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Resumen
El poli (Acido lactico-co-glicolico) o PLGA es un polimero sintético aprobado por la
FDA para ser utilizado en formulaciones farmacéuticas, gracias a su
biodegradabilidad y biocompatibilidad. Es usado cominmente en la sintesis de
nanoparticulas empleadas como sistemas de entrega de farmacos, que permiten
llevar el agente terapéutico directamente al lugar de destino. Algunas propiedades
de las nanoparticulas de PLGA, principalmente su forma y tamafio, pueden influir
directamente en su efecto terapéutico; es por ello que el objetivo del presente
estudio fue analizar la influencia de la temperatura en el tamafo y forma de las
nanoparticulas de PLGA sintetizadas por nanoprecipitacion. Para ello se sintetizaron
nanoparticulas de PLGA a 5 temperaturas diferentes. Estas fueron caracterizadas
por Dispersién de Luz Dinamica (DLS) y Microscopio Electronico de Barrido (SEM)
para determinar su tamafio y forma. De las imagenes SEM se midieron los didmetros
largos y cortos con la ayuda del software Fiji. Posteriormente se realizé el analisis
estadistico de los resultados, y se determin6 que las nanoparticulas disminuyeron su
tamafio en el rango de temperaturas de 10°C a 20°C, y de 40°C a 50°C, y
aumentaron en el rango de 20°C a 40°C; manteniendo su forma esférica en todo
momento gracias al método de sintesis utilizado. La variaciéon del tamafio fue
atribuida principalmente a las propiedades fisicoquimicas del PLGA, como su
solubilidad y degradacién hidrolitica incrementadas a altas temperaturas, y también

a sus propiedades térmicas como su temperatura de transicion vitrea

Palabras clave:

e NANOPARTICULAS DE PLGA
e NANOPRECIPITACION

e TEMPERATURA

e TAMARNO

e FORMA.
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Abstract
Poly (lactic-co-glycolic acid) or PLGA is a synthetic polymer approved by the FDA for
use in pharmaceutical formulations due to its biodegradability and biocompatibility. It
is commonly used in the synthesis of nanoparticles used as drug delivery systems,
which allow the therapeutic agent to be delivered directly to the target site. Some
properties of PLGA nanoparticles, mainly their shape and size, can directly influence
their therapeutic effect; that is why the aim of the present study was to analyze the
influence of temperature on the size and shape of PLGA nanoparticles synthesized
by nanoprecipitation. For this, PLGA nanoparticles were synthesized at 5 different
temperatures. These were characterized by Dynamic Light Scattering (DLS) and
Scanning Electron Microscopy (SEM) to determine their size and shape. From the
SEM images the long and short diameters were measured with the help of Fiji
software. Subsequently, the statistical analysis of the results was carried out, and it
was determined that the nanoparticles decreased in size in the temperature range of
10°C to 20°C, and from 40°C to 50°C, and increased in the range of 20°C to 40 °C;
maintaining their spherical shape at all times due to the synthesis method used. The
size variation was mainly attributed to the physicochemical properties of PLGA, such
as its increased solubility and hydrolytic degradation at high temperatures, and also

to its thermal properties such as its glass transition temperature.

Key words:

PLGA NANOPARTICLES

o NANOPRECIPITATION

e TEMPERATURA

e SIZE

e SHAPE



18

Capitulo I: Introduccion

Formulacion del problema

La nanomedicina es una rama de aplicacién de los hanomateriales que surge
como una alternativa de alto potencial a la medicina tradicional ya que cambia el
enfoque del diagndstico, tratamiento y prevencion de enfermedades, mediante
mejoras en la eficiencia y la especificidad de las formulaciones farmacéuticas;
mientras mejora la calidad de vida de los pacientes (Mabrouk et al., 2021). En la
Nanomedicina, se define como material nanoestructurado a aquellos que presentan
un tamafio menor que 200 nm, aungue no existe una convencion internacional para

esta definicion (Mabrouk et al., 2021).

Por otro lado, los sistemas de entrega de farmacos o DDS (por sus siglas en
inglés, “Drug Delivery Systems”) son formulaciones usadas clinica y preclinicamente
para la entrega de sustancias terapéuticas con la finalidad de ofrecer tratamiento
para una enfermedad especifica (Liang et al., 2020). Las desventajas de los DDS,
como la efectividad limitada o su falta de selectividad pudieron ser superadas
gracias a los avances de la nanomedicina (Adamo et al., 2017). Con la aplicacién de
DDSs basados en nanomateriales se ha logrado obtener una mayor eficacia del
farmaco ya que se aumenta su vida util, mejora su solubilidad y su liberacién se

realiza de manera controlada o sostenida (Dang & Guan, 2020).

Los DDS mas utilizados comiunmente son las nanoparticulas ya que con un
tamafio y propiedades Gptimas permiten que el agente de interés terapéutico pueda
encapsularse/cargarse/conjugarse en su interior o superficie y de esta manera
distribuirse directa e individualmente al lugar de destino (Ahmad et al., 2021). Dentro
de las nanoparticulas, las de PLGA o acido poli (lactico-co-glicélico), un polimero
sintético, han sido de las méas estudiadas en los ultimos 20 afios. Tal es asi que el
uso del PLGA en formulaciones farmacéuticas ha sido aprobado por la FDA debido a

su biodegradabilidad y biocompatibilidad (Ming et al., 2009).
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Las nanoparticulas de PLGA se pueden sintetizar por diversos métodos
como: emulsificacién-difusién, salting-out (Astete & Sabliov, 2006), doble emulsion,
secado por aspersion, nanoprecipitacion (Pazmifio Viteri et al., 2020), evaporacion
de emulsién-disolvente, difusiébn de emulsificacién-solvente (Mehta et al., 2016),
entre otros. Especificamente, en el método de nanoprecipitacion, las nanoparticulas
se forman en una suspensién coloidal cuando la fase organica se agrega lentamente
a la fase acuosa con agitaciéon moderada (Y. Wang et al., 2016). Este método es una
buena opcién porque lleva poco tiempo, requiere poca cantidad de materia prima y
consume poca energia (Barreras-Urbina et al., 2016). Sin embargo, se requiere de
un alto control sobre las condiciones de sintesis como la temperatura, velocidad de
goteo, el solvente, la velocidad de agitacion, entre otros; ya que influyen
directamente sobre el tamafio y forma de la nanoparticula obtenida (Lee et al.,

2016).

Es importante destacar que la forma y tamafio de las nanoparticulas son
caracteristicas fundamentales que se deben considerar dentro del disefio 6ptimo de
nanomateriales con aplicaciones futuras en la Nanomedicina, ya que estos
repercuten en su efecto terapéutico (Adamo et al., 2017). Por ello, se han
desarrollado y utilizado varias métodos fisicos y quimicos para sintetizar
nanoparticulas de forma y tamafio controlados (Varanda et al., 2019). Los métodos
guimicos se utilizan en el enfoque de abajo hacia arriba (bottom-up) e influyen en el
tamafio y la forma de la nanoparticula ya que producen nanoparticulas mas
ordenadas y cristalinas (comparado con los métodos fisicos) que resultan en un
mayor cambio en sus morfologias superficiales (Ahlawat et al., 2018) (Park et al.,

2007)

La forma de las NPs puede variar dependiendo de los parametros de sintesis
utilizados. Por ejemplo, las nanoparticulas de almidon (polimero natural) sintetizadas

por nanoprecipitacion, cambian de forma dependiendo de la proporcién en volumen
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de almidon:etanol. Asi, pueden adquirir formas fibrosas, fibrosas alargadas o
esféricas cuando la relacion en volumen de almidén:etanol es de 1:10, 1:15y 1:20;
respectivamente (Chin et al., 2011). En otro estudio, utilizaron el método de hidrolisis
acida y el método de precipitacion para sintetizar nanoparticulas de almidén de alta 'y
baja cristalinidad, respectivamente. En ambos casos afiadieron surfactantes
anidénicos y cationicos y no observaron cambios en la morfologia de las NPs, sin
embargo, al afiadir Tween 20 (surfactante no iénico) se produjo la absorcion fisica
del surfactante a la superficie de las NPs de alta cristalinidad y su ingreso a las NPs
de baja cristalinidad, generado por la estructura porosa de las mismas y las
interacciones hidrofilicas-hidrofilicas entre Tween 20 y el grupo hidroxilo del almidén;
provocando a su vez, cambios en la morfologia de las nanoparticulas (Putro et al.,

2020).

La forma de la nanoparticula juega un papel fundamental en los procesos de
internalizacion y liberacion de farmacos (Adamo et al., 2017). Ridolfo et al. (2019),
en su estudio evaluaron la interaccién entre nanoparticula de copolimeros y las
células de la retina del ojo, probando 4 formas diferentes: esféricas, tubulares,
micelas y micelas en forma de gusanos (worms). Las micelas y micelas en forma de
gusanos fueron absorbidos mas facilmente por las células que sus homologos
tubulares; este comportamiento de absorcion distintivo se debi6 a las propiedades
de difusién mejoradas de las estructuras de alta relacion de aspecto, que fue mas
intensa en el caso de los worms debido a su mayor relacién de aspecto longitud:

ancho en comparacioén con la de los tubos (Ridolfo et al., 2021).

Las nanoparticulas esféricas captaron menos farmaco que las micelas,
debido a la estructura molecular de copolimeros PEG-PTMC/PCL en las micelas y a
su proceso de hidratacién directa. Las nanoparticulas esféricas liberaron mas
rapidamente el farmaco que las nanoparticulas en forma de tubo; la movilidad en el

vitreo (sustancia gelatinosa) fue mas facil para los worms, seguido de las
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nanoparticulas tubulares y finalmente las esféricas; esto debido a que las formas
tubulares poseian una difusién mejorada dada por su capacidad para atravesar el

gel vitreo de forma mas eficaz que las esferas (Ridolfo et al., 2021).

Por otro lado, el control sobre el tamafio se logra variando los parametros
utilizados durante la sintesis de nanoparticulas, como la concentracion del polimero,
miscibilidad del solvente usado en agua (Cheng et al., 2007), la temperatura, la
fuerza idnica de la fase acuosa, el caudal de inyeccion, velocidad de agitacion y el
calibre de la aguja para inyecciéon (Wei Huang & Chenming Zhang, 2018). Por
ejemplo, en el caso de la nanoprecipitacion, se sabe que un aumento en la
concentracion del polimero en la solucién organica inicial, conduce a un aumento del
tamafio volumétrico medio de las nanopatrticulas de PLGA; de esta manera se
observé que las NPs aumentaron de 60 nm a 165 nm en N, N-dimetilformamida
(DMF) a medida que la concentracién del polimero aumenté 10 veces de 5 mg/ml a
50 mg/ml. Ademés, un aumento en la miscibilidad del solvente usado en agua,
conduce a una disminucion en el tamafio de las nanoparticulas debido a una difusién

mas eficiente del solvente y la dispersion del polimero en agua (Cheng et al., 2007).

Por otro lado, la temperatura, la fuerza i6nica de la fase acuosa y el caudal
de inyeccion de la fase organica tienen un impacto significativo sobre el tamafio: el
aumento de la temperatura provoca una disminuciéon del tamafio de la NP debido a
gue las altas temperaturas aumentan la solubilidad del PLGA, inhibiendo la
precipitacién. La combinacion de este parametro con la fuerza idnica de la fase
acuosa y el caudal de inyeccion de la fase organica, se pueden utilizar para un
control de tamafio preciso. Por otro lado, la velocidad de agitacion, el calibre de la
aguja para inyeccion y la concentracion final del polimero no tienen un impacto
significativo, pero son beneficiosos desde el punto de vista de la fabricacién, porque

si se utiliza un reactor con multiples puntos de inyeccion y agitacion continua se
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logra la produccion de NPs de alto rendimiento, sin afectar su tamafio (Wei Huang &

Chenming Zhang, 2018)

El tamafio de la nanoparticula influye directamente en el proceso posterior de
entrega del farmaco e interaccion con el cuerpo humano, dicta su toxicidad y
capacidad de focalizaciéon (Rizvi & Saleh, 2018). Ademas afecta su perfil de
biodistribucién: las nanoparticulas muy pequefias con un diametro medio entre 60-70
nm se excretan rapidamente, mientras que las nanoparticulas mas grandes (200 nm
0 mas) pueden ser secuestradas por el higado o el bazo, por lo que solo las
nanoparticulas con un diametro entre 70 y 200 nm son Optimas para aplicaciones in

vivo (Locatelli & Comes Franchini, 2012).

Uno de los parametros mas importantes es la temperatura, sin embargo, su
efecto sobre el tamafio de las nanoparticulas ha sido poco estudiado. Uno de los
pocos estudios es el de Huang y sus colaboradores, quienes determinaron que hay
una disminucion aproximada de 10 nm en el tamafio de nanoparticulas de PLGA con
cada aumento de 10 grados de temperatura, evaluado en un rango de 0 a 80°C (Wei

Huang & Chenming Zhang, 2018)

También se ha relacionado la temperatura de transicion vitrea (Tg) con el
tamafio de los agregados de NPs poliméricas, determinando el tipo de deformacion
gue sufre el polimero cuando se expone a temperaturas superiores o inferiores a su
Tg (Wilson et al., 2020). Otro estudio determin6 que las NPs de poliestireno méas
grandes, tienen mayor Tg debido a su falta de sensibilidad al calentamiento,
comparado con las NPs mas pequefas de este polimero (Homaeigohar et al., 2020).
Debido a la escasez de estudios de este tipo y la poca relevancia estadistica
generada por la baja cantidad de datos con los que trabajan las investigaciones
existentes, no se conoce la relacion directa entre la temperatura aplicada en el

método de nanoprecipitacion con la forma y tamafio de nanoparticulas de PLGA.
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Justificacion del problema

Algunas propiedades de las NPs, como su forma y tamafio, pueden influir en
las interacciones con diversos fluidos biolégicos (Ridolfo et al., 2021), el tiempo de
circulacion dentro del organismo, el grado de captacién por parte de las células del
sistema inmune (A. K. Jain & Thareja, 2019), y por lo tanto, va a impactar en la
entrega de carga bioactiva, modulando el desempefio terapéutico (Ridolfo et al.,

2021).

A partir de estos datos, se puede entender la necesidad de controlar la forma
y el tamafio de las nanoparticulas durante su proceso de sintesis, para obtener
posteriormente, un tratamiento terapéutico eficiente. Sin embargo, es importante que
la estadistica que respalda estos estudios esté apoyada en una buena cantidad de
datos para que los resultados sean lo mas cercanos posibles a la realidad. Los
estudios revisados para el presente trabajo estan justificados a partir de una baja
cantidad de datos (Wilson et al., 2020) o en otros casos, no se especifica el numero

de datos con los que se esta trabajando (Homaeigohar et al., 2020)

Bajo esta premisa, el objetivo del presente estudio es analizar la influencia de
la temperatura en el tamafio y forma de nanoparticulas de PLGA sintetizadas por
nanoprecipitacion, utilizando como base un conjunto amplio de datos recolectados
en el laboratorio, con el fin de obtener resultados que se acerquen lo mas posible a

la realidad.

