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Resumen
Los nanoacarreadores basados en polimeros estimulo-responsivos vy

nanoparticulas de oxidos metalicos, han emergido como una alternativa para el
desarrollo de nuevos tratamientos anticancerigenos. En el presente trabajo se
estudio la sintesis de un nanhibrido constituido por nanoparticulas de 6xido de cobre
(NPsCuO) injertadas con poli(4-vinilpiridina) (P4VP) y su evaluacion como
acarreador de un farmaco anticancerigeno. El injerto de P4VP se llevd a cabo
mediante polimerizacién por radicales libres. El nanohibrido obtenido fue
caracterizado por difraccion de rayos X (DRX), espectroscopia de infrarrojo (FTIR),
analisis termogravimétrico (TGA), dispersién dinamica de luz (DLS) y potencial Z
(€). Se estudid el efecto de diferentes parametros de reaccion sobre la cantidad de
P4VP injertado, como: concentracion del monémero (75, 100 y 150 mM), cantidad
de entrecruzante (0, 5y 10%) y tiempo de reaccion (4, 8, 16 y 24 h). Se evaluaron
a capacidad de carga del nanocompdsito y la eficiencia de liberacion a diferentes
valores de pH (7.4 y 5.8 y 4.6), utilizando doxorrubicina (DOX) como farmaco
modelo. Posteriormente, los perfiles se ajustaron a modelos matematicos para
encontrar el mecanismo fisico de liberacion. Adicionalmente, se llevaron a cabo
ensayos de citotoxicidad in vitro en células sanas (CCD1132Sk) y cancerosas
(MDA-MB-231). Los resultados muestran que la concentracion de entrecruzante es
un factor crucial para definir el grado de injerto del nanocompésito, con porcentajes
de P4VP que variaron de 36% hasta 55%. La respuesta al pH también vari6 con la
cantidad de agente entrecruzante, encontrando un pKa de 5.3 y 4.58, para las
muestras sintetizadas con 5y 10% de NMBA, respectivamente. La cantidad maxima
de farmaco cargado fue de 1.034x10-2 mg DOX/mg de nanohibrido, presentada por
el nanocompdsito con mayor cantidad de entrecruzante. Se observé una mayor
eficiencia de liberacion a pH de 4.6, con una liberacién sostenida durante 48 h.
Comprobando el comportamiento pH-sensible de la matriz polimérica del
nanocomposito. Finalmente, en los estudios de citotoxicidad in vitro el
nanocomposito sintetizado con 5% de NMBA y cargado con DOX mostré un ICso
mucho menor en comparacion con la DOX libre, evidenciando la potencial accién

sinérgica entre el farmaco y el CuO.
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Introduccion
En la actualidad, el cancer es una de las principales causas de muerte a nivel

mundial. En 2022 se reportaron 20 millones de casos nuevos y aproximadamente
10 millones de muertes causadas por cancer [1]. A raiz de ello, la urgencia por
desarrollar tratamientos alternativos ha aumentado de forma significativa. En
México, esta problematica también esta presente, ya que segun lo registrado por el
INEGI durante el 2023 el 11.4% de las defunciones se atribuyeron al cancer [2]. Esta
situacion representa un reto para el sector salud, ya que su prevencion y tratamiento

sigue siendo un desafio.

En los ultimos afos, las opciones para combatir el cancer han sido limitadas a
tratamientos convencionales como la cirugia, la radioterapia y la quimioterapia;
siendo esta ultima la mas empleada. A pesar de los avances, estos tratamientos
siguen enfrentando diversos obstaculos como: efectos secundarios incapacitantes
por dafno a células sanas y resistencia farmacologica. Estas desventajas afectan la
eficiencia de los tratamientos a corto y largo plazo [3], por lo que la busqueda y

desarrollo de nuevas herramientas terapéuticas resulta cada vez mas importante.

Una de las alternativas emergentes son los nanomateriales, los cuales ofrecen
propiedades unicas que mejoran la eficiencia y seguridad terapéutica. Su tamano
en el orden nanométrico, gran area superficial y la capacidad de ser disenadas para
la liberacion dirigida les confieren propiedades unicas frente a los tratamientos
convencionales [4]. El uso de nanotecnologia juega un papel importante en los
sistemas de liberacién controlada, destacando ventajas como el incremento en la
especificidad, aumento de solubilidad, mejora de la biocompatibilidad y disminucién
en la toxicidad sistémica [5], reduciendo de forma significativa el impacto negativo

sobre la calidad de vida del paciente.

Los nanosistemas para liberacién de farmacos pueden clasificarse en dos grupos
segun su composicion. Las nanoestructuras organicas incluyen materiales
poliméricos, micelas, liposomas, dendrimeros, entre otros. Por otro lado, las
nanoestructuras inorganicas comprenden nanoparticulas de O6xidos metalicos,

nanoparticulas de silica mesoporosa, nanotubos de carbono, entre otros [6]. Dentro
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de estos nanosistemas destacan aquellos basados que son hibridos, los cuales
integran las propiedades de diferentes nanomateriales con el objetivo de mejorar la

liberacidn controlada y dirigida de farmacos hacia el tejido tumoral [7].

En el presente trabajo se busca sintetizar un nanocompasito hibrido constituido por
nanoparticulas de 6xido de cobre y funcionalizadas con viniltrimetoxisilano (VTMS).
Posteriormente, seran polimerizadas mediante una reaccion de polimerizacién por
radicales libres, utilizando poli(4-vinilpiridina), un polimero pH-sensible. Estos
sistemas seran evaluados como plataformas para la liberacién controlada de
doxorrubicina (DOX), mediante el analisis de la capacidad de carga y el perfil de
liberacidn en funcién del pH a través de ensayos in vitro, con el fin de determinar su

potencial como nanoacarreadores de farmacos anticancerigenos.
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Capitulo I- Marco Tedrico

1.1 Panorama General del Cancer

El cancer es una enfermedad crénica caracterizada por el crecimiento y la divisiéon
celular descontrolada a partir de una célula atipica con gran capacidad de
propagacion [8](neoplasia). Hoy en dia, se sabe que la mutacion y desregularizaciéon
de genes encargados de controlar la apoptosis y reparacion de ADN contribuyen de
manera muy importante al desarrollo de esta enfermedad [9]. Asimismo, el cancer
representa una de las principales causas de muerte a nivel mundial. De acuerdo
con los datos reportados en 2020 por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
ocupa el segundo lugar entre las causas de mortalidad a nivel global con

aproximadamente 10 millones de muertes por afio [10].

El cancer no es un padecimiento que pueda ser descrito de manera unica, mas bien
se considera un conjunto de afecciones cuya denominacién depende de varios
factores [11]. La heterogeneidad tumoral representa un desafio en el tratamiento del
cancer, ya que limita la capacidad de obtener diagnosticos precisos en etapas
tempranas [12]. Por consiguiente, la identificacidon y caracterizacion precisa de sus

subtipos resultan fundamentales para optimizar la eficiencia terapéutica[13] .

De acuerdo con el tipo de tejido afectado, se pueden clasificar los distintos tipos de

cancer de la siguiente manera:

Linfomas: Inician en el sistema linfatico y en su red de glandulas y vasos
sanguineos que contienen células inmunitarias. Se subdividen en linfoma de
Hodgkin y linfoma de no Hodgkin[14]. El linfoma de Hodgkin se caracteriza por la
presencia de células Reed-Sternberg derivadas de linfocitos B [15], mientras que
los linfomas no Hodgkin comprenden neoplasias originadas a partir de linfocitos B,
T o células NK [16].

Sarcomas: Se originan en los tejidos conectivos que sostienen, unen brindan
soporte al cuerpo. Es decir, en nervios, tendones, vasos sanguineos, huesos,

musculos o cartilagos [17].
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Carcinomas: Afectan al tejido epitelial encargado de recubrir los érganos internos.
Se presenta un crecimiento tumoral sélido, incluyendo: cancer de pulmén, prostata,

mama, entre otros [18].

Los carcinomas representan aproximadamente el 90% de los tipos de cancer y se
caracterizan por ser tumores solidos que generalmente se diseminan a través del
sistema linfatico para generar metastasis [19]. Estas células tumorales pueden
modificar el ambiente en el que se desarrollan, creando condiciones que favorecen
su proliferacion [20]. Esta capacidad de producir metastasis incrementa su
peligrosidad, ya que algunas células permanecen latentes incluso después del
tratamiento, lo que contribuye a la resistencia terapéutica y a un mayor riesgo a
recaida [21].

Entre los carcinomas con mas recurrencia en la poblacion se encuentra el cancer
de mama. A nivel mundial, el cancer de mama es el tipo de cancer mas frecuente y
la causa mas comun de muerte entre las mujeres, especialmente mayores a 70
afos, evidenciando un incremento progresivo de la mortalidad conforme avanza la
edad [22], [23]. A su vez, este tipo de cancer presenta cuatro distintos subtipos
moleculares basados en receptores hormonales: luminal A, luminal B, HER2-

positivo y triple negativo.

El tipo luminal de cancer de mama comprende el 60% de los casos de cancer de
mama [24]. El subtipo luminal A se caracteriza por la expresion de receptores
hormonales, principalmente receptores de estrogeno (ER) y receptores de
progesterona (PR); a este subtipo también se le conoce como ER-positivo. Por otro
lado, el subtipo luminal B también expresa ER, pero contiene niveles reducidos de
PR, y en algunos casos presenta receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano (HERZ2) [25]. Ademas, presenta un mayor indice de proliferaciéon en
comparacion con luminal A. En ambos casos el tratamiento mas utilizado es la

quimioterapia y terapia hormonal [26].

Otro de los subtipos es HERZ2-positivo, el cual se presenta debido a la
sobreexpresion de esta proteina causando la divisidn descontrolada de las células
y se caracteriza por la ausencia de otros receptores hormonales [27]. Este subtipo
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crece con mayor velocidad en comparacion con los de tipo luminal, volviéndolo mas
agresivo. El tratamiento utilizado para este subtipo son anticuerpos monoclonales,

sin embargo, solo un tercio de los pacientes responden a este tipo de terapias [28].

Por ultimo, encontramos el cancer de mama triple negativo (CMTN) este subtipo
describe un grupo de tumores que se unifican debido a su falta de expresion de
receptores ER y PR, asi como la falta de sobreexpresion de HER2 [29]. Debido a
estas caracteristicas, su tratamiento representa el mayor desafio, posicionandolo
con los peores prondsticos y las tasas de supervivencia mas baja en comparacion

con el resto de los subtipos [30].

Para el tratamiento del CMTN, se emplean diversas estrategias terapéuticas segun
el estado clinico del paciente. En etapas tempranas, los tratamientos basados en
cirugia son la primera opcion. Por otro lado, para la etapa metastasica, las terapias
sistematicas basadas en quimioterapia continuan siendo la opcion preferida. Sin
embargo, existe una serie de limitaciones asociadas a dicho esquema de

tratamiento [31].

1.2 Terapias contra el cancer

1.2.1 Tratamientos convencionales

Los tratamientos anticancerigenos convencionales incluyen cirugia, radioterapia,
quimioterapia, terapia hormonal y, de manera mas reciente, inmunoterapia. La
eleccion depende del tipo de tumor, la localizacidn, la etapa clinica y la condicion
del paciente. Aunque en algunos casos estos tratamientos pueden resultar
efectivos, enfrentan desventajas ligadas a la baja tasa de eliminacion de células
malignas, en comparacioén con el tejido sano afectado [32]. Ademas, ocasionan

efectos secundarios graves en tejidos y 6rganos sanos [33].

La primera estrategia de ataque contra tumores sélidos es la cirugia. Con el paso
de los afios, y gracias a nuevas tecnologias que permiten delimitar el area de tejido
a extirpar, este tratamiento ha mejorado notablemente su tasa de supervivencia [34].
Sin embargo, no todos los pacientes son candidatos a una cirugia, ya que la

evaluacion considera diversos factores como; la edad, la presencia de
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enfermedades crénicas o diferentes condiciones clinicas que pueden comprometer

la probabilidad de supervivencia del paciente [35].

