce los efectos secundarios
sistémicos. Entre los diversos tipos de NPs sintéticas se encuentran las de oro, plata, hierro,

oxido de hierro, silice, entre otras. Estas pueden ser disefiadas con una carga de farmaco
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particular y una superficie modificada para optimizar la selectividad en la entrega de
medicamentos. Ademas, la sintesis de estas NPs se puede llevar a cabo mediante diversos
métodos, como la sintesis quimica, precipitacion, emulsificacion, evaporacion y electro
hidrodindmica. Dichos métodos permiten controlar el tamafio, la forma y la estabilidad de las

NPs sintéticas 3%,

2.6.2 NPs poliméricas

Las NPs poliméricas constituyen sistemas nanoestructurados empleados para la
administracion de farmacos, debido a su capacidad para mejorar la solubilidad,
biodisponibilidad y eficacia terapéutica de los mismos [**). Estas particulas se componen de
un nucleo so6lido o liquido rodeado por una capa polimérica, que puede ser disefiada para
liberar el farmaco de manera controlada y especifica. Ademas, las NPs poliméricas tienen la
capacidad de mejorar la distribucion de los farmacos en el cuerpo, ya que pueden acumularse
selectivamente en tumores debido al efecto de Permeabilidad y Retencion Mejoradas (EPR,
por sus siglas en inglés). Asimismo, pueden ser funcionalizadas con ligandos especificos para

una entrega dirigida y selectiva a las células cancerosas 4,

Para la sintesis de estas NPs se han utilizado diversos tipos de polimeros, como el 4acido
polilactico-co-glicolico (PLGA, por sus siglas en inglés), el polietilenglicol (PEG, por sus
siglas en inglés), el CS, los poliésteres y los poliuretanos, entre otros. Cada tipo de polimero
presenta ventajas y desventajas particulares en términos de estabilidad, biodegradabilidad,
capacidad de carga de farmacos y toxicidad [*3. Algunas de las aplicaciones de las NPs
poliméricas en el tratamiento del cancer incluyen la administracion de farmacos

quimioterapéuticos, la terapia génica e inmunoterapia.
2.6.3 NPs basadas en polimeros naturales

Las NPs basadas en polimeros naturales emergen como una alternativa prometedora para la
administracion de farmacos, debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y bajo costo.
Estas NPs pueden ser sintetizadas a partir de polimeros naturales como el CS, acido

hialurénico, gelatina, entre otros.

Por ejemplo, el CS es un polisacarido natural derivado de la quitina, presente en los

exoesqueletos de crustaceos, que se ha empleado en la sintesis de NPs para la administracion
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de farmacos debido a su capacidad para formar complejos con diversos agentes terapéuticos.
Ademas, se ha constatado que las NPs de CS poseen propiedades antibacterianas y pueden

mejorar la biodisponibilidad y eficacia de los fArmacos antineoplasicos ),

Otro ejemplo de polimero natural utilizado en la sintesis de NPs es el 4cido hialurénico, un
polisacéarido presente en varios tejidos humanos. Las NPs de acido hialurénico han sido
empleadas en la administracion de farmacos debido a su capacidad para interactuar con
receptores especificos presentes en la superficie de las células tumorales, lo que facilita una

mayor selectividad en la entrega de farmacos 7).

La gelatina, una proteina de origen animal, también ha sido utilizada en la sintesis de NPs
para la administraciéon de farmacos. Las NPs de gelatina pueden ser modificadas para
albergar una carga especifica de firmaco y mejorar la biodisponibilidad y selectividad en la

entrega de agentes terapéuticos P81,
2.64 NPsdeCS

Como se menciond anteriormente, las NPs de CS representan una forma comun de NPs
poliméricas empleadas extensivamente como sistemas de administracion de farmacos debido
a sus propiedades singulares, como la biocompatibilidad, biodegradabilidad y baja toxicidad.
En la Figura 2, se muestra su estructura quimica compuesta por monoémeros de D-
Glucosamina, unidos por enlaces -(1-4)-2-deoxi-D-glucopiranosa (unidades desacetiladas),

junto con pequefios residuos o no de N-acetil-D-glucosamina (unidades acetiladas) 1.
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FIG. 2. Estructura quimica del CS (unidad repetitiva).
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El grupo amino del CS se ioniza facilmente en condiciones dcidas y neutras, generando una
carga neta positiva. Esta caracteristica hace que el CS sea soluble en agua y actie como un
bioadhesivo, ya que, una vez ionizado, puede unirse a las mucoproteinas que tienen carga
negativa. Esta interaccion prolonga el tiempo de permanencia de los medicamentos unidos a
CS en la circulacién sanguinea, lo que incrementa la biodisponibilidad del farmaco 2%,
Debido a estas propiedades biologicas, el CS se utiliza ampliamente en la industria

alimentaria, cosmética y médica.

Las NPs de CS pueden sintetizarse mediante diversos métodos, como la coacervacion,
emulsificacion, gelificacion idnica y microemulsion. Estas NPs pueden disefiarse para
albergar una carga de farmaco especifica y tener una superficie modificada para mejorar la

selectividad en la entrega de formacos 1.

En la literatura cientifica, abundan los estudios sobre el uso de NPs de CS para la
administracion de farmacos. Por ejemplo, Rostami Elham y col. (2021) realizé6 una
clasificacion de las NPs de CS, analizando sus tipos (anticuerpos, CS conjugado sensible al
pH y magnético) para la entrega de farmacos [*. Asimismo, Pacheco y colaboradores (2020)
llevaron a cabo una revision sobre las NPs de CS para la administracion de farmacos en el
cerebro, donde el CS destaca por su falta de toxicidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad
y propiedades mucoadhesivas *°l. Por otro lado, Jain A. y colaboradores (2014) estudiaron
las NPs de CS cargadas con docetaxel, las cuales demostraron una mayor eficacia
anticancerigena en comparacion con el docetaxel libre *!1. Ademas, las NPs de CS mostraron
una mayor capacidad para reducir la viabilidad celular en lineas celulares de cancer de mama

y de colon.

Finalmente, Shetta y colaboradores (2019) sintetizaron NPs de CS por gelacion idnica con
AE de menta y AE de té verde. Concluyeron que las NPs con AE de té verde exhibieron
mayor actividad antibacteriana y antioxidante frente a Escherichia coli y Staphylococcus
aureus en comparacion con las NPs de AE de menta. La Tabla 3 proporciona mas detalles

sobre estudios relacionados con este tema 4],
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Tabla 3. Compilacion de estudios sobre NPs de CS cargadas con AE.

Nanoparticula Aceite Método de
esencial (EO) obtencion
CS EO de Aegle Gelacion
marmelos i0nica
CS EO de Zataria Gelacion
multiflora i0nica

2.7 Técnicas de encapsulacion

Resumen

El EO cargado en CS dai¢ a las células de
A549 (céncer de pulmén) con células
necroticas altas, condensacion de cromatina
y disminucién de la division celular. Por lo
tanto, todos los resultados de los
experimentos in vitro indicaron claramente
que los aceites esenciales cargados de CS
son una opcion alternativa mas eficiente
para inhibir las células cancerosas de A549.
Se realizaron estudios de las NPs en células
de melanoma humano (A-375) y células de
cancer de mama (MCF-7 y MDA-MB-468).
Los resultados mostraron que las NPs de CS
cargadas con el EO podrian considerarse
para estudios previos in vivo o de medicina
complementaria.

Referencia

2023
[43]

2022
[44]

Las técnicas de encapsulacion son fundamentales en la nanotecnologia para lograr una

entrega eficaz de farmacos y otros compuestos bioactivos. Existen diversas técnicas

disponibles, como la encapsulacion en matriz polimérica, por emulsificacion, precipitacion,

deshidratacion, liofilizacion, entre otras. En la Tabla 4 se detallan las principales técnicas de

encapsulacion junto con sus caracteristicas distintivas.

Tabla 4. Técnicas de encapsulacion de farmacos [#549),

Tipo de encapsulacion

Caracteristicas

Matriz polimérica

Emulsificacion

Precipitacion

El farmaco se dispersa en una solucion polimérica
y luego se forma una matriz s6lida mediante la
evaporacion del solvente o la polimerizacion. Este
método permite la liberacion controlada del
farmaco y la proteccion del farmaco contra la
degradacion enzimatica y la eliminacion del
cuerpo.

Los compuestos bioactivos se dispersan en una
fase acuosa y se emulsionan con una fase organica
que contiene un surfactante y el polimero. Luego,
se forma una emulsion por medio de agitacion y se
elimina el disolvente organico para obtener NPs
encapsuladas.

Se precipitan los compuestos bioactivos dentro de
una solucion polimérica en un disolvente no
miscible. Esta técnica se utiliza comiinmente para
encapsular compuestos hidrofobicos en NPs
poliméricas.

Referencia
[46]

[46]

[46]
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Deshidratacion Los compuestos bioactivos se mezclan con una [46]
solucion de hidrogel y se liofilizan para eliminar el
agua. Esto crea una matriz sélida que contiene el
compuesto bioactivo.

Liofilizaciéon En esta técnica de nanoencapsulacion, los [46]
compuestos bioactivos se disuelven o dispersan
homogéneamente en una solucion polimérica
adecuada. Esta mezcla se congela rapidamente
para solidificar tanto el polimero como el
compuesto activo, formando una matriz solida
uniforme. Posteriormente, el material congelado se
somete a un proceso de liofilizacion, donde el
solvente (generalmente agua) se elimina mediante
sublimacion bajo condiciones de baja temperatura
y presion reducida. Este proceso da lugar a la
formacion de nanoparticulas solidas en las que el
compuesto bioactivo queda encapsulado dentro de
una matriz polimérica, protegiéndolo y mejorando
su estabilidad y biodisponibilidad.

Gelacion iénica Implica la preparacion de una solucion de [45]
polimero y una solucion de agente de reticulacion
(generalmente un ion divalente) en agua u otro
disolvente. Cuando se mezclan, se produce una
reaccion de reticulacion que forma particulas
poliméricas solidas.

2.7.1 Gelacion idnica

La gelacion idnica es una técnica de encapsulacion que se basa en la formacion de geles
mediante la interaccion entre iones cargados de una solucion y polimeros i6nicos, como el
CS o el alginato 7). El proceso de gelificacion iénica se realiza mediante la formacion de
complejos entre polimeros idnicos y iones cargados presentes en una solucion. Estos
complejos se pueden generar al agregar soluciones de polimero i6nico y soluciones de iones
cargados en diferentes 6rdenes y proporciones, lo que permite un control sobre la estructura
y las propiedades del gel resultante. En este contexto, la Figura 3 presenta un esquema
detallado de la interaccion del CS con el agente entrecruzante TPP ejemplificando la

formacién de dichos complejos.
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Cuustosano

FIG. 3. Representacion esquematica del mecanismo de preparacion de NPs por entrecruzamiento de CS con
TPP usando gelacion idnica 49,

2.8 Uso del FA contra el cancer

El FA, una vitamina del complejo B (B9), ha sido extensamente investigado como un ligando
para dirigir células cancerosas, debido a su alta afinidad por el receptor de folato (FR) que
estd sobre expresado en muchas células cancerosas. La utilizacion de FA como ligando para
vehiculos de liberacion de farmacos ha demostrado mejorar la eficacia terapéutica de los

agentes quimioterapéuticos 4% 3%,

En la figura 4 se observa como las NPs son modificadas superficialmente con FA, y luego,
se carga el farmaco, el cual circula por el torrente sanguineo hasta alcanzar una célula
cancerosa, donde se internaliza por endocitosis al citoplasma. Posteriormente, dentro del
citoplasma, el farmaco y AE se libera activado por el pH del medio, teniendo dos vias
principales para inducir la muerte celular en la célula cancerigena: internalizacion hacia el

nucleo o bloqueo de los microtibulos, provocando asi apoptosis.
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Varios estudios han empleado FA como ligando en diferentes sistemas de liberacion de
farmacos para mejorar la eficacia en el tratamiento del cancer. En uno de ellos, se prepararon
NPs de CS recubiertas con FA para administrar doxorrubicina (DOX) y evaluar su
especificidad de direccionamiento en células tumorales, resultando en una mayor
internalizacion celular en comparacién con las NPs sin recubrimiento °!). En otro estudio, se
utilizaron CS-FA cargadas con pirrolidineditiocarbamato (PDTC, por sus siglas en inglés) y
DOX, observandose que esta combinacion supera la resistencia al farmaco de DOX,

sugiriendo implicaciones clinicas contra el cancer de higado 1%,

El término "targeting" se refiere a la capacidad de una sustancia (como un farmaco) de
dirigirse especificamente a ciertas células o tejidos en el cuerpo. En el contexto del uso de
FA como ligando para dirigir los fArmacos hacia las células cancerosas, se aprovecha su
capacidad de unirse a los receptores de folato sobre expresados en muchas células de este
tipo, lo que permite la entrega especifica del farmaco a las células tumorales y reduce la
toxicidad del fairmaco hacia las células sanas.