Objetivos
Objetivo General

e Estudiar la influencia de la temperatura en la sintesis de nanoparticulas de

PLGA.
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Objetivos Especificos

Sintetizar nanoparticulas de PLGA por la técnica de nanoprecipitacion y
caracterizarlas mediante Microscopio Electronico de Barrido (SEM), y
Dispersion de Luz Dinamica (DLS).

Realizar el analisis estadistico de los datos obtenidos a partir de las

mediciones de las imagenes de SEM en el software Fiji.
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Capitulo Il: Marco Teérico

Las nanoparticulas (NPs) constituyen una amplia clase de materiales con
dimensiones por debajo de 100 nm (I. Khan et al., 2019). Las propiedades fisicas,
guimicas y biolégicas de las nanoparticulas son Unicas a hanoescala en
comparacion con sus respectivas particulas a escalas superiores; esto se debe a
gue poseen un area superficial relativamente mayor al volumen, mayor reactividad o
estabilidad en un proceso quimico, mayor resistencia mecanica, mayor
conductividad eléctrica y térmica, propiedades épticas Unicas, entre otros (Ealias &
Saravanakumar, 2017). Estas propiedades de las nanoparticulas les han permitido
ser utilizadas en numerosas aplicaciones como en la remediacién ambiental (Smita
et al., 2012), cosméticos (Fytianos et al., 2020), industria de la construccion
(Mohajerani et al., 2019), textil (Rivero et al., 2015), automotriz, electronica, entre

otros (Bissessur, 2020).

Una de las aplicaciones mas demandadas es la entrega de drogas o
farmacos, en este campo se usan principalmente las nanoparticulas poliméricas,
gracias a su habilidad para circular durante un periodo prolongado de tiempo para
dirigirse a un 6rgano en particular, proteger al farmaco de la degradacion, mejorar la
penetracion intracelular; también se han utilizado como portadores de ADN en
terapia génica, y como un medio de administracion de proteinas, péptidos y genes
(Mohanraj & Chen, 2015). Las ventajas de usar nanoparticulas como un sistema de

entrega de drogas son:

1. Eltamafo y caracteristicas de superficie de las NP son féciles de
manipular con el fin de lograr una entrega eficaz del farmaco (Gelperina
et al., 2005).

2. Laliberacién del farmaco durante el transporte y en el sitio de localizacién
esta controlada, aumentando de esta manera la eficacia terapéutica y

reduciendo los efectos secundarios (Mohanraj & Chen, 2015)
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3. Lacarga del farmaco puede ser relativamente alta y al incorporarse al
sistema no genera ninguna reaccion quimica; esto representa un factor
importante para preservar la actividad del farmaco (Rizvi & Saleh, 2018)

4. Elsistema se puede utilizar para varias vias de administracion,
incluyendo la oral, nasal, parenteral, intraocular, entre otras menos

comunes (Yildirimer et al., 2011).

A pesar de estas ventajas, las nanoparticulas también tienen limitaciones,
muchas de ellas relacionadas con su tamafo. Por ejemplo, las nanoparticulas de
pequefio tamafio y area superficial grande dan como resultado una carga de
farmaco limitada y generan el fenémeno de agregacion, que se puede observar en la
Figura 1, este fenomeno dificulta el manejo fisico de las nanoparticulas en forma

liquida y seca (Mohanraj & Chen, 2015).

Figura 1

Fenémeno de agregaciéon de las nanoparticulas

\_)Q\,)Q Agregacion N Q .
Q L_\)) Q3

cC

C

Nota. Adaptado de “Effects of Size and Aggregation/Agglomeration of Nanoparticles
on the Interfacial/lnterphase Properties and Tensile Strength of Polymer

Nanocomposites” (p. 5), por M. Ageel, 2018, Nanoscale Res Lett, 13 (214).

A continuacion, se va a detallar la clasificacion de las nanoparticulas, y sus

métodos de sintesis y caracterizacion.
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Clasificacién de Nanoparticulas

Las nanoparticulas pueden clasificarse en diferentes tipos de acuerdo a su
tamano, forma, y propiedades fisicas y quimicas. Segun Mitchell et al (2021), las
nanoparticulas se pueden dividir segun sus propiedades en: poliméricas, inorganicas

y basadas en lipidos.

Nanoparticulas Poliméricas.

Estas nanoparticulas pueden encapsular o atrapar diferentes tipos de cargas
Gtiles como compuestos hidréfobos (Jose et al., 2019), hidréfilos (Liu et al., 2020),
moléculas de diferente peso molecular como pequefias moléculas (Strand et al.,
2019), macromoléculas bioldgicas, proteinas (L. Zhang et al., 2020) y vacunas
(Anderson, Deborah K., Liang, 2017). Esta capacidad se genera gracias a las
diferentes maneras en que los compuestos pueden ser atrapados por las
nanoparticulas, por ejemplo, se pueden encapsular dentro de su nucleo, atraparse
en la matriz del polimero, conjugarse quimicamente al polimero o unirse a la

superficie de la nanoparticula (Mitchell et al., 2021).

Son muy utilizados como sistemas de administracion de farmacos gracias a
sus propiedades de liberacién controlada, su habilidad para proteger drogas y otras
moléculas con actividad biolégica contra el medio ambiente, y su biodisponibilidad e
indice terapéutico mejorado (Zielinska et al., 2020). Este tipo de nanoparticulas
pueden ser sintetizadas a partir de materiales naturales o sintéticos, asi como de
monomeros o polimeros preformados (Mitchell et al., 2021). A continuacién, se

detallara algunas caracteristicas y ejemplos de polimeros naturales y sintéticos.

Los polimeros naturales son materiales de alto peso molecular (Rajeswari,
2017) que se extraen de plantas como por ejemplo la celulosa (loelovich, 2008),
almidon (Pokhrel, 2015), pectina (Flutto, 2003), entre otros (Kulkarni et al., 2012); o
de animales como la quitina (Zargar et al., 2015) o el alginato (Eiselt et al., 2000)

(Kulkarni et al., 2012). Estos materiales presentan estructuras similares a la matriz
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extracelular de los tejidos nativos, 1o que le permiten tener una buena adherencia
celular y evitar reacciones inmunolégicas; aunque en algunos casos, estas
propiedades se ven limitadas por la variabilidad de los lotes dentro de los procesos
de produccion y purificacion. (Puertas-Bartolomé et al., 2021). Durante la
produccion, los polimeros naturales se encuentran expuestos al medio ambiente, por
lo que corren el riesgo de contaminacion microbiana (Srivastava & Abul Kalam,

2019).

Por otro lado, los polimeros sintéticos son materiales sintéticos puros que se
obtienen mediante un proceso quimico llamado polimerizacion (Srivastava & Abul
Kalam, 2019). En este grupo estan los poli (a-hidroxiésteres) que incluyen
policaprolactona (PCL), acido poliglicélico (PGA), acido polilactico (PLA) y su
copolimero PLGA,; y los poli (éteres) que incluyen 6xido de polietileno (PEO) y
polietilenglicol (PEG), alcohol de polivinilo (PVA) y poliuretano (PU); que son los
materiales sintéticos degradables mas estudiados (Reddy et al., 2021). Los
polimeros sintéticos tienen buenas propiedades mecanicas y estabilidad térmica
(Sionkowska, 2011). En la siguiente tabla se presenta una breve comparacion entre

los polimeros naturales y sintéticos.

Tabla 1

Diferencias entre los polimeros naturales y sintéticos

L Polimero :
Caracteristica Natural Sintético Referencia
(Bolivar-
Monsalve et
Produccion De origen natural Proceso quimico al., 2021) (B.
ter Horst et al.,
2019)
Compatibilidad . . Contiene impurezas g4y et al.,
Biocompatible que no permite el
celular . 2021)
crecimiento celular
) No se pueden Se pueden_procesar (Sionkowska,
Morfologia procesar en varias en una variedad de

formas formas 2011)
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Polimero

Caracteristica — Referencia
Natural Sintético
Efectos Ninguno por ser de En el medio ambiente  (Muhamad et
adversos origen natural y el ser humano al., 2014)
Costo de _ (Srivastava &
produccion Bajo Alto AbuZIOKlagl)am,

Nanoparticulas de PLGA. ElI PLGA o poli (4cido lactico-co-glicolico) es un
copolimero hidréfobo resultado de la reaccion de policondensacion de &cido lactico
(LA) y &cido glicélico (GA) (Gentile et al., 2014); los cuales son transformados en los
polimeros PLA (&cido polilactico) y PGA (&cido poliglicélico). Ambos son polimeros
de poliéster alifatico porque tienen un esqueleto unido a un éster alifatico que puede
hidrolizarse cuando se lleva a cabo reacciones de polimerizacién (Figura 2)
(Pazmiiio Viteri et al., 2020).

El LA se produce principalmente por la fermentacion natural de carbohidratos
y a través de una policondensacion se trasforma en PLA (Pazmifio Viteri et al.,
2020). El PLA es rigido e hidrofobo (debido a sus grupos laterales metilo) con baja
resistencia mecanica (Rezvantalab et al., 2018). Se puede preparar en forma
altamente cristalina o0 completamente amorfa debido a sus cadenas de polimero
desordenadas (Makadia & Siegel, 2011). Es soluble en diferentes solventes
organicos como el benceno, cloroformo, acetonitrilo, dioxano y otros (Sato et al.,
2012). El GA es un metabolito natural que se encuentra en el cuerpo humano y se
produce a partir de la fermentacién de los microorganismos, de forma natural o a
través de método quimicos a partir de compuestos que derivan del petréleo. La
dimerizacion del GA produce PGA (Z. Zhang et al., 2014), que es un compuesto
hidréfilo con baja solubilidad en agua y rapida tasa de degradacién en condiciones
fisiolégicas (Rezvantalab et al., 2018), carece de cualquier grupo lateral metilo y
muestra una estructura altamente cristalina (45-55%) (Makadia & Siegel, 2011)

(Gunatillake et al., 2006).



30

El PLGA, como copolimero del PLA y PGA, hereda las propiedades
intrinsecas de sus mondémeros constitucionales (Rezvantalab et al., 2018),
dependiendo de la proporcion de los mismos, lo que determinara también la
hidrofobicidad y el tiempo de deterioro del polimero final. Por ejemplo, si el &cido
polilactico esta en mayor porcentaje se genera un PLGA mas hidrofobo, que tarda
mas en degradarse en agua (Nsamela, 2020); sin embargo, un caso especial se
presenta cuando se tiene una proporcién 50:50 entre ambos mondmeros, pues se
ha visto que el PLGA en estas condiciones se hidroliza mucho mas rapido en
comparacion con uno que contenga cantidades mas altas de cualquiera de los dos

monomeros (Locatelli & Comes Franchini, 2012).
Figura 2
Estructura quimica de PLGA y sus monémeros

PLA PGA

PLGA

0 CH, 0
0 o}
0 \H/\O
X y
CH; 0 0 A

Nota. Adaptado de “Elaboracién de nanoparticulas de PLGA estabilizadas con la
mezcla poli-dodecil sulfato de sodio: degradacion de PLGA y liberacién de farmaco
durante almacenamiento” (p.8), por S. Flores, 2011. x: nUmero de unidades de acido

lactico; y: numero de unidades de &cido glicolico
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El PLGA es muy utilizado en el disefio y formulacién de sistemas de
administraciéon de farmacos para aplicaciones biomédicas, como las nanoparticulas
de PLGA que pueden encapsular agentes antiterapéuticos (Rezvantalab et al.,
2018), hidrdfilos e hidrofobos (Espafiol et al., 2016). Ha sido aprobado por la FDA
por su biocompatibilidad, biodegradabilidad, bioseguridad y la versatilidad en su
formulacion y funcionalizacién (Ghitman et al., 2020). Las propiedades de
biodegradabilidad y bioseguridad se le atribuye al hecho de que los monémeros
resultado de la hidrélisis del PLGA se metabolizan en el cuerpo a través del ciclo del
acido tricarboxilico o ciclo de Krebs, dando como resultado subproductos como CO-

y H20, generando una toxicidad sistémica minima (Swider et al., 2018).

El PLGA es soluble en una amplia gama de disolventes comunes. Si el
polimero tiene mayor cantidad de PLA se disuelve con disolventes clorados, como
diclorometano o cloroformo, y con disolventes miscibles en agua como acetona o
tetrahidrofurano; mientras que si el PLGA tiene una mayor cantidad de PGA se
disuelve con disolventes fluorados, como hexafluoroisopropanol (Swider et al.,
2018). Para la sintesis de nanoparticulas de PLGA, se suele utilizar acetona debido
a su reducida toxicidad y menor punto de ebullicidon (Locatelli & Comes Franchini,
2012). En el agua, este polimero se degrada por hidrdlisis de sus enlaces éster; esta
degradacién hace que algunas propiedades del PLGA como la temperatura de
transicién vitrea (Tg), el contenido de humedad y el peso molecular, varien con el
tiempo. El cambio de las propiedades del PLGA durante su biodegradacion influye
en la tasa de liberacion y degradacion de las moléculas de farmaco incorporadas,

cuando se lo utiliza para la formulacion de nanoparticulas (Makadia & Siegel, 2011).

La sintesis de PLGA se logra comunmente mediante reacciones de
polimerizacién de apertura de anillo de lactida y glicélido (Figura 3), o mediante
reacciones de policondensacién de acido lactico y acido glicélico para formar

polimeros de bloque de PLA y PGA. Los procesos de polimerizacion de apertura de
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anillo generan polimeros PLGA de alto peso molecular, mientras que los procesos
de policondensacion son mas adecuados para la sintesis de polimeros de bajo peso
molecular (Zhi et al., 2021). El peso molecular va a estar dado por la longitud de la
cadena del polimero, la misma que da una idea basica sobre la naturaleza quimica
del mismo, es decir, si es hidréfobo o hidréfilo; por ejemplo, se sabe que los
polimeros que tienen una longitud de cadena corta son hidrofébicos, mientras que
los que tienen una cadena larga son generalmente hidrofilicos (S. Sharma et al.,

2016).

Figura 3

Polimerizacion de PLGA por apertura de anillo

0]
0
o) - ¢ 0 0
) > \‘(\ 0
(@) (@)
0O (0 n m
Glicolido Lactida PLGA

Nota. n: nimero de unidades de lactida; m: nimero de unidades de glicélido. Adaptado
de Sintesis de PLA, PGA y PLGA via ROP, de Sergio Flores, 2011,
https://ciga.repositorioinstitucional. mx/jspui/bitstream/1025/175/1/Sergio%20Enrique

%20Flores%20Villase%C3%B1or%20maestria.pdf.

Las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas de PLGA dependen
principalmente de las propiedades del polimero de PLGA utilizado para la sintesis,
incluida la relacion del acido lactico a acido glicélico, peso molecular y temperatura
de almacenamiento. Sin embargo, la mayoria de las propiedades de las
nanoparticulas, como su tamafio y distribucion, dependen del método de sintesis y
los parametros de sintesis aplicados dentro de este método (Swider et al., 2018).