Por otro lado, la radioterapia es un tratamiento basado en la radiacién ionizante, la
cual es capaz de producir dafos en la doble cadena del ADN provocando la muerte
del tejido tumoral [36]. Ademas, se recomienda su uso como un tratamiento
alternativo para aquellos pacientes que no son candidatos a una cirugia [37]. Apesar
de que existe un gran numero de investigaciones alrededor de este tratamiento,
enfocadas en el estudio de condiciones como: dosimetria, seguridad, manejo de
efectos secundarios y potencial teragndstico [38]; su principal limitante radica en el
potencial destructivo y mutageno en tejidos subyacentes al tumor y la incapacidad

de utilizarlo en érganos localizados lejos de la superficie.

1.2.2 La quimioterapia
La quimioterapia es un pilar fundamental en el tratamiento contra el cancer, su

fundamento se centra en emplear agentes citotoxicos capaces de inhibir la
metastasis de las células cancerigenas [39]. Los agentes quimioterapéuticos
tradicionales afectan principalmente la funcion de las células neoplasicas, ya que
interfieren con la sintesis y funcion del ADN, ARN vy proteinas, lo que conduce a
inhibicion de la proliferacion celular y en ultima instancia a la muerte celular [40].
Hoy en dia la quimioterapia comprende un amplio rango de farmacos incluyendo:
agentes alquilantes, antibidticos antitumorales, farmacos antimitéticos, inhibidores
de topoisomerasas y antibiéticos antraciclinicos [41]. Dentro de la ultima categoria
se encuentra la doxorrubicina (DOX) (Figura 1), su estructura esta constituida por
dos partes: la aglicona, formada por anillos tetraciclicos de antraquinona y una
cadena corta de grupos metoxi; por otro lado, la segunda parte esta constituida por

la daunosamina, un aminoazucar que se une a la aglicona mediante un enlace
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glucosidico. Ademas, su estructura contiene tres grupos funcionales clave: cetona,

amina e hidroxilo [42].

O 0 OH o0

OH
NH,

Figura 1. Estructura molecular de la Doxorrubicina (DOX).
Este farmaco ha sido utilizado para el tratamiento de distintos tipos de cancer [42].

De acuerdo con el Instituto Nacional de Cancer (NCI) la DOX ha sido aprobada para
su uso en el tratamiento de: leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia mieloide
aguda (LMA), cancer de mama, cancer gastrico, linfoma de Hodgkin y no Hodgkin,
neuroblastoma, cancer de pulmon, cancer de ovario, cancer de tiroides, sarcoma en
tejido blando y éseo, carcinoma de células transicionales de vejiga y tumor de Wilms
[43].

La DOX actua contra las células malignas inhibiendo la actividad de la
topoisomerasa tipo Il, esto detiene por completo los procesos de replicacion y
transcripcion del ADN y ARN [44]. Ademas, se ha comprobado que la DOX
promueve el envejecimiento celular, lo que impide que las células cancerigenas
sigan dividiéndose [3]. Sin embargo, los efectos adversos a corto y largo plazo
causados por este farmaco ponen en riesgo la calidad de vida de los pacientes.
Entre los efectos secundarios de la DOX encontramos: cardiomiopatia,

neurotoxicidad, hepatotoxicidad y nefropatia [45].

1.3 Tratamientos dirigidos contra el cancer
En la actualidad, las terapias dirigidas representan un nuevo paradigma en el

tratamiento contra el cancer Esta estrategia se basa en desarrollar agentes capaces
de dirigirse eficazmente a las células cancerigenas, con el objetivo de reducir la
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toxicidad hacia tejido sano adyacente. La innovacion en el disefio de nanoparticulas
poliméricas, liposomas, nanoparticulas metalicas y nano-micelas destaca las
propiedades uUnicas de estos sistemas volviéndolos aptos para el desarrollo de
tratamientos mas eficaces y seguros [46], [47]. En general, los indices terapéuticos
de muchos de los sistemas de liberacion dirigida desarrollados y aprobados para la
terapia contra el cancer parecen ser mejores que los de tratamientos
convencionales [48]. Por ejemplo, Chang et al. probaron sistemas a basados en
liposomas con péptidos dirigidos y cargados con DOX en modelos animales,
encontrando una mayor tasa de supervivencia debido al incremento en eficacia y
seguridad [49].

1.3.1 Microambiente tumoral.
El microambiente tumoral se refiere al entorno celular en el que existen los tumores

o las células cancerigenas. Estas células interactuan entre si, influenciando el
desarrollo y progresion de los tumores. Este microambiente se forma cuando las
células tumorales colonizan el tejido sano, reprogramando células, secretando
factores de sefalizacion y promoviendo la formacion de nuevos vasos sanguineos
[50], [51], transformando el entorno para favorecer el crecimiento del tumor y la
metastasis. Por lo que es considerado como un elemento esencial en la batalla entre
el sistema inmunoldgico y el tumor [52]. Ademas, este microambiente presenta
numerosas barreras fisicas que dificultan el efecto de los farmacos en las células
cancerigenas. Estas barreras incluyen; estructura anormal de los vasos
sanguineas, presion elevada del fluido intersticial y componentes densos en la
matriz extracelular; lo cual causa limitaciones en la penetracion y distribucion de los

farmacos dentro de los tumores [53].
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En consecuencia, el desarrollo de terapias dirigidas basadas en las caracteristicas
del microambiente tumoral y en la respuesta a diversos estimulos como: la
temperatura, el pH, la luz o los campos magnéticos; se ha posicionado como una
alternativa prometedora. Asimismo, como se observa en la Figura 2, la incorporacion
de farmacos anticancerigenos en estos sistemas, en combinacion con lo antes
mencionado, permite mejorar su especificidad hacia células malignas, y con esto,

aumentar su eficacia [54].

Agente quimioterapéutico Estimulos externos

Nucleo

_ Mic_roambiente tumoral ) )
Figura 2. Interaccion de nanosistemas con el microambiente tumoral para la

liberacion controlada de farmacos. Modificado de [54].

1.3.2 Nanosistemas para liberacion dirigida.
Los nanosistemas pertenecen a una clase de materiales, caracterizados por su

tamafo dentro de la escala nanométrica, llamados nanomateriales. Estos
nanosistemas pueden ser utilizados en diversas aplicaciones, como: imagenologia,
bioingenieria, desarrollo de dispositivos médicos, diagndstico clinico, administracion
de farmacos, entre otras [55]. La naturaleza e identidad de los materiales que los
componen pueden otorgarles propiedades como: biocompatibilidad, respuesta a
estimulos y funcionalidades terapéuticas, por lo que se han convertido en
plataformas ideales para diagnosticar y tratar enfermedades como el cancer [56].
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Existen distintos tipos de nanosistemas utilizados para la terapia dirigida, los cuales
pueden ser de naturaleza organica, como liposomas y dendrimeros, asi como
nanosistemas inorganicos, basados en materiales metalicos o magnéticos [57]. En

la Figura 3 se muestran algunas estructuras empleadas en el desarrollo de

Bl

Tipo virus Micelar Liposoma Nanotubos Nanoesferas Polimérico

*® 0

Dendrimérico Peptidico Nanocristales Metalico Silice A base de carbono

nanosistemas.

Figura 3.Representacién esquematica de los diferentes tipos de nanosistemas.
Modificado de [88].

En los dultimos afos, el desarrollo de estos sistemas ha aumentado
significativamente. Recientemente, algunos nanoacarreadores, han logrado
avanzar hasta la etapa de evaluacién clinica, en distintas fases. Incluso existen
nanosistemas de este tipo que ya han sido aprobados (Tabla 1), como el caso de
CPX-351/Vyxeos, una formulacién liposomal aprobada por la FDA y utilizada para
tratar la leucemia mieloide aguda (LMA) [58].

Tabla 1. Nanosistemas en fase clinica o aprobados para tratamiento
anticancerigeno [58], [59]

Nombre Nanosistema Farmaco Aplicacién Fase Ano
Nanoparticulas
CRLX301 basadas en Docetaxel Tumores solidos I/ 2017
ciclodextrina.
NK105 Micelas Paclitaxel Cancer de mama Il 2017
CriPec Micelas Docetaxel Cancer de ovario I 2018
Nanoparticulas Cancer de prostata,
BIND-014 de PEG-PLGAY Docetaxel cancer cervical y Il 2020

Pla-PEG

cancer de pulmén de
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células no pequefias
y cancer de pulmon

con mutacion en

KRAS.
OnivydeM
M-398 Nanoparticulas
o Irinotecan Cancer de pancreas Aprobado por FDA 2015
(Merrimac lipidicas
k)
CPX-
Aprobado por FDA 2017
351/Vyxeo Liposoma Daunorubicina Leucemia
Aprobado por EMA 2018
s
Nanoparticulas .
NBTXR3/H . Sarcomas de tejidos
. de oxido de Aprobado por CE Mark 2019
ensify blandos

hafnio

1.4 Nanoparticulas de 6xidos metalicos incorporadas en nanoacarreadores.
Dentro de los componentes que se han incorporado en nanoacarreadores para

tratamientos anticancerigenos, se encuentran las nanoparticulas a base de 6xidos
metalicos. Estos materiales presentan propiedades fisicoquimicas con potencial
citotoxico para las células cancerigenas, [60]. En funcion de estas propiedades,
algunos 6xidos metalicos como 6xidos de hierro (FexOy), 6xido de zinc (ZnO) y 6xido
de cobre (CuO), han sido utilizados para desarrollar nanaoacarreadores que

permitan la liberacion dirigida de farmacos anticancerigenos [61].

Generalmente, al ser internalizadas en las células, los 6xidos metalicos, inducen
apoptosis, un proceso de muerte celular programada fundamental para mantener el
equilibrio entre la muerte y la division celular. La evasion de este mecanismo
conduce a la multiplicacidon descontrolada de las células, favoreciendo el desarrollo
de diversas enfermedades, incluido el cancer [62]. En este contexto, la apoptosis se
ha identificado como uno de los principales mecanismos de muerte celular inducido
por nanoparticulas capaces de generar estrés oxidativo. [63]. Ademas, diversos
estudios han demostrado que nanoparticulas de 6xidos metalicos, como CuO,
incrementan la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que induce

apoptosis celular [64]. Por otro lado, las nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs de
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Zn0) pueden inducir este mecanismo mediante el aumento en la actividad de las
caspasas, las cuales son enzimas clave en este mecanismo [65]. Asimismo, cuando
estos sistemas trabajan en conjunto con farmacos anticancerigenos y en presencia
de iones metalicos generan altos niveles de toxicidad en las células cancerigenas,

induciendo su muerte [66].
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Figura 4. Representacién esquematica del mecanismo de cuproptosis a nivel
mitocondrial. Modificado de [67].

Por otro lado, en el caso de nanoparticulas a base CuO y Cu?*, recientemente se
ha descrito un mecanismo de muerte celular denominado cuproptosis. Como se
muestra en la Figura 4, la cuproptosis es una forma de muerte celular
desencadenada por la acumulacién continua de Cu?* en las mitocondrias [68], el
cual se une directamente a proteinas lipoiladas como la S-acetiltransferasa lipoilada
(DLAT), (enzima asociada al ciclo del acido tricarboxilico (TCA)). Asimismo, este
proceso es mediado por la proteina FDX1, la cual participa en la reduccion de Cu?*
a Cu, favoreciendo la interaccion del cobre con la agregacion de proteinas lipoiladas
y la inestabilidad de clusters de hierro-azufre (Fe-S), estructuras esenciales para la
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funcion de diversas enzimas mitocondriales [67], [69]. Estos eventos promueven el

estrés proteotdxico, lo que finalmente conduce a la muerte celular [70].