Definicion simbologia: CS8-TFA:
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FIG. 4. Representacion de una NP modificada FA para ocasionar la muerte celular en células cancerosas.
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2.9 NPs de CS-FA cargados con farmacos anticancerigenos.

Las NPs de CS-FA cargadas con farmacos anticancerigenos representan sistemas de
liberacion de medicamentos prometedores en la lucha contra el cancer, debido a su capacidad

de selectividad y especificidad hacia las células cancerosas, asi como a su capacidad para

reducir la toxicidad sistémica de los farmacos

A continuacién, en la Tabla 5 se presenta una recopilacion de estudios previamente

[53]

reportados sobre NPs de CS-FA cargadas con farmacos anticancerigenos.

Tabla 5. Compilacion de reportes sobre NPs de CS-FA cargados con principio activo.

Nanoparticula

CS modificado
con FA

CS modificado
con FA

Farmaco/Carga

Acido 5-
aminolevulinico

(5-ALA)

Doxorrubicina

(DOX)

Método de

obtencion

Gelacion

i6nica

Interaccion

electrostatica

Resumen

Los resultados mostraron que las
lineas celulares HT29 y Caco-2
pueden absorber las NPs mas
facilmente después de un periodo de
absorcion a corto plazo y sufren
acumulacion de PpIX
(Protoporfirina IX). Por lo tanto, el
conjugado de FA-CS parece ser un
vector ideal para la administracion
colorrectal especifica de S5-ALA
para la deteccion endoscopica

fluorescente.

Se evalud su especificidad de
direccionamiento en células
tumorales, marcadas con rodamina
B. Las células cancerosas SMMC-
7221 (cancer de higado) tratadas con
estas NPs mostraron una capacidad
de captacion celular mucho mayor
debido a la conocida endocitosis
mediada por el receptor de folato,

por lo tanto, proporcionan una forma

Referencia

2010
[55]

2013

[51]
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CS modificado
con FA

MTX

GNRs Doxorrubicina
modificado con

TGAYy

(DOX)

encapsulados
con COS,
posteriormente
modificado con
FA
-COS:
Oligosacarido de
CS
-GNRs: Nano
varillas de oro.
-TGA: acido ti
glicolico (unirse

a los GNRs)

CS/FA Resveratrol,

+ antioxidantes genisteina y

curcumina

Atomizacion
por electro

pulverizacion

coaxial

Gelacion

i6nica

Solucién

acuosa

potencial de mejorar el uso del

farmaco.

En este estudio se utilizé el disefio
Box-Behnken para seleccionar 15
lotes de experimentos al azar de
FA/CS y llevarlos en practica.
Finalmente demostraron que sus
resultados sobre NPs de FACS-
MTX eran activas contra las células
de cancer de cuello uterino epitelial

humano (HeLa).

Este estudio desarroll6 un sistema de
administracion de fArmacos para la
terapia quimio foto térmica, en la
region del infrarrojo cercano (NIR),
para matar células tumorales. Los
resultados presentados indican que
bajo presencia de irradiacion laser se
extirparon los tumores y no
recurrieron, mostrando que es una

excelente terapia de combinacion de

tumores.

La encapsulacion de poli fenoles
mejora la biodisponibilidad de estos
micronutrientes en solucion. La
estabilidad y eficacia de carga de
conjugados de poli fenol-polimero
aumento6 a medida que aumentaba el

tamafio de las NPs CS-FA, de igual

2017
[57]

2013
[58]

2021
[59]
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modo la encapsulacion de poli
fenoles altera la morfologia del
polimero. Cabe destacar que los
nano portadores de FA-CS pueden
entregar poli fenoles y mejorar la
biodisponibilidad de estos

micronutrientes dietéticos.

CS modificado 5-fluorouracilo Gelacion Se prepararon con éxito las NPs 2022
con FA (5FU) i6nica modificadas con FA y sin FA, lo cual [60]
demostr6 que las NPs con FA
aumento el porcentaje de celular
cancerigenas muertas de colon
(Caco2) en comparacion con las no

modificadas.

2.10 NPs de CS-FA cargadas con AE empleadas en el tratamiento de cancer

El CS se utiliza como agente de carga, mientras que el FA actia como un ligando de
direccionamiento especifico para las células cancerosas. Los AE, como el de orégano, poseen
propiedades anticancerigenas y pueden ser encapsulados en NPs de CS-FA para mejorar su
eficacia terapéutica. Diversos estudios han demostrado que estos nano complejos pueden
reducir significativamente la viabilidad celular en distintas lineas celulares de cancer,

incluyendo céancer de préstata y de mama.

Por ejemplo, Kalepu y colaboradores (2015) sintetizaron NPs por precipitacion ionica de CS
modificadas con FA, cargadas con AE de orégano [°!l. Demostraron que estas NPs reducen
significativamente la viabilidad celular en células de cancer de préstata. En un estudio mas
reciente, Alirezaei y colaboradores (2022) sintetizaron NPs por evaporacion de disolvente de
emulsion simple de PLGA y CS modificadas con FA, cargadas con AE de Artemisia (AVEO)
(62 Estas NPs no mostraron toxicidad sobre células normales, pero si sobre células de cancer
de colon, lo cual las convierte en candidatas prometedoras para futuros estudios en el

tratamiento del cancer. Ademas, se observaron efectos apoptoticos (muerte celular) y anti

angiogénicos (reduccion de la formacion de nuevos vasos sanguineos).
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En el mismo afo, Moe San y colaboradores sintetizaron NPs de CS y alginato modificadas
con FA por gelacién idnica, cargadas con aceite de ctircuma (TO) [6°], La liberacion in vitro
de este agente bioactivo mostrd una liberacion sostenida de TO siguiendo el modelo de
Korsmeyer-Peppas, con un mecanismo de difusion de tipo Fickiano (difusion lineal en un
sistema homogéneo y estable) a pH 5.5 y 7.4. Las NPs modificadas con FA mostraron una
menor ICso (concentracion inhibitoria) que las NPs sin FA y TO contra células de MDA-MB-
231 y MCF-7 (cancer de mama), sugiriendo que las NPs con FA pueden mejorar la actividad
anticancerigena de TO mediante su orientacion activa hacia los receptores de folato altamente

expresados en el cancer de mama.

Por tltimo, Tabatabaei y colaboradores (2022) sintetizaron NPs de CS modificadas con FA
y cargadas con AE de Satureja khuzistanica por el método de homogenizacion a alta presion.
Sus resultados mostraron que estas NPs podian inhibir las células cancerosas activando la via
interna de la apoptosis y la interrupcion del ciclo celular, lo cual las convierte en candidatas

adecuadas para estudios preclinicos de cancer 64!,

En la Tabla 6 se presenta una recopilacion de NPs de CS-FA cargadas con extractos vegetales

como tratamiento contra el cancer.

Tabla 6. Recopilacion de estudios sobre NPs de CS-FA cargadas con extractos como tratamiento contra el

cancer.

Nanoparticula Extracto (E) Método Resumen Aiio
de
obtencion
PLGAyCS E de Peganum M¢étodo de Los resultados mostraron que podian 2022
modificado harmala (PSE) nano inhibir las células cancerosas activando la  [65]
con FA precipitaci  via interna de la apoptosis y la interrupcion
on del ciclo celular. Las cuales pueden

considerarse un agente terapéutico en

estudios de cancer.

CS E de arandano Gelacion  Se estudio el efecto inhibitorio de las NPs 2023
modificado (proantocianidinas, ionica sobre la hemolisis de globulos rojos (las  [66]
con FA PC) NPs CS/FA fueron capaces de proteger a los

eritrocitos (globulos rojos) de la hemolisis

37



causada por el estrés oxidativo inducido por
AAPH (diclorhidrato de 2,2'-azobis (2-
metilpropionamidina (estudios de estrés
oxidativo). Este trabajo indic6 que las NPs
tiene el potencial de ser aplicado en
alimentos funcionales, medicina y otros

productos.

Con base en los antecedentes mencionados, hasta la fecha no se ha reportado la combinacioén
de AE con farmacos encapsulados en NPs de CS-FA. Por lo tanto, en el presente trabajo de
tesis se realizo la preparacion de este tipo de NPs mediante el método de gelacion idnica.
Estas NPs fueron cargadas con AE de menta, el cual contiene un fairmaco anticancerigeno
(MTX) disuelto en €l para su potencial uso como nanoacarreadores. Se estudio el efecto de
diversos pardmetros de sintesis sobre el tamafio de las NPs, asi como el porcentaje de
modificacion del CS con FA. Adicionalmente, se llevaron a cabo estudios de liberacion bajo
diferentes condiciones de pH. Finalmente, se llevaron a cabo ensayos de citotoxicidad de
estas NPs.
3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Obtener NPs basadas en CS modificado con FA para ser empleados como sistemas de
liberacion controlada de un AE conteniendo MTX con potencial capacidad

anticancerigena.

3.2 Objetivos especificos
e Modificar CS con FA mediante una reaccion de amidacion.

e Preparar NPs de CS-FA de tamafio nanométrico variando diferentes parametros tales
como concentracion de tripolifosfato de sodio (TPP) y concentracion de AE durante
la preparacion de las NPs.

e Cargar las NPs de CS-FA con AE de menta y AE de clavo conteniendo Metotrexato
(MTX).

e Determinar el mecanismo de liberaciéon empleando diversos modelos (orden cero,

primer orden, Higuchi y Korsmeyer- Peppas).
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e Caracterizar el CS-FA y sus correspondientes NPs preparadas mediante diversas
técnicas fisicoquimicas tales como resonancia magnética (RMN), espectroscopia de
infrarrojo (FT-IR), difraccion de rayos X (XRD), espectrofotometria de ultravioleta-
visible (UV-vis), analisis termo gravimétrico (TGA), microscopia electronica de
barrido (SEM), dispersion de luz (DLS) y potencial zeta.

e Evaluar la citotoxicidad de las NPs de CS-FA, NPs de CS-FA con AM y NPs CS-FA
con AM y MTX, todas con una modificacion del 10 y 20%.

4. JUSTIFICACION
El céancer representa uno de los mayores desafios en la medicina contemporanea,

demandando enfoques innovadores que potencien la eficacia de los tratamientos actuales. En
este contexto, las NPs poliméricas han emergido como una estrategia prometedora para
dirigir agentes anticancerigenos de forma especifica. Dentro de los numerosos polimeros
empleados, el CS modificado con FA (CS-FA) destaca por sus notables propiedades, como
la biocompatibilidad, capacidad de carga de farmacos y selectividad hacia células cancerosas
que sobre expresan FR.

La eleccion del AE de menta y de clavo como carga se fundamenta en su amplio espectro de
propiedades terapéuticas, tales como su actividad antitumoral, antiinflamatoria y
antioxidante, que pueden complementar los efectos de los agentes anticancerigenos
convencionales.

La originalidad de este estudio radica en la combinacién de tres elementos fundamentales:
las NPs poliméricas de CS-FA, el AE y el farmaco anticancerigeno. El empleo de las NPs
poliméricas permite la proteccion adecuada de los agentes anticancerigenos, mejorando su
solubilidad, estabilidad y capacidad de liberacion controlada en el sitio deseado. La inclusion
de FA como recubrimiento en las NPs confiere ventajas adicionales, como la capacidad de
dirigirse selectivamente a las células cancerosas, optimizando asi la eficacia del tratamiento
y reduciendo los efectos secundarios en los tejidos sanos. Por tltimo, la incorporacion de AE
y MTX proporcionara beneficios terapéuticos adicionales debido a sus propiedades
farmacologicas especificas.

Esta sinergia entre las tres entidades ofrece una plataforma versatil y prometedora para

mejorar la efectividad de los tratamientos contra el cancer.
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5. REACTIVOS

Reactivo
Quitosano (bajo peso
molecular)

Acido Félico
Dimetilsulféxido
Acido Acético
N-hidroxisucinimida
1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)
carbodiimida

Argon

Hidroxido de sodio
Fosfato de sodio
monobasico

Fosfato de sodio dibasico
heptahidratado
Tripolifosfato de sodio
Agua Milli-Q

Tween 80

Metotrexato

Aceite de menta
Aceite de clavo
Diclorometano

Bolsa de dialisis (12,000-
14,000 Da)
DMEM-F12

Cristal violeta

SDS (Dodecilsulfato

Pureza (%)

97%
99.9%
99.7%

97%

98%

UAP
98%
99%

98-102%

Proveedor

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
J.T.Baker
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Infra
Sigma-Aldrich
Analytiyka

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Merck (obtenido en CIQA)
Sigma-Aldrich
Accord Farma
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Gibco
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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sodico)

XTT 97% Roche

6. HIPOTESIS
Es posible la preparacion de NPs de CS modificado con FA con un tamafio menor a 100 nm

y capacidad de encapsular AE (clavo y menta) y MTX.