Por ejemplo, Cheng et al (2007), establecieron que un aumento en la concentracion
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del polimero en la solucién organica inicial conduce a un aumento del tamafio
volumétrico medio de las nanoparticulas de PLGA; por otro lado determinaron que
un aumento en la miscibilidad del solvente usado en agua en la técnica de

nanoprecipitacion, conduce a una disminucion en el tamafio de las nanoparticulas.

Las nanoparticulas de PLGA se pueden funcionalizar con polietilenglicol
(PEG) u otros polimeros hidroéfilos, dando como resultado que se vuelvan casi
invisibles para el sistema reticulo-endotelial, que es responsable de la eliminacién de
particulas del torrente sanguineo (Pelaz et al., 2015). El tiempo de retencién para las
particulas hidréfilas es comparativamente mas largo que para las particulas
hidrofobas; es decir, la adicién de PEG (polimero soluble en agua) ayuda a que las
nanoparticulas circulen por la sangre durante mas tiempo, y reduce las interacciones
con biomoléculas como lipidos o proteinas séricas (Swider et al., 2018). El PEG
(Figura 4) no es un polimero biodegradable porque se excreta inalterado en el rifién
y no sufre ningun proceso de biodegradacién en el cuerpo, por lo que tampoco se

acumula en los tejidos (Locatelli & Comes Franchini, 2012).
Figura 4

Estructura quimica del polietilenglicol o PEG

AN

Nota. Adaptado de “Polyethylene glycol (PEG): a versatile polymer for
pharmaceutical applications” (p. 1258), por A. D’ souza, 2016, Expert Opinion on

Drug Delivery, 13(9).
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Nanoparticulas Inorgénicas.

Las nanoparticulas inorganicas son aquellas que tienen de base materiales
como la plata, el zinc y el cobre; aunque también se puede usar oro, hierro, silice
(Pandey & Dahiya, 2016), cobalto y niquel; siendo estos Ultimos los menos utilizados

por su toxicidad y vulnerabilidad a la oxidacion (Khalid et al., 2020).

Las NPs inorganicas se pueden sintetizar por métodos fisicos y quimicos.
Los primeros dependen del principio de subdividir los materiales precursores a
granel en nanoparticulas mas pequefias, mientras que el enfoque quimico implica la
reduccion de iones metalicos en atomos metalicos en presencia de agentes

estabilizantes, seguida de la agregacion controlada de a&tomos (Kango et al., 2013)

Las caracteristicas del material del que parte las nanoparticulas inorganicas
van a determinar sus propiedades fisicas, eléctricas, magnéticas y Opticas. Las NPs
inorganicas se caracterizan por presentar variabilidad en su tamafio, estructura y
geometria; son adecuadas para aplicaciones terandsticas y estan limitadas en
toxicidad y solubilidad (Mitchell et al., 2021). Ademas su estabilidad, facilidad de
sintesis y sus propiedades magnéticas, épticas y electrénicas hacen que las NP
inorganicas sean atractivas para la obtencién de imagenes y ablacién de tejido

maligno en terapias de cancer (Bayda et al., 2017) (Labouta & Schneider, 2013).

Las nanoparticulas de plata son utilizadas en el tratamiento de infecciones
bacterianas en quemaduras, heridas abiertas y Ulceras cronicas, gracias a su efecto
bactericida (Labouta & Schneider, 2013). Las NPs de 6xido de zinc son usadas en el
campo de la cosmetologia y medicina como agente antibacteriano y catalizador, sin
embargo se ha reportado varios tipos de toxicidad asociados a este tipo de NPs,
como citotoxicidad, genotoxicidad, toxicidad pulmonar, entre otros (Keerthana &
Kumar, 2020). Las NPs de cobre se usan ampliamente como apésitos para heridas y
en aplicaciones modernas como sensores de gas, superconductores de alta

temperatura y células solares (Rafique et al., 2017).
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La modificacion de la superficie de nanoparticulas inorganicas ha atraido
mucha atencién porque produce una excelente integracion y una interfaz mejorada
entre nanoparticulas y matrices poliméricas (Kango et al., 2013). La integracion de
nanoparticulas inorganicas con matrices poliméricas combinan las funcionalidades
de ambas para generar un tipo de nanomaterial con mejores propiedades Opticas,
mecanicas, eléctricas, magnéticas, reoldgicas y retardantes al fuego (Breiner &

Mark, 1998) (Rong et al., 2001).

Nanoparticulas Basadas en Lipidos.

Su estructura tipica es esférica y comprende al menos una bicapa lipidica
gue rodea un compartimento acuoso interno (Mitchell et al., 2021). Pueden
transportar moléculas hidrofobicas e hidrofilicas, mostrar muy poca o ninguna
toxicidad y aumentar el tiempo de accion del farmaco mediante una vida media
prolongada y una liberacién controlada del mismo (Garcia-Pinel et al., 2019). El
interés creciente en los sistemas basados en lipidos se debe a que mejoran la
biodisponibilidad oral, reducen la variabilidad del perfil plasmatico y mejora la
caracterizacion de excipientes lipoides (Ekambaram et al., 2012). Existen tres tipos

de nanoparticulas basadas en lipidos que se describen brevemente a continuacion:

Liposomas. Como se observa en la Figura 5, los liposomas suelen estar
compuestos por fosfolipidos que pueden formar estructuras vesiculares unilaminares
y multilaminares, lo que le da la capacidad de encapsular farmacos hidréfilos,
hidrofobos vy lipéfilos (Mitchell et al., 2021). Pueden actuar como sistemas mejorados
de administracion de farmacos cuando actian como liposomas activos, que tienen la
capacidad de desestabilizar sus membranas mediante el uso de estimulos externos
como la temperatura (Ewe et al., 2014), pH (Shi et al., 2002), ultrasonido (Suzuki et

al., 2010), enzimas especificas (Meers, 2001), entre otros (Chen et al., 2017).
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Figura 5

Estructura de un liposoma

Nota. Adaptado de “Lipid-based nanoparticles for contrast-enhanced MRI and

molecular imaging” (p.144), por Mulder et al., 2006, NMR in Biomedicine, 9 (1).

Nanoparticulas sélidas de lipidos (SLN). Sistemas formados de
componentes lipidicos fisiol6gicamente tolerados que se encuentran en estado
solido a temperatura ambiente (Ekambaram et al., 2012). Pueden transportar una
variedad de terapeuticos como pequefias moléculas, grandes biomoléculas como
polisacéaridos, material genético (ADN/ARNIp) y antigenos de vacunas (Paliwal et al.,
2020). Ofrecen ventajas combinatorias de los sistemas de nanoparticulas
poliméricas, emulsiones grasas y liposomas (Paliwal et al., 2020); algunas de estas
ventajas son biocompatibilidad (Li et al., 2009), mejoramiento de la estabilidad del
farmaco (Shilpi et al., 2015), proteccion de farmacos labiles sensibles al medio
ambiente (Valdes et al., 2020) y administracion dirigida del farmaco (Esposito et al.,

2019).

Portadores de lipidos nanoestructurados (NLC). Se crean a partir de una
mezcla de lipidos en fase sélida y liquida (Puri et al., 2009). Este sistema se
desarroll6 para superar las limitaciones de los SLN; por tanto, los NLC tienen una
mayor capacidad de carga de farmaco y también podrian evitar la expulsién del

farmaco durante el almacenamiento al evitar la cristalizacion de lipidos debido a la
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presencia de lipidos liquidos en la formulacion de NLC (Garcia-Pinel et al., 2019).

También presenta ciertas ventajas sobre los sistemas de liposomas ya que la

disponibilidad de métodos adecuados para la produccion a gran escala de NLC

resuelve el costoso requisito tecnoldgico que implica la produccién en masa de

liposomas (Muller et al., 2005). Los NLC son sistemas biocompatibles que se

distinguen por una morfologia rigida que contribuye a sus propiedades Unicas en

comparacion con otras formulaciones a base de lipidos (H. Muller et al., 2011).

Sintesis de nanoparticulas

Los métodos de sintesis de nanopatrticulas se clasifican en métodos de arriba

hacia abajo (top-down) y de abajo hacia arriba (bottom-up). Como se observa en la

Figura 6, la principal diferencia entre ambos es el material de partida para la

preparacion de las nanoparticulas. En los métodos top-down se parte del material a

granel y se reduce a nanoparticulas mediante procesos fisicos, quimicos y

mecanicos; mientras que en los métodos bottom-up, el material de partida son los

atomos o moléculas (Jamkhande et al., 2019).

Figura 6

Clasificaciéon de los métodos de sintesis de nanoparticulas
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Los métodos bottom-up o también conocidos como métodos de abajo hacia

arriba, se refieren a la construccién de un material desde abajo, es decir, atomo por
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atomo, molécula por molécula, agrupacién por agrupacion, entre otros. Son
alternativas que generan menos residuos, y por lo tanto, son mas economicas (Pal,
1986). Pirdlisis, biosintesis, polimerizacién en emulsion y polimerizacion interfacial
estan entre los mas usados; siendo los dos ultimos, métodos empleados para la

sintesis de nanoparticulas poliméricas.

La pirdlisis, como se observa en la Figura 7, es un proceso que implica
guemar un precursor (liquido o vapor) con llama en un horno a alta presién, y
posteriormente recuperar las nanoparticulas a partir de los subproductos y gases de
combustién. Por otro lado, la biosintesis es un proceso ecoldgico y respetuoso con el
medio ambiente, ya que utiliza bacterias, hongos, extractos de plantas, entre otros;
gue junto con los precursores adecuados van a producir nanoparticulas (Ealias &

Saravanakumar, 2017).

Figura 7

Esquema de la sintesis de pirdlisis por aspersién de llama

N
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Evaporacion y combustion
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Dispersion de precursores
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Dispersion de gas

Solucion precursora

Nota. Adaptado de Metal Oxide Nanostructures (p.33), por Nunes et al., 2019.
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La polimerizacién en emulsién es un método en el cual se disuelve el
tensoactivo o surfactante en una fase acuosa junto con el farmaco, hasta que se
alcanza la concentracion micelar critica (CMC). El interior de la micela proporciona
las condiciones adecuadas para la polimerizacién. Luego se afiade el monémero
gue representa una fase oleosa y se agita la mezcla para formar la emulsién. Por
altimo se realiza la neutralizacién de la suspension y la filtracién de las

nanoparticulas poliméricas (Mawunya & Soé$, n.d.).

El método de polimerizacion interfacial tiene lugar en la interfaz de dos fases
miscibles, lo que permite que exista una gran flexibilidad en la topologia de la
superficie y las propiedades quimicas de los materiales funcionales preparados

(Song et al., 2017).

Métodos Top-Down

El enfoque de arriba hacia abajo implica la descomposicion del material a
granel en estructuras de tamafio nanométrico. Estos métodos son simples, aunque
el mayor problema son los defectos estructurales que se generan en la superficie del
nanomaterial (Pal, 1986). Algunos de los métodos top-down mas utilizados que
emplean polimeros para la sintesis de nanoparticulas son: salting-out,

nanoprecipitacién y evaporacién en emulsion (Y. Wang et al., 2016).

Nanoprecipitacién. También conocido como método de desplazamiento de
solvente. Es una técnica realizada en un solo paso, donde las nanoparticulas se
obtienen de forma instantanea; por lo que resulta rapido y facil de desarrollar. Las
nanoparticulas se forman en una suspension coloidal cuando la fase organica se

agrega lentamente a la fase acuosa con agitacion moderada (Y. Wang et al., 2016).

La técnica requiere dos solventes miscibles; idealmente el polimero y el
farmaco deben disolverse en el primero (el disolvente), pero no en el segundo

sistema (el no disolvente). La Figura 8 es un esquema de este proceso: el polimero y
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el farmaco se disuelven en la solucidén organica que, a su vez, puede ser mezclada
en agua, por ejemplo, acetona o metanol; esta solucion luego se afiade gota a gota

a una solucién acuosa (Y. Wang et al., 2016).

Tan pronto como el disolvente que contiene el polimero se ha difundido en el
medio de dispersidn, el polimero precipita, lo que implica un atrapamiento del
farmaco (Pifidn-Segundo et al., 2017). La formacion rapida de las nanopatrticulas
obedece al efecto Marangoni, que se debe a las turbulencias interfaciales que tienen
lugar en la interfaz del solvente y el no solvente y resultan de fenémenos complejos

como el flujo, la difusién, y las variaciones de tensién superficial (Bilati et al., 2005).

Figura 8

Método de nanoprecipitacion para la sintesis de nanoparticulas poliméricas

Solucion organica
(polimero + farmaco)

Solucién acuosa
(agua + surfactante
opcional)

Precipitacién del polimero y
formacién de la nanoparticula

Polimero @ Farmaco

Tanto la nanoprecipitacién como los otros métodos top-down antes
mencionados (salting-out y evaporacion en emulsion) comparten dos pasos

principales: el primero que consiste en preparar un sistema emulsionado y el
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segundo paso donde las NPs se endurecen y se forman. Este Ultimo va a variar
dependiendo de la técnica que se esté empleando: por ejemplo, en la técnica de
salting-out, la fase acuosa consiste en una solucién saturada de electrolito, lo que
provoca que en esta técnica no se dé la difusion del disolvente debido a la existencia

de sales.

Por otro lado, en la técnica de evaporacion en emulsion, se evapora el
solvente organico al vacio para que se precipite el polimero y se formen las

nanoparticulas (Y. Wang et al., 2016).

Caracterizaciéon de nanoparticulas

Las nanoparticulas poliméricas se pueden caracterizar en funcion de algunos
aspectos y de acuerdo a ello se aplicara un método u otro. Se puede caracterizar el
material de partida del polimero (FTIR, TGA, NMR, ICP-MS, DSC, RP-HPLC
acoplado con ELSD, GPC, MALLS), el tamafio (técnicas de dispersion de luz, TEM,
SEM, AFM, criogenia, tomografia tridimensional, rayos X de energia dispersiva),
caracteristicas de superficie (DLS, técnicas de separacion, RP-HPLC con UV-VIS,
ensayos bioldgicos, XRD, entre otros), la carga y concentracion del farmaco (ELSD,
CAD, espectrometria de masa, RP-HPLC con UV-VIS), entrega del farmaco (didlisis
de equilibrio, ultra centrifugacion, ultrafiltracién, células de difusién), estabilidad
(dispersion de luz, difraccién laser, EM, AFM) y reproducibilidad (RP-HPLC, didlisis
de equilibrio, ultra centrifugacion, ultrafiltracién, células de difusion) (Pazmifio Viteri

et al., 2020).