Estudios recientes han demostrado que la administracion de elesclomol (receptor
celular), en células cancerigenas incrementa los niveles intracelulares de Cu?*, lo
que conduce a una regulacion negativa del trasportador ATP7A y favorece la
acumulacion de ROS [71]. El descubrimiento de la cuproptosis abre nuevas
perspectivas para la investigacion de tratamientos anticancerigenos. En este
sentido, los ionoforos de cobre y los farmacos relacionados con este mecanismo

presentan un gran potencial para su aplicacion en el tratamiento del cancer [68].

1.5 Polimeros sensibles a estimulos usados en nanoacarreadores.
Frecuentemente, se incorporan materiales de naturaleza organica en nanosistemas

de liberacion. Estos, dependiendo de su composicion, pueden otorgar ciertas
ventajas como: biocompatibilidad, protecciéon del farmaco y control en la liberacion.
Dentro de estos, se encuentran los polimeros. Los cuales se definen como
macromoléculas formadas por cadenas de unidades repetitivas, llamadas
mondémeros, unidas mediante enlaces covalentes [72]. Nanoparticulas poliméricas
han sido ampliamente utilizadas como nanoacarreadores de farmacos debido a su
excelente biocompatibilidad, biodegradabilidad y la posibilidad de disefio de
estructuras versatiles [73]. Ademas, existen polimeros con la capacidad de
presentar cambios conformacionales abruptos, en respuesta distintos estimulos
como: temperatura, pH, enzimas, luz, campo magnético o ultrasonidos [74], que

resultan ideales como componentes de sistemas dirigidos

Dentro de este grupo de polimeros estimulo-responsivos se encuentran los
sensibles a los cambios de pH. Este factor se ha convertido en uno de los mas
utilizados debido a que el microambiente tumoral presenta una mayor acidez con
valores entre 6.4 y 5.6 [75], en comparacion con el del tejido sano, que mantiene un
pH cercano a 7.4 [76]. En un concepto general, la respuesta al pH busca realizar la
liberacion del farmaco en el pH acido de los tumores [77], como se ilustra en la
Figura 5, donde los nanoacarreadores permanecen estables en condiciones

fisiologicas y liberan su cargo en el microambiente tumoral.
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Figura 5. Esquema del mecanismo de liberacion dirigida de farmacos mediante
nanoacarreadores sensibles al pH en el microambiente tumoral. Modificado de [84].

Existen diversos polimeros sensibles al pH clasificados principalmente como
poliacidos y polibases. Los poliacidos son polimeros que contienen grupos
funcionales acidos; en condiciones de pH bajo, estos grupos tienden a protonarse,
mientras que a pH neutro o alcalino se desprotonan. Ejemplo de este tipo de
polimeros incluyen el poli(acido-L-aspartico) [78] o el poli(acido-L-glutamico) [79],
los cuales han sido utilizados para desarrollar nanoacarreadores de farmacos. Por
otra parte, las polibases son polimeros que contienen grupos basicos capaces de
protonarse en medios acidos, adquiriendo cargas positivas en sus cadenas [80]. Se
han utilizados polibases como la polietilenima (PEI)[81] y el quitosano[82] para el
desarrollo de terapias dirigidas para el cancer. En general, la respuesta al pH se
asocia principalmente con la protonacion de los grupos ionizables o enlaces
quimicos presentes en los materiales poliméricos. Estos cambios, inducidos por

estimulos externos, confieren alta sensibilidad a variaciones del pH [83].

Dentro de las polibases encontramos la poli(4-vinil-piridina) (P4VP), la cual presenta

un comportamiento dependiente del pH. En medios acidos, este polimero se
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protona, lo que provoca la expansion de sus cadenas y un aumento en su diametro.
Mientras que a pH basico se mantiene en un estado neutro [84]. Ademas, cuando
el pH es superior al valor de pKa, las cadenas poliméricas tienden a contraerse,
mientras que a pH inferiores al pKa se expanden [84]. El valor de pKa varia segun
el polimero utilizado, en el caso de la P4VP se ha reportado un pKa de

aproximadamente 5.6.

1.6 Nanoacarreadores hibridos
Los nanoacarreadores hibridos son sistemas emergentes formados por una

combinacién de plataformas de administracion de farmacos ya establecidas [85].
Estos sistemas combinan materiales de distinta naturaleza. A partir de esto se
pueden combinar componentes organicos, inorganicos e incluso bioactivos a escala
nanomeétrica en un solo material, lo que ha dado lugar a composiciones nuevas para
la administracién de farmacos [86]. La Figura 6 muestra nanoestructuras como
micelas, liposomas o nanoparticulas que pueden emplearse como plataformas base
para el desarrollo de nanoacarreadores hibridos. En estos sistemas, dichas
estructuras se combinan con otros componentes como polimeros o moléculas
funcionales [87], con el objetivo de mejorar propiedades clave como la
biodistribucién, la estabilidad y la solubilidad. Ademas de reducir su toxicidad y

favorecer liberacion dirigida del farmaco [88].

Nanoacarreadores Nanoacarreadores Nanoacarreadores Nanoacarreadores
basados en lipidos basados en polimeros inorganicos hibridos
g
T /vvvv‘l'o
(kD VIR
AT . 3 .‘ / s
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Liposoma NP lipidica Polimerosoma NP Punto
i, polimérica silice cuantico lipido-polimero silice-polimero
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“/’ l \ "“u._,___._,"' v / “ < \
Exosoma NP lipidica Micela Dendrimero NP de oro NP de éxido NP NP
sélida polimérica de hierro oro-polimero proteina-farmaco

Figura 6. Representacién esquematica de los tipos de nanaoacarreadores segun su
composicién. Modificado de [127].
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Dentro de los nanoacarreadores se encuentran las nanocompositos a base de
nanoparticulas metalicas recubiertas con polimero. Las cuales permiten encapsular
activos terapéuticos de bajo peso molecular. Su tamafio puede variar en un rango
de 10 a 100 nm [89] de diametro. Este tipo de hanocompdsitos presentan diversas
ventajas entre ellas: la posibilidad de sintetizarlas a partir de diferentes métodos,
alta estabilidad coloidal y una elevada eficiencia de liberacién de farmacos en una

zona especifica [57].

El tamafo de las nanoparticulas en comparacién con el del farmaco libre reduce la
difusion y la extravasacion a través de la vasculatura del tejido sano, disminuyendo
la exposicion sistémica general y la toxicidad [89]. En contraste, los tumores solidos
presentan una vasculatura anormal y altamente permeable, lo que permite la
acumulacién de estos sistemas en el tejido tumoral mediante el efecto de
permeabilidad y retencion mejorada (EPR) [90]. De esta manera, los
nanoacarreadores hibridos, combinan el mecanismo de direccion pasiva, basado
en el efecto EPR con la liberacién dirigida y las caracteristicas especificas del

microambiente tumoral [91].
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Capitulo lI- Antecedentes

2. 1 Nanocompésitos para la liberacion de farmacos a base de NPs metalicas
y polimeros pH-sensibles.

La terapia dirigida mediante nanotecnologia presenta un desafio significativo a nivel
mundial. Dentro de estos sistemas, las nanoparticulas de 6xidos metalicos destacan
por sus propiedades fisicoquimicas que pueden llegar a ser letales para las células
cancerigenas. Asimismo, la funcionalizacidon superficial con polimeros potencia su
precision y selectividad, permitiendo una liberacion controlada de agentes

terapéuticos [61].

En este contexto, existen investigaciones que desarrollan nanoacarreadores
hibridos prometedores. Khodashenas et al., (2021) sintetizaron nanoparticulas de
Au obtenidas por medio de reduccion quimica y recubiertas con gelatina como
biopolimero, con el objetivo de desarrollar un nanoacarreador capaz de ser utilizado
en el tratamiento del cancer de mama. Los resultados mostraron que al recubrir las
nanoparticulas con el biopolimero la citotoxicidad disminuyo notablemente y la

mayor capacidad de liberacién ocurrié a pH 5.4 y 40 °C.

En la misma linea, Li et al., (2021) diseid un nanocompdsito basado en
nanoparticulas de Au sintetizadas por medio del método de citrato reduccion,
Posteriormente estas nanoparticulas fueron modificadas con polidopamina (PDA) y
polietilenglicol (PEG) con el objetivo de utilizarlas para la liberacion controlada de
Metotrexano (MTX). Los resultados mostraron una capacidad de liberacion mas
rapida en pH 5, obteniendo el 64.83% en 48 h. Mientras que en pH 7.4 solo se
obtuvo un 28.97% de liberacion. Asimismo, las pruebas in vivo mostraron una
disminucion significativa en el tamafo de los tumores tratados con Au@PDA-PEG-
MTX NPs.

Por otro lado, Chen et al., (2023) desarrollaron un sistema de liberacion controlada
con alta capacidad de carga, baja toxicidad y adecuada biocompatibilidad, basado
en nanoparticulas metalicas de CuFe (cobre-hierro) y CoFe (cobalto-hierro). Las
nanoparticulas fueron sintetizadas mediante coprecipitacion y posteriormente

modificadas con polietilenglicol metacrilato (PEGMA) a través de una polimerizacion
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radical por transferencia de atomos (ATRP). Los resultados mostraron una gran
capacidad de carga de DOX obteniendo 80% y 84% respectivamente y liberando el
56% y 75.9% a pH 5. Por otro lado, las pruebas in vivo mostraron tamafios
tumorales mas bajos en aquellos que fueron tratados con
CuFePBA@PEGMA@AS1411/DOX en comparacion con DOX libre, lo que
demuestra una buena biocompatibilidad y un buen tumor targeting contribuyendo a

la reduccién de efectos secundarios.

Recientemente, Chen et al., (2024) prepararon nanorods de Au modificados con
polidopamina y cargados con doxorrubicina (DOX), con el fin de desarrollar un
sistema de liberacion dirigida. Los resultados de las pruebas de liberaciéon se
llevaron a cabo en diferentes pH. En pH 5 liber6 4.13 ug de DOX mientras que en
pH 7.4 solamente liber6 1.8 ug comprobando la pH responsibidad del sistema
Au@mPDA@DOX. Ademas, los estudios in vivo demostraron una disminucion en
el peso de los ratones tratados con este sistema, sin observarse dafio en ningun
organo.

2.2 Nanocompdsitos para la liberacion de farmacos a base de NPs de CuO y
polimeros pH sensibles.

El uso de nanoplataformas basadas en 6xido de cobre representan una estrategia
util para inducir una sinergia con farmacos anticancerigenos, potenciando su efecto.
Estos nanocompadsitos han sido disefiados para maximizar la acumulacion de este
metal en los tumores. Con el fin de mejorar su especificidad y focalizacién tumoral,
dichos sistemas han sido funcionalizados mediante la incorporacion de anticuerpos,

péptidos cortos, biomoléculas o polimeros [92].

Se han desarrollado diversos sistemas basados en nanoparticulas de 6xido de
cobre como el caso de Sriram et al., (2017), quienes realizaron una modificacion
hidrofébica del quitosano mediante la funcionalizacion de los grupos amino, con el
objetivo de mejorar la encapsulacion del farmaco y su actividad anticancerigena.
Ademas, el quitosano modificado se utilizé como recubrimiento de NPs de CuO
obteniendo un material hibrido para la administracién de curcumina. Los resultados

mostraron que este sistema liberd el 72.1% del farmaco a pH 1.2, mientras que a
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pH 7.4 la liberacion fue de 66.5%. Por otro lado, el valor de 1Cso0 del sistema se situd
entre 12 y 19 pg/ml mostrando una disminucion significativa en comparacion con el

quitosano sin modificar.

Por otro lado, Varukattu et al., (2018) sintetizaron NPs de CuO recubiertas con
quitosano utilizando el método de reduccion en un solo paso y empleando distintas
concentraciones de polimero (0.5%, 1% y 2%), con el objetivo de desarrollar un
nanocomposito capaz de cargar y liberar DOX en células de cancer de mama. Los
resultados mostraron que una mayor concentracion de quitosano favorece la
capacidad de carga del farmaco. Sin embargo, los nanocompdsitos con una mayor
cantidad de polimero mostraron una menor eficiencia en la liberacion. El sistema
con 1% de quitosano se identificé como el mejor, mostrando 35% de liberacion a pH
7y 90% a pH 5, lo que confirma la pH-dependencia del sistema y mejorando la

actividad terapéutica de la DOX.