7. METODOLOGIA

7.1 Modificacion de CS con FA

Se realiz6 la modificacion de CS con FA (Figura 5) de la siguiente manera: En un matraz
Erlenmeyer se agregé FA (0.882, 0.5292 y 0.3528 g) y posteriormente se disolvid en
dimetilsulfoxido (DMSO) (20, 14 y 8 mL). La solucion se dejoé agitando por 24 h hasta su
completa disolucion. Por otro lado, se prepar6 una solucion de CS (200, 1000 mg) en 100
mL de 4acido acético al 1% y se dejo agitando por 24 h. A la solucion de FA, se le agregd
0.23 g N-hidroxisucinimida (NHS) y 0.191 g de I-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDAC) y posteriormente se dejo agitando a 30 °C en la obscuridad y atmosfera
de argén durante 30 min. La solucion de CS se regul6 a un pH 4.5 y sucesivamente la solucion
de FA activada con NHS y EDAC se agregd lentamente a esta solucion. La solucion
resultante se dejo agitando durante 24 h a 30 °C bajo atmosfera de argdn en la obscuridad.
Una vez terminada la reaccion, se ajustd el pH a 9 usando hidréxido de sodio (NaOH) (1M).
Entonces la solucion se centrifugd a 3000 rpm por 10 min. El precipitado se dializé durante
3 dias en una solucién buffer a pH 7.4 y 4 dias en agua destilada. Posteriormente, se congelo
y se liofilizé durante 3 dias [®”). Consecutivamente, se caracterizd mediante RMN, FT-IR,

TGA, DSC y XRD (Ver anexo 10.2).
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FIG. 5. Representacion de la modificacion de CS con FA

7.2 Preparacion de NPs de CS-FA

Primeramente, se prepararon 10 mL de una solucion de CS-FA (con 10 y 20 % de
modificacion, 100 mg) en acido acético glacial (1% p/v). Por otro lado, se prepararon 10 mL
de una solucién acuosa de tripolifosfato de sodio (TPP) a diferentes concentraciones (0.2,
0.3, y 0.5%) empleando agua Milli-Q. La solucién se sometié a ultra sonicaciéon por 5

minutos y se dejo en agitacion.

Posteriormente, a la solucion de CS-FA se agregaron 100 mg de Tween 80 y se dejo en
agitacion durante 2 h a 45 °C. Para formar las NPs, se agrego la solucion de TPP gota a gota
lentamente en agitacion continua. La suspension se dejo agitando durante 2 h y
posteriormente se centrifugd a 5000 rpm durante 10 min. Las NPs se lavaron 3 veces con
agua Milli-Q y se sonicaron entre cada lavado durante 5 min (40% de amplitud SONICS,
vibra cell) para obtener una suspension homogénea. Por tltimo, la suspension se liofilizo
durante 3 dias. En la Figura 5 se muestra una representacion esquematica de la reaccion de

CS con FA.

7.3 Determinacion de la solubilidad del MTX-R&D en AE de menta v clavo

Primeramente, una curva de calibracion de MTX a diferentes concentraciones fue realizada

como sigue: 10 mg de MTX-R&D se disolvieron en 10 mL de solucién (1mg/mL) buffer pH

42



7.4 y se dejo agitando durante 72 h. Posteriormente, con esta solucion madre se prepararon
diferentes concentraciones y se analizaron mediante UV-vis a 310 nm. Una vez hecha la
curva de calibracion, se procedié a determinar la solubilidad del MTX en los aceites
esenciales mediante el método de saturacion shake-flask 1®8). Los resultados mostraron que el

MTX R&D no presentaba solubilidad en ningun aceite esencial.

7.4 Preparacion de NPs de CS-FA cargadas con AE y MTX

Se prepararon dos soluciones con 24 h de antelacion a la carga de las NPs con AE de menta
y AE de clavo. La primera solucion consistio en 10 mL de una disolucion de CS-FA (1% p/v,
100 mg) en acido acético, mientras que la segunda correspondid a una soluciéon acuosa (10
mL de H20 MiliQ) al 0.5% (p/v) de TPP, bajo agitacion magnética. A los 10 mL de la
solucion de CS-FA se les afiadieron 100 mg del surfactante Tween 80. Esta mezcla se

mantuvo bajo agitacidon magnética durante 2 h a una temperatura de 45 °C.

Durante este periodo, se prepard una solucion de AE de menta o AE de clavo (72 mg) en 1
mL de diclorometano. Después de las 2 h de reaccion, la solucion de CS-FA/Tween 80 fue
vigorosamente agitada durante 40 min, momento en el cual se incorpor6 la solucion de AE
de menta. Posteriormente, se agreg6 la solucion acuosa de TPP gota a gota bajo agitacion
mecanica y se dejé reposar durante 2 h para la preparacion de las NPs de CS-FA,

respectivamente.

Adicionalmente, la solucion fue centrifugada a 5000 rpm durante 20 min a una temperatura
de 4 °C. Las NPs fueron lavadas 3 veces con agua MiliQ y se re-dispersaron en agua mediante
sonicacion durante 5 min para obtener una suspension homogénea. Esta suspension se

congelo y posteriormente se liofilizo.

De manera similar, se aplicod esta metodologia para la preparacion de las NPs cargadas con
AE de menta y MTX. La diferencia radicé en la preparacion del AE de menta (72 mg), al
cual se le anadieron 20 pL. de MTX (0.2 % p/v, DMSO) y 1 mL de diclorometano.

43



7.5 Caracterizacion de NPs

Las NPs fueron caracterizadas mediante la técnica de DLS para determinar el tamafio de las
NPs y su distribucion. De igual modo se realizé el estudio de potencial Z para evaluar la
estabilidad de las NPs, el cual proporciona informacion sobre la carga eléctrica de las
particulas y su tendencia a agregarse o repelerse entre si. Por otro lado, se llevé a cabo la
caracterizacion de las NPs mediante FT-IR (por sus siglas en inglés) con el proposito de
identificar los grupos funcionales presentes en las NPs de CS y FA. Esto permiti6 confirmar
la presencia de FA en las NPs modificadas, validando asi el proceso de modificacion.
Ademas, las NPs cargadas con AE de menta, fueron caracterizadas también mediante FT-IR,
se empled esta técnica para determinar la presencia del AE de menta, gracias a los grupos
funcionales especificos presentes en el mismo.

Adicionalmente, se emplearon otras técnicas avanzadas para su caracterizacion. E1 XRD (por
sus siglas en inglés) se utiliz6 para analizar la estructura cristalina de las NPs, proporcionando
informacion sobre la presencia de fases cristalinas especificas. EI TGA (por sus siglas en
inglés) permiti6 evaluar la estabilidad térmica y el comportamiento de descomposicion de
las NPs bajo diferentes condiciones de temperatura. E1 DSC (por sus siglas en inglés) se
utilizd para estudiar las transiciones térmicas, como la temperatura de fusion y la
descomposicidn, proporcionando informacién sobre la pureza y la estabilidad térmica de las
NPs. Finalmente, se empleé SEM (por sus siglas en inglés) para examinar la morfologia y la

superficie de las NPs, permitiendo observar su forma y tamafo a nivel nanométrico.

7.6 Estudio de liberacion de MTX

Una cantidad determinada de NPs CS-FA conteniendo AE de menta y MTX (20 mg), se
coloco en una bolsa de dialisis (12,000-14,000 Da previamente lavada durante 3 dias en agua
Milli-Q), la cual contenia 2 mL del medio de liberacion a probar (solucién amortiguadora de
fosfato, pH 7.4 0 5.8, seglin el caso). La bolsa de dialisis se sumergi6 en un 80 mL del medio
de liberacion a 37 °C bajo agitacion constante. La liberacion del agente bioactivo se
monitored en intervalos de tiempo determinados mediante espectroscopia UV-Vis (a 223 nm
para AE de menta) en un equipo JENWAY modelo 7305, tomando una alicuota de 2 mL. El

experimento se realizo por triplicado.
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Después de llevar a cabo los ensayos de liberacion, los resultados no pudieron ser analizados
mediante diferentes modelos matematicos para determinar el mecanismo de liberacion del
farmaco a través de la membrana (modelos de orden cero, de primer orden, Higuchi y
Korsmeyer-Peppas), debido a que los calculos indicaban mas mg de AE de menta mayor al
encapsulado. Esto podria deberse a que tanto el CS (229 nm) %° como el FA (288 nm) [l
absorben cerca de las mismas longitudes de onda, lo que podria estar causando interferencias

en las mediciones.

7.7 Cultivo celular y tratamiento con MTX

Las lineas celulares humanas de cancer de mama (MDA-MB-231) y pulmén (A549) (ATCC)
fueron cultivadas en medio de cultivo DMEM-F12 (Corning, Mannassas, USA)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Corning, USA) y solucion de antibiotico-
antimicotico (Sigma-Aldrich, USA) en una atmosfera himeda con 5% de COz, 95% de aire
a37°C.

Las células fueron sembradas 24 h antes del tratamiento en microplacas de 96 pozos (9500
células/pozo) y fueron tratadas con dosis crecientes de MTX inyectable (Accord Farma) (1,
10, 100, 1000 uM) e incubados durante 48 h. Tras el tiempo de tratamiento, la viabilidad
celular se evalud con la tincién de cristal violeta (Sigma-Aldrich, USA) 7Y, En paralelo,
cultivos de ambas lineas celulares fueron tratados con dosis crecientes de DMSO para

determinar su citotoxicidad (ver Tabla 10).

7.8 Ensayo de viabilidad celular (Cristal violeta)

Las células (MDA-MB-231 y A549) fueron sembradas 24 h antes del tratamiento en
microplacas de 96 pozos (9500 células/pozo) y tratadas con dosis crecientes de MTX
inyectable (Accord Farma) (1, 10, 100, 1000 uM) e incubadas durante 48 h. Tras el
tratamiento, los cultivos se fijaron con formaldehido al 4 % durante 15 min, se agregaron 40
uL de solucion de cristal violeta al 0.25% durante 20 min. Enseguida, de cada pozo fue
aspirado el colorante y las placas fueron lavadas con agua corriente para retirar el exceso.

Las placas fueron secadas a temperatura ambiente (24 h). Posteriormente, se tomaron
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fotografias de los pozos y se agregaron 200 pL de SDS (Dodecilsulfato sédico) al 1%. Las

placas se agitaron durante 1 h y la densidad optica se analiz6 a 570 nm.

7.9 Evaluacion de la viabilidad celular inducida por las NPs

La linea celular humana de cancer de pulmoén (A549) (ATCC) fue cultivada en medio de
cultivo DMEM-F12 (Corning, Mannassas, USA) suplementado con 10% de suero fetal
bovino (Corning, USA) y solucién de antibiotico-antimicotico (Sigma-Aldrich, USA) en una
atmosfera humeda con 5% de CO2, 95% de aire a 37°C. Las células fueron sembradas 24 h
antes del tratamiento en microplacas de 96 pozos (7500 células/pozo) y tratadas con dosis
crecientes de AM, NPs CS, NPs CS-FAioy20%, NPs CS-FAioy200 AM y NPs CS-FA 10 y20%
AM y MTX, incubandolas durante 48h. Tras el tiempo de tratamiento, la viabilidad celular
se evaluo utilizando el método de XTT (Roche, USA) [10s], para lo cual se afiadieron 50 pL.
de la mezcla de marcador XTT-PMS a cada pocillo, seguido de una incubacion durante 3 h
a 37°C en una atmoésfera himeda con 5% de CO2 y 95% de aire. Posteriormente, se midieron
las absorbancias de la reduccion del XTT en cada pocillo a 450 nm. Las absorbancias fueron

convertidas a porcentaje de viabilidad celular segun la siguiente formula:

0D450nm Ezp x 100
OD 450 Ctrl

% viabilidad celular =

Donde:

e OD450nm exp: Es el valor de la densidad optica de cada tratamiento experimental.

e OD450nm cui: Es el valor de la densidad optica del control (blanco).