Microscopio electrénico de barrido (SEM).
Este instrumento es un método de caracterizacion en el que, con haces de
electrones de alta energia, se escanea la superficie de la muestra, pudiendo

establecer el tamafio, forma y textura del analito (Figura 9).
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SEM llega a producir imagenes de alta resolucion donde se pueden ver
particulas de menos de 1 nm (Titus et al., 2019), pero solo funciona con muestras
deshidratas y conductoras; es por eso que en el caso de particulas no metalicas, se
requiere de un dispositivo de recubrimiento por pulverizacién catédica que cubra la

muestra con un material conductor, generalmente oro (Amidon et al., 2009).
Figura 9

Disefio y funcién de SEM
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Nota. Adaptado de “Characterization of Tin-Oxide (SnO- -Ni) Based Sensors” (p.94),
por K. Kanakamedala, 2019, International Journal of Emerging Technology and

Advanced Engineering, 9(6).

Con este método es mas dificil generar una distribucion del tamafio de
particula ya que, si bien la informacién obtenida es visual y descriptiva, por lo
general es no cuantitativa, ya que solo se ven unas pocas particulas en el campo de
vision. Sin embargo, cuando se utiliza SEM con otras técnicas como la difraccién

laser, puede proporcionar informacion adicional valiosa sobre la textura de las
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particulas, lo que puede ayudar a explicar los problemas de aglomeracion o flujo

(Amidon et al., 2009).

Dispersién de luz dinamica (DLS).

La dispersion de luz dindmica es una técnica que mide el tamafio
hidrodinamico (Kumar et al., 2020) y la distribucion de particulas en dispersiéon
(Pilaquinga et al., 2019), cuantificando el movimiento por difusion. El método se basa
en el movimiento Browniano de las particulas, el cual hace que la luz laser que
proviene del equipo se disemine en diferentes intensidades, las cuales son
analizadas para obtener la velocidad del movimiento Browniano, y por lo tanto, el
tamano de particula mediante la relacion de Stokes-Einstein: (IESMAT, n.d.)

kT 1)
e6mnr

Donde D es el coeficiente de difusion, k es la constante de Boltzmann, T la

temperatura absoluta, n la viscosidad y r el radio de la particula.

El coeficiente de difusion depende del tamafio de las particulas, cuanto mas
pequefias son las particulas, mas rapidos son sus movimientos. Las altas

temperaturas también aumentan el movimiento browniano (Mahmood et al., 2017).

Como se puede ver en la ecuacion (1), la ley de Stokes-Einstein expresa el
coeficiente de difusion en términos de viscosidad del solvente y radio molecular del
soluto, se basa en el supuesto de que un ion o molécula en difusién se mueve entre

moléculas de soluto como lo hace una entidad macroscépica (Schiller, 1991).

Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR).
Es una herramienta muy versatil para la caracterizacion de la superficie de
las nanoparticulas. En condiciones especificas, se puede determinar la composicion

guimica de la superficie de las nanoparticulas (Kumar et al., 2018) y se pueden
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identificar los sitios reactivos de la superficie responsables de la reactividad de la

superficie (Baraton & Merhari, 2007) (KUMAR et al., 2016).

Andlisis termogravimétrico (TGA)

Es una técnica experimental para medir el cambio de masa de una muestra
en funcion de la temperatura y/o el tiempo, en una atmdsfera controlada. El TGA se
puede utilizar para determinar las propiedades y caracteristicas de los polimeros, las
temperaturas de descomposicion de los polimeros, el contenido de humedad
absorbida o el contenido de metal residual en una muestra (Dongargaonkar &

Clogston, 2018).

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

DSC es un aparato que mide el cambio en las propiedades fisicas de una
muestra, y el cambio de la temperatura en dependencia del tiempo (Haynie, 2001).
Mientras sucede la variacion de temperatura, este aparato mide una cantidad de
calor, difundido o absorbido por la muestra, en base a una comparacién diferencial
dada entre la temperatura de la muestra y la temperatura del material de referencia

(Gallagher, 1998).

Microscopio de Fuerza Atdmica (AFM)

A diferencia de otras técnicas de microscopia, el AFM ofrece visualizacién de
particulas individuales y grupos de particulas, en tres dimensiones (Rao et al., 2007).
También brinda informacién de sus propiedades fisicas como el tamafio, la
morfologia, la textura de la superficie y la rugosidad. Ademas puede caracterizar
nanoparticulas en multiples medios, incluido el aire, entornos controlados e incluso

dispersiones liquidas (Scalf & West, 2006).

Difraccion de rayos X (XRD).
Es una de las técnicas mas usadas en la caracterizacién de nanoparticulas.

Normalmente, XRD proporciona informacion sobre la estructura cristalina (Kumar et
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al., 2020), la naturaleza de la fase, los parametros de la red y el tamafio de grano
cristalino (Mourdikoudis et al., 2018). También se utiliza para determinar el espesor
de peliculas delgadas, asi como las disposiciones atbmicas en materiales amorfos

como los polimeros (R. Sharma et al., 2012).

Microscopio electrénico de transmision (TEM).

Es una técnica no invasiva que proporciona informacion sobre la forma, el
tamano y la morfologia general de las nanoparticulas. Esta técnica también se utiliza
para demostrar la encapsulacion de farmacos y la formacion de particulas nucleo-
capa mediante diferencias de contraste. Ademas, ayuda a diferenciar las
nanoparticulas sintetizadas con polimeros de distinto peso molecular (Pazmifio Viteri

et al., 2020).

Aplicaciones de las nanoparticulas

Las nanoparticulas tienen un sinnimero de aplicaciones en diferentes areas
como: medicina, biologia, electrénica, medio ambiente, industria mecénica, entre
otras (Kumar et al., 2020). Una de las ramas mas demandadas para las
nanoparticulas es la medicina, ya que tienen un uso potencial para la administracion
de medicamentos, logrando una mayor eficiencia terapéutica y efectos secundarios

debilitados.

Las propiedades Opticas de las nanoparticulas (principalmente
nanoparticulas metalicas) ha permitido su aplicacion en imagenes biolégicas y
celulares, asi como en aplicaciones terapéuticas fototérmicas (I. Khan et al., 2019)

(Kumar et al., 2015).

El hecho de que las nanoparticulas existan en el mismo dominio de tamafio
gue las proteinas, las hace adecuadas para el etiquetado biol6gico; sin embargo,
para interactuar con el objetivo bioldgico, es necesario que la nanoparticula sea

recubierta por una capa que actie como interfaz bioinorganica.
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Ejemplos de recubrimientos biolégicos pueden incluir anticuerpos,
biopolimeros como el coldgeno o monocapas de moléculas pequefias que hacen
gue las nanoparticulas sean biocompatibles. Por lo tanto, las nanoparticulas pueden
adquirir diferentes configuraciones para volverlas aptas para aplicaciones médicas o

biolégicas (Figura 10).
Figura 10
Configuraciones tipicas usadas en nanoparticulas
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Nota. Adaptado de “Applications of nanoparticles in biology and medicine” (p. 2), por

O. Salata, 2004, Journal of Nanobiotechnology, 2.

Recientemente, las NPs similares a enzimas se han convertido en un area de
interés creciente ya que, comparadas con las enzimas naturales, las NPs similares a
enzimas son estables frente a la desnaturalizacion, de bajo costo, de facil
tratamiento y almacenamiento, y altamente resistentes a elevadas concentraciones
de sustrato. Gracias a estas propiedades, las NPs se han aplicado con éxito al
andlisis bioquimico y la degradacion de contaminantes orgénicos (J. Xie et al.,

2012). En el area de remediacién ambiental, las nanoparticulas también juegan un
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papel fundamental, ya que, gracias a algunas de sus propiedades como su gran
superficie especifica, alta capacidad de adsorcién y modificacion a baja temperatura,
son consideradas como extractantes prometedores de contaminantes para la
depuracién de aguas naturales y efluentes industriales. Las nanoparticulas de
FeO/NiO cerovalentes, y las nanoparticulas quimicamente modificadas de silice,
titania, zirconia y magnesia son altamente efectivas en este campo (Kaur & Gupta,

2009).

Diferentes formulaciones de PLGA han sido una opcién comudn para la
produccion de una variedad de dispositivos biomédicos como injertos, suturas,
implantes y dispositivos prostéticos (R. A. Jain, 2000). A pesar de 31 afios de
investigacion y desarrollo, solo hay 19 formulaciones basadas en PLGA aprobadas
por la FDA (Tabla 12) ya que hay una gran ausencia de equivalentes genéricos

aprobados basados en PLGA (Ochi et al., 2021).

Entre estas formulaciones se encuentran microesferas (Arshady, 1991),
microcapsulas (Yeh et al., 1996), nanoparticulas (Desai et al., 2010), pellets (G.
Sharma et al., 2007), implantes (Klose et al., 2008), entre otros (T. Ahmed, 2015).
Por ejemplo, las microesferas de acetato de leuprolida (Lupron Depot ®) fue el
primer producto de microesferas inyectables basado en PLGA lanzado en el
mercado estadounidense (Ochi et al., 2021) destinado al tratamiento del cancer de
prostata (Ming et al., 2009). Zoladex® y Eligard® son dos formulaciones de
liberacion sostenida a base de matriz polimérica. Eligard®, un implante de depdésito
inyectable de formacion in situ para la administracion de acetato de leuprolida,
Zoladex® se suministra como una jeringa precargada que contiene acetato de

goserelina disperso en una matriz PLGA cilindrica (Schwendeman et al., 2014).
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Productos basados en PLGA y aprobados por la FDA
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. , ., i Ref
Nombre del producto Ingrediente Activo Duracion Aho d?, ©
aprobacion
Okada et al., 1994
Lupron Depot® Acetato de leuprolida 1,3,4,6 meses 1989 ( )
(Fernandez Del
Zoladex® Depot Acetato de goserelina 1,3 meses 1989 Moral et al., 1996)
. : Garland et al.,
Sandostatin® LAR Acetato de octreotida 1 mes 1998 ( 2003)
(M. Ahmed &
Atridox® Hiclato de doxiciclina 1 semana 1998 Vandana, 2012)
, i Kemp et al., 2004
Nutropin Depot® Somatotropina 1 mes 1999 ( P )
) ) (Teillac et al., 2004)
Trelstar® Pamoato de triptorelina 1,3,6 meses 2000
: . ichael, 2012
Somatuline® Depot Lanreotida 1 mes 2000 (Carmichael, 2012)
) L (Persson et al.,
Arestin® HCI de minociclina 2 semanas 2001 2006)
_ _ Okada et al., 1994
Eligard® Acetato de leuprolida 1,3,4,6 meses 2002 ( )
. . . . Rawat et al., 2012
Risperidal® Risperidona 2 semanas 2003 ( )
- Dean, 2005
Vivitrol® Naltrexona 1 mes 2006 (Dean )
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. : ., Afio de Ref
Nombre del producto Ingrediente Activo Duracion aprobacion
(Saincher & Gottlieb,
Ozurdex® Dexametasona 3 meses 2009 2020)
(Santarelli & Han,
Propel® Furoato de mometasona 1 mes 2011 2016)
_ (Painter et al., 2013)
Bydureon® Xenatida 1 semana 2012
. Okada et al., 1994
Lupaneta Pack™ Acetato de leuprolida 3 meses 2012 ( )
L o (Samson, 2016)
Signifor® LAR Pasireotida 1 mes 2014
. . . . (Paik et al., 2019)
Zilretta® Acetoamida de triamcinolona 3 meses 2017
Lorman, 2018
Sublocade™ Buprenorfina 1 mes 2017 ( )
. . K l., 201
Perseris™ Risperidona 1 mes 2018 (Karas et al., 2019)

Nota. Recuperado de Ochi et al., (2021). Influence of PLGA molecular weight distribution on leuprolide release from microspheres.

International Journal of Pharmaceutics, 599, 120450.
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Capitulo Ill: Materiales y métodos
Se realizaron dos ensayos diferentes, el ensayo 1y 2. En ambos se utilizé el
mismo proceso de sintesis (nanoprecipitacion) y los mismos métodos de
caracterizacion de nanoparticulas (DLS y SEM). La diferencia entre ambos fue el
ndmero de nanoparticulas analizadas. A continuacion, se detalla la metodologia

aplicada para los dos ensayos:

Sintesis de nanoparticulas de PLGA

Para la sintesis de nanoparticulas de PLGA se utiliz la técnica de
nanoprecipitacion (Figura 11). Se diluyeron 10 mg de PLGA en 1 mL de acetona,
solucion que se agitd por 2 horas a 237 rpm. Transcurrido este tiempo, se recupero
esta solucién con una micropipeta y se la hizo gotear a una velocidad de 1 gota cada
15 segundos sobre una mezcla que contenia 5 mL de agua con 5 mL de una
solucion de 0.01 mg/mL de PEG. La mezcla final se agité a 237 rpm durante 10

minutos.

Todo el proceso se llevé a cabo en un ambiente controlado en el cual se
aplicaron cinco temperaturas diferentes: 10°C, 20°C, 30°C, 40°C y 50°C. Para evitar
la volatilizacién del solvente se cerr6 el sistema herméticamente dentro de una
campana de extraccion. Las nanopatrticulas sintetizadas se almacenaron a 4°C para

Su posterior caracterizacion.
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Figura 11

Técnica de nanoprecipitacion para la sintesis de nanoparticulas de PLGA
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Caracterizacion de nanoparticulas de PLGA
La caracterizacion se llevé a cabo por dos métodos: Dispersion de luz
dindmica-DLS (HORIBA LB-550) y Microscopio Electrénico de Barrido-SEM (FEG-

SEM TESCAN MIRA 3)

Caracterizacion en DLS

Para la medicion del tamafio de nanoparticulas en DLS, se tomaron en
cuenta dos muestras: una concentrada y otra diluida, para cada tratamiento. La
muestra concentrada corresponde a la que se obtuvo directamente de la sintesis por
nanoprecipitacion, el volumen de muestra agregado a la celda de cuarzo fue de 3
mL Para obtener la muestra diluida, se disolvieron 100 uL de muestra en 3 mL de
agua destilada (Figura 12). La disolucién se realizé porque la muestra generalmente
es muy densa, por lo que el espacio entre las nanoparticulas se reduce, formando

aglomerados que aumentan el promedio de la medicion (Farrell & Brousseau, 2014),
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en cambio, en una muestra diluida las nanoparticulas estan mas dispersas y se

facilita su caracterizacion.

Figura 12

Caracterizacién en DLS

|

Muestra concentrada
3 mL NPs

Dispersién dinamica de luz

Muéétra diluida
100 mL NPs + 3 mL de agua destilada

Caracterizacion en SEM

Como se observa en la Figura 13, para la visualizacion de nanoparticulas en
SEM se coloc6 10 uL de la muestra sobre una oblea de silicio fijada sobre un
portamuestras de aluminio con cinta de carbono doble faz. A continuacion, se dejo
secar dentro de una cabina de extraccién de gases durante 3 horas con flujo de aire
encendido, y posteriormente se recubrié con una capa de oro de 20 nm de espesor,
utilizando el Sputter coating Quorum Q150 R ES. Se obtuvieron micrografias por
cada tratamiento con un voltaje de aceleracion de 5kV. Posteriormente se realizé el

andlisis y medicion de didmetros en el software Fiji.
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Figura 13

Caracterizacion en SEM

10 uL de .
NPs \ o y
\ | D
‘ 4 T o
Portamuestra de _— Recubrimiento L
aluminio Secado por 3 horas en cabina de con oro o, ) .
extraccion de gases Visualizacion de NPs en microscopio

electronico de barrido (SEM)

Medicién de diametros de nanoparticulas

Utilizando el software Fiji, se midio el diametro largo (DL) y el didmetro corto
(DC) (Figura 14) de las nanoparticulas para cada temperatura (10, 20, 30,40y
50°C). Los datos obtenidos fueron registrados en Microsoft Excel, donde se obtuvo
el promedio, desviacién estandar, curtosis, coeficiente de asimetria y la esfericidad

de las nanoparticulas, aplicando, para esta Ultima, la Ecuacion (2 establecida por

Riley (1941).