Asimismo, Guo et al., (2020) desarrollaron un sistema en dos pasos de sintesis y
recubrimiento de NPs de CuO utilizando diferentes concentraciones de PLGA
(polilactida-co-glicdlido), con el objetivo de reducir la citotoxicidad del CuO y mejorar
la liberacion controlada de DOX y docetaxel. Los resultados mostraron una
viabilidad celular del 83%, mientras que la DOX y el docetaxel libres presentaron un
53% y 60% respectivamente. Esto indica la disminucion de la citotixicidad asociada

a las NPs de CuO y abriendo la posibilidad a utilizarlo para aplicaciones futuras.

Wu et al., (2020) prepararon un nanocatalizador biocompatible basado en un nucleo
central de nanocristales de CuO (Cu20-PEG (polietilenglicol) NC), con el fin de ser
utilizado para la carga y liberacion de DOX desarrollando una terapia sinérgica. Los
resultados mostraron que la DOX ocasiona una leve supresion del crecimiento
tumoral en los ratones. Sin embargo, al tratarlos con DOX@Cu,0-PEG se observo
una supresion del crecimiento tumoral mas adecuada. Ademas, DOX@Cu,O-PEG
causOé un mayor nivel de apoptosis celular comparado con otros tratamientos

utilizados.

Del mismo modo, Elsayed et al., (2021) prepararon NPs de CuO funcionalizadas

con quitosano y encapsuladas en quercetina (CuO-ChNPs-Q), con el fin de evaluar
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su actividad anticancerigena in vivo e in vitro. Los resultados mostraron que las
CuO-ChNPs-Q pueden ser un agente terapéutico prometedor para tratar el cancer
de mama debido a su baja toxicidad en los 6rganos vitales comparado con las
CuONPs. También demostraron la capacidad de inhibir el crecimiento tumoral y la

capacidad de inducir la apoptosis mediante la regulacion de la division celular.

Recientemente, Galindo et al., (2025) desarrollaron un material hibrido pH
responsivo compuesto por nanoparticulas de CuO sintetizadas mediante hidrolisis
oxidativa y modificadas con quitosano con el objetivo de ser utilizada como una
plataforma para la liberacién controlada de doxorrubicina (DOX). Los resultados
mostraron una mejora en la capacidad de carga del farmaco. Ademas, los ensayos
de liberacién in vitro demostraron un perfil de liberacién pH-dependiente.
Finalmente, los estudios de citotoxicidad mostraron la reduccién de toxicidad en

fibroblastos con un porcentaje de viabilidad celular del 70%.

2.3 Nanocompdsitos para la liberacidén de farmacos anticancerigenos a base
de P4VP y NPs inorganicas.

Entre los polimeros pH sensibles empleados en sistemas de liberacidon controlada
de farmacos, la P4VP destaca por su alta reactividad y abrupta respuesta a los
cambios de pH. No obstante, los estudios que integran P4VP con nanoparticulas
para el desarrollo de nanoacarreadores de farmacos anticancerigenos son
considerablemente escasos en comparaciéon con otros polimeros pH sensibles

ampliamente reportados [93].

Dentro de las investigaciones que se han llevado a cabo se encuentra la de Arizaga
et al., (2014) quienes desarrollaron un sistema multirresponsivo compuesto por
nanoparticulas de Fe203 sintetizadas mediante el método de Hyeon.
Posteriormente, estas nanoparticulas fueron encapsuladas en esferas de P4VP
obtenidas por nanoprecipitacion. Los resultados mostraron un cambio significativo
en el diametro hidrodinamico del sistema a pH 6.8 el diametro aproximado era de
230 nm, mientras que a pH 4.1 el diametro aumenté a 660 nm. Este resultado
representa un incremento de aproximadamente tres veces el tamafo inicial del

sistema, lo cual comprueba la pH-sensibilidad del sistema.
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Por su parte, Kavitha et al., (2015) prepararon 6xido de grafeno (GO) utilizando el
método de Hummers. Posteriormente, las laminas de GO fueron funcionalizadas
con grupos amina utilizando NHS como iniciador. Finalmente, se llevé a cabo una
polimerizacion radical por transferencia de atomos (ATRP). Con el objetivo de
obtener un sistema util para la liberacibn de farmacos y aplicaciones
antimicrobianas. Los resultados mostraron que la P4VP es la responsable de
impartir pH sensibilidad dentro del sistema. Ademas, el nanocompuesto GO-P4VP-
CPT presentd una viabilidad celular del 76% después de 5 dias en células sanas.
Por otro lado, en células cancerigenas se obtuvo una viabilidad celular del 52% lo
que indica una mejora en la eficiencia terapéutica en comparacién con la

campotecina (CPT).

Del mismo modo, Contreras-Caceres et al., (2017) sintetizaron nanoparticulas de
Au utilizando un método de crecimiento por semillas modificado y afiadiendo un
recubrimiento polimérico de P4VP. Posterior a ello, se llevo a cabo la oxidacion de
las nanoparticulas de Au obteniendo esferas huecas de P4VP, con el fin de
desarrollar un sistema que pueda ser utilizado como una plataforma que ayude a
mitigar las limitaciones de los tratamientos actuales del cancer de pulmén y mama.
Los resultados mostraron que el sistema PTX@p4VP-NPs presenta un
comportamiento dependiente del pH. Ademas, los estudios de citotoxicidad
muestran una disminucion significativa en el ICso de las células cancerigenas de
ambos tipos de cancer, por lo que el sistema es un buen candidato para mejorar la

eficiencia in vivo del paclitaxel (PTX).

Rahola et al., (2018) prepararon un sistema hibrido pH-sensible utilizando 4VP
como monomero y N, N'-metilenbisacrilamida como agente entrecruzante, mediante
una polimerizacién por radicales libres en presencia de nanoparticulas de Au. Con
el fin de obtener un nanocompésito pH-responsivo capaz de cargar doxorrubicina
(DOX) en la red polimérica y ser utilizado como un sistema de liberacion de farmacos
en los tratamientos anticancerigenos. Los resultados mostraron que la cantidad de
entrecruzante juega un papel importante en la capacidad de hinchamiento del

sistemay en la respuesta al pH que presentan. Los nanocompadsitos con una mayor
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cantidad de entrecruzante disminuyen su capacidad de hinchamiento en cambio
aquellos con menor cantidad presenta una mayor protonacion de los grupos piridina.
Por otra parte, la carga de DOX obtenida en los nanocompdsitos tuvo un valor de
14.7%, lo cual es un resultado significativo si se considera que las técnicas de

fabricacion de nanoparticulas presentan cargas de farmacos limitadas al 20%.

De manera similar, Espinola Portilla et al., (2021) desarrollaron un nanoacarreador
de farmacos mediante la funcionalizacién covalente de nanoparticulas de 6xido de
hierro con un copolimero tribloque que incluye (3-aminopropil) trietoxisilano,
(trimetoxisilil)propil metacrilato), y poli(4-vinilpiridina). Con el objetivo de desarrollar
una estrategia mas efectiva para la administracion de medicamentos
quimioterapéuticos. Los resultados mostraron una capacidad de carga de 61.9 mg
de DOX y una liberacién de 57.9 mg durante las primeras 4 h a pH 4.0, mientras
que a pH 6.0 y 7.4 la liberacion estaba totalmente bloqueada. Demostrando una

eficiencia de liberacién del 93.5%.

Los resultados de los trabajos descritos en esta seccidon constituyen un importante
precedente para la presente investigacion en la que se pretende modificar NPs de
CuO, a través de un injerto de P4VP y finalmente probar su potencial como

nanoacarreador hibrido de DOX.
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Capitulo llI- Justificacion
En México, el cancer ocupa los primeros lugares como causa de muerte prematura,

los tratamientos convencionales, contemplados dentro del sistema de salud,
impactan negativamente en la calidad de vida de los pacientes. La quimioterapia
sigue siendo el pilar terapéutico, dentro de la infraestructura hospitalaria de paises
en desarrollo. Esta realidad justifica ampliamente la busqueda de acarreadores de

farmacos que permitan dirigir y controlar la liberacién del farmaco en el sitio tumoral.

La nanotecnologia ha abierto una via prometedora para superar las limitaciones de
la quimioterapia convencional mediante el disefio de nanoacarreadores, tomando
como base caracteristicas propias del microambiente tumoral. Entre los estimulos
internos mas explotados, el pH ocupa un lugar central. La incorporacién de
materiales, como macromoléculas organicas, pH-responsivos en la arquitectura del

nanoacarreador permite asi disefar sistemas 6ptimos.

Dentro de los materiales inorganicos empleados en nanomedicina, las
nanoparticulas de 6xido de cobre (NPs CuO) han suscitado un interés creciente
debido a sus propiedades fisicoquimicas unicas, actividad y citotoxica intrinseca.
Esto las posiciona como candidatos para el disefio de nanohibridos con efecto
sinérgico. Asimismo, su superficie quimica permite diversas estrategias de

modificacion que posibilitan el injerto de polimeros.

A pesar del creciente interés en los nanoacarreadores pH-responsivos y en las NPs
de CuO como agentes terapéuticos, la literatura reporta escasos estudios que
exploren de manera sistematica la sintesis, caracterizacion y evaluacion biolégica
de nanohibridos basados en CuO funcionalizados especificamente con P4VP para
la carga y liberacion controlada de doxorrubicina. En este contexto, el presente
trabajo propone la sintesis y caracterizacion de un nanohibrido NPs CuO/P4VP, la
evaluacion de su comportamiento pH-responsivo, su capacidad de encapsulacion
de DOXy la evaluacion de su actividad citotoxica in vitro, con el propdsito de sentar
las bases para el desarrollo de un nanoacarreador novedoso con aplicacion

terapedutica contra el cancer.
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Capitulo IV- Hipodtesis

Se espera que la sintesis de NPs CuO funcionalizadas con un agente organosilano
y posteriormente modificadas con poli-4-vinilpiridina (P4VP) mediante
polimerizacién por radicales libres, produzca un nanohibrido con propiedades
fisicoquimicas apropiadas para su uso como nanoacarreador. La cantidad de agente
entrecruzante incorporada en la alimentacion determinara el grado de injerto del
polimero, el tamafo hidrodinamico, la estabilidad coloidal y la respuesta al pH. Se
podra incorporar DOX, como farmaco modelo. El perfil de liberacion in vitro se vera
afectado por la pH- responsividad del polimero. Ademas, la actividad citotéxica es
potenciada sobre lineas celulares cancerigenas en comparacion con lineas

celulares sanas.
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Capitulo V- Objetivos

5.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar un nanocompadsito de nanoparticulas de CuO injertadas

con poli-4-vinilpiridina, y evaluar su capacidad como nanoacarreador de DOX con

liberacion pH-dependiente y actividad anticancerigena in vitro.

5.2 Objetivos especificos

1.

Sintetizar nanoparticulas de CuO mediante precipitacion quimica y
funcionalizarlas con viniltrimetoxisilano como agente de acoplamiento
(NPsCuO@Vs).

Injertar poli-4-vinilpiridina en la superficie de las NPsCuO@VS mediante
polimerizacién por radicales libres y estudiar parametros que influyen en la
cantidad de injerto. Especificamente, la cantidad de agente entrecruzante
(NMBA).

Caracterizar los nanocompositos mediante: FTIR, DRX, TGA, DLS y potencial
Z para confirmar el injerto del polimero y determinar las propiedades

fisicoquimicas del nanocompdsito.