8. RESULTADOS Y DISCUSION.

8.1 Modificacion de CS con FA

En esta reaccion, el CS se conjugd con el FA a través de una reaccion de amidacion facilitada
por los agentes activadores N-hidroxisuccinimida (NHS) y 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)

carbodiimida (EDAC) este mecanismo se puede observar en la figura 6.
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1. Activacion del Acido Folico:

e EI] FA tenia grupos carboxilo (-COOH) que necesitaban ser activados para reaccionar
eficientemente con los grupos amino (-NH2) del CS.

e La activacion se realizd en dos pasos: primero, el EDAC reaccion6 con el grupo
carboxilo del FA, formando un intermediario O-acilurea.

e Este intermediario reactivo era inestable y se transformo6 rapidamente en un éster
succinimidil cuando se afiadid6 NHS. Esta transformacion formo el éster de NHS
activado, que era mas estable y reactivo frente a los nucleofilos, como los grupos

amino del CS.

2. Conjugacion del FA activado con el CS:

e La solucion de FA activado (FA-C(O)-NHS) se afiadi6 lentamente a la solucion
de CS, manteniéndose bajo agitacion constante.

e La reaccion de amidacion se llevo a cabo a 30 °C en la oscuridad y bajo una
atmosfera de argdn para prevenir la oxidacion y la descomposicion de los
reactivos sensibles.

e Los grupos amino del CS atacaron nucleofilicamente al éster de NHS, formando

un enlace amida y liberando NHS.

Explicacion del Mecanismo de Reaccion:

e EDAC actu6 como un agente de acoplamiento que activo el grupo carboxilo del &cido
folico.

e NHS convirti6 el intermediario reactivo en un éster succinimidil, que era mas estable
y reactivo.

e Los grupos amino del CS atacaron el éster activado, formando enlaces amida y

liberando NHS, lo que result6 en la conjugacion eficiente de FA a CS.
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FIG. 6. Representacion de la reaccion de modificacion de CS con FA.

A continuacion, se muestran las diversas reacciones de modificacion de CS con FA llevadas
a cabo a diferentes condiciones de reaccion, asi como el porcentaje de modificacion obtenido

mediante el analisis de los diferentes RMN (Tabla 7).

Tabla 7. Diferentes porcentajes de modificacion CS-FA variando diversos pardmetros de reaccion.

DMSO (mL) FA (g) Vol. Ac. CS (g) Relacion Modificacion
Acético (mL) Masica (% mol)
CS: FA
20 0.88 100 0.2 1:4.4 20
14 0.88 100 0.2 1:4.4 14
8 0.88 100 0.2 1:4.4 5
20 0.52 100 0.2 1:2.6 13
20 0.35 100 0.2 1:1.7 1
20 0.88 200 0.4 2.2:1 10
20 0.88 200 1 1:0.88 5

De esta tabla, se observo que la relacion en masa de los productos iniciales fue clave en el
porcentaje de modificacion del CS-FA, resultando en que a mayor contenido de FA se obtuvo
un mayor porcentaje de modificacion. Esto se debio a que el incremento en la cantidad de

FA proporciond mas sitios reactivos disponibles para la conjugacioén con los grupos amino
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del CS, lo que aument6 la probabilidad de interaccion entre las moléculas de FA y CS. Por
lo tanto, al tener mas FA en la mezcla, se facilité una mayor modificacion del CS. Por otro
lado, otro factor importante en este proceso de modificacion fue el contenido de DMSO. Se
ha reportado que el FA presenta baja solubilidad en disolventes organicos; sin embargo, con
el DMSO present6 una solubilidad de 20 mg/mL a temperatura ambiente, debido a la
polaridad de ambos. Por lo tanto, mientras mas DMSO se agreg6, disminuy¢ la acidez de la

solucion, permitiendo una mejor solubilidad del FA y obteniendo una mayor modificacion.

8.1.1 FT-IR

En el espectro de FT-IR medido por ATR (reflexion total atenuada) del CS sin modificar
(Figura 7), se observaron bandas alrededor de 3372 cm’!, atribuidas a los estiramientos O-H
y N-H. De igual modo, las bandas alrededor de 2920 cm! se atribuyeron a los enlaces C-H y
-CH3, la banda en 1640 cm™ correspondié a una amida primaria ["? y por tltimo se observo
una banda en 991 cm™! correspondiente al enlace o-glucosidico. Comparando con el espectro
de CS, el espectro de CS-FA mostré una banda de amida -CONH en 1640 cm™ y la flexion
de —NH correspondiente a la amida formada entre el CS y el FA a 1570 cm™, por otro lado,
se muestro una banda en 1700 cm™! se asoci6 con la vibracién de estiramiento del enlace C-

O, estos resultados sugirieron la conjugacion del —-COOH del FA con el grupo amino de CS
[73]
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FIG. 7. Espectros de FT-IR de CS, FA y CS-FAxy

8.1.2 RMN

Por otro lado, la caracterizacion del CS-FA20% mediante "H RMN se utiliz6 para corroborar
la incorporacion del FA al CS. En el espectro de CS (figura 8a) las sefiales de 2 a 4 ppm
fueron asignadas a los protones presentes en el anillo de glucosa del CS mientras que la sefial
observada en 5.4 ppm se asigna al protdn sobre el carbono adyacente al enlace O-glucosidico
(741 En el espectro de FA (figura 8b) los picos de 6.8 y 7.7 ppm (e y d) se atribuyen a los
protones aromaticos presentes en el FA. Por otro lado, una sefial caracteristica del FA es el
proton presente en 8.7 ppm (a) del anillo de la pterina. En la figura 8c el espectro de CS-FA
mostro sefiales que provenian de ambos productos iniciales, por ultimo, la desaparicion del

proton del grupo acido en 12 ppm confirma la formacion de amida, lo que corroboraria la

correcta modificacion del CS con FA.
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FIG. 8. Espectros de RMN 'H de CS (A), FA (B) y CS-FAsp;, (C)

El célculo del porcentaje de modificacion se realizé utilizando las areas integradas de los
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picos correspondientes a los protones del FA y el proton del CS. En la Figura 8c se
identificaron los picos especificos correspondientes a los protones de FA y CS en el espectro

de RMN. Estos picos se utilizaron para determinar el grado de modificacion del CS con FA.

El porcentaje de modificacion obtenido en la Tabla 7, se calculd a través de la ecuacion que
se muestra a continuacion, siendo una adaptacion al método proporcionado por el autor Baez

E. José 1121

%Modificacion: ([ H,/[ H, ) X 100
Donde:

e [ H, representa el area integrada de los picos correspondientes al proton del anillo
de pteridina del FA.

e [ H, representa el area integrada del proton 2 en el anillo glucosidico del CS.

8.13 TGA

Asi mismo, se realizé el andlisis termogravimétrico (TGA) para conocer la pérdida de masa
de las muestras de CS-FA con diferente % de modificacion. En la figura 9 se observaron los
termogramas del CS y FA sin modificar. En el termograma de CS se observd una primera
pérdida de peso en el intervalo de 50 a 100 °C, correspondiente a la pérdida de humedad
contenida en el CS. Posteriormente, se observé una segunda pérdida en un intervalo de 200-
600 °C, la cual fue atribuida a la descomposicion de la cadena principal del CS. Por otro lado,
en el termograma de FA se observo una pérdida de peso de 50 a 107 °C, correspondiente a
la pérdida de humedad contenida en el FA y posteriormente, se observo una segunda pérdida
en 245 °C, que correspondi6 a la pérdida de acido glutamico. Ademas, se observaron pérdidas
de peso en un intervalo de 303-429 °C (27%), debidas al rompimiento del enlace entre el
Carbono (b) y el Nitrogeno (c) (ver figura 8), produciendo una pterina y acido p-amino
benzoico. Por ultimo, se observa al final de toda la reaccion de descomposicion, ocurrié una

pérdida total de masa del 4cido folico [,
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FIG. 9. Curvas de TGA de FA y CS.

En la Figura 10 se mostraron las curvas de TGA para el CS-FA con distintos porcentajes de
modificacion (20, 14 y 5%). En el termograma correspondiente al CS-FA 20%, se evidencid
una primera pérdida de peso a 278 °C, atribuida a la descomposicion de la cadena principal
del CSy al 4cido glutdmico del FA. Ademas, se registrd una masa residual del 32.66 % a 800
°C. En el caso del CS-FA 14%, la primera pérdida de peso a 29 °C se relaciond con la

eliminacion de la humedad presente en el CS, dado su caracter higroscopico. Posteriormente,
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se observo una segunda caida a 264 °C, asociada a la descomposicion de la cadena principal
del CS y al 4cido glutamico del FA, con una masa residual del 19.63% a 800 °C. Para el CS-
FA 5%, la pérdida de humedad se registr6 a 20 °C, la cual fue precedente a una segunda caida
a 262 °C, atribuida a la descomposicion de la cadena principal del CS y al 4cido glutdmico

del FA. La masa residual alcanzo el 14% a 800 °C.
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FIG. 10. Curvas de TGA del CS-FA con 20, 14 y 5 % de modificacion

De la figura anterior, se pudo observar que los termogramas de CS-FA con diferente
porcentaje de modificacion presentaron un comportamiento mas similar al CS que al del FA,
aunque la temperatura de la segunda caida fue mas cercana a la del FA. De igual modo, el
mayor porcentaje de residuo carbonoso tendié a ser mayor conforme el porcentaje de
modificacion aumentd, debido a los grupos carbono del FA afiadidos en la modificacion de
CS con FA.

Es importante resaltar que la estabilidad térmica del CS disminuyd al modificarlo con FA.
Las temperaturas en las que se observo la primera pérdida significativa de peso (278, 264 y
262 °C para CS-FA conteniendo 20, 14 y 5% de FA, respectivamente) fueron menores a la
temperatura en la cual el CS puro empezé a descomponerse. Estos resultados sugirieron la

incorporacién de FA en la estructura del CS 78],

8.14 DSC
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Para el estudio del comportamiento térmico o la cantidad de calor que absorbi6 o libero el
CS modificado con FA se utilizo6 DSC 7). En la Figura 11, se presentaron los termogramas
de CS, FA y CS modificado con FA con diferente porcentaje de modificacion. En el
termograma de FA, se identifico un pico endotérmico que indic6 la temperatura de fusion
(Tm) a 188 °C, junto con una temperatura de degradacion (Td) a 307 °C. En contraste, el
termograma de CS mostréo una Tm a 99 °C y una Td a 270 °C, lo que concuerda con lo
reportado por Acosta y col. [”*71. Al analizar los termogramas de CS-FA con diferentes
porcentajes de modificacion (5,14 y 20%), se destaco un pico endotérmico que reflejo la Tm
alrededor de 97, 91 y 94 °C, con temperaturas de degradacion de 335, 305 y 243 °C,
respectivamente.

Se observo que la Tm correspondiente al FA no fue evidente en los termogramas de CS-FA,
pero si se apreci6 una influencia del FA en la Tm del CS. Este hallazgo sugirié que no se
trataba simplemente de una mezcla de compuestos, ya que la Tm resultante deberia ubicarse
entre 99 y 188 °C. En cambio, la reduccion de la Tm hacia temperaturas inferiores sugirio la
formacién de una nueva especie, destacando la influencia significativa del FA en las

propiedades térmicas del CS 81,
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FIG. 11. Termogramas de Calorimetria Diferencial de Barrido para FA, CS y CS-FA con diferente contenido
de FA.

8.1.5 XRD

Adicionalmente, se optd por emplear la técnica de difraccion de rayos X (XRD) para indagar
sobre el eventual impacto en la estructura cristalina del CS una vez modificado con FA. La

Figura 12 exhibio los difractogramas de XRD de FA, CS, y CS-FA con diferentes porcentajes
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de FA (5, 14 y 20%). Los difractogramas evidenciaron tanto la modificaciéon con FA (A)
como la semi-cristalinidad del CS (B) 1], E1 CS exhibié sus respectivos planos cristalinos
en los angulos 20 de 10.1° y 20.34°. Coincidentemente, Anbazhagan y col. reportaron un
patron de difraccion similar para un CS (de la marca Sigma-Aldrich de bajo peso molecular
50,000 Da), evidenciando planos cristalinos en 10.32° y 19.94° 82 Por otro lado, el
difractograma de FA mostrd picos pronunciados en los angulos 11.2°, 13.4°, 27.1° y 28.16°.
Finalmente, en los difractogramas de CS-FA conteniendo FA no se observd cambio en la

semi-cristalinidad del CS durante el proceso de modificacion.
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FIG. 12. XRD difractogramas del CS, FA y CS-FA con diferente porcentaje de modificacion (20, 14y 5 %).