E icidad = be @
sfericidad = DL

Figura 14

Diametro largo (DL) y corto (DC) de una nanoparticula

DC (nm)

T

DL (hm)

Los valores del coeficiente de asimetria y curtosis indicaron la forma de la

distribucion de las variables estudiadas (diametros y esfericidad) (Molina & Rodrigo,
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2014). El coeficiente de asimetria mide el grado de asimetria de la distribucién con
respecto a la media. Si este valor es mayor a cero, indica que la distribucion se
encuentra sesgada hacia la izquierda, si es menor a cero, significa que la
distribuciéon se sesga a la derecha y un valor de cero significa que la distribucién es

simétrica (Quesada & Vergara, 2007).

La curtosis es un valor que determina que tan apuntada o achatada es una
distribucién cuando se la compara con un comportamiento o distribucion normal. Se
dice que es una distribucidbn mesocdrtica si sus datos se distribuyen igual que una
variable normal. En este caso, su coeficiente de curtosis es 0. La distribucion es
leptocdrtica si los datos estan méas apegados hacia la media, tomando un valor de
curtosis positivo. Y es una distribucién platicurtica si los datos estan muy dispersos y
el valor de la curtosis es menor a 0 (Oliva, 2010). Esta informacién se puede

entender mejor con el siguiente gréfico:

Figura 15

Tipos de curvas de distribucién dependientes de la curtosis

Mesocurtica

, \ liCilrtica

Nota. Adaptado de “Diferencias en la estimacion del coeficiente de curtosis en

diferentes softwares estadisticos” (p. 12), por L. Aguilar, 2019, e-Agronegocios, 5(2).
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Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizé el software Info Stat.
Primero se analiz6 la normalidad a través del método grafico de Q-Q plot y el
método analitico de Shapiro-Wilks modificado; luego se comprobé la
homocedasticidad de los datos a través del grafico de dispersion de residuos vs
predichos, de la variable de interés. En el caso de cumplir ambos supuestos, se
realizé el andlisis de varianza paramétrico o ANOVA para conocer si los datos
presentan diferencias significativas y determinar si las variables estudiadas
(temperatura y repeticiones) influyen en el tamafio de las nanoparticulas (Chan,

2003).

Si no se cumplia el supuesto de normalidad, se procedi6é hacer un analisis de
varianza no paramétrico. Existen 2 posibles pruebas para el analisis de varianza no
paramétrico: el test de Kruskal Wallis y la prueba de la mediana, ambas utilizadas
cuando se trabaja con varias muestras de datos independientes (Gémez et al.,
2003). La prueba de la mediana se aplica cuando la variable independiente (en este
caso la temperatura) es categorica, es decir, es una variable que puede tomar uno
de un nimero limitado, y por lo general fijo, de posibles valores (Crawford, 1997); y
las variables independientes (tamafio, diametros y esfericidad) tiene, al menos, un
nivel de medida de tipo ordinal, es decir, que se puede ordenar de forma jerarquica
(Mishra et al., 2018). A partir de esta informacion, se descart6 el uso de esta prueba

ya que no cumple con el requisito de las variables independientes de tipo ordinal.

A. Horst & Bradley (2014) en su investigacion mencionan que, para aplicar la
prueba de Kruskal Wallis, se deben cumplir 3 supuestos: datos tomados al azar de
las poblaciones, observaciones independientes y distribuciones similares. Si se
confirma el cumplimiento de estos supuestos, se puede aplicar esta prueba y

posteriormente determinar qué grupos presentan diferencias mediante una



comparacion de a pares. A continuacién, se presenta una comparacion en la

metodologia de los ensayos 1y 2:

Tabla 3: Resumen de la metodologia llevada a cabo en los ensayos 1y 2

PROCESO DETALLE ENSAYO 1 ENSAYO 2
Sintesis de y Método utlllza(.jt(.), | Nanoprecipitacion
NPs eces que se repitié e 1 3
proceso
Caracterizacioén Métodos utilizados DLS y SEM
de NPs Namero de NPs analizadas ~ 2000-4000 9000
Anélisis Prueba para datos de DLS ANOVA

estadistico Prueba para datos de SEM

Kruskal Wallis
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Capitulo IV: Resultados

Caracterizacion de nanoparticulas en DLS

En la Tabla 4 se detallan los tamafios de las nanoparticulas y su desviacion
estandar obtenidas a partir de DLS, para el ensayo 1. Como se puede observar hay
pocos datos ya que solo se midié una vez la muestra correspondiente a cada
temperatura (una sola muestra). Los tamafios de muestras diluidas y concentradas
se encuentran en un rango entre 162 a 208 nm, aproximadamente; donde la muestra
mas pequefa corresponde a la muestra diluida de 40°C, con un valor de 162 + 54,6
nm. La muestra méas grande corresponde al tratamiento de muestra diluida de 10°C,
con un valor de 208,3 £ 67,2 nm. Como se observa en la Figura 16, los tamafios en
muestras concentradas y diluidas de este ensayo, disminuyen en el rango de 10°C

hasta 40°C y aumentan desde 40°C hasta 50°C.

Tabla 4

Tamafo y desviacion estandar, medidos en nanémetros, y obtenidos mediante la

caracterizacion por DLS en el Ensayo 1

ENSAYO 1
Temperatura (°C) MC (nm) MD (nm)
10 197,1 £+ 53,4 208,3+ 67,2
20 184,9 £ 52,6 189 + 59,8
30 176,2 £ 50,8 165 + 57,3
40 175,4 + 49 162 + 54,6
50 180,2 + 57,8 194 + 62

Nota. MC: muestra concentrada; MD: muestra diluida

En la Figura 16 se observa de forma grafica los tamafios promedio en cada

temperatura para muestras diluidas y concentradas, para el primer ensayo.



58

Figura 16

Grafico de lineas de los tamafios promedio y desviacion estandar obtenidos en DLS

para el ensayo 1
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En la Tabla 5 se detallan los tamafios de las nanoparticulas y su desviacion
estandar obtenidas a partir de DLS, para el ensayo 2. En este caso se tienen mas
datos que el ensayo 1 porque se midieron 3 veces cada muestra correspondiente a
cada temperatura (3 muestras por temperatura). Los tamafios de muestras diluidas y
concentradas se encuentran en un rango entre 144 a 221 nm, aproximadamente;
donde la muestra mas pequefa corresponde al tratamiento 30°C, MC, repeticiéon 3,
medicién 3, con un valor de 144,9 + 60,2 nm. La muestra mas grande corresponde al
tratamiento 40°C, MC, repeticion 1, medicién 3, con un valor de 221,7 £ 61,6 nm. En
la mayoria de casos el tamafio de las nanoparticulas concentradas es mayor que el
tamafio de las nanoparticulas diluidas. En el ensayo 2, el tamafio promedio en las
muestras concentradas disminuye cuando varia la temperatura de 10 a 20°C y de 40
a 50°C, en el rango de 20 a 40°C, el tamafio aumenta progresivamente. Las
muestras diluidas tienen un comportamiento diferente ya que el tamafio disminuye
de 20 a 30°C y de 40 a 50°C, mientras que de 10 a 20°C y de 30 a 40°C, aumenta,

esto se puede observar en la Figura 17.
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ENSAYO 2
T N° de Repeticion 1 Repeticion 2 Repeticion 3 Promedio (nm)
(°C) medicion MC MD MC MD MC MD MC MD
1 177,6 £ 59,2 159,5+56,3 166,7+54,5 159,4+50,5 1929+524 187,3+49,2 179,1+554 168,7+52,0
2 181,6 + 54,8 160,7+57,8 162,9+58,1 149,0+53,3 1994+52,1 1855%+510 181,3+550 1651+54,0
10 3 158,77+ 46,1 165,1+514 1695+549 146,7+56,6 187,3+x54,7 182,0x62,1 171,8+519 164,6=*56,7
Promedio
(hm) 172,6 + 53,4 161,8+552 166,4+558 151,7+53,5 193,2+53,1 1849+541 177,4+541 166,1+54,2
1 161,9+47,2 179,4+512 1748513 181,2+450 189,0x546 184,7+59,1 1752+51,0 181,8+51,8
2 170,4+55,7 178,1+56,0 1759+450 1748x+42,1 1679+x498 178,4+538 171,4+50,2 177,1+50,6
20 3 171,3+60,7 178,9+52,7 181,6+49,0 171,3x455 172,7+53,7 178,4+53,8 1752+545 176,2+50,7
Promedio
(hm) 1679545 178,8+53,3 177,4+48,4 1758=x442 176,5+x52,7 180,5+556 173,9+519 178,4+51,0
1 188,2+59,0 169,6+584 169,4+459 1752+493 181,8+53,1 190,1+549 179,8+52,7 178,3+54,2
2 1954+515 178,4+515 1755+512 1710512 1716+64,5 189,6+54,4 180,8+55,7 179,7+52/4
30 3 185,9+53,6 178,3+51,1 176,4+46,5 179,9+50,5 176,7+62,8 1705+69,1 179,7+543 176,2+56,9
Promedio
(hm) 189,8+54,7 175,4+53,7 173,8+x479 1754503 176,7+60,1 183,4+595 180,1+54,2 178,1+545
40 1 218,1+64,0 212,1+61,0 184,3+50,5 1694+459 187,0+x56,1 1834+534 196,5+569 188,3+534



60

2 209,0+56,8 219,8+61,5 181,2+51,0 164,0+59,1 186,7+54,2 1856+56,1 192,3+54,0 189,8+ 58,9

3 221,7+61,6 220,9+64,6 159,5+552 182,0+528 190,3+625 171,6+67,4 190,5+59,8 191,5+61,6
Promedio

(nm) 216,3+60,8 217,6+624 1750+52,2 171,8+526 188,0+57,6 180,2+59,0 193,1+56,9 189,9+58,0

1 166,2 £+ 56,1 156,3+51,3 172,2+47,0 171,8+47,9 139,3+56,0 177,3+46,3 159,2+53,0 168,5+48,5

2 168,8 £+55,0 160,4+525 1750+439 171,8+47,3 138,2+58,2 1775524 160,7+52,4 169,9 +50,7

50 3 168,1+52,3 160,6 45,2 166,2+50,7 169,3+489 1449+60,2 1755+505 159,7+54,4 168,5+48,2
Promedio

(nm) 167,7+54,5 159,1+49,7 171,1+47,2 171,0+48,0 140,8+58,1 176,8+49,7 159,9+53,3 168,9+49,1

Nota. MC: muestra concentrada; MD: muestra diluida



61

En la Figura 17 se observa de forma grafica los tamafios promedio en cada

temperatura para muestras diluidas y concentradas, para el segundo ensayo.

Figura 17

Grafico de lineas de los tamafios promedio y desviacion estandar obtenidos en DLS

para el ensayo 2
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Nota. MC: muestra concentrada, MD: muestra diluida

Caracterizacién de nanoparticulas en SEM
Las imagenes obtenidas de SEM en ambos ensayos mostraron
nanoparticulas de PLGA esféricas, algunas formando aglomerados y otras mas

separadas. La Figura 18 muestra dos ejemplos de las imagenes analizadas.

Para el ensayo 1 se utilizaron 4 imagenes por temperatura (Anexo 1-5). Para
el ensayo 2 se analizaron aproximadamente 5 imagenes por temperatura en cada
repeticion, es decir, el total de datos analizados en el ensayo 2 fueron extraidos de

75 imagenes obtenidas de SEM (Anexo 6-20).
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Figura 18

Nanoparticulas sintetizadas A) a 20°C en el ensayo 1y B) a 40°C, en la segunda

repeticion del ensayo 2

Medicion de didmetros de nanoparticulas obtenidos mediante el software Fiji
En la Tabla 6 se observan los valores para el diametro largo, corto y
esfericidad obtenidos a partir de las imagenes de SEM para el ensayo 1. A partir de
esta tabla y de la Figura 19 se determina que los valores de los diametros aumentan
en el rango de temperatura de 10°C a 20°C y de 40°C a 50°C, y disminuyen en el
rango de 20°C a 40°C, siendo este ultimo el que presentd los diametros mas
pequefios con valores de 110,147 nm para el diametro largo y 90,059 nm para el
diametro corto; mientras que el tratamiento de 50°C fue el que presenté los tamafios
mayores, con un diametro largo de 166,291 nm y diametro corto de 146,302 nm. Por

otro lado, la esfericidad varia entre 0,88 y 0,94 (Figura 20).
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Tabla 6

Promedio en nanémetros del didmetro largo (DL), diametro corto (DC) y esfericidad

(ESF) de las nanopatrticulas sintetizadas a diferentes temperaturas en el ensayo 1

ENSAYO 1
T (°C) DL (nm) DC (nm) ESFERICIDAD
10 138,82 + 46,7 109,964 + 32,6 0,897
20 151,229 + 67,5 121,619 £ 55,2 0,899
30 120,431 + 48,6 94,011 + 36,4 0,888
40 110,147 + 44,6 90,059 + 36,7 0,907
50 166,291 + 75,6 146,302 + 64,9 0,938
Figura 19

Grafico de lineas de los didmetros promedio y su desviacién estandar obtenidos en

Fiji de los datos de SEM, ensayo 1
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Figura 20

Grafico de lineas de la esfericidad de las nanoparticulas caracterizadas en SEM

para el ensayo 1
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En la Tabla 7 se presenta el promedio de los diametros y esfericidad
obtenidos para cada tratamiento en el ensayo 2. Se puede ver que los valores de los
didmetros varian para cada temperatura y repeticiéon, sin seguir un patrén definido;

sin embargo, la esfericidad se mantiene en un rango entre 0,9y 0,91.

En el ensayo 2, las nanoparticulas sintetizadas a 40°C fueron las de mayor
tamafio, con un valor promedio para el diametro largo de 136,87 nm, diametro corto
de 112,31 nm y esfericidad de 0,91. Mientras que las nanoparticulas de menor
tamafo corresponden a una temperatura de 20°C, registrando un didmetro largo

promedio de 119,05 nm; diametro corto de 95,90 nm y esfericidad de 0,90.

El promedio obtenido de las 3 repeticiones para la variable diametro, indica
gue su valor de 10°C a 20°C disminuye, desde los 20°C a los 40°C aumenta, y de
40°C a 50°C vuelve a disminuir. La diferencia en el valor del diametro, cuando éste

disminuye, es de aproximadamente 10 nm.
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Promedio en nanémetros del didmetro largo (DL), didmetro corto (DC) y esfericidad (ESF) de las nanoparticulas sintetizadas por

triplicado, a diferentes temperaturas en el ensayo 2.