Evaluar el comportamiento pH-responsivo de los nanocompdsitos midiendo los

cambios en potencial Z a diferentes valores de pH.
Determinar la cantidad maxima de carga con DOX para los nanocompadsitos.

Evaluar la eficiencia de liberacién in vitro de DOX a partir del nanohibrido en

condiciones de pH tumoral (5.8 y 6.5) y fisiologico (7.4).

Determinar la citotoxicidad de los nanocompdsitos, el farmaco libre y los
nanocompositos cargados con DOX, sobre una linea celular cancerigena
(MDA-MB-231) y una sana (CCD 1132sK) mediante el ensayo de viabilidad
celular (MTT).
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Capitulo VI - Metodologia

6.1 Reactivos y materiales

Para la sintesis de NPs de CuO se utilizdé Cloruro de cobre (CuClz, 99%, Sigma-
Aldrich) e Hidroxido de sodio (NaOH, 98%, Sigma-Aldrich). Por otro lado, para la
funcionalizacion se utilizo viniltrimetoxisilano (VTMS, 98%, Sigma-Aldrich) y tolueno
anhidro (99%, Sigma-Aldrich). Mientras que en la sintesis de los nanocompdésitos
se utilizé 4-vinilpiridina (4VP, 95%, Sigma-Aldrich), N, N'-metilenbisacrilamida
(NMBA, 99%, Sigma-Aldrich) y persulfato de amonio (APS, 98%, Sigma-Aldrich). La
determinaciéon de la capacidad de carga se realizé utilizando doxorrubicina
hidroclorada (DOX, Sigma-Aldrich). Para las pruebas de liberacion in vitro fue
necesaria la preparacién de buffers a partir de: acido citrico (CeHsO7, 99.5%, Sigma-
Aldrich), fosfato de sodio dibasico (Na2HPOs4, 98%, Sigma-Aldrich) y disolucion
salina tamponada con fosfato en pastilla (PBS, Sigma-Aldrich). Finalmente, para las
pruebas de citotoxicidad se utiliz6 medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco-
F12 (DMEM, Corning Manassas, VA, USA), Suero fetal bovino (SFB 10%, Sigma-
Aldrich), Tripsina/EDTA 1X (Sigma-Aldrich), Bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) (MTT, 97%, Sigma-Aldrich), Isopropanol (Sigma-Aldrich). Los
solventes utilizados fueron: Agua destilada, Agua Milli Q y Etanol (99%. JT Baker).

6.2 Sintesis de NPs de CuO
Las nanoparticulas de CuO fueron sintetizadas mediante una reaccion de

precipitacion quimica. Se utilizé como precursor una soluciéon de CuCl2 (0.1 M), a la
cual se le adicion6 gota a gota una solucion de NaOH (1M). La solucion se mantuvo
en agitacién constante hasta alcanzar un pH de 14. Posteriormente, se llevé a un
bafio de recirculacion por 2 h 60 °C. Una vez finalizado el tiempo de reaccion las
nanoparticulas fueron lavadas con agua hasta obtener un pH de 7. Finalmente, se
colocaron en la estufa a 80 °C por 24 h para llevar a cabo el proceso de secado.

Una vez obtenidas las nanoparticulas, éstas fueron caracterizadas por diversas
técnicas como: Espectroscopia de Infrarrojo (FT-IR), Difraccion de Rayos X (DRX),

Analisis Termogravimétrico (TGA) y Microscopia Electronica de Transmision (TEM).
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6.3 Funcionalizacion de NPs mediante agente organosilano (VTMS)
Las NPsCuO obtenidas fueron funcionalizadas utilizando VTMS como agente

organosilano para proveer a la superficie de la nanoparticula de grupos vinilos.

Para llevar a cabo la reaccion se disolvieron 723 uL de VTMS en 61.1 mL de tolueno
anhidro bajo agitacidon magnética. Posteriormente, se afiadieron 700 mg de NPs de
CuO y una vez dispersas se colocaron en un sistema de agitaciéon magnética con
reflujo por 48 h. Transcurrido este tiempo las NPsCuO@VS fueron lavadas en ciclos
alternados de agitacion magnética y ultrasonido, dos veces con tolueno (120 mL) y
dos veces con etanol (120 mL) para eliminar el VTMS que no reaccioné y silanoides

libres.

6.4 Sintesis de nanocompédsitos NPsCuO@VS-g-P4VP
Las NPsCuO@VS fueron modificadas mediante una polimerizacién por radicales

libres. En un matraz bola se agregaron 75 mM de 4VP y 15 mL de agua destilada.
Posteriormente, se incorporaron 150 mg de NPs@VS, manteniendo la solucion bajo
agitacion magnética constante. Una vez que las nanoparticulas se dispersaron, se
afiadi6 NMBA como agente entrecruzante y APS como iniciador. La solucion se
desgasificd con N2 durante 20 min y se coloc6 en un bafio a 60 °C durante 24 h.
Concluido el tiempo de reaccion, las NPs@VS-g-P4VP se lavaron con agua y etanol

bajo agitacion magnética.

Durante esta etapa, se evaluaron distintos parametros con el fin de conocer las
mejores condiciones para la reaccion. Se vario la concentracién de monémero (75
mM, 100 mMy 150 mM), la concentracion de entrecruzante (0%,5% y 10%, respecto

a 4vp) y el tiempo de reaccién (4,8,16 y 24 h).

6.5 Caracterizacion de nanocompositos

6.5.1 Difracciéon de Rayos X (DRX)

Esta técnica proporciona informacion sobre la estructura cristalina de las NPs de
CuO, confirmando la formacion del compuesto correspondiente, asi como su

pureza.

39



6.5.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)
La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) es una técnica que

se basa en la interaccion de la radiacion infrarroja y la muestra siendo capaz de
proporcionar informacion sobre la composicion y estructura de ésta. Por medio de
esta técnica se comprobaron las modificaciones realizadas en la superficie de las

NPs de CuO y el injerto polimérico.

6.5.3 Analisis Termogravimétrico (TGA)
El analisis termogravimétrico (TGA) estudia la estabilidad térmica y la composicion

de los materiales, por lo que permite conocer pérdidas de masa por descomposicion
o volatilizacion. A través de la pérdida de peso obtenida se determiné el porcentaje

de polimero que contenian los nanocompdsitos.

6.5.4 Esparcimiento Dinamico de Luz (DLS) y Potencial Zeta ({)
Esta técnica permite medir el tamafo de particula, por medio de un laser dirigido

hacia la muestra que detecta la direccion en la que se esparce la luz. A partir de
esta técnica se determind el tamano hidrodinamico de los nanocompdsitos
obtenidos en cada una de las etapas, asi como los cambios de carga superficial

generados en diferentes pH.

6.5.5 Microscopia Electréonica de Transmision (TEM)
Mediante esta técnica se obtuvieron resultados mas precisos del tamafo y la

morfologia de las NPs de CuO y de los nanocompdsitos distintos nanocompdésitos

realizados.

6.6 Determinacion de la capacidad de carga de DOX
Para determinar la capacidad de carga de DOX se tomaron 25 mg de NPs@VS-g-

P4VP, las cuales fueron depositadas en una solucion de DOX (0.1 mg/mL). Se
tomaron alicuotas a diferentes intervalos para medir su absorbancia mediante UV-
Vis a una longitud de onda de 480 nm. Una vez alcanzada la estabilidad en la
absorbancia, se dio por concluido el proceso de carga. La cantidad de DOX cargada
fue determinada mediante una curva de calibracion previamente construida (Figura
7).
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Figura 7.Curva de calibracién de doxorrubicina empleada para
el calculo de la capacidad de carga del nanocompdésito

La cantidad de carga se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

DOX( g ) UGG

mg nanocompdsitos m

Donde Cy se refiere a la concentracion inicial de DOX, Crla concentracion de DOX
que queda en el sobrenadante. V el volumen de la solucién de DOX en mililitros y
m la masa de los nanocompdsitos. Finalmente, la soluciéon de DOX fue desechada
y las NPs@VS-g-P4VP se secaron para su posterior uso en las pruebas de

liberacion.

6.7 Ensayos de Liberacion in vitro de DOX
Durante las pruebas de liberacién in vitro, las muestras previamente cargadas

fueron depositadas en una solucién buffer fosfato-acido citrico a distintos pH (4.6,5.8
y 7.4) a 37 °C. De la misma manera, a intervalos establecidos se recolectdé una
alicuota la cual fue analizada mediante UV-vis a una longitud de onda de 480 nm.
El porcentaje de liberacion fue determinado mediante la siguiente ecuacion:

Eficiencia de liberacion % = % x 100 (2)
0
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Donde, Qs se relaciona con la cantidad final y Qo se refiere a la cantidad inicial de

DOX.

6.8 Modelado de la cinética de liberacion

Después de realizar ensayos de liberacién, los perfiles fueron analizados mediante

diferentes modelos matematicos para encontrar el mecanismo fisico por el cual se

llevdé a cabo la liberacidon del farmaco. Los modelos matematicos aplicados fueron

los siguientes:

Modelo de Orden Cero: este modelo es utilizado para describir farmacos que
se liberan lentamente con una concentracion constante. En este modelo la
velocidad de liberacion no depende de la concentracion. Este mecanismo se

representa por la siguiente ecuacion:

Q: — Qo = kot (3)

Donde, Q: es la cantidad de farmaco liberado a un tiempo “t”, Qo es la
concentracion inicial del farmaco a t=0 y ko es la constante de velocidad para

orden cero.

Modelo de Primer Orden: este modelo cinético se utiliza para describir la
absorciéon de farmacos, su liberacion y su eliminacién del cuerpo, asi como
describir farmacos que contienen sustancias hidrosolubles en el material
poroso. Este modelo esta representado por la siguiente ecuacion:

dc _

T=—Kc (4)

Donde, dc es el diferencial de concentracion, dt es el diferencial del tiempo,

K es la constante de primer orden y ¢ corresponde a la concentracion.

Modelo de Higuchi: la ecuacidn de Higuchi se considera como la mas usada
y conocida para la liberacion controlada. Este modelo describe el mecanismo
de liberacion regido por difusién y disolucion. La ecuacion de este modelo se

describe de la siguiente manera:

Q = AJyD(2Cy — C5)Cst ()
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Donde Q es la cantidad acumulada de farmaco liberado en un tiempo t por
unidad de area. Co es la concentracion inicial del farmaco, Cs la solubilidad
de la matriz y D es el coeficiente de difusion de la molécula de farmaco en la

matriz.

o Korsmeyer-Peppas: este modelo describe el mecanismo de liberacion del
farmaco desde un sistema de nanoparticulas poliméricas. Para encontrar el
exponente de liberacion es necesario utilizar solamente los datos que sean
menores al 60%. Para valores n<0.45 se considera que el mecanismo de
liberacion es mediante una difusion de Fick, 0.45< n=0.89 es un transporte
“no Fickiano”, valores de n=0.89 se considera un caso |l de transporte
relacionado con una liberacion de orden cero, en caso de que n sea mayor a
0.89 se le denomina super caso Il. La ecuacién que representa este modelo

es.

M, .y . . . .
Donde M—t es la fraccion de farmaco liberado a un tiempo t determinado, k es

o)

la constante de velocidad y n es el exponente de liberacion. El valor de “n

se utiliza para caracterizar los distintos tipos de difusion.