8.2 Preparacion de NPs de CS con FA

Para la preparacion de NPs de CS-FA se escogieron las muestras de CS-FA conteniendo 10
y 20 % de modificacion. Durante la formacion de las NPs de CS-FA mediante la adicion de

TPP, ocurrieron varios procesos clave:

1. Interacciones Electroestaticas:
o Los grupos amino del CS estaban protonados en la solucion acida, lo que les
conferia una carga positiva (NH3").
o ElI TPP, por otro lado, contenia multiples grupos fosfato cargados
negativamente (P3010%).

2. Reticulacion Idnica:
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o Al afiadir la solucion de TPP gota a gota a la solucion de CS-FA, los grupos
fosfato del TPP interactuaron electrostaticamente con los grupos amino
protonados del CS.

o Estas interacciones electrostaticas indujeron la formacion de enlaces cruzados
i6nicos entre las cadenas de CS.

o La formacion de estos enlaces cruzados cre6 una red polimérica
tridimensional que result6 en la formacion de NPs.

3. Estabilizacion de NPs:

o Lapresencia de Tween 80 en la solucion actué como un agente estabilizador,
reduciendo la tension superficial y evitando la aglomeracion de las NPs
durante su formacion.

o Esto ayudd a obtener una dispersion homogénea y estable de las NPs en la

solucion.

Resumen del Proceso

e Protonacién de Grupos Amino: Los grupos amino del CS se protonaron con la
solucion acida.

e Adicion de TPP: Se anadié TPP, cuyos grupos fosfato cargados negativamente
interactuaron con los grupos amino protonados del CS.

¢ Reticulacion Iénica: Se formaron enlaces cruzados i6nicos entre las cadenas de CS,
creando una red polimérica tridimensional.

e Formacion de Nanoparticulas: Se formaron ntcleos de NPs que crecen y se

estabilizan, resultando en NPs homogéneas y estables.
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La formacion de NPs de CS-FA mediante la adiciéon de TPP fue un proceso de reticulacion

ionica que resulto en la creacion de una red polimérica estabilizada y controlada.
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FIG. 13. Esquema de la formacion de NPs CS-FA.

El CS se utiliz6 como materia prima para sintetizar NPs de tamafio nanométrico [#¥], las cuales
son biodegradables y pueden actuar como sistemas de liberacion controlada 34, Se
prepararon NPs de CS-FA basados en el método de Calvo et al. %! (Gelacién iono tropica)
variando la cantidad de TPP a partir de CS (0.2 y 0.4 g ver tabla 7) y los resultados son

mostrados en la Tabla 8.

Tabla 8. Valores de Dp y potencial Z para NPs de CS-FA preparadas con diferente [TPP] y porcentaje de FA.

Contenido de FA (% mol) [TPP] (% p/p) Dp (nm) Potencial Z (mV)
20 0.5 297 -47.2
20 0.3 280 +9.5
20 0.2 154 +8.4
10 0.5 208 +29.1
10 0.3 190 +25.9
10 0.2 97 +27.3

En la tabla 8, se observd que un mayor contenido de FA y una mayor concentracion de TPP
condujeron a NPs mas estables y de mayor tamano. Estos resultados fueron consistentes con

los hallazgos de Kaloti y col. (2010), quienes destacaron que las moléculas de CS se unen
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selectivamente al TPP, generando una serie de complejos intra e intermoleculares. Ellos
demostraron que a bajas concentraciones de CS (<0.5 mg/mL) y una relaciéon de mezcla
CS/TPP <2, los iones tripolifosfato impulsan al sistema hacia la coacervacion natural
mediante la formacion de enlaces intermoleculares entre el TPP (grupos fosfato) y el CS
(grupos amino). Bajo estas condiciones, no se observo la formacion de NPs. Sin embargo, a
medida que la concentracion de polimero excedia los 0.5 mg/mL y la relacion de mezcla
CS/TPP era > 2, las NPs se formaron preferentemente, con un diametro en el rango de 150 a
350 nm (861,

Este cambio en el comportamiento, se atribuy?6 a las interacciones intermoleculares entre los
iones hidroxilo en solucién y los grupos amino presentes en el CS (NH*"), y los iones de
acido Tripolifosfato (P3O10”, H2P30107, HP3010™). Estas interacciones electrostaticas
facilitaron el entrecruzamiento del polimero, induciendo el plegamiento de la cadena y la

formacion de NPs 3¢ (Figura 14).

Nanoparticulas de

Cadena flexible debido o
Quitosano

Cadena de Quitosano a la union con iones OH

FIG. 14. Union de los grupos amino del CS con iones hidroxilo debilita la cadena y facilita la formacion de
enlaces intramoleculares con iones de 4cido tripolifosforico, dando lugar a la formacion de NPs [36],

Por lo tanto, se sugirié que el tamafo y la estabilidad de las NPs dependian significativamente
de la relacion CS-FA 20% /TPP. Un mayor contenido de CS-FA 20% y una concentracion mas
alta de TPP condujeron a una mayor estabilidad y un tamafio de particula més grande. Por
otra parte, al observar los valores de tamafio obtenidos mediante DLS de las NPs, surgié un
cambio en el potencial Z de + a — Esto se debi6 al predominio de los grupos carboxilato
(COO-) provenientes del FA sobre los grupos aminos positivos del CS. Estos grupos
carboxilato tuvieron una carga negativa a pH fisiolégico. La introduccion de estos grupos
carboxilato desplaz6 la carga superficial neta de las NPs hacia lo negativo. Esto ocurri
porque los grupos carboxilato neutralizaron los grupos aminos positivos del CS vy,
adicionalmente, contribuyeron con cargas negativas propias. Esto mismo fue observado por

Yang y col. 7] destacando la importancia de ajustar cuidadosamente la relacion entre los
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componentes en la preparacion de NPs de CS para aplicaciones especificas. Observando los
resultados obtenidos se decidi6 proseguir con el porcentaje de TPP 0.5% para lograr obtener

el mayor contenido de AM, AC y MTX en las NPs.

8.2.1 FT-IR

Por otro lado, se realizo la caracterizacion mediante FT-IR para corroborar la formacion de
las NPs de CS-FA con diferente contenido de FA: 20 y 10% (CS-FA20%y CS-FA10%).

Los espectros de FT-IR de ambas NPs de CS-FA variando la cantidad de TPP (0.2%, 0.3%
y 0.5%) se presentaron en la Figura 14. Los espectros exhiben una banda de absorcién amplia
en 3372 cm’!, atribuida a la vibracién de los grupos NHz y OH presentes en el CS, asi como
una banda en 2920 cm™' que corresponde a la vibracion de estiramiento de los grupos CH y
CHa. Por otro lado, se observa una banda de amida bien definida con dos picos a 1640 cm’!
y 1570 cm™, asociados a la vibracion de estiramiento de los enlaces amida (C=0) y la flexién
de -NH, respectivamente, caracteristicos del FA. Ademas, se identifica una banda pequeiia
en 1400 cm™, atribuible al anillo de pirimidina presente en el FA y un enlace o-glucosidico
en 991 cm™'. Ademas, se observa una banda a 1292 cm™!, que representa la vibracion de
estiramiento del enlace P=O de los grupos fosfato del TPP, la cual se intensifica con el

aumento del contenido de TPP en las NPs [*8], Estos hallazgos indicaron la formacion de las

NPs de CS-FA.
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FIG. 15. Espectros de FT-IR de NPs CS-FA conteniendo 10 y 20% de FA con diferente contenido de TPP: a)
0.5,b)0.3yc)0.2 %.
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8.2.2 SEM
Se sabe que las NPs por su tamafo tienden a aglomerarse, por lo tanto, se decidi6
caracterizarlas mediante SEM (microscopio electronico de barrido). Esta caracterizacion se
realizd no solo para observar su tendencia a la aglomeracion, sino también para analizar su
formacion y morfologia, asi como para estimar su tamafio. El uso de SEM permitié obtener
imagenes detalladas de la superficie de las NPs, proporcionando informacion crucial sobre
su estructura y dimensiones, lo cual es esencial para evaluar la efectividad del proceso de
sintesis y la calidad de las NPs obtenidas. La micrografia de SEM proporcion6é una

visualizacion detallada de la morfologia y el tamafio de las NPs de CS-FA conteniendo 10 y

20% de FA.

Las Figuras 16 y 17 mostraron micrografias obtenidas mediante SEM de las NPs CS-FA
conteniendo 10 y 20% de FA respectivamente. Estas imagenes revelan detalles sobre la
morfologia y distribucion de tamafio de las NPs. En las micrografias figura 16a y 17a se
pueden observar que las NPs presentaron una morfologia semiesférica, aunque con ciertas
irregularidades inherentes al CS como biopolimero. La distribuciéon visual de tamafio
confirma que las particulas estan en el rango nanométrico, lo cual fue corroborado por el
analisis estadistico posterior (medicion de tamafio usando software ImagelJ). El histograma
de las NPs CS-FAio% (Figura 16b) mostrd un rango de tamafio entre aproximadamente 52 y
192 nm. La mayoria de las NPs se encuentran en el rango de 87 a 104 nm, con un pico de
frecuencia alrededor de los 107 nm, indicando que la mayor parte de las NPs tienen un

tamarfio cercano a 100 nm.
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FIG. 16. Micrografia de SEM (a) y distribucion de tamaiio de particulas (b) de NPs CS-FA conteniendo 10%
de FA preparadas con TPP al 0.5%

En comparativa, el histograma de las NPs CS-FA2o% (figura 17b) mostré que el tamafio de
las NPs variaba entre aproximadamente 60 y 200 nm y que la mayoria de las NPs se
encontraban en el rango de 80 a 100 nm, con un pico de frecuencia cercano al 6% alrededor
de los 100 nm. Esta alta frecuencia en el rango cercano a 100 nm fue ideal para aplicaciones
bioldgicas y farmacéuticas, donde el tamano uniforme es crucial. La diferencia en los
tamafios observados por SEM y DLS se debe a que las NPs analizadas por SEM estaban
liofilizadas, lo que causa una contraccidon o colapso parcial, resultando en tamafios mas
pequeios (alrededor de 100 nm). En cambio, el andlisis por DLS (apartado 7.2) se realiz6 en
solucion, donde las NPs estaban completamente hidratadas y dispersas, reflejando su tamafio
hidrodindmico completo (208 nm (NPs CS-FAi0%) y 297 nm (NPs CS-FA20%)). Wang y col.
observaron el mismo comportamiento, donde su formulacion de NPs liofilizada analizadas

mediante SEM tenian un tamafio menor que aquellas observardas mediante DLS 1,
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FIG. 17. Micrografia de SEM (a) y distribucion de tamafio de particulas (b) de NPs CS-FAxgy, con TPP al
0.5%

La integracion de los datos obtenidos de las micrografias de SEM, los histogramas asi como
la tabla de caracteristicas fisicoquimicas en la seccion 7.2 ofrecieron una comprension
exhaustiva de las propiedades de las NPs de CS-FA con porcentajes de modificacion del 10
y 20%. Los resultados indicaron que el tamafio de las NPs puede ser ajustado mediante la
concentracion de TPP, lo cual es crucial para aplicaciones que requieren un control preciso

del tamafo de las NPs. El andlisis del potencial zeta de las NPs muestra valores tanto
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positivos como negativos para las formulaciones con 10 y 20% de FA y diversas
concentraciones de TPP, lo que sugirié una buena estabilidad coloidal. Esta estabilidad es
fundamental para aplicaciones en sistemas de liberacion de farmacos, ya que influye

directamente en la eficacia y la seguridad de los nanotransportadores.

8.3 Preparacion de NPs de CS-FA cargadas con AE vy MTX

Una vez preparadas y caracterizadas las NPs de CS-FA, se procedié a la preparacion y
caracterizacion de NPs de CS-FA cargadas con AM o AC, mediante la variacion de varios
parametros de sintesis. El objetivo fue identificar las condiciones adecuadas para la
formacion de NPs con un tamafio en la escala nanométrica, asi como una eficiencia de
encapsulamiento (EE) y capacidad de carga (CC) adecuadas. La Tabla 10 mostro los
resultados del encapsulamiento de las nanoparticulas sintetizadas empleando diferente
concentracion de TPP y porcentajes de modificacion de FA, con el fin de observar su efecto
en los valores de EE y CC. Esta informacion fue crucial para determinar las mejores
condiciones de sintesis que maximizaran la eficacia y la funcionalidad de las NPs en

aplicaciones bioldgicas y farmacéuticas.