ENSAYO 2
Temperatura (°C)
Repeticion 10 20 30 40 50
DL 119,28 + 43 5 117,51 + 38 12491 + 45 4 164,59 + 73 .4 102,99 + 43.1
(nm)
L DC 96,05 + 35,4 91,95 + 29 101,74 + 39 132,98 + 63.6 80,17 + 34,8
(nm)
ESF 0,899 0,887 0,901 0,896 0,882
(nm)
DL 12520 + 45 7 114,78 + 354 121,90 + 43 4 123,68 + 43 4 126,70 +50.3
(nm)
) DC 102,94 + 38,1 93,04 + 30,4 99,91 + 37,3 102,77 + 37,3 105,67 + 42,5
(nm)
ESF 0,908 0,899 0,905 0,913 0,914
(nm)
DL 14383 + 485 124,87 + 40 130,61+ 47 4 12233+ 457 150,09 + 59.6
(nm)
3 DC 115,99 + 39.7 102,72 + 34.6 109,48 + 41,9 101,19 + 38.7 12513 +51.1
(nm)
ESF 0,900 0,907 0,915 0,910 0,913
(nm)
5 4 DL 12944 + 459 11905 + 37.8 12581 + 454 136,87 + 54.2 126,59 + 51
rorr\”nf 10 DC 104,99 + 37,7 95,90 + 94 103,71 + 39,4 112,31 + 46,4 103,66 + 128,4
(nm) ESF 0,902 0,897 0,907 0,906 0,903
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En la Figura 21 y Figura 22 se resume de forma gréfica el comportamiento de
los didmetros largo y corto, y de la esfericidad; respectivamente, a lo largo de todas

las temperaturas evaluadas, para el ensayo 2.

Figura 21

Gréfico de lineas de los diametros promedio y su desviacion estandar obtenidos en

Fiji de los datos de SEM, ensayo 2
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Figura 22

Gréfico de lineas de la esfericidad de las nanoparticulas caracterizadas en SEM

para el ensayo 2
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En ambos ensayos se analizé el coeficiente de asimetria y curtosis para los
diametros largo y corto, y para la esfericidad, en cada tratamiento, como se
observan en los Anexos 34, 35y 36, para el ensayo 1; y Anexo 37, 38y 39, para el
ensayo 2. Los valores del coeficiente de asimetria fueron positivos para los
diametros largo y corto de todos los tratamientos en ambos ensayos, lo que significa
gue la distribucion para estas dos variables esta sesgada a la izquierda. Por otro
lado, el valor del coeficiente de asimetria para el caso de la esfericidad tuvo un valor
negativo en ambos ensayos, por lo que los datos correspondientes a esta variable
estuvieron sesgados hacia la derecha. Esto se pudo comprobar mediante
histogramas realizados para cada tratamiento, por ejemplo, como se observa en las
Figuras 23 y 24, el histograma para el diametro largo en el ensayo 1y 2,
respectivamente; siguen una distribucion alineada a la izquierda. Los histogramas
gue indican la distribucién del diametro corto y la esfericidad para el ensayo 1 se

encuentran en el Anexo 40y 41; y para el ensayo 2 en el Anexo 42y 43.

Los valores de curtosis fueron positivos para los datos del diametro largo y
corto de todos los tratamientos, para los dos ensayos; esto quiere decir que
obedecen a una distribucion leptocurtica. Sin embargo, para el caso de la esfericidad
en el ensayo 1, el coeficiente de curtosis fue positivo en los tratamientos de 10°C,
20°C y 30°C; pero fue negativo en los tratamientos de 40°C y 50°C vy, por lo tanto,
los datos siguieron una distribucion platicurtica. Para el ensayo 2, la curtosis en los
datos de esfericidad fueron todos negativos, por lo que la forma de la curva de
distribucion fue platicartica. Esta informacién se pudo comprobar también con los

histogramas.
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Histogramas de los datos del didmetro largo obtenidos en SEM para A) 10 °C, B) 20

°C,C)30°C,D)40 °CyE)50°C enelensayo 1.
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Figura 24

Histogramas de los datos del diametro largo obtenidos en

°C,C)30°C,D)40°CyE)50°C, en el ensayo 2.
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Anadlisis estadistico

Andlisis estadistico de los tamafios obtenidos por DLS

Supuesto de normalidad. Para analizar este supu

métodos: uno grafico conocido como Q-Q plot y el método

esto se utilizaron dos

analitico de Shapiro-Wilks

modificado. Segun Q-Q plot, los datos del tamafio de las nanoparticulas siguen una
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distribucién normal ya que se ajustan a la recta de 45° para el ensayo 1 (Figura 25A)

y para el ensayo 2 (Figura 25B y Anexo 21).

Figura 25

Q-Q plot obtenido para tamafio de las nanopatrticulas en A) ensayo 1y B) ensayo 2,

tratamiento de 10°C.

A B
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Nota. En el gréfico B, MC: muestra concentrada (puntos azules), MD: muestra diluida

(puntos verdes), RDUOQ: residuos.

Para comprobar los resultados que arroj6 el Q-Q plot se realizé la prueba de
Shapiro-Wilks modificado para cada tratamiento, utilizando un nivel de confianza del
95%. Las hipétesis que se sometieron a prueba fueron: Ho: las observaciones tienen
distribucion normal versus Hi: las observaciones no tienen distribucion normal (Bee
Wah & Mohd Razali, 2011). Para el ensayo 1, el valor p obtenido de esta prueba fue
de 0,8850; y para el ensayo 2 se obtuvieron valores p mayores al nivel de confianza
(0,05) en muestras diluidas y concentradas, en las temperaturas de 10, 20, 30 y
40°C; lo que significa que se acepta la hipétesis nula de que las observaciones
siguen una distribucién normal. Sin embargo, se tuvo un caso particular en el ensayo

2 con el tratamiento de 50°C, ya que los valores p indicaron que los datos de las
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muestras diluidas siguen una distribucion normal, pero los de las muestras

concentradas no.

Este hecho demuestra la importancia de los métodos analiticos para el
andlisis del supuesto de normalidad, ya que, en este caso, el Q-Q plot para el
tratamiento de 50°C en el ensayo 2 indicaba que los datos siguen una distribucion

normal, pero fue corregido con el método analitico de Shapiro-Wilks modificado.

Supuesto de homocedasticidad. Todos los datos analizados, tanto para el
ensayo 1 como para el ensayo 2, fueron homocedasticos, es decir, sus varianzas
eran iguales. Esto se puede observar en la Figura 26, donde los puntos siguen un
patron o estructura definido, lo que indica homocedasticidad en los datos (Balzarini
et al., 2008). Los graficos de homocedasticidad restantes para el ensayo 2 se

encuentran en el Anexo 22 y 23.

Figura 26

Grafica de dispersion que indica la homocedasticidad de los datos en A) ensayo 1y

B) ensayo 2, tratamiento de 20°C de la muestra diluida

A B
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Nota. RDUO: residuos, PRED: predichos, MD: muestra diluida
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A continuacién, se presenta un resumen del cumplimiento de supuestos para

los datos de DLS en ambos ensayos:
Tabla 8

Cumplimiento de supuestos para los datos de DLS en el ensayo 1y 2

ENSAYO 1Y ENSAYO 2

Normalidad Homocedasticidad

Prueba utilizada

Q-Q plot Método grafico de Predichos VS
Shapiro-Wilks modificado Residuos

Cumplimiento de supuestos

Cumple para todos los datos en ensayo 1 Cumple para todos los datos
y en ensayo 2 cumple para todos excepto
para MD (50°C)

Nota. MD: muestra diluida

Analisis de varianza. El método que se utilizé en este caso para analizar la
varianza es el ANOVA, que es una prueba que se aplica cuando se quiere comparar
mas de dos grupos independientes cuyos datos cumplen los supuestos de
normalidad y homocedasticidad (Mishra et al., 2019). En este caso, para ambos
ensayos, los datos obtenidos en DLS cumplieron ambos supuestos. Utilizando un

nivel de confianza del 95%, se evaluaron las siguientes hipotesis:
Ho: las medias de las poblaciones son iguales vs
Hi: al menos una de las medias es diferente.

Para el ensayo 1, se realiz6 un ANOVA para conocer la influencia de la
temperatura en la variable de estudio (tamafio de NPs). Para el ensayo 2 se
realizaron dos ANOVAs, uno para conocer la influencia de las repeticiones en el
tamano de las NPs, y el otro para conocer la influencia de la temperatura sobre la

misma variable. El valor p obtenido para el ANOVA del ensayo 1 fue de 0,0366 y los
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valores p obtenidos en ambos ANOVAs del ensayo 2 se detallan en las Tabla 9y
Tabla 10. Los valores p menores a 0,05 indican que se rechaza la hipétesis nula, es
decir, las medias son diferentes significativamente. En funcién de esta premisa, se
determina que la temperatura influye en el tamafio de las NPs para el ensayo 1, y
para el ensayo 2 se determina que la variable repeticiones influye en los tamafios
obtenidos a 10°C y 40°C en muestras diluidas y concentradas, y a 30°C en muestras

concentradas.

En los tratamientos restantes, la variacion del tamafio no se debe
necesariamente a las repeticiones, sino que puede tener otro factor que esté
provocando esta diferencia; como por ejemplo la naturaleza del PLGA utilizado
(proporcién 50:50 de sus monémeros constitucionales) que implica que el polimero
se hidrolice mucho mas rapido en comparacién con uno que contenga cantidades
mas altas de cualquiera de los dos monémeros (Locatelli & Comes Franchini, 2012),
provocando que la muestra diluida presente tamafios menores a los de la muestra

concentrada.

Tabla 9

Valores p obtenidos del ANOVA entre repeticiones para cada temperatura, en el

ensayo 2.

ENSAYO 2
10 °C 20 °C 30 °C 40 °C
MC 0,0157 0,1662 0,0119 0,0032
MD 0,0003 0,1428 0,3838 0,0006

Nota. MC: muestra concentrada; MD: muestra diluida

En la Tabla 10 se detallan los valores p obtenidos del ANOVA realizado para
conocer la influencia de la temperatura en el tamafio de las nanoparticulas, por

repeticion. Los valores p menores a 0,05 corresponden a las muestras concentradas
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de la repeticion 1y 3 y a las muestras diluidas de la repeticion 1y 2. Esto quiere
decir que, en estos tratamientos, la temperatura influye sobre el tamafio de las NPs,

mientras que en los demas no.

Tabla 10

Valores p obtenidos del ANOVA entre temperaturas por cada repeticion, en el

ensayo 2.

ENSAYO 2
REP 1 REP 2 REP 3
MC <0,0001 0,4049 <0,0001
MD <0,0001 0,0031 0,5793

A partir de estos resultados, se realiz6 la comparacion de a pares para
identificar las poblaciones con diferencias significativas: aquellas con una letra en
comun no difieren de forma significativa, pero los que tienen letras diferentes, si. En
las Tablas Tabla 11, Tabla 12 y Tabla 13, se detalla esta informacién para los

ensayos 1y 2.

De la Tabla 11 se puede decir que los tratamientos de 30°C y 40°C difieren
significativamente con el tratamiento de 10°C, porque pertenecen a grupos
diferentes, en otras palabras, la temperatura es la causante de la diferencia de

tamafios observada en estos tratamientos.

Tabla 11

Comparacion de a pares entre temperaturas del ensayo 1

COMPARACION DE A PARES ENTRE REPETICIONES — ENSAYO 1

T (°C) 10 20 30 40 50

GRUPOS B A-B A A A-B
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Nota. Los grupos con una letra en comun no difieren significativamente en las

variables analizadas (tamafio de NP)

Como se puede observar en la Tabla 12 (ensayo 2), aquellos tratamientos
gue presentaron valores p mayores al nivel de significancia (0,05) (Tabla 9), tienen la
misma letra, es decir, los tratamientos no difieren de forma significativa, y, por lo
tanto, en ellos, la variacién del tamafio no se debe a las repeticiones. Un ejemplo de
este caso es en el tratamiento a 20°C — MC. Por otro lado, en el tratamiento a 30°C
de muestras diluidas, se puede ver que las repeticiones 2 y 3 no difieren de forma
significativa entre ellas porque comparten la misma letra, pero si difieren con la

repeticion 1.

Tabla 12

Comparacién de a pares entre las repeticiones para cada temperatura, en el ensayo

2

COMPARACION DE A PARES ENTRE REPETICIONES — ENSAYO 2
T (°C) REP

<
O
<
O

10

20

30

N BRP(WNRWNDRWNPR
> > O>>>E>>
>W>>r>>>r0>0

40
3 A A
Nota. Los grupos con una letra en comin no difieren significativamente en las

variables analizadas (MC y MD). MC: muestra concentrada. MD: muestra diluida
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En la siguiente tabla se observa la comparacion de a pares para el ensayo 2,

pero en este caso, entre temperaturas, para cada repeticion:

Tabla 13

Comparacion de a pares entre las temperaturas para cada repeticiéon, en el ensayo 2

COMPARACION DE A PARES ENTRE TEMPERATURAS — ENSAYO 2

REP T (°C) MC MD

10 A A
20 A B

1
30 B B
40 C C
10 A A
20 A B

2
30 A B
40 A B
10 B A

5 20 A-B A
30 A-B A
40 A A

Nota. Los grupos con una letra en comin no difieren significativamente en las

variables analizadas (MC y MD). MC: muestra concentrada. MD: muestra diluida

Por otro lado, se analiz6 la diferencia entre muestras concentradas y diluidas
a través de la prueba t de Student, para ambos ensayos. Esta prueba exige que se
cumplan los supuestos de normalidad y homocedasticidad de los datos y es utilizada
cuando se quiere comparar dos grupos (Mishra et al., 2019). Utilizando un nivel de

confianza del 95%, se evaluaron las siguientes hipotesis:
Ho: las medias de los dos grupos son estadisticamente iguales vs

H:: las medias de los dos grupos son estadisticamente diferentes entre si
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El valor p obtenido en esta prueba para el ensayo 1 fue de 0,9282 y para el
ensayo 2 fue de 0,8725; ambos son mayores al valor p del nivel de confianza
utilizado (0,05); entonces se acepta la hipotesis nula, es decir, la media de los datos
de la muestra concentrada es estadisticamente igual a la media de los datos de la
muestra diluida, en ambos ensayos. Es decir, que la dilucion de la muestra no afecta
en gran medida al tamafio de las NPs medido por DLS. Esto se puede corroborar
con la Figura 16 y Figura 17, para el ensayo 1y 2, respectivamente. En estas figuras
se observa que las curvas de la muestra concentrada y la muestra diluida presentan

un comportamiento muy similar a lo largo del rango de temperaturas.