6.9 Pruebas de citotoxicidad in vitro
Para evaluar la citotoxicidad de las NPs@VS-g-P4VP se realiz6 un ensayo MTT, el

cual mide la viabilidad celular por medio de su actividad metabdlica. Se cultivaron
fibroblastos humanos (1132SK) y células de cancer de mama (MDA-MB-231) en
placas de 96 pozos con medio DMEM F-12 por 24 h, a 37 °C y 5% de CO2. Una vez
transcurrido este tiempo, con una confluencia de alrededor del 80%, se aspir6 el
medio de cultivo de los pozos y se anadieron 100 uL de medio con los diferentes
tratamientos (DOX, NPsCuO, NPsCuO@VS-g-P4VPs%nvea, NPsCuO@VS-g-
P4VP10%NmBA, NPSCuO@VS-g-P4VPs%nmea-DOX y NPsCuO@VS-g-P4VP10%NmBA-
DOX) a seis concentraciones diferentes (0, 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50 y 100 pg/mL).
Posteriormente, las células se dejaron en contacto con los tratamientos por por 24
h. Una vez terminado el tiempo de incubacion se retiré el medio y se agregaron 50
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uL de la sal de tetrazolio (1 mg/mL), que la actividad metabdlica de las células
viables provoca un cambio de su color amarillo inicial en un compuesto color azul-
violeta (cristales de formazan). Las placas se incubaron por 2 h, una vez transcurrido
el tiempo la solucién de sal de tetrazolio fue descartada y se afiadieron 100 uL de
isopropanol, el cual disuelve los cristales de formazan. Finalmente, se tomaron
lecturas de las placas a 570 nm en un lector UV-Vis, y se calcularon las viabilidades
celulares en contraste con pozos control, los cuales no habian sido sometidos a

tratamiento alguno.
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Capitulo VlI- Resultados y Discusién

7.1 Sintesis y funcionalizacion de NPs de CuO

El soporte inorganico de los nanocompdsitos propuestos en el presente trabajo
consta de nanoparticulas de éxido de cobre (NPsCuO). Para la sintesis se siguio el
método de precipitacidn quimica, utilizando como precursor cloruro de cobre (Il). El
hidroxido de cobre obtenido (Cu(OH)2) (Ecuacion 7) se sometié a calentamiento

dando paso a la obtencion de un precipitado negro (CuO).
CuCl, + NaOH - Cu(OH), + NaCl

Cu(OH), S cuo  (7)
La NPs CuO se caracterizaron mediante DRX, cuyos resultados se muestran en la
Figura 8. En la Figura se puede observar que, en contraste con el estandar JCPDS
48-1548 para el CuO, las senales son consistentes, mostrando intensidad en 35.5
y 38.8° correspondientes con los indices HKL de -111 y 111, respectivamente. Con

esto se comprueba la obtencion del CuO.

CuO NPs
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Figura 8. Patron de difraccion de rayos X (DRX) de las NPsCuO.

En la Figura 9a se muestran las imagenes de microscopia electronica de

transmision (TEM) correspondientes a las NPs de CuO, las nanoparticulas
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sintetizadas mediante precipitacion quimica a partir de CuCl2 y NaOH. Las
nanoparticulas obtenidas exhiben una morfologia semiesférica. Sin embargo, se
observa una formacién de agregados entre particulas, fendmeno comunmente
observado en las NPs de CuO, el cual se atribuye al area superficial y la elevada
energia superficial de las nanoparticulas [94]. A partir de estas imagenes de TEM
se determind una distribucién de tamafios de particula de 4 a 14 nm (Figura 8b). El
diametro promedio de las NPs de CuO resultd ser 9.43 nm, valor que se encuentra

dentro de lo reportado en la literatura para NPs de CuO sintetizadas por métodos

de precipitacion quimica similares [95].
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Figura 9. a) Micrografia TEM de las NPsCuO sintetizadas. b) Histograma de distribucién de

tamarno de particula de las NPsCuO.

Adicionalmente, el producto se caracterizé por FTIR para estudiar la naturaleza de
los enlaces presentes en las nanoparticulas, asi como verificar la presencia de los
grupos hidroxilos en la superficie para la posterior funcionalizaciéon con el agente
organosilano. La Figura 10 muestra los espectros correspondientes a esa técnica.
El espectro de NPsCuO muestra una sefial ubicada en 3440 cm™' asociada a la
vibracion del enlace O-H [96]. Ademas, las bandas localizadas en 607 cm™'y 493
cm' se relacionan la formacion del enlace Cu-O [97]. Por otro lado, el espectro

correspondiente a las NPsCuO@VS muestra sefiales en 1603 y 1408 cm™’
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correspondientes a las vibraciones de los grupos C=C del vinilo [98], [99]. La sefial

1190 cm' esta relacionada con los grupos Si-OCHs, su intensidad débil indica que
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Figura 10. Espectros correspondientes a NPsCuO y NPsCuO@VS.

la mayoria de los grupos metoxi (OCH3) del VTMS fueron hidrolizados, evidenciando
una funcionalizacion exitosa [100]. Asimismo, la banda en 1057 cm™ corresponde
al estiramiento de los enlaces Si-O-Si [101], mientras que la banda en 955 cm™' esta
relacionada con los enlaces Si-O-Cu, confirmando el anclaje del silano sobre la

superficie de las nanoparticulas [99].

7.2 Sintesis de nanocompésitos NPsCuO@VS-g-P4VP
La Figura 11, ilustra el posible mecanismo de sintesis por el cual se injerté P4VP

desde la superficie de las nanoparticulas de CuO. EIl primer paso consiste en la
descomposicion térmica del iniciador, APS, a 60 °C generando radicales que
reaccionaran con los grupos vinilos en la superficie de las NPsCuO@VS.
Posteriormente las unidades monoméricas en el medio de reaccion se van uniendo
a los radicales en la superficie de las NPs y a su vez se forman cadenas

independientes. Finalmente, la terminacion de la reaccion ocurre cuando una
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cadena en crecimiento de la superficie del soporte inorganico se combina con una

cadena que crecio independientemente [102].

1. Descomposicion del iniciador
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Figura 11. Mecanismo de sintesis de NPsCuO@VS-g-P4VP mediante
polimerizacién por radicales libres.

7.2.1 Efecto de la variaciéon de parametros de reaccién sobre el porcentaje de
injerto en NPsCuO@VS-g-P4VP.

7.2.1.1 Efecto de la concentracion de monémero.

Para estudiar el efecto de la concentracidén de 4VP en la mezcla de reaccion sobre
la cantidad final de injerto se llevaron a cabo una serie de reacciones con diferente
concentracion: 75, 100 y 150 mM. Mientras que, la cantidad de NPsCuO (150 mg),

el tiempo de reaccion (24 h) y la cantidad de entrecruzante (5%) se mantuvieron
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constantes. La Figura 12 muestra los espectros FTIR correspondientes a las
muestras sintetizadas bajo estas condiciones en contraste con las NPsCuO vy
NPsCuO@VSs.
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Figura 12. Espectros FTIR correspondientes a los nanocompdsitos
sintetizados a diferente concentracion de monémero.

Los espectros de los nanocompdsitos muestran bandas en 2935 cm™, relacionadas
con los grupos CH:2 presentes en las cadenas poliméricas. Por otro lado, la sefial
observada en 1598 cm™' confirma la presencia del anillo de piridina, ademas de las
sefiales en 1560, 1495 y 1415 cm™ correspondientes a las vibraciones vy
deformaciones del mismo [103]. Asimismo, la ausencia de la banda en 1635 cm™',
caracteristica del estiramiento C=C del grupo vinilo del monémero 4VP [104],
confirma que la polimerizacion se llevd a cabo. Se observa que conforme la
concentracion aumenta, las sefiales del anillo piridina se vuelven mas intensas,
mientras que las sefiales del enlace Cu-O (585 y 517 cm™') disminuyen. Sugiriendo
que, a mayor cantidad de monémero en la mezcla inicial de reaccion, se obtiene
una mayor cantidad de injerto de P4VP en los nanocompdsitos. La Figura Al
corresponde a los difractogramas obtenidos para estas muestras, de manera

general dominan las sefales correspondientes a los planos cristalinos del CuO, sin
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embargo, la intensidad de éstas disminuye a medida que aumenta la concentracion
inicial con la que se sintetizaron las muestras. También, en el caso de
nanocompdsito sintetizado con 150 mM se percibe una sefal alrededor de los 20°

debido a la naturaleza amorfa del polimero.
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Figura 13. Analisis termogravimétrico de los nanocompaositos
sintetizados a diferentes concentraciones de monoémero.

Complementariamente, se llevé a cabo un analisis TGA las curvas obtenidas para
los nanocompdsitos, en comparacion con las correspondientes al soporte
inorganico, se muestran en la Figura 13. Los termogramas correspondientes a las
muestras NPsCuO@VS-g-P4VP, presentaron una pérdida de peso significativa
desde los 275 hasta los 350 °C con un maximo en los 292 °C. De acuerdo con lo
reportado en la literatura, esta caida corresponde a la descomposicion del injerto
polimérico [105]. Posteriormente, se cuantificd el injerto polimérico a través del
analisis de las curvas de TGA. Los porcentajes de injerto obtenidos fueron 27, 36 y
54% para las concentraciones de 75, 100 y 150 mM, respectivamente. Esto
concuerda con lo reportado por Espinola-Portilla et al., quienes desarrolllaron un
nanocomposito basado en NPs de 6xido de hierro funcionalizadas con P4VP. En
dicho trabajo, se identific6 una pérdida de peso significativa alrededor de los 300

°C, lo que corresponde a la descomposicion de las cadenas laterales de la P4VP.
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Para el uso de este tipo de materiales en aplicaciones biomédicas donde se utilizan
nanoparticulas inérganicas como soporte en conjunto con una coraza polimérica se
ha observado que el mantener una proporcion moderada de matriz polimérica: NPs
tiende a asegurar una mejor eficiencia de liberacion. Por este motivo, para los
experimentos que se presentan a continuacion se trabajoé con una concentracion de
4VP de 100 mM.

7.2.1.2 Efecto de la concentracion del entrecruzante

Con la finalidad de determinar el efecto de la concentracion de entrecruzante en el
injerto polimérico se llevaron a cabo una serie de reacciones utilizando diferentes
concentraciones de entrecruzante: 0, 5 y 10%. Durante este estudio la cantidad de
NPs (150 mg), el tiempo de reaccién (24 h) y la concentracion de monémero (100

mM) se mantuvieron constantes.
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Figura 14. Espectros FTIR correspondientes a los
nanocompositos sintetizados a diferente concentracion de
entrecruzante.

La Figura 14 muestra los espectros FTIR correspondientes a los diferentes
nanocompdsitos sintetizados bajo las condiciones previamente mencionadas. Los
espectros muestran la sefial caracteristica de la P4VP en 1598 cm™'. Asimismo, la

sefial en 1415 cm relacionada con el anillo de la piridina incrementa su intensidad
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a medida que aumenta la concentracion de entrecruzante en la mezcla de reaccion.
Este comportamiento puede relacionarse a la formaciéon de un mayor nimero de
puntos de entrecruzamiento, los cuales favorecen el desarrollo de una red
polimérica mas densa sobre la superficie de las NPs, dando como resultado una

mayor cantidad de injerto polimérico [106].

Con el objetivo de conocer la cantidad de injerto polimérico obtenido en las muestras
se llevd a cabo un analisis termogravimétrico. En la Figura 15 se muestran las
curvas TGA para las diferentes muestras. Se obtuvieron 26, 36 y 46% de injerto
polimérico para las concentraciones de 0, 5 y 10% respectivamente. Por lo tanto,
podemos concluir que la concentracion de entrecruzante influye fuertemente en la
cantidad de injerto formado sobre las NPs de CuO, esto es consistente con lo

reportado en la literatura para sistemas similares.
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Figura 15. Analisis termogravimétrico de los nanocompasitos
sintetizados a diferentes concentraciones de entrecruzante.

7.2.1.3 Efecto de la variacion del tiempo

Finalmente, se llevaron a cabo experimentos con diferentes tiempos de reaccion: 4,

8, 16 y 24 h. Durante el estudio de este efecto la cantidad de NPs (150 mg), la
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concentracion de monémero (100 mM) y la concentracion de entrecruzante (10%)
se mantuvieron constantes. En la Figura 16 se muestran los espectros de FTIR

obtenidos para las muestras sintetizadas bajo estas condiciones.

Transmitancia %

|
|
24 h :
|
|

|
|
|
|
|
|
|
|
0

11
L r;\ C-H
- N 1 L 1 L 1 L 1 L 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 150 1000 500

Numero de Onda (cm™)

Figura 16. Espectros FTIR correspondientes a los nanocompasitos
sintetizados a diferentes tiempos de reaccion.