Tabla 9. Valores de Dp, potencial Z, EE y CC para NPs de CS-FA preparadas con diferente AE, [TPP] y

porcentaje de FA.
Modificacion Aceite TPP Dp (DLS) Potencial Z EE (%) CC (%)
(Yomol) (%o p/p) (nm) (mV)
10 AM 0.40 377 +5 56.18 31.85
20 AM 0.40 231 +7.1 95.60 59.68
10 AM 0.50 368 -12.6 68.74 44.04
20 AM 0.50 336 -20.6 87.29 38.79
10 AC 0.40 459 +4.4 12.15 7.11
20 AC 0.40 523 -7.9 12.70 4.60

Los resultados presentados en la Tabla 9 proporcionan una comparacion detallada de cémo
la variacion en la concentracion de TPP y el tipo AE influye en el diametro de particula (Dp),

el potencial Z, EE, y CC de las NPs de CS-FA.
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Se observo que las NPs preparadas con AM exhibieron didmetros de particula menores en
comparacion con aquellas preparadas con AC. Especificamente, al aumentar la concentracion
de TPP de 0.40% a 0.50%, las NPs cargadas con AM mostraron una disminucion en el
tamafio de particula (de 377 nm a 336 nm para AM 20%), lo que sugiere que una mayor
concentracion de TPP puede conducir a una mayor reticulacion y, por lo tanto, a NPs mas
compactas. En contraste, las NPs con AC experimentaron un aumento en el tamafio de
particula, lo que podria indicar una menor eficiencia en la formacion de enlaces cruzados

entre el TPP y el CS, posiblemente debido a la menor compatibilidad entre el AC y la matriz

de CS-FA P9,

El potencial Z es un indicador clave de la estabilidad coloidal de las NPs. Las muestras con
AM mostraron un potencial Z més negativo a medida que la concentracion de TPP
aumentaba, especialmente en las muestras con 20% de AM, donde el valor alcanzé -20.6
mV. Este aumento en la carga superficial negativa puede mejorar la repulsion electrostatica
entre las particulas, contribuyendo a una mayor estabilidad coloidal. En comparacion, las
NPs con AC mostraron una menor carga negativa e incluso valores positivos en
concentraciones de TPP mas bajas, sugiriendo una estabilidad coloidal inferior, esto
concordé con estudios previos (Sotelo y col. P!l; Khoobel y col. 1) que relacionan estas
variaciones con la presencia de moléculas de AE en la superficie de las particulas. Este
comportamiento podria deberse a las diferentes propiedades fisicoquimicas de los aceites
esenciales, donde el AM puede estar promoviendo una mejor distribucion de carga sobre la

superficie de las NPs.

La EE fue significativamente mayor en las NPs cargadas con AM en comparacion con las
cargadas con AC, independientemente de la concentracion de TPP. Por ejemplo, las NPs con
20% de AM y 0.40% de TPP lograron una EE del 95.60%, mientras que las NPs con AC en
condiciones similares solo alcanzaron una EE del 12.70%. Esto sugiere que el AM tiene una
mayor afinidad por la matriz de CS-FA, posiblemente debido a su mejor solubilidad y la
formacién de interacciones mas fuertes (como enlaces de hidrogeno) con los grupos
funcionales del CS. La mayor EE observada en las NPs con AM podria estar relacionada con
una mejor compatibilidad del AM con la red polimérica de CS, lo que favorece su

encapsulacion eficiente 1,
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Cabe destacar que la EE se obtuvo utilizando la formula:

Masa de aceite cargado en NPs
EE = ( - )x 100
Masa total de aceite
En cuanto a la CC, las NPs con AM también mostraron valores mas altos, alcanzando hasta
un 59.68% en las condiciones de mayor concentracion de TPP y AM. Esto contrasta con las
NPs con AC, que presentaron una CC significativamente menor, con valores que no superan
el 7.11%. La mayor CC observada en las NPs con AM refuerza la idea de que este AE es mas

adecuado para ser encapsulado en matrices de CS-FA debido a su mejor integracion en la

estructura polimérica.

La CC se determind empleando la siguiente formula:

e = (Masa de aceite cargado en NPs

Peso de NPs obtenidas )x 100

En resumen, los datos de la Tabla 9 mostraron que tanto la concentracion de TPP como el
tipo de AE utilizado tuvieron un impacto significativo en la eficiencia de encapsulamiento y
la capacidad de carga de las NPs de CS-FA. Basado en estos resultados, se decidio proseguir
con las NPs CS-FA cargadas con AM para su posterior adicion con MTX, debido a su mayor

EEy CC.

83.1 FT-IR
La caracterizacion mediante FT-IR se llevo a cabo para validar la incorporacion del AM en
las NPs de CS-FA con diferente contenido de FA (20 y 10%). En la Figura 18 se observo un
ensanchamiento en la regién 3372 cm’!, atribuida a los enlaces de hidrégeno de los grupos -
OH y -NH de las NPs de CS-FA. Comparando las muestras a y ¢ (sin carga de AM) con las
muestras b y d (con carga de AM), se notd que la sefial en 3372 cm™! es mas estrecha en las
muestras con AM, indicando interacciones y encapsulamiento con el AM. Ademas, se
identificé un pico alargado y definido en 2920 cm™ debido a la presencia de componentes
del AM. Estos resultados confirman la formacion de las NPs de CS-FA cargadas con AM y

sugirieron la interaccion efectiva entre los componentes del AM y la matriz de CS-FA.
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FIG. 18. Espectros de FT-IR de NPs CS-FA 1% y20%sin (ay ¢) y con carga de AM (b y d).

832 TGA

Asi mismo, se realizd6 TGA para conocer la pérdida de masa de las muestras de CS-FA con
diferentes porcentajes de modificacion y cargas. En la Figura 19 se presentaron los
termogramas de NPs de CS-FA 10% y 20% cargadas con AM y MTX (CS-FA10% am-m1X, CS-
FA20% aM-MTX).

En los termogramas de la serie para las NPs de CS-FA 0% (Figura 19a), se observo que todas
las muestras presentaron una pérdida de peso significativa alrededor de los 300 °C,
caracteristico de la degradacion térmica del CS y sus derivados. Las NPs de CS-FAio%
mostraron una degradacion significativa comenzando cerca de los 250 °C y continuando
hasta aproximadamente 600 °C mientras que la curva de las NPs de CS-FA10% am mostr6 una
mayor estabilidad térmica en comparacion con la muestra CS-FA10%. La adicion de MTX
parecid mejorar aun mas la estabilidad térmica, con una degradacion menos pronunciada en
comparacion con las muestras de CS-FAi10% y CS-FA10% am.

En la figura 19b, correspondiente a la serie de termogramas de las muestras de CS-FA2o%, se
observaron caracteristicas de degradacion similar, pero con algunas diferencias notables. Las
NPs de CS-FA20% mostraron una degradacion que inicia cerca de los 300 °C y se extiende
hasta los 700 °C. La adicién de AM mejora la estabilidad térmica, mostrando una pérdida de
peso mas gradual mientras que la combinacion de AM-MTX proporcion6 una mayor

estabilidad térmica.
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FIG. 19. Curvas TGA de NPs CS-FA 10y 20%, NPs CS-FA 10y20% AM Y NPs CS-FA 10 Y 20% AM-MTX.

Al comparar los dos porcentajes de modificacion de FA, se observo que las muestras CS-FA
20% mostraron una mayor estabilidad térmica en general, con la degradacion comenzando a
temperaturas mas altas y extendiéndose a lo largo de un rango mas amplio. Ademas, la carga
de AM increment6 la estabilidad térmica en ambas muestras, pero el efecto es mas
pronunciado en la serie con CS-FAxo%. La adicion de MTX contribuye a una mayor
estabilidad térmica, especialmente en las formulaciones CS-FAxo%. Estos hallazgos
sugirieron que tanto la concentracion de FA como la carga de AM y MTX afectan
significativamente la estabilidad térmica de las NPs de CS-FA. Los correspondientes TGA

del AM y MTX fueron mostrados en el Anexo 10.1.

8.3.3 DSC
Las NPs de CS-FA con diferentes porcentajes de modificaciéon y cargas mostraron
variaciones en sus propiedades térmicas. Para el estudio del comportamiento térmico y la
cantidad de calor que absorbieron o liberaron, las NPs de CS-FA fueron caracterizadas

mediante DSC.

En la Figura 20, se presentaron los termogramas de DSC de las muestras CS-FA10%ma, CS-
FAxouma, CS-FAiowmamrx, y CS-FAzouma-mrx. La figura 20a mostro la serie de

termogramas para las muestras conteniendo 10 % de FA.
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Las muestras de CS-FAiouam y CS-FAioxam-mrx mostraron un Tm en 96 y 91 °C
respectivamente. El desplazamiento de Tm en la muestra CS-FAioxam sugiridé una
interaccion significativa entre el AM y la matriz polimérica, incrementando la Tm. Estudios
previos sobre microcapsulas de AE de canela han demostrado que la interaccion entre el
aceite y la matriz polimérica pudo aumentar la estabilidad térmica y la temperatura de fusion
del sistema ). Por otro lado, la presencia de MTX parecid no afectar significativamente el

Tm en comparacion con la muestra sin carga.

En la figura 20b, se observaron picos endotérmicos a diferentes Tm: 98 °C para CS-FA20%,

111 °C para CS-FA20% am y 102 °C para CS-FA20% am-mTx. En esta serie, destaco un aumento
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FIG. 20. Termogramas de DSC de NPs CS-FA conteniendo 10 (a) y 20% (b) de FA cargadas con AM y AM-
MTX.

Al comparar las dos concentraciones de folato, las muestras con 20 % de FA mostraron un
Tm mas alto que las correspondientes muestras con 10 %, indicando una mayor estabilidad
térmica con el aumento de la concentracién de FA. Esto puede deberse a la presencia de mas
grupos carboxilato del FA y pudo aumentar las interacciones intermoleculares entre enlaces
de hidrogeno entre los grupos amino del CS y los grupos carboxilato del FA, como los enlaces

de hidrogeno y las interacciones electrostaticas, dentro de la matriz del CS-FA.
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Estos hallazgos sugirieron que tanto la concentracion de folato como la carga de AM y MTX
afectaron significativamente las propiedades térmicas de las NPs de CS-FA. Un mayor
contenido de FA aument6 la estabilidad térmica, y la adicion de AM mejora atin mas esta
estabilidad. La incorporacion de MTX también contribuydo a un aumento en la Tm,

especialmente en las formulaciones con mayor contenido de FA.
834 XRD

Se opt6 por emplear la técnica de XRD para investigar el eventual impacto de la modificacion
del CS con FA en la estructura cristalina resultante del CS. En la Figura 21 se presentaron
los difractogramas de XRD de las NPs de CS-FA10% am, CS-FA20% am, CS-FA10% AM-MTX, ¥

CS-FA20% AM-MTX.

En el difractograma de las NPs de CS-FAio0%, se observo un pico ancho alrededor de 26 =
20°, caracteristico del CS en su forma semi-cristalina [°*] mientras que los difractogramas de
las NPs de CS-FAio% am y CS-FA 10% am-MTx presentaron patrones similares, con ligeras
diferencias en la intensidad y la posicion del pico, lo que sugiri6 una interaccion entre el AM
y el MTX con la matriz de CS. La presencia de un patron difuso indicéd que las NPs conservan
una estructura predominantemente amorfa, aunque la inclusion de AM y MTX parecid

inducir una leve reorganizacion en la matriz polimérica ¥,

En la segunda grafica, correspondiente a las NPs de CS-FA conteniendo 20% de FA, se
observaron patrones de difraccion similares con un pico principal alrededor de 26 = 20°. Las
muestras conteniendo AM y AM-MTX mostraron un aumento en la intensidad del pico, lo
que indica una mayor organizacion estructural en presencia de estas cargas. La combinacion
de AM y MTX parecio tener un efecto sinérgico, aumentando la cristalinidad relativa de las
NPs de CS-FA. El FA y el MTX tienen estructuras quimicas similares, lo que facilita la
formacion de interacciones moleculares estables cuando se incorporan en las NPs de CS-FA.
Estas interacciones pueden mejorar la organizacion y disposiciéon molecular dentro de las
NPs, aumentando asi su cristalinidad relativa. Esta observacion es consistente con lo
reportado por estudios previos que mostraron una mejora en la cristalinidad cuando se

incorporan agentes activos como en este caso MTX y AM 881,
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Al comparar las dos muestras de NPs con diferente contenido de FA, se observd que las
muestras con 20% mostraron una mayor cristalinidad en comparacion con las muestras con
10%. La carga de AM y MTX increment6 alin mas esta cristalinidad, sugiriendo que estas
cargas inducen una mejor organizacion en la estructura de CS. De acuerdo con Ruman y col.
la modificacion con agentes activos puede mejorar la organizacion estructural y la
cristalinidad de las NPs de CS, lo cual es crucial para aplicaciones en sistemas de liberacion

controlada de farmacos [#%!,

Estos hallazgos sugirieron que tanto el porcentaje de FA como la carga de AM y MTX afectan
significativamente la estructura cristalina de las NPs de CS-FA. Un mayor contenido de FA
y la inclusion de estos agentes activos contribuyeron a una mayor organizacion estructural,
lo cual es crucial para aplicaciones en sistemas de liberacién controlada de farmacos donde

la cristalinidad puede influir en la liberacion y estabilidad del farmaco.
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FIG. 21. Difractogramas de XRD conteniendo 10 (a) y 20% (b) de FA, en diferentes condiciones: sin carga,
cargadas con AM, y cargadas con AM-MTX.