A continuacién, se presenta un resumen del ANOVA y la prueba t de Student

para los datos de DLS:

Tabla 14

Resultados del ANOVA Yy la prueba t de Student para los datos de DLS

Influencia repeticiones Influenciatemperatura Comparacion

en el tamafo en el tamafo MC vs MD
(ensayo 2) (ensayos 1y 2) (ensayo 1y 2)
Prueba utilizada ANOVA ANOVA T de Student
Resultados Influye en MD (10 °Cy  Para ambos ensayos, Igualdad en las
40 °C) y MC (30 °C) influye en todos los medias de ambos
tratamientos grupos

Nota. MC: muestra concentrada; MD: muestra diluida

Analisis estadistico de las mediciones obtenidas mediante Fiji a partir de las
imagenes de SEM

Supuesto de normalidad. Al igual que con los datos de DLS, se comprobo
el supuesto de normalidad mediante dos pruebas: Q-Q plot y el método analitico de
Shapiro-Wilks modificado. Segun el método de Q-Q plot, los valores de diametro

largo, corto y esfericidad no cumplieron con el supuesto de normalidad para el
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ensayo 1y 2 (Balzarini et al., 2008), ya que estos no se ajustaron a la recta de 45°.
La Figura 27 corresponde al grafico de Q-Q plot para el analisis de la normalidad de
los datos del diametro largo, para la muestra de 10 °C en ambos ensayos. Este
comportamiento se repite para los valores de diametro largo, diametro corto y

esfericidad en todas las temperaturas, en los ensayos 1y 2 (Anexo 24-33).

Figura 27

Q-Q plot obtenido para el diametro largo de las nanoparticulas sintetizadas a 10°C

en el A) ensayo 1y B) ensayo 2

Normalidad DL 10C ENS 1 Normalidad datos 10°C

352,85+ N= 2384 1= 0,935 (RDUO DL) : 471,674n= 9000 r= 0,939 (RDUO DL)

22414 309,96

148,25

Cuantiles observados(RDUQ DL)
Cuantiles observados(RDUO DL)

-33,28 -13,46

-161,99 T T T 1 17517 T
-161,99 -33,28 95,43 22414 352,85 -175,17 -13,46

Cuantiles de una Normal(-8,2905E-014,2181,9)

T T |
148,25 309,96 471,67
Cuantiles de una Normal(1,8809E-014,2113,7)

Nota. DL: didmetro largo, RDUO: residuos.

Para comprobar los resultados arrojados por el método grafico, se realiz6 la
prueba de Shapiro-Wilks modificado, utilizando un nivel de confianza del 95%. Las
hipotesis que se sometieron a prueba fueron: Ho: las observaciones tienen
distribucion normal versus Hi: las observaciones no tienen distribucion normal

(Balzarini et al., 2008).

En todos los casos analizados (para los ensayos 1y 2) las observaciones no
siguen una distribucién normal porque el valor p obtenido (< 0,0001) fue menor al

nivel de confianza (0,05). De esta manera se comprobd por el método grafico de Q-
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Q plot y la prueba de Shapiro-Wilks maodificado, que los datos analizados para cada

temperatura en ambos ensayos, no siguen una distribucién normal.

Andlisis de varianza no paramétrico. Sabiendo que los datos no se
ajustaron a una distribucién normal, se comprob6 otros 3 supuestos que deben
cumplirse para utilizar la prueba no paramétrica de Kruskal Wallis. Estos supuestos
son: datos obtenidos al azar de las poblaciones, observaciones independientes y
distribuciones similares (A. Horst & Bradley, 2014). Para el caso de los dos ensayos,
el primer supuesto esta comprobado ya que las micrografias obtenidas de SEM
fueron capturadas de sitios aleatorios de la muestra. El segundo supuesto se cumple
ya que los valores de una muestra no afectan los valores de la otra, es decir, son

muestras independientes (M. Xu et al., 2017).

Finalmente, el supuesto de distribuciones similares se cumple para cada
variable, y se lo puede comprobar con el coeficiente de asimetria calculado para
cada tratamiento (Anexo 34-39) y los histogramas generados (Figura 23, Figura 24,

Anexo 40-43).

Con los supuestos comprobados, se aplicé la prueba no paramétrica de
Kruskal Wallis para el andlisis de varianza, con un nivel de confianza del 95%. Las
hipétesis que se sometieron a prueba fueron: Ho: las medias de todas las
poblaciones son idénticas versus Hi: algunas de las poblaciones presentan

promedios mayores que otras (Balzarini et al., 2008).

En todos los casos, la prueba de Kruskal Wallis dio valores p menores a
0,0001; rechazando la hipétesis nula e indicando que algunas de las poblaciones
tienen sus diametros promedio y esfericidad promedio, mayores que otras
poblaciones. Es decir, para el ensayo 1, la temperatura influye en el tamafio de las
NPs; y para el ensayo 2, la repeticion y la temperatura influyen en la medida del

diametro de las nanoparticulas. A continuacion, se presenta un resumen del analisis
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estadistico realizado hasta el momento, de los datos obtenidos de SEM para ambos

ensayos.

Tabla 15

Analisis estadistico de los datos obtenidos de SEM para el ensayo 1y 2

ENSAYO 1Y ENSAYO 2

Prueba utilizada Resultados

_ Q-Q plot Los datos no cumplen el
Normalidad _ _ N _
Shapiro-Wilks modificado  supuesto de normalidad

Influencia de la temperatura
(ensayo 1y 2) y delas _ Influyen en todos los
o Kruskal Wallis _
repeticiones (ensayo 2) en tratamientos

el tamafio de las NPs

Con este resultado se procedi6é hacer la comparacién de a pares entre
tratamientos, para identificar las poblaciones con diferencias significativas. Como se
observa en la Tabla 16 para el diametro largo y corto del ensayo 1, todas las
temperaturas pertenecen a grupos diferentes, es decir, difieren significativamente.
Por otro lado, para la esfericidad, todas difieren significativamente a excepcién de

las temperaturas de 10°C y 20°C, que pertenecen al mismo grupo.

Tabla 16

Comparacién de a pares entre las repeticiones de cada temperatura para el ensayo

1
ENSAYO 1
Temperatura (°C)
10 20 30 40 50
DL (nm) C D B A E

DC (nm) C D B A E
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ESF B B A C D

Nota. Los grupos con una letra en comun no difieren significativamente en las

variables analizadas (DL, DC, ESF)

Para el ensayo 2, la comparacién de a pares esta resumida en las Tabla 17
Tabla 18. En la Tabla 17 se observa que las variables de interés (DL, DCy
esfericidad) difieren significativamente en las repeticiones 1 y 3 de todas las
temperaturas, a excepcion de la esfericidad para la temperatura de 10°C, en donde

el valor en la repeticion 1y 3, pertenecen al mismo grupo.

En algunos casos, los didmetros obtenidos en cada repeticion varian
significativamente, por ejemplo, en la temperatura de 10°C y 50°C. Mientras que a
40°C los didmetros calculados en la segunda y tercera repeticion pertenecen al
mismo grupo y, por lo tanto, no varian significativamente. Para el caso de la
esfericidad, todos los datos son diferentes significativamente en cada repeticion, a

excepcion de las temperaturas de 10°C y 50°C.

La Tabla 18 muestra la comparacion de a pares entre temperaturas en cada
repeticion. Se puede observar que en la mayoria de casos los valores de diametros
y esfericidad en cada tratamiento tienen diferencias significativas, porque han sido
clasificados en grupos diferentes. Entre los casos que son una excepcién a este
comportamiento esta la temperatura de 10°C, que fue la que presenté menos

diferencias significativas con otras temperaturas en cada repeticion.

A partir de la comparacion de a pares entre los distintos tratamientos, se
determina que las diferencias en los didmetros y la esfericidad entre muestras, se
debe a la influencia de la temperatura (factor ambiental) y las repeticiones que se
realizaron durante el ensayo. Este ultimo factor implica un error sistematico que se
produce por la inexactitud reproducible introducida por un equipo, calibracion, o

técnica defectuosos (Barlow, 2002).
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Comparacién de a pares entre las repeticiones de cada temperatura para el ensayo

2

COMPARACION DE A PARES ENTRE REPETICIONES —ENSAYO 2

T(°C) REP DL DC ESFERICIDAD
1 A A A
10 2 B B B
3 C C A
1 B A A
20 2 A A B
3 C B C
1 B A A
30 2 A A B
3 C B C
1 B B A
40 2 A A B
3 A A C
1 A B A
50 2 B B B
3 C B B

Nota. Los grupos con una letra en comudn no difieren significativamente en las

variables analizadas (DL, DC, ESF)

Tabla 18

Comparacién de a pares entre las temperaturas en cada repeticién, para el ensayo 2

COMPARACION DE A PARES ENTRE TEMPERATURAS — ENSAYO 2

REP

T (°C)

)
=

DC

ESFERICIDAD

10
20
30
40
50
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Comparacion Ensayo 1y Ensayo 2. Los resultados obtenidos a partir del
DLS se pueden observar en la Figura 28. A pesar de que el andlisis estadistico
indica que existe la influencia de la temperatura en el tamafio de las NPs, para
ambos ensayos, el grafico demuestra una tendencia diferente para los dos, de la
variable de interés, a lo largo del rango de temperaturas, siendo este mas variable

para el ensayo 2 que para el ensayo 1.

Figura 28

Resultados obtenidos para el tamafio de las NPs obtenidos de DLS en A) ensayo 1y

B) ensayo 2
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Uno de los aportes mas significativos del presente estudio es la cantidad de
datos medidos en el software Fiji a partir de las imagenes de SEM para el andlisis
del tamafio de las NPs. En el ensayo 1, se utiliz6 la misma técnica de sintesis, pero
se midieron de 2000-4000 NPs para cada temperatura (10, 20, 30, 40 y 50°C)
mientras que en el ensayo 2, el nimero de mediciones fue de 9000 NPs para cada
temperatura, existiendo una diferencia de aproximadamente 5000 datos, por

temperatura, entre ambos estudios.
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Como se puede observar en la Figura 29, la variacién en el tamafio de las
NPs para ambos ensayos difiere en todo el rango de temperaturas analizado: en la
imagen de la izquierda se observa un aumento del tamafio de los diAmetros desde
10°C hasta 20°C, y desde 40°C a 50°C, y una disminucién desde 20°C hasta 40°C.
Por otro lado, en la figura de la derecha sucede lo contrario, hay una disminucién del
tamano de los didmetros desde 10°C hasta 20°C, y desde 40°C a 50°C, y un

aumento desde 20°C hasta 40°C.

Figura 29

Resultados obtenidos para el diametro de las NPs medidos a partir de las imagenes

de SEM, en A) ensayo 1y B) ensayo 2
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Para el caso de la esfericidad se observa en la Figura 30 que, para el estudio
donde se utiliz6 menos datos (ensayo 1), esta variable fluctia entre 0,88 y 0,94;
mientras que para el ensayo 2 la variacion se encuentra en un rango menor, entre
0,89 y 0,91. Estos resultados demuestran la importancia de trabajar con la mayor
cantidad de datos posible, ya que la diferencia que se genera por la cantidad de
datos utilizados, puede ser significativa y por lo tanto, afectar a la interpretacion de

los resultados y futuras conclusiones de la investigacion.



Figura 30

Resultados obtenidos para la esfericidad de las NPs, e
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Capitulo V: Discusién
Para la discusién de este trabajo se tomara en cuenta Unicamente los datos
obtenidos del ensayo 2, ya que sus resultados son mas representativos por la
cantidad de datos manejados en el mismo, comparado con el ensayo 1. Los
resultados del ensayo 1 seran comparados posteriormente, en esta discusion, con
los del ensayo 2, para entender la importancia del niUmero de datos en una

investigacion.

A partir de las imagenes de SEM, se determind que las nanoparticulas de
PLGA fueron esféricas en todos los tratamientos, sin embargo, al analizar el valor de
la esfericidad obtenida a partir de los didametros medidos con el software Fiji, se pudo
ver que todas tomaron valores menores a 1. A este tipo de particulas se las conoce
como no esféricas (D. Wang & Fan, 2013), ya que solo aquellas cuya esfericidad es
igual a 1, son consideradas nanoparticulas perfectamente esféricas (Bagheri &

Bonadonna, 2016).

Sin embargo, cabe destacar que la forma de las nanoparticulas fue la misma
en todos los tratamientos, es decir, todas tuvieron una forma parecida a una esfera,
lo cual indica que la temperatura no tuvo ninguna influencia sobre esta
caracteristica. Esto pudo deberse al método de sintesis utilizado ya que en varios
estudios han sintetizado nanoparticulas de PLGA por el método de
nanoprecipitacion y han obtenido nanoparticulas esféricas (Niu et al., 2009) (H. Xie &
Smith, 2010). Ademas, solo utilizando métodos diferentes a la nanoprecipitacion se
pueden obtener nanoparticulas de PLGA de diferentes formas: alargadas o en forma
de aguja a partir del método de estiramiento de nanoparticulas esféricas (B. Zhang
et al., 2017), discos, elipsoides y varillas obtenidos variando los parametros en un
sistemas de microfluidos (S. Xu et al., 2005) (Cao et al., 2019), y en general,

particulas con formas diferentes a una esfera, a través de métodos como litografia
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(Glangchai et al., 2008), plantillas no humectantes (PRINT) (DeSimone, 2016)

(Enlow et al., 2012), entre otros (Haryadi et al., 2019).

El control sobre el tamafio de las nanoparticulas sintetizadas por el método
de nanoprecipitacion se logra variando algunos parametros como la concentracion
del polimero, el solvente usado en agua (Cheng et al., 2007), la temperatura, el
caudal de inyeccidn, velocidad de agitacion y el calibre de la aguja para inyeccion.
Estos parametros, dependiendo del caso, pueden provocar un aumento o

disminucion en el tamafio de las NPs (Wei Huang & Chenming Zhang, 2018).

Para el caso de la temperatura, existe un estudio realizado por Wei Huang &
Chenming Zhang (2018) en el que sintetizaron nanoparticulas de PLGA por
nanoprecipitacion y detectaron una disminucién aproximada de 10 nm en el tamafio
de la nanoparticula con cada aumento de 10 grados de temperatura. Este
comportamiento se pudo evidenciar en el presente trabajo, para los datos obtenidos
de SEM, cuando se aumenté la temperatura desde 10°C a 20°C y desde 40°C a
50°C, consiguiendo una disminucién en el diametro largo de 129,44 a 119,05 nm, y
de 136,87 a 126,59 nm; respectivamente; y en el diametro corto de 104,99 a 95,90
nmy de 112,31 a 103,66 nm; respectivamente. Esta disminucion, segiin Wei Huang
& Chenming Zhang (2018), se explica por las propiedades fisicoquimicas del PLGA:
a mayor temperatura, mayor es la solubilidad del PLGA, inhibiendo la precipitacion;
ademas, algunos polimeros como el PLGA presentan una rapida degradacion

hidrolitica a altas temperaturas.