Los espectros muestran sefales relacionadas con P4VP en 1598 y 1415 cm™, las
cuales se van intensificando a medida que el tiempo de reaccion aumenta.
Sugiriendo que el tiempo de reaccion incrementa la cantidad de injerto obtenida en
la superficie de las NPs. A su vez, se determind que a partir de las 4 h de reaccién
ya es posible obtener injerto, y que este alcanza una estabilidad a partir de las 16
h. Este comportamiento puede atribuirse a que el iniciador (APS) se consume
gradualmente durante la reaccidén de polimerizacién, alcanzando concentraciones
bajas a partir de las 10 h [107]. En consecuencia, a diferencia de la concentracién
del mondmero y el entrecruzante, el tiempo no representa un factor determinante

en la cantidad de injerto final en el nanocompésito.
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Figura 17. Analisis termogravimétrico de los nhanocompdésitos
sintetizados a diferentes tiempos de reaccion.

Adicionalmente, se realizaron analisis termogravimétricos de las muestras
sintetizadas a diferentes tiempos de reaccién. La Figura 17 muestra la cantidad de
injerto obtenida para cada una de las mismas. Los porcentajes de injerto obtenido
fueron 38, 53, 47 y 46 % en las muestras de 4,8,16 y 24 h respectivamente. La P4VP
completa su descomposicién alrededor de los 400 °C, por lo tanto, la pérdida de
peso observada entre los 500 y 600 °C en la muestra sintetizada a 8 h no
corresponde a la descomposicion del polimero, sino que podria asociarse a un

desperfecto en el artefacto del equipo de medicion.

7.2.1.4 Tamano y estabilidad coloidal

La determinacion del tamafio y la estabilidad coloidal a través de diferentes
parametros fisicoquimicos resulta importante en la aplicacién de nanocompdésitos
como acarreadores de farmacos. Con el fin de determinar el didametro hidrodinamico
(Dh) y la estabilidad coloidal en funcién de diferentes valores de pH se llevaron a
cabo estudios de DLS y . La tabla 2 presenta el Dh y { para las muestras

NPsCuO@VS-g-P(4VP) soMEA. 10%NMEA Y NPs de CuO.
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Tabla 2. Diametro hidrodinamico (Dh), indice de polidispersidad (PDI) y ¢ de las
NPs CuO y NPsCuO@VS-g-P4VP con diferente concentracion de entrecruzante.

Muestra Dh (nm) PDI ¢ (mV)
NPs CuO 31+9.6 0.318 -24
NPsCuO@VS-g-P(4VP)_ 321+143 0.102 +10

NPsCuO@VS-g-P(4VP), .\ iea 30954 0.061 -6

Las NPs de CuO sin modificar mostraron un Dh de 30.6 nm mientras que el
nanocompdsito con 5% de NMBA presentd un Dh promedio de 321 nm con una
distribucion monodispersa (Figura 18), mientras que la muestra con 10% de NMBA
cuenta con un Dh de 309 nm (Figura 19). Estos valores podrian indicar la formacién
de agregados en la dispersidon acuosa, los cuales resultan de menor tamafo para

NPsCuO@VS-g-P(4VP) Dicho comportamiento esta relacionado con

10%NMBA’
factores como: la hidrofobicidad de la P4VP y la menor cantidad de entrecruzante
en la red polimérica [108]. E| NMBA es un agente entrecruzante cuya molécula
contiene el grupo funcional amida, con esto le es posible formar puentes de

hidrégeno y aumentar el caracter hidrofilico de la red [109].
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Figura 18. Distribucion del Dh de las NPsCuO@VS-g-P4VPs%nmsa
determinadas por DLS.
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Figura 19. Distribuciéon del Dh de las NPsCuO@VS-g-P4VP10%nvBA
determinadas por DLS.
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Por otro lado, se obtuvieron los valores de pH de respuesta para ambos sistemas a
través de la determinacion del punto isoeléctrico. Las Figuras 20 y 21 muestran la
variacion del C en funcion del pH. Para la muestra de 5% de NMBA se determin6 un
pKa de 5.30, mientras que para la muestra de 10% de NMBA se obtuvo un pKa de
4.58. Esto debido a que una menor cantidad de entrecruzante genera cadenas
poliméricas mas largas con mayor movilidad, lo que se traduce en una red
polimérica mas abierta y flexible. En este caso, los grupos piridina se encuentran
mas expuestos al medio acuoso, facilitando su interaccion con los protones

presentes en el medio permitiendo su protonacion a un pH mas elevado [110].

25

20 1

pH

Figura 20. Potencial zeta () en funcion del pH para NPsCuO@VS-g-
P4VPs%NMBA.

Por el contrario, una mayor cantidad de entrecruzante produce cadenas poliméricas
mas cortas y con menor movilidad, generando una red mas compacta y densa. En
estas condiciones, los grupos piridina quedan confinados dentro de la red polimérica
reduciendo su accesibilidad al medio acuoso y dificultando su interaccién con los
protones de la solucion. Como consecuencia, se requiere un pH mas bajo para

lograr la protonacién de dichos grupos, disminuyendo el valor del pKa. Este
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comportamiento concuerda con lo reportado en la literatura, donde el aumento en
la densidad de entrecruzamiento se asocia con una disminucion en la movilidad de

los segmentos de cadena y una menor accesibilidad de los grupos ionizables [111].
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Figura 21. Potencial zeta () en funcion del pH para NPsCuO@VS-g-
P4VP10%NMBA.

7.3 Determinacion de la capacidad de carga de DOX
Con el fin de evaluar la aplicacion de los nanocompdsitos como acarreadores de

farmacos anticancerigenos se utilizé la DOX como farmaco modelo. La Figura 22
muestra la cinética de carga para las muestras NPsCuO@VS-g-P4VP 5%, 10% NMBA,
se encontro que la capacidad maxima de carga de DOX se da a las 96 h en ambos
casos. Sin embargo, la muestra con 10% de entrecruzante logré cargar una cantidad
de 1.034x102 mg DOX/ mg NHs en contraste con la muestra con 5% de

entrecruzante que cargd 8.646x10-3mg DOX/ mg NHs.
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Figura 22. Cinética de carga de DOX para NPsCuO@VS-g-

P4V P5%,10%NMBA.

Esta diferencia puede ser explicada debido a que la muestra con mayor contenido
de NMBA, es considerablemente mas hidrofilica lo que le permite una mejor
dispersion en la solucién de DOX vy, por lo tanto, aumenta la probabilidad de
interacciones entre el farmaco y los grupos funcionales del polimero [112]. Por
consiguiente, el mecanismo de carga de DOX en el injerto polimérico,
principalmente, dependera de dos factores: 1. Difusion del farmaco dentro de la red
polimérica, 2. Formacion de puentes de hidrogeno entre grupos NH, C=0, imina,

presentes en el polimero, y fenoles y aminas propios de la molécula de DOX (Figura
23).

59



O‘O‘ o

OHO o

OH
WH3

Figura 23. Representacion esquematica del mecanismo de carga y liberacién del
farmaco, donde los grupos piridina en medio acido favorecen la liberacion
controlada.

7.4 Ensayos de Liberacion in vitro de DOX

Las Figuras 24 y 25 muestran los perfiles de liberacion de DOX para los
nanocompaositos sintetizados con 5 y 10% de entrecruzante, respectivamente. En
ambos nanoacarreadores se muestra una eficiencia maxima de liberaciéon (39 y
34%, respectivamente) alcanzada a un pH de 4.6. Esto es consistente con la
respuesta al pH proporcionada por los grupos piridina presentes en las cadenas
poliméricas (Figura 23). La ligera diferencia de 5% favorable para el sistema
NPsCuO@VS-g-P4VP podria deberse a que una menor densidad de la red
polimérica (menos puntos de entrecruzamiento) promueve una difusion menos
obstaculizada del farmaco fuera de la red. Asimismo, se puede notar que en el caso
de los dos nanoacarreadores no se percibe liberacién de la DOX a un pH fisioldgico,
apoyando la hipétesis anterior.

Por otro lado, para la muestra con 5% de NMBA a condiciones de pH 5.8 se observa

una liberacidon maxima de 27%, significativamente menor a la exhibida en
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condiciones de pH 4.6. Este comportamiento se atribuye a el valor d pH 5.8 se
encuentra por encima del pKa (5.3) determinado experimentalmente para este
nanocompdsito. Por lo que una proporcién menor al 50% de los grupos piridina
presentes se encontrarian protonados y la fuerza de repulsién electrostatica tendria

menos intensidad en comparacion con la proporcionada a pH 4.6 [113], [114].
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Figura 24. Cinética de liberacién in vitro de DOX en NPsCuO@VS-g-
P4VPs%NmBa a diferentes condiciones de pH.

En la Figura 25 se pueden apreciar los porcentajes de liberacion de DOX, obtenidos
bajo diferentes condiciones de pH, correspondientes al nanocompdsito sintetizado
a partir del 10% de NMBA. En este caso, a un valor de pH 5.8, se obtuvo un
porcentaje de liberacion de 32%, solo un 2% por debajo de la eficiencia mostrada a
pH 4.6. El perfil de liberacion a pH 5.8 logré estabilizarse hasta las 168 h, en
contraste con el correspondiente a pH 4.6, el cual alcanzé la maxima eficiencia en
las primeras 48 h. Lo anterior puede atribuirse a que, un menor valor de pH aumenta
la solubilidad de la DOX, por lo que la velocidad de liberacion puede incrementarse
de 2 a 3 veces dependiendo de la acidez del medio [115]. Asimismo, un entorno con

pH inferior al pKa del nanocompdsito induce una mayor protonacién de sus grupos
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funcionales, lo que debilita las interacciones electroestaticas y favorece la liberacion
del farmaco [116].

Para la administracién intravenosa de este tipo de nanoacarreadores se requiere
que el sistema presente una baja probabilidad de liberacion durante la circulacion
sistémica, asi como la liberacidén sostenida y controlada una vez acumulado en el
sitio tumoral [117]. En un estudio llevado a cabo por Bort, et al. realizaron un
ensayo clinico en animales utilizando AGulX®, un sistema compuesto por
nanoparticulas de polisiloxano y quelatos de gadolinio. Durante el ensayo se evalué
la acumulacion pasiva por efecto EPR, encontrando que este fendbmeno comienza
a los 20 minutos tras haber aplicado la inyeccidn y alcanzando una retencion de 24
a 72 h. Por ello, un perfil de liberacion que se extiende hasta las 168 h resulta
inadecuado, mientras que los que aquellos que logran estabilizarse en un periodo
de 48 h permiten que la liberacion del farmaco coincida con el tiempo de retencion

del efecto EPR [118].
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Figura 25. Cinética de liberacion in vitro de DOX en NPsCuO@VS-g-
P4VP1o0%nmBa a diferentes condiciones de pH.

Asimismo, el hecho de que la muestra NPsCuO@VS-g-P4VP1o%nmsaa pH 5.8, valor

por encima del pKa, es capaz de alcanzar el mismo porcentaje de liberacion que en
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la condicion de pH 4.6, puede atribuirse a la alta estabilidad coloidal proporcionada
por el mayor contenido de NMBA. Este comportamiento se debe a los grupos
carboxilo y amino, mismos que, al formar puentes de hidrogeno en el medio acuoso
previenen la agregacion de particulas, con esto, una mayor area superficial se
encuentra disponible para la difusion del farmaco durante todo el experimento [119].
De esta forma, aunque la liberacién ocurre de forma gradual, eventualmente el
sistema es capaz de alcanzar un porcentaje de liberacion similar al obtenido en

valores de pH menores al pKa.