8.3.5 SEM y distribucion de tamaiios de particula.

Posteriormente, para investigar la morfologia y el tamafio de las NPs de CS-FA 10y20% am, se
llevaron a cabo estudios mediante SEM. En la micrografia de las NPs de CS-FA10% am (figura
22a), se observaron particulas esféricas con una distribucion homogénea y bien dispersas, sin
signos significativos de agregacion. Esto sugirio una buena distribucion del AM en la matriz

polimérica. El histograma correspondiente (figura 22b) mostr6 un tamafio promedio de NPs
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alrededor de 142 nm, con un rango de aproximadamente 71 a 267 nm. La distribucion fue

estrecha, indicando una buena uniformidad en el tamafo de las particulas.

FIG. 22. Micrografia por SEM (a) y distribucion de tamafio de particulas (b) de NPs CS-FA 0% am

Por otro lado, la micrografia de las NPs de CS-FAzo%am (figura 23a) también mostrd
particulas esféricas, pero con una ligera tendencia a formar agregados. La morfologia fue
similar a la observada en las NPs conteniendo 10% de FA, aunque con una mayor
variabilidad en el tamafio de las particulas. Por otro lado, el histograma (figura 23b) mostré
una distribucion de tamafio de particulas centrada alrededor de 110 nm, con un rango de
aproximadamente 60 a 140 nm. La distribucion fue més amplia en comparacién con la

muestra de CS-FAio%am, sugiriendo una mayor variabilidad en el tamafio de las particulas.
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FIG. 23. Micrografia por SEM (a) y distribucion de tamafio de particulas (b) de NPs CS-FA 20 am

Al comparar las dos concentraciones de CS-FA, se observo que las NPs de CS-FAio%am

tienen una distribucion de tamafio de particulas mas uniforme y menos agregacion en
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comparacion con las NPs CS-FAao%xam. El andlisis de SEM revelé ademés que tanto la
concentracion de CS-FA como la carga de AM afectaron la morfologia y la distribucion de
tamafio de las NPs. Las NPs CS-FA10%am presentaron una distribucion mas uniforme y menor
tendencia a la agregacion en comparacion con las NPs de CS-FA20%am. La menor tendencia
a la agregacion en las NPs de CS-FAio%am se debe a la menor concentracion de FA, que
reduce las interacciones intermoleculares excesivas entre el CS y el FA, y a una carga
moderada de AM, que mejora la estabilidad coloidal. En contraste, las NPs de CS-FA20%am,
con mayor concentracion de FA, tienen mas sitios para interacciones intermoleculares entre

el CS y el FA, lo que aumenta la agregacion.

Estudios previos han demostrado que la modificacion de NPs de CS con diferentes agentes
activos puede influir significativamente en su morfologia y distribucién de tamafio. Negi y
col. realizaron un estudio sobre la encapsulacion de AE en NPs de CS y mostraron una
distribucion de tamafio uniforme y una morfologia esférica, similar a la observada en este
trabajo de tesis [°,

Por ultimo, se decidi6 obtener las micrografias de SEM de las NPs cargadas con AM y MTX.
En la micrografia de las NPs CS-FAi10% am-mrx (figura 24a), se observo particulas esféricas
con una buena dispersion, aunque con una ligera tendencia a la agregacion. Las particulas
presentan una distribucion mas heterogénea en comparacion con las NPs de CS-FA10% am
(figura 22a). Por otro lado, la micrografia de las NPs CS-FA 20% am-m1x (figura 25a) también
mostrd particulas esféricas, pero con una mayor tendencia a formar agregados en

comparacion con la muestra al 10%. La dispersion es menos uniforme, lo que indica una

mayor interaccion entre las particulas.

30

b)

25

Frecuencia (%)
— ~
(4] E=]

h

o
L

24 25 3z 36 40 44 45 52 56 &0
100nm WD 3.0mm Tamafio {nm})

71



FIG. 24. Micrografia por SEM (a) y distribucion de tamafio de particulas (b) de NPs CS-FA o am-mTx

El histograma correspondiente a las NPs de CS-FAio% am-mrx (figura 24b) mostrd una
distribucion de tamaio de particulas centrada alrededor de 36 nm, con un rango que variaba
de aproximadamente 24 a 60 nm. La distribucion fue relativamente estrecha, pero mostro
mayor variabilidad en comparacion con las NPs cargadas solo con AM. En contraste, el
histograma de las NPs CS-FA 20% am-m1x (figura 25b) mostr6 una distribucion de tamafio de
particulas centrada alrededor de 40 nm, con un rango de aproximadamente 30 a 90 nm. La
distribucion fue mas amplia, indicando una mayor variabilidad en el tamafio de las particulas

en comparacion con las NPs conteniendo 10% de FA.
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FIG. 25. Micrografia de SEM (a) y distribucion de tamafio de particulas (b) de las NPs CS-FA 0y am-m1x

Al comparar las muestras de CS-FAi0% am-mtx y CS-FA20% am-MTx se observo que las NPs
CS-FAi10% am-mtx tienen una distribucion de tamafio de particulas mas uniforme y menos
agregacion en comparacion con las CS-FA20% am-mtx. La mayor concentracion de FA parecio
inducir una mayor variabilidad en el tamafio de las particulas y una ligera tendencia a la
agregacion. Esto se pudo atribuir a la mayor cantidad de grupos funcionales en la superficie
de las NPs, que aumenta las interacciones entre particulas, promovié la formacion de

agregados %1,
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El analisis de SEM y los histogramas revelaron que tanto el contenido de FA como la carga
de AM y MTX afectan significativamente la morfologia y la distribucion de tamafio de las
NPs. Las NPs CS-FA 10% am-mMTx presentaron una distribucion mas uniforme y menor
tendencia a la agregacion en comparacion con las NPs CS-FA 20% am-mtx, esto podria deberse
a una mejor integracion del AM en la matriz polimérica, mientras que a una mayor
concentracion (20%) podria causar una saturacion, lo que incrementa la tendencia a la
agregacion. La mayor concentracion de FA y la adicion de MTX incrementaron la
variabilidad en el tamafo de las particulas y la tendencia a la agregacion, lo cual fue crucial

para el disefio y aplicacion de estas NPs en sistemas de liberacion controlada de farmacos
[97]

Estos hallazgos subrayaron la importancia de optimizar la concentracién de FA y la carga de
agentes activos en el desarrollo de NPs para aplicaciones biomédicas, aseguraron una
distribucion de un tamafio uniforme y una estabilidad coloidal adecuada para su eficacia en

sistemas de liberacion de farmacos.

8.4 Perfiles de Liberacion

Se realizaron ensayos de liberacion utilizando NPs de CS-FA encapsuladas con AM y MTX.
Se observaron valores de absorcion mas altos de lo esperado, indicando mas mg de AE de
menta liberados que los encapsulados. La absorcion del FA, CS y MTX cerca de la misma
longitud de onda (223 nm) pudo causar interferencias. Segun estudios, el FA tiene picos de
absorcion a 280 y 350 nm, mientras que el MTX también absorbe en el rango de 310 nm, lo
que pudo superponerse con las mediciones del AE de menta (223 nm). La fotodegradacion
del FA bajo exposicion UV es un fenomeno bien documentado. La irradiacion UV causa la
ruptura del enlace C9-N10 en el FA, produciendo p-aminobenzoyl-L-acido glutamico y 6-

formyl pteridina, que pueden interferir en las mediciones P81,

En el contexto de la liberacion de farmacos utilizando NPs de CS-FA, fue crucial considerar
como diferentes condiciones de pH puedieron afectar la estabilidad de las NPs. Los estudios
han demostrado que tanto condiciones altamente acidas (pH < 4) como muy basicas (pH >
9) pueden desestabilizar las NPs al afectar los enlaces amida que unen el FA al CS. En

condiciones de pH extremas, los enlaces amina que conectan el FA con el CS pueden sufrir
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hidrolisis. Esto ocurre debido a la protonacion excesiva de los grupos amina en medios acidos
o a la deprotonacién en medios basicos, lo que compromete la integridad estructural de las
NPs y puede llevar a su desintegracion prematura y a la liberacion de los compuestos

encapsulados.

Un estudio publicado por Frigaard y col. destacd que los cambios en el pH del medio pueden
influir significativamente en la estabilidad de las NPs de CS. Se observo que bajo condiciones
acidas (pH < 4) y basicas (pH > 9), las NPs mostraron una tendencia aumentada a la
desintegracion debido a la alteracion de los enlaces quimicos que mantienen la estructura de
las NPs 1. Otro articulo publicado por Off y col. explicé como el FA es susceptible a la
degradacion cuando se expone a la radiacion UV. Aunque el estudio se centr6 en la
degradacion por UV, también menciona que las condiciones del medio, incluido el pH,
pudieron influir en la estabilidad de los enlaces quimicos dentro del FA, lo que fue
consistente con la observacion de que el pH extremo puede desestabilizar las NPs de CS-FA.
La densidad de potencia utilizada en este trabajo (8.39x10~"! mW/cm? a 223 nm en un equipo
JENWAY modelo 7305) fue considerablemente baja y, seglin el trabajo reportado por Off y

col. %8

, no deberia ser suficiente para causar una fotodegradacion significativa de los
compuestos en las NPs de CS-FA. Sin embargo, las sefiales pudieron superponerse debido a
la proximidad de las longitudes de onda de absorcion del FA, CS, AM y MTX, lo que pudo
complicar las mediciones precisas en el equipo de UV-Vis utilizado. Para resolver este
problema, se recomienda considerar métodos alternativos como HPLC para separar y

cuantificar individualmente los componentes antes de la medicion.
8.5 Ensayos de viabilidad celular

Los ensayos de viabilidad celular son una herramienta fundamental en la investigacion
biomédica y farmacologica. Estos ensayos se desarrollaron para evaluar la citotoxicidad de
diversos compuestos quimicos en células vivas, permitiendo determinar su potencial
terapéutico o toxico. A lo largo de los afios, la metodologia ha evolucionado, incorporando
técnicas avanzadas como la citometria de flujo, la microscopia de fluorescencia y los analisis
colorimétricos, que han mejorado la precision y la capacidad de estos ensayos para

cuantificar la viabilidad celular [1°0,

En el contexto de la terapia con NPs, los ensayos de viabilidad celular permiten evaluar la
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eficacia y seguridad de las NPs cargadas con farmacos. En esta seccion, se presentan los
resultados de los ensayos realizados para determinar la eficiencia del MTX y del DMSO
como diluyente, asi como la efectividad de las NPs de CS-FA en lineas celulares tumorales.
Estos estudios son cruciales para comprender como las diferentes formulaciones y
componentes afectan la viabilidad de las células, permitiendo optimizar las condiciones de

tratamiento para obtener resultados terapéuticos mas efectivos y seguros.

La evaluacion de la viabilidad celular no solo proporciona informacion sobre la citotoxicidad
de los compuestos, sino que también ayuda a identificar las concentraciones 6ptimas de los
farmacos. Con esta herramienta, se puede mejorar el disefio y la funcionalidad de las NPs
para aplicaciones especificas en terapia anticancerigena, contribuyendo significativamente al

desarrollo de tratamientos mds precisos y eficientes 10,

7.5.1 Ensayo de viabilidad celular MTX (Accord y R&D)

Para evaluar la viabilidad celular de las NPs de CS-FAio0y20%, CS-FA10y20% amy cargadas
con AM-MTX (R&D) se llevaron a cabo una serie de ensayos preliminares. En primer lugar,
se analizaron dos variantes comerciales de MTX, R&D y Accord, con el objetivo de
determinar la dosis Optima para la carga en las NPs CS-FA. Paralelamente, se examino la
citotoxicidad del DMSO, utilizado como agente diluyente del MTX-R&D, en lineas celulares
tumorales de pulmon (A549) y de mama (MDA-MB-231). Se prepararon curvas de dosis-
respuesta para ambas variantes de MTX. El MTX-R&D se disolvio en DMSO en dos
soluciones stock: 10.54 uM y 800 uM. La Tabla 10 detalla la preparacion de los tratamientos
de MTX-R&D disueltos en DMSO, junto con el porcentaje de DMSO utilizado por mL para
cada concentracion (1, 10, 100 uM).