A pesar de que existen varias similitudes como los rangos de temperatura
testeados, la nanoprecipitacion como técnica utilizada para la sintesis de NPs y el
uso de PLGA como polimero base; entre el estudio de Wei Huang & Chenming
Zhang (2018) y el presente trabajo; la tendencia a disminuir el tamafio de las NPs
con el aumento de la temperatura no se observa en todo el rango de temperatura

evaluado, posiblemente por la presencia de variaciones entre ambos estudios
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durante el proceso de sintesis, como el uso de una bomba de jeringa montada
verticalmente durante el goteo de la fase organica en la fase acuosa, y el tiempo de
agitacion de la solucién final (toda a hoche) en el estudio de Wei Huang & Chenming
Zhang (2018), frente al uso de la técnica manual con micropipeta y un tiempo de
agitacion de 10 minutos; en la presente investigacion. Ademas, no se especifica el
namero de nanoparticulas ni la estadistica utilizada en la investigacion de Wei
Huang & Chenming Zhang (2018), solo se sabe que el método de medicion es
diferente al utilizado en esta tesis, ya que emplearon un analizador de tamafio de
particula (Malvern Panalitical, 2013), mientras que nosotros medimos las

nanoparticulas manualmente, con el Software Fiji.

La relacion solvente:agua en el método de nanoprecipitacion influye en el
tamafo de la nanoparticula, asi lo confirma un estudio realizado por Oliveira et al
(2013), en el cual, el tamafio de las nanoparticulas de PLGA sintetizadas disminuyé
a medida que aumentaba la relaciéon acetona:agua. Al incrementar la cantidad de
solvente afiadido en la fase acuosa, el volumen final aumenta, en consecuencia, se
reduce el tamafio ya que se forman mas sitios de nucleacién que van a formar
nanoparticulas mas pequefias una vez que la concentracion final del polimero se
mantiene fija. Sabiendo que el punto de ebullicién de la acetona (usada como
solvente organico en el presente trabajo) es de 56°C (Chemicals & Sheet, 2002); fue
necesario afadir mas cantidad de esta sustancia durante el proceso de sintesis a
50°C. Por lo tanto, la disminucion en el diametro de las nanoparticulas sintetizadas a
50°C también se puede explicar porque la relacién acetona:agua en este tratamiento

aumentd, en comparacion con los ensayos realizados a otras temperaturas.

Para entender los resultados obtenidos en el rango de temperaturas de 20°C
a 40°C (aumento en el tamafio de las NPs), se ha tomado en cuenta el sistema
termodinamico involucrado durante el proceso. Algunas de las propiedades

termodindmicas a tomar en cuenta del PLGA son: la temperatura de transicion vitrea
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(Tg), el punto de fusion (Tm), la temperatura de recristalizacién (Tc) y el calor de
fusion (DHm) (Damadzadeh et al., 2010); donde la temperatura de transicion vitrea
es la que presenta una relacibn mas cercana con el tamafio de las nanoparticulas

(Wilson et al., 2020) (Homaeigohar et al., 2020).

La temperatura de transicion vitrea es una de las principales propiedades
utilizadas para entender la sensibilidad térmica de un compuesto polimérico (R. A. A.
Khan et al., 2021), es aquella a la cual las propiedades mecéanicas de un
plastico/adhesivo se ven alteradas fuertemente por los movimientos internos de las
cadenas de polimero de las que estan compuestas (R. Xie et al., 2020). Dichos
cambios en las propiedades mecanicas se han estudiado variando la temperatura de
exposicion a la que es sometido el polimero, y se determiné que: a temperaturas
menores a la Tg, el polimero presenta una deformacién elastica reversible, cuando
la temperatura se aproxima a la Tg, la deformacion es irreversible; y cuando es
mayor a la Tg del polimero, las nanoparticulas poliméricas tienen un comportamiento
de fluido viscoso (Wilson et al., 2020). La Tg del PLGA (50:50) es de 45°C (Mu &
Feng, 2003), por lo tanto, en el rango de temperaturas de 20 a 40°C, el polimero
tendra una deformacion elastica reversible, lo que significa que no se va a deformar
completamente y estara disponible para generar nanoparticulas; por esta razén, en

este rango de temperaturas, el tamafio de las NPs medidas en SEM, aumenta.

Ademas, se conoce gracias al estudio de Homaeigohar et al (2020) que las
NPs mas grandes tienen mayor Tg atribuida a su area de superficie menos
expuesta, por lo tanto, tendran una falta de sensibilidad al calentamiento en
comparacion con las nanoparticulas mas pequefas. En consecuencia, la absorcién
de calor por las nanoparticulas mas grandes tiene lugar mas lentamente
(Homaeigohar et al., 2020). Esto indica que el aumento del tamafio de las
nanoparticulas en el rango de 20°C a 40°C contribuye al incremento en su

temperatura de transicion vitrea y, por lo tanto, a una mayor tolerancia a la
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deformacién del PLGA con el aumento de la temperatura, manteniéndose disponible

para la formacién de nanoparticulas cada vez de mayor tamafio.

Si bien, al establecer una comparacion entre los tamafios obtenidos por DLS
en muestras concentradas vs los tamafios obtenidos en muestras diluidas, mediante
la prueba de t Student, se determind que ambos grupos no presentan diferencias
significativas, la Figura 17 muestra que en la mayoria de casos, los datos de la
muestra concentrada son ligeramente mayores que los de la muestra diluida. Esto
sucede porque para formar las nanoparticulas, se utiliz6 PLGA de proporcién 50:50
de sus mondmeros constitucionales (PLA y PGA); a estas condiciones el polimero
se hidroliza mucho mas rapido en comparacién con uno que contenga cantidades
mas altas de cualquiera de los dos monémeros (Locatelli & Comes Franchini, 2012).
Otra raz6n se debe a que el agua penetra a través del polimero e interrumpe las
fuerzas de van der Waals y los enlaces de hidrégeno, provocando una disminucién
de la temperatura de transicion vitrea, por lo que la deformacién del polimero va a
suceder mas pronto en las muestras diluidas que en las concentradas por tener una
Tg méas baja, disminuyendo la disponibilidad del mismo para formar NPs y por lo

tanto, generando NPs mas pequefias (Lanao et al., 2013).

En esta investigacion el Unico parametro que fue alterado para estudiar su
influencia en el tamafio de las nanoparticulas, fue la temperatura. Los demas
parametros como la concentracion y tipo de polimero utilizado, la velocidad y
tiempos de agitacién y goteo, y la cantidad y tipo de solvente empleado se
mantuvieron constantes en todos los tratamientos, por lo que se asume que las
variaciones en el tamafio de las nanoparticulas no se relacionan con ninguno de
ellos. Por ejemplo, durante el proceso se afiadié una cantidad determinada y Unica
de polietilenglicol o PEG para hacer funcionales las nanoparticulas de PLGA, es
decir, para que pasen desapercibidas por el sistema reticulo-endotelial, que es el

responsable de la eliminacion de particulas del torrente sanguineo (Pelaz et al.,
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2015). Sin embargo, estudios han demostrado que un aumento en la cantidad de
PLGA-PEG durante la técnica de nanoprecipitacion provoca un aumento en el
tamano de las nanoparticulas (Bakhaidar et al., 2019) (Wei Huang & Chenming

Zhang, 2018).

Para el caso de la velocidad de agitacion, se sabe que generalmente el
tamano de la nanoparticula tiende a disminuir a medida que aumenta la velocidad de
agitacion en la evaporacion del solvente (Hernandez-Giottonini et al., 2020). Para
entender esto, es importante conocer el proceso de nucleacion, que es aquel
mediante el cual los nucleos (semillas) actian como plantillas para el crecimiento de
las nanoparticulas (Thanh et al., 2014). Entonces, la velocidad de agitacién influye
en la velocidad de nucleacion del polimero, donde una agitacién lenta resulta en
velocidades de nucleacion lentas, generando particulas mas grandes, mientras que
una mezcla adecuada promueve el aumento de la velocidad de nucleacion, lo que
conduce a la formacion de pequefias nanopatrticulas (Lince et al., 2008). El
conocimiento de este hecho es fundamental para entender el proceso de sintesis de
nanoparticulas, sin embargo, en este estudio no fue considerado ya que la velocidad

de agitacion fue constante en todos los tratamientos, con un valor de 237 rpm.

Finalmente se debe mencionar el solvente utilizado, ya que su influencia en
el tamafio de las nanoparticulas es muy amplio porque no solo se debe tomar en
cuenta la cantidad de solvente, sino también su naturaleza, la cual incluye su
miscibilidad en agua (Cheng et al., 2007), coeficiente de difusion (Wei Huang &
Chenming Zhang, 2018), interaccion con el farmaco encapsulado (Morsi et al.,
2016), entre otros (Hernandez-Giottonini et al., 2020). Por ejemplo, Cheng et al
(2007) informan que un aumento de la miscibilidad del solvente con el agua condujo
a una disminucién en el tamafio promedio de las nanoparticulas de PLGA PEGilado
cargadas con docetaxel, lo que presumiblemente se debe a una difusion mas

eficiente del solvente y la dispersiéon del polimero en el agua. Esta informacién no
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fue considerada en el presente estudio ya que se utilizé 1 mL de acetona, como

solvente, en todos los tratamientos.

Aunque los estudios citados durante este capitulo permiten explicar los
resultados obtenidos en el presente trabajo, es importante mencionar que muchos
de ellos no exponen la parte estadistica (Homaeigohar et al., 2020), (Wei Huang &
Chenming Zhang, 2018); o en su lugar, trabajan con pocos datos (Wilson et al.,
2020), generando una disminucién en la confiabilidad y veracidad de los mismos.
Por ejemplo, las conclusiones del estudio de la deformacién del polimero en funcién
de su temperatura de transicion vitrea, fueron obtenidas a partir del andlisis de 6000
nanoparticulas poliméricas (Wilson et al., 2020), una cantidad pequefia que arroja

resultados que pueden variar si se trabajara con mas datos.

Esta suposicion de que los resultados pueden variar en funcién del nimero
de datos utilizados, se pudo comprobar cuando se compararon los resultados del
ensayo 1, donde se aplicé la misma metodologia que en el presente trabajo (ensayo
2), pero con menos datos (2000-4000 NPs). Se observo que los tamafios de NPs
medidos en DLS tuvieron un comportamiento completamente diferente e incluso
opuesto en ambos ensayos. Para los resultados de SEM, los tamafios medidos
siguieron un patron distinto a lo largo de las temperaturas para ambos ensayos, y la
esfericidad también se comportd diferente en ambos casos. De alli, la importancia de
incluir la mayor cantidad de datos para que los resultados obtenidos se acerquen lo

mas posible a la realidad.

Por otro lado, los materiales utilizados en la metodologia, como el polimero y
el solvente, y la técnica aplicada para la sintesis de nanopatrticulas, varian en todas
las investigaciones, por lo que resulta dificil contrastar los resultados. Es por ello que
los datos que se obtienen son propios para el polimero, solvente y técnica aplicada;
es decir, el comportamiento observado en este estudio: una disminucién del tamafio

a temperaturas bajas, seguido de un aumento hasta los 40°C y finalmente una
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disminucion en el rango de 40°C a 50°C, es una tendencia Unica de las

nanoparticulas de PLGA sintetizadas por nanoprecipitacion y donde se utiliza como

solvente la acetona. También es importante mencionar que aunque se dedujo que la

temperatura influye en el tamafio de las nanoparticulas de PLGA, no se observo un

patron definido en esta variacion, es decir, no se puede afirmar que el tamafio de las

nanoparticulas es directamente proporcional a la temperatura aplicada durante el

proceso de sintesis.

Capitulo VI: Conclusiones
La forma de las nanoparticulas de PLGA sintetizadas por nanoprecipitacion
fue constante en todos los tratamientos, es decir, la variacion de la
temperatura durante el proceso de sintesis no influyé en esta variable, en su
lugar, se determiné que la forma de las nanoparticulas cambia dependiendo
de la técnica de sintesis aplicada.
El tamafio de las nanoparticulas medidos en DLS, para el ensayo 2, vario
dentro de un rango de 160 nm a 193 nm, siendo el tratamiento de 50°C el
gue presento el menor tamafio y la muestra de 40°C la de tamafios mas
grandes. Por otro lado, los diametros medidos a partir de las imagenes de
SEM estuvieron entre 96 nm y 137 nm, donde la muestra de 20°C present6
los tamafios menores y la de 40°C los tamafios mayores.
La variacion en el tamafio de las nanoparticulas de PLGA no siguié un patron
definido y constante en el rango de temperaturas estudiado, ya que presenté
una disminucién en el rango de 10°C a 20°C, luego un aumento de 20°C a
40°C, y nuevamente disminuy6 cuando se cambié la temperatura desde
40°C hasta 50°C.
La disminucién del tamafio desde los 10°C hasta los 20°C y desde los 40°C a

los 50°C, se produjo porque a altas temperaturas, la solubilidad del PLGA
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aumenta, inhibiendo la precipitacion; ademas de que este polimero presenta
una rapida degradacion hidrolitica a altas temperaturas.

El aumento del tamafio de las nanoparticulas entre los 20°C y 40°C se
explica por la relacién entre la temperatura de transicion vitrea del polimero
(Tg) y el tipo de deformacién que sufre: cuando la temperatura aplicada al
sistema se aproxima a la Tg del PLGA (45°C), la deformacion es reversible,
es decir, no se deformara completamente y estara disponible para formar
nanoparticulas cada vez de mayor tamafo a medida que aumenta la
temperatura hasta los 40°C.

La diferencia en los tamafios obtenidos en DLS para muestras concentradas
y diluidas (las primeras con tamafios mayores a las segundas), radica en las
propiedades del PLGA utilizado en este estudio, que lo hacen mas propenso
a la hidrélisis y a los cambios en su temperatura de transicién vitrea.

Los datos obtenidos son propios para el polimero, solvente y técnica
aplicada; es decir, el comportamiento observado en este estudio: una
disminucion del tamafio a temperaturas bajas, seguido de un aumento hasta
los 40°C y finalmente una disminucion en el rango de 40°C a 50°C, es una
tendencia Unica de las nanoparticulas de PLGA sintetizadas por
nanoprecipitacion y donde se utiliza como solvente la acetona.

Se observaron resultados diferentes e incluso opuestos en el ensayo 1y 2, lo
gue indica que la cantidad de datos analizados influye directamente en los
resultados obtenidos, y mientras mayor cantidad de datos se trabajen, mas

representativos y acercados a la realidad seran los resultados.

Capitulo VII: Recomendaciones
Utilizar un sistema de goteo de mayor precision en la técnica de
nanoprecipitacién para disminuir los posibles efectos de esta variable sobre

el tamafio de las nanopatrticulas.



95

e Automatizar el proceso de sintesis para controlar los pardmetros
involucrados, con el fin de asegurar que estas variables se mantengan
constantes en todos los tratamientos y evitar errores asociados al operador.

¢ Afadir mas temperaturas en el rango testeado para ampliar y generalizar los
resultados.

¢ Incluir un método de caracterizacion del tamafio de las nanoparticulas,

llevado a cabo por un equipo, para contrastar con los resultados obtenidos en

DLS.
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