En conclusion, se demuestra que la liberacién del farmaco se encuentra relacionada
con dos factores principales: la repulsidn electrostatica que se produce durante el
proceso de liberacidn y la mejora en la hidrofilicidad que los grupos funcionales del
NMBA confieren al sistema, siendo ambos puntos clave para determinar el perfil de

liberacion del nanocompasito.

7.5 Modelado de la cinética de liberacion
Los perfiles cinéticos de liberacion se ajustaron a cuatro distintos modelos

matematicos, con el fin de encontrar el mecanismo que rige la liberacion de DOX.
La Tabla 3 muestra los parametros calculados a partir de los perfiles
correspondientes al nanocompdsito NPsCuO@VS-g-P4VPs%nuvea. Se  puede
observar que para las condiciones de pH 4.6 y 5.8 los perfiles se ajustan mejor al
modelo de Korsmeyer-Peppas. Este modelo semi-empirico se utiliza para evaluar
la liberacion de farmacos a partir de matrices poliméricas [120]. Dénde, el valor de
n describe el mecanismo de transporte especifico que se lleva a cabo. Un valor
menor a 0.45 esta relacionado con difusién Fickiana impedida; en la cual, es el
gradiente de concentracion el que impulsa la liberacién del farmaco, con una

pequena fuerza que se opone a esta difusidon libre, que en este caso es

63



proporcionada por las fuerzas de interaccion proporcionadas por la matriz polimérica

sensible al pH.

Tabla 3. Cinética de liberacion en diferentes modelos matematicos para NPsCuO@VS-g-

P4VPs%NmBA
NPsCuO@VS-g-P4VP;,,ymsa Orden Cero Primer Orden Higuchi Korsmeyer-Peppas
pH K R? K, R2 Ky R? Ky n R?
4.6 2.42x10°  0.74  1.20x102 0.682 2.61x10" 0.874 6.36x102 0.371 0.927
5.8 1.13x10®  0.913  8.52x10°  0.711  5.83x10" 0.947 4.54x102 0.314 0.951
7.4 7.51x10°  0.752 -3.96x107  0.483  7.58x102 0.698 2.08x10 -0.113  0.576

La Tabla 4 muestra los coeficientes calculados para los perfiles de la muestra

NPsCuO@VS-g-P4VP1o%NnmBa. Se puede observar que bajo condiciones de pH 4.6,

se da un mejor ajuste al modelo de Korsmeyer-Peppas, donde n (0.41) es

consistente con la difusion Fickiana, este valor se encuentra en los limites de este

con el relacionado al transporte anémalo (0.45< n <1). Esta toma en cuenta que la

liberacidn se da gracias a la difusion, en conjunto con una fuerza adicional. Por otro

lado, para el pH 5.8 el modelo que mas se ajusta es el de orden cero. Mostrando

una liberacion lenta y constante, independiente de la concentracion. Esto se atribuye

a que la fuerte reticulacion de la matriz polimérica impide la liberacién del farmaco

atrapado [121].

Tabla 7. Cinética de liberacién en diferentes modelos matematicos para NPsCuO@VS-g-

P4VP10%NvBA
NPsCuO@VS-g-P4VP,yy.nmea Orden Cero Primer Orden Higuchi Korsmeyer-Peppas
pH Ko R? K, R2 Ky R? Ky n R?
4.6 2.17x10°  0.675 1.27x102 0.625 2.77x10" 0.871 5.19x102 0.410  0.934
5.8 1.55x10° 0.962 1.34x102 0.689 4.19x10" 0.873 1.19x102  0.481 0.865
7.4 8.06x10° 0.588 -3.43x107 0.380 6.53x10> 0.763  1.66x10 -0.123  0.703
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En conclusion, condiciones menores al pKa de la matriz (4.6) de P4VP la liberacion
de la DOX se relaciona con la relajacion de la matriz polimérica, mientras que a pH
5.8 es la reticulacion de la red que actua como reguladora [122]. Por otro lado, en
condiciones de pH fisiolégico la matriz polimérica no incurre en cambios que

estimulen la liberacion.

7.6 Pruebas de citotoxicidad in vitro
Un paso crucial para la implementacién de nanomateriales hibridos como posibles

nanoacarreadores de farmacos, es la determinacion de su actividad biolégica. Para
esto se llevan a cabo ensayos de viabilidad celular in vitro. En el presente trabajo
se utilizé una linea celular de fibroblastos (CDD Sk 1132) en contraste con células
de adenocarcinoma mamario triple negativo (MDA-MB-231) en contacto con los
diferentes  tratamientos = (NPsCuO@VS-g-P4VPs 10%nmBa,  NPsCuO@VS-g-
P4VPs,10%NnvBa -DOX, NPsCuO y DOX libre). Posteriormente, se evaluo la viabilidad
celular después de la exposicion, mediante un ensayo colorimétrico MTT el cual
mide indirectamenta la actividad metabdlica de las células por su capacidad de
reducir una sal de tetrazolio a cristales de formazan, una vez determinada la
concentracion de este ultimo para las poblaciones de células que estuvieron en
contacto con los tratamientos, esta se compara con controles que no tuvieron
contacto con los materiales a evaluar, y finalmente se determina el porcentaje de

células metabodlicamente activas.

Las Figuras 26 y 27 muestran los resultados de viabilidad celular en funcién de la
concentracion para los diferentes tratamientos. Estas se muestran a manera de
curvas concentracion-respuesta y se encuentra senalado el valor de 50% de
viabilidad con el fin de visualizar el limite en el que un material se considera
citotoxico asociada a la concentracion inhibitoria (Clso). En primera instancia las
NPsCuO demostraron disminuir la viabilidad celular de manera importante, incluso
en las menores concentraciones probadas. Esto esta asociado a los diferentes
mecanismos de muerte celular reportados en la literatura (Mundekkad et al., 2022;
Wang et al., 2024; Galindo et al., 2025) que induce la internalizacion de este tipo de
nanoparticulas a nivel celular. Sin embargo, los nanocompdsitos exhiben un

comportamiento distinto. De manera general, se observa una mayor
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biocompatibilidad en comparacion con las NPsCuO. Esto podria atribuirse a la

presencia de injerto de P4VP, el cual parece regular la toxicidad intrinseca del CuO.

Por otro lado, se puede observar que los nanocompdsitos NPsCuO@VS-g-P4VP
5,10%NMBA Y NPsCuO@VS-g-P4VPs,10%nvBa -DOX disminuyen en mayor medida la
viabilidad, en el caso de la linea celular cancerosa, ya que los valores Clso (Tabla 5)
son menores que las calculadas para la linea celular CCD Sk 1132. El valor Clso se
refiere a la concentracidn de un compuesto necesaria para inhibir el 50% de la
viabilidad celular, siendo utilizado para evaluar la efectividad de compuestos
terapéuticos[123] . En sistemas de nanocompdsitos, su determinacion permite
comparar el potencial citotoxico del farmaco encapsulado contra el farmaco libre,
ademas de evaluar la selectividad del sistema hacia células tumorales en

comparacion con células sanas [124].
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Figura 26. Curvas de viabilidad celular en funcion de la concentracién de los
tratamientos evaluados mediante el ensayo MTT para CCD Sk 1132.

66



Por su parte, el nanocompdsito con 5% de NMBA, cargado con DOX exhibe una
actividad citotoxica potenciada en comparacion con la DOX libre (Clso). Esto podria
estar relacionado a un efecto sinérgico entre el CuO y la DOX. La formacién de
complejos entre la DOX vy los iones Cu?* favorece la generacién de ROS, lo que
aumenta el dafio oxidativo intracelular [125]. Este mecanismo se complementa con
la capacidad de DOX de causar danos en el ADN, produciendo mayor toxicidad y

eficiencia terapéutica [126].

Ademas, al comparar las muestras NPsCuO@VS-g-P4VPs%NvBa con su contraparte
cargada con DOX se observa una diferencia significativa en cuanto a la reducciéon
de viabilidad celular respecto a las concentraciones, lo cual no ocurre para el
nanocompdsito con 10% de NMBA. Esto podria indicar que la menor densidad de
entrecruzamiento permitiria que la DOX se difunda en mayor cantidad respecto al

nanocompasito con mayor grado de entrecruzamiento.
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Figura 27. Curvas de viabilidad celular en funcion de la concentracién de los
tratamientos evaluados mediante el ensayo MTT para MDA-MB-231.
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Tabla 11. Comparativa de valores Clso (ug/mL) de NPsCuO, DOX libre,
NPsCuO@VS-g-P4VPs5%,10%NmBa Y NPsCuO@VS-g-P4VPs%, 10%nvBaA-DOX en lineas
celulares sanas y tumorales.

Muestra CCD Sk 1132 MDA-MB-331
NPsCuO 2.036 2.258
DOX 19.765 11.773
NPsCuO@VS-g-P4VPsynvsa 44.513 48.284
NPsCuO@VS-g-P4VP1o%nmBa 24.000 21.923
NPsCuO@VS-g-P4VPsynuea-DOX 30.913 6.135
NPsCuO@VS-g-P4VP1o%nmea-DOX - 45.997
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Capitulo VlII- Conclusiones y Perspectiva a futuro
Se comprobo el injerto de P4VP sobre la superficie de las NPs de CuO, la

caracterizacion del nanocompdésito por medio de FTIR, TGA, DLS y potencial Z

permitié confirmar la modificacion superficial de las nanoparticulas.

Ademas, se determin6é que una concentracién de 100 mM favorece una cantidad
de injerto moderada, util para la aplicacion eficiente del material como
nanoacarreador de farmacos. El estudio del efecto de la cantidad de entrecruzante
demostroé ser el factor determinante para la cantidad de injerto de P4VP, debido a al
incremento de los puntos de entrecruzamiento, creando una red polimérica mas

densa.

La evaluacién del potencial Z determiné la estabilidad coloidal del nanocompdsito,
mostrando que los sistemas con mayor cantidad de entrecruzante presentaron una
mayor estabilidad coloidal, pues este aporta grupos con la capacidad de formar
puentes de hidrégeno. Por otro lado, las mediciones realizadas a diferentes valores
de pH permitieron identificar el punto isoeléctrico de nanocompdésitos sintetizados
con diferentes porcentajes de entrecruzante, el cual se desplaza con este factor.
Estos resultados confirman que los nanoacarreadores poseen comportamiento pH-
responsivo dentro del rango del microambiente tumoral y otras estructuras

bioldgicas.

Al evaluar la capacidad de carga se determiné6 que el incremento en la
concentracion de entrecruzante mejora la capacidad de carga del sistema, debido
a que la red polimérica del nanocompdsito presenta mayor densidad y estabilidad

en dispersion acuosa, reteniendo mejor el farmaco.

Los perfiles de liberacion in vitro mostraron mayor liberacion en los nanocompdsitos
con menor cantidad de NMBA, esto se atribuye a que en aquellos nanoacarreadores
con mayor proporcion de entrecruzante la estructura de la red polimérica limita la
liberacién del farmaco. Ademas, se determind que las condiciones de pH menores
a 5 promueven una mayor eficiencia de liberacién, debido a la protonacién de los

grupos piridina de las cadenas poliméricas.
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Finalmente, las pruebas de citotoxicidad in vitro demostraron que los
nanocompasitos presentan una biocompatibilidad superior en comparacion con las
NPs de CuO. Asimismo, la citotoxicidad de los nanoacarreadores aumento
significativamente en la linea celular cancerosa, en comparacion con la linea celular
sana, sugiriendo que los nanocompdsitos tienen selectividad hacia las células

malignas.

Los resultados anteriores indican que la concentracidn de entrecruzante es el
parametro que determina la composicion, estabilidad coloidal y eficiencia de los
nanocompaositos en la aplicacion propuesta. Esto se debe a la naturaleza hidrofébica
de la P4VP. Ademas, los nanoacarreadores propuestos en este trabajo presentan
una alternativa prometedora para la liberacién de farmacos controlada por el pH. Es
necesario continuar con la investigacién y realizar pruebas que permitan evaluar el

comportamiento del nanocompdsito en sistemas bioldgicos mas complejos.
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