Tabla 10. Concentraciones finales de MTX y porcentaje de DMSO sin Citotoxicidad en las células cancerigenas
MDA-MB-231 y A549.

[MTX]final pM [MTX]final pM DMSO final MTX (mg)
(en 1 mL, %v/v)
1 1.25 (stock 800 pM) 0.125% 0.027
10 0.95 (stock 10.54 nM) 0.095% 0.020
100 9.5 (stock 10.54 pM) 0.95% 0.204
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En la Figura 26, se presentaron las células tumorales de pulmoén A549 tratadas durante 24 h
con diferentes dosis de MTX-R&D (1, 10 y 100 uM). En el inciso a) (Variaciéon en la
concentracion de MTX- R&D sobre celulares tumorales A549), se observ¢ la falta de efecto
citotoxico del MTX-R&D en todas las concentraciones comparadas contra con el control sin
tratamiento. Ademads, en el inciso b), se mostro un acercamiento digital (5X) en campos
aleatorios de cada concentracion de la curva. La morfologia de las células tumorales A549
en cada concentracion de MTX-R&D fue similar a la del control, lo que sugiere que el
tratamiento no tuvo efecto sobre las células y concuerda con la falta de citotoxicidad del
inciso a).

En las Figuras 27a'y 27b, se observo que el tratamiento con MTX-R&D en células tumorales
de mama, MDA-MB-231, tampoco afect6 la viabilidad ni la morfologia celular. Estos
resultados indicaron que el tratamiento con MTX-R&D no alterd la viabilidad celular ni la
morfologia de las lineas celulares tumorales A549 y MDA-MB-231. Ademas, se observo que
el porcentaje final de DMSO utilizado para preparar cada una de las concentraciones (1, 10
y 100 uM) no afectd la viabilidad celular ni la morfologia (ver Tabla 10). Estos resultados
estan respaldados por estudios donde evaluaron la citotoxicidad del DMSO y determinaron
que concentraciones de DMSO inferiores al 2% no afectan la viabilidad celular en diferentes
lineas celulares de leucemia '%?], Asimismo, en lineas celulares tumorales de origen epitelial,
se ha demostrado que el efecto citotoxico del DMSO es a partir del 1.3% de concentracion

final (1931,

A549

MTX-R&D [uM]

FIG. 26. Citotoxicidad inducida por MTX- R&D Systems en células tumorales de pulmén A-549.
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FIG. 27. Citotoxicidad inducida por MTX- R&D Systems en células tumorales de mama MDA-MB-231.

Para complementar el analisis, se us6 MTX-Accord (presentacion inyectable) para tratar las
células A549 y MDA-MB-231 utilizando las concentraciones determinadas anteriormente
(1,10, 100 y 1000 uM) durante 24 h. En la Figura 28, se apreci6 que la viabilidad celular en
las células A549 disminuy6 con el tratamiento de MTX-Accord en todas las concentraciones:
aproximadamente 77.98, 68.95, 68.95y 72.31% a 1, 10, 100 y 1000 uM respectivamente
(Figura 28, inciso ¢). Del mismo modo, en el inciso b), se observo que la morfologia de las

células A549 no se ve afectada por los tratamientos en comparacion con el control.

En contraste, el tratamiento de las células MDA-MB-231 con MTX-Accord, a las mismas
concentraciones (1, 10, 100 y 1000 uM), no mostro efectos citotoxicos sobre la viabilidad
celular en comparacion con el control (Figura 29, inciso a y ¢). De igual forma, la morfologia

en cada concentracion utilizada no presentdé modificaciones respecto al control (Figura 29,

inciso b).
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FIG. 28. Citotoxicidad inducida por MTX-Accord en células tumorales de pulmoén A-549.
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FIG. 29. Citotoxicidad inducida por MTX-Accord en células tumorales de mama MDA-MB-231.

Los resultados obtenidos en los tratamientos con MTX-R&D, en contraste con MTX-Accord,
sugieren que el primero perdi6 su efecto bioldgico, como se observa en los tratamientos en
células A549 y MDA-MB-231 (Figuras 26 y 27). Aunque el MTX-Accord no mostré efectos
citotoxicos sobre las células MDA-MB-231 (Figura 29), si afect6 la viabilidad celular en las
células A549 (Figura 28), donde se observaron niveles de citotoxicidad de aproximadamente

el 20% en todos los tratamientos de la curva.

7.5.2 Ensayo de viabilidad celular de NPs CS-FAjoy 20% cargadas con AM-MTX
(R&D).

Se evalud la viabilidad celular en cultivos de células tumorales A549 tratadas con NPs de
CS-FA10%y20%, NPs de CS-FA10%y20% am y NPs de CS-FA10%y 20% aM-mTx. Las curvas dosis-

respuesta mostraron el efecto citotoxico de cada una de las NPs (figura 30).

A continuacidn, se presenta un andlisis detallado de los resultados obtenidos:

e NPsdeCS
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Se pudo observar que la viabilidad celular no se vio afectada aproximadamente en todas las
concentraciones (2.25, 4.5, 9 y 18 pg/mL) (Figura a). Este comportamiento sugiri6 que el CS
por si solo no tuvo un efecto citotoxico significativo. Los resultados obtenidos son

consistentes con estudios previos que reportaron baja citotoxicidad del CS [1%4],

e AM

El tratamiento de las células A549 con AM (imagen b) demostrd baja citotoxicidad en todas
las concentraciones de la curva dosis-respuesta, siendo la concentracion de 18 pg/mL la que
mas afecto la viabilidad celular de la linea tumoral (~90%). Este resultado indico una baja
citotoxicidad del AM, lo cual concord6 con estudios previos que demostraron la seguridad

del AM a bajas concentraciones 1%,

e NPs CS-FAyo y 20%

En la grafica de las NPs de CS-FA 10%y20% (imagenes ¢ y d) se observd una baja citotoxicidad
inducida por ambas NPs. En todas las concentraciones de la curva dosis-respuesta de ambas
NPs se observo una alta viabilidad celular (~85%). Esto sugirié que una mayor modificacion
con FA pudo incrementar ligeramente la citotoxicidad, probablemente debido a una mayor
presencia de grupos carboxilato y su capacidad para formar interacciones mas fuertes con las

membranas celulares [0,

o NPs CS-FAioy20%am

En las figuras e y f, las NPs de CS-FAio% am se observd una reducciéon méaxima de la
viabilidad celular en 9 ug/mL (obteniendo ~70% viabilidad celular); sin embargo, a 18
png/mL se observé un ligero incremento de la viabilidad celular (~15%). Del mismo modo,
las NPs con 20% de modificacién mostraron una tendencia similar a las del 10% teniendo
una maxima citotoxicidad a concentraciones de 4.5 y 9 pg/mL. Asi mismo, las NPs CS-
FA20%am demostraron un incremento de la viabilidad celular a 18 pg/mL. Esto se ha
demostrado en estudios previos donde la encapsulacion de AE en matrices de CS mejora el

efecto terapéutico, disminuyendo la viabilidad celular 1%,
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e NPs CS-FAioy20%AM-MTX

En la figura 30 incisos gy h se observaron las NPs cargadas con AM-MTX, ambas mostraron
una viabilidad celular menor con respecto a las NPs CS-FAi10 v 20% y NPs CS-FA 10y 20% am
(~60% de viabilidad celular) a una concentracion de 9 pg/mL, por lo tanto la citotoxicidad
que presentaron estas NPs CS-FA 10y20% am-m1x fue alrededor del 40%; sin embargo en la
concentracion de 18 pg/mL se observo un ligero incremento de la viabilidad celular (~20%),
esto comparado con las NPs CS-FAi1o v 20 y NPs CS-FA 10y 20% am . Esto sugiri6 que el
MTX encapsulado indujo una reduccion de la viabilidad celular y un incremento en la
citotoxicidad con respecto a las NPs CS-FA 10y 20% am. Estos resultados sugirieron que estas

NPs podrian tener potencial terapéutico en el tratamiento del cancer [197],
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FIG. 30. Efecto citotoxico de las NPs CS (a), AM (b), NPs CS-FA9y20% (c y d), NPs CS-FA 19y 20% AM

(e y f) y NPs CS-FA 19y 20% am-mrx (g y h). Las gréficas representan la media+SD de al menos 3

experimentos independientes.

Estos resultados, apoyados por estudios previos, demuestran el potencial de las NPs de CS-
FA modificadas y cargadas con AM y MTX como una plataforma efectiva para la

administracion de agentes anticancerigenos [1%4-107],
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9. CONCLUSION

En esta tesis se exploré la sintesis y caracterizacion de NPs CS-FA cargadas con AE-MTX
para su potencial uso como nanoacarreadores de agentes anticancerigenos. Se logro la
modificacion del CS con FA, confirmada mediante diversas técnicas de caracterizacion (FT-
IR, RMN, TGA, XRD y DSC), evidenciando la incorporacion efectiva del FA en la estructura
del CS. La concentracion de FA y DMSO influy6 significativamente en el porcentaje de
injerto de FA. A mayores concentraciones de ambos, se obtuvieron mayores porcentajes de

modificacion.

Las NPs de CS-FA fueron preparadas mediante el método de gelacion idnica, utilizando CS
modificado con FA al 10 y 20% obteniéndose NPs estables y homogéneas. Las NPs de CS-
FA20% demostraron una mayor estabilidad térmica en comparacion con las NPs CS-FA1o%, y

una alta capacidad de carga tanto para el AM como para el MTX.

Adicionalmente, se encontr6 que el AC se encapsuld en menor medida que el AM y que la
concentracion de TPP tuvo una influencia notable en la formacion de las NPs. Ademas, se

observd que a mayores concentraciones de TPP resultaron en valores mayores de EE y CC,
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debido a una red polimérica mas densa y estable formada por los enlaces cruzados i6nicos

entre los grupos fosfato del TPP y los grupos amino del CS.

Las iméagenes obtenidas mediante SEM revelaron que las NPs de CS-FA presentan una forma
esférica y una distribucion de tamafio homogénea. Particularmente, las NPs CS-FA20%
presentaron un tamafo promedio menor y una distribucion mas estrecha en comparacion con
las NPs CS-FA10%, lo que se atribuye a una mayor densidad de reticulacion i6nica con el
TPP. Las NPs CS-FAio%am exhibieron una morfologia esférica y una distribucion
homogénea en tamafio, sin agregacion significativa. En contraste, las NPs CS-FA20%am
presentaron una tendencia a la agregacion y un aumento en el tamafio de las NPs, atribuible

al porcentaje de FA.

Las NPs CS-FA10% am-mTx mostraron una morfologia esférica con tendencia a la agregacion
y una variabilidad en el tamafio de las NPs en comparacion con las NPs CS-FA 10y 20% am.
Por otro lado, las NPs CS-FA 20% am-mrx exhibieron una tendencia a la agregacion y una
mayor variabilidad en el tamafio, atribuida a la concentracion de FA y las interacciones

intermoleculares entre CS con AM y MTX.

Se identificaron desafios relacionados con las interferencias en las mediciones UV-Vis y la
foto degradacion de los compuestos bajo exposicion UV. Ademas, el pH del medio afect6 la

estabilidad de las NPs, lo que influy6 en la precision de las mediciones.

Los estudios de citotoxicidad en linea celular de cancer de pulmoén demostraron actividad
anticancerigena de las NPs de CS-FA cargadas con AE y MTX, reduciendo

significativamente la viabilidad celular.

Finalmente, las NPs de CS-FA cargadas con AE y MTX representan una plataforma
prometedora para la administracion selectiva y controlada de agentes anticancerigenos. Es
necesario continuar investigando para optimizar las condiciones liberacion, asi como para
minimizar las interferencias en las mediciones, con el fin de mejorar la precision y efectividad
de estos sistemas nanoestructurados. Estos hallazgos abren nuevas perspectivas en el

desarrollo de terapias mas eficaces y seguras para el tratamiento del cancer.
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11. ANEXOS
10.1 TGA del AM y MTX

El andlisis TGA del MTX (Figura 32 b) solo mostrd una pérdida de peso significativa
alrededor de los 341 °C, con una degradacion que continua hasta los 600 °C y dejé una masa
residual del 34.29%. Por otro lado, el analisis TGA del AM (figura 32 a) mostrd una pérdida
de peso significativa en torno a los 161°C, con una casi completa degradacion hasta los 700
°C, dejando una masa residual minima del 0.66%. Estos datos indicaron que tanto el MTX
como el AM contribuyeron a la estabilidad térmica general de las NPs, tal como se observo

en los termogramas de las NPs de CS-FA cargadas (Figura 19).
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