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Resumen

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. Entre los tipos
de cancer mas comunes, el de pulmdn representa el 16,7% de todos los nuevos casos
diagnosticados en hombres. Es importante también destacar que el cancer de pulmon
tiene la tasa de mortalidad mas alta y una tasa de supervivencia menor a 5 afios. Los
tratamientos usados en el cancer de pulmén han resultado poco eficientes. Por esa
razon, es importante implementar nuevas estrategias para el tratamiento de este tipo de
cancer, ademas del desarrollo de nuevos farmacos que provean una mayor eficacia y
disminuyan los efectos adversos. El éster fenetilico del &cido cafeico (CAPE), es un
compuesto fenolico derivado del propdleo al que se le ha detectado un efecto anti-
neoplasico. A partir de esta sustancia se han desarrollado diversos analogos que buscan
mejorar las propiedades del compuesto natural, aumentando su produccion y
reduciendo su elevado costo. Los analogos de CAPE, LQM-717 y LQM-755 han
demostrado tener un mayor efecto quimioprotector que CAPE en la reduccion de las
lesiones preneoplasicas y de tumores. En el presente trabajo se desarrollaron
nanoparticulas (NP“s) de magnetita como soporte para generar nanoacarreadores con
los polimeros quitosano y o-carboximetil quitosano para el compuesto LQM-755, con
la finalidad de ayudar a proteger de la metabolizacién, aumentar el efecto terapéutico
y disminuir los efectos toxicos. Se selecciono previamente el polimero quitosano para
generar las nanoparticulas poliméricas, ya que, tiene una gran cantidad de beneficios y
aplicaciones en el area médica, como por ejemplo su uso en nanoparticulas para
administracion de farmacos por la via respiratoria, que es una via de administracion
directa para el tratamiento del cancer de pulmon. Esto debido a las propiedades de este
polimero de incrementar la mucoadhesividad y llevar a cabo liberacion prolongada y
controlada por un mayor tiempo. Ademas, de que no Se tienen antecedentes como
posibles efectos toxicos para este polimero. También se sintetizd un derivado de
quitosano, que fue el o-carboximetil quitosano para generar las nanoparticulas, esto
debido a que la naturaleza de este polimero permite obtener una mayor solubilidad de

las nanoparticulas y por lo tanto de los compuestos que sean encapsulados. Por otra



parte, para ayudar a controlar el diametro de particula y generar un método de
separacion mas rapido y eficiente se emplearon nanoparticulas de magnetita
sintetizadas por el método de coprecipitacion. Estas particulas permitieron obtener un
menor tamafio de particula, ademas de que se logré incrementar el rendimiento de
encapsulacion. Una vez obtenido el sistema, se selecciond el andlogo LQM-755 debido
a que en ensayos de vialidad celular contra la linea de células cancerosas A549 obtuvo
resultados significativos a diferencia del analogo LQM-717. El analogo LQM-755 se
evalué también en una cepa de ratones NSG inoculados con células de cancer de
pulmon, para determinar el efecto del farmaco sobre tumores solidos. Los resultados
obtenidos demuestran la capacidad de este compuesto de inhibir el crecimiento del
tumor a diferencia de ratones que no fueron administrados. Las nanoparticulas
formadas por todos los componentes fueron administradas en ensayos in vitro y en
ensayos in vivo. Los resultados in vitro demostraron generar un efecto parecido al
obtenido por el farmaco sin encapsular. Por otra parte, los resultados in vivo
permitieron demostrar que las nanoparticulas no generaron efectos toxicos aparentes,
ademas de inhibir el crecimiento de los tumores a diferencia de los grupos control. El
sistema de nanoparticulas propuesto para los analogos de CAPE permitié obtener un
buen rendimiento de encapsulacién ademas de generar sintesis amigable con el medio
ambiente, por lo que puede ser una buena opcién para la administracion de farmacos

insolubles por la via respiratoria.



Abstract

Cancer is one of the leading causes of death worldwide. Among the most common
types of cancer, lung cancer represents 16.7% of all new cases diagnosed in men. It is
also important to note that lung cancer has the highest mortality rate and a survival rate
of less than 5 years. The treatments used in lung cancer have been inefficient. For this
reason, it is important to implement new strategies for the treatment of this type of
cancer, in addition to the development of new drugs that supply greater efficacy and
reduce adverse effects. Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) is a phenolic compound
derived from propolis that has been found to have an anti-neoplastic effect. Various
analogs have been developed from this substance to improve the properties of the
natural compound, increasing its production, and reducing its excessive cost. The
CAPE analogs, LQM-717 and LQM-755, have been shown to have a greater
chemoprotective effect than CAPE in reducing preneoplastic lesions and tumors. In the
present work, magnetite nanoparticles (NP's) were developed as a support to generate
nanocarriers with the polymer’s chitosan and o-carboxymethyl chitosan for the
compound LQM-755, to protect from metabolization, increase the therapeutic effect,
and reduce toxic effects. The chitosan polymer was previously selected to generate the
polymeric nanoparticles, since it has many benefits and applications in the medical
area, such as its use in nanoparticles for the administration of drugs through the
respiratory route, which is a route of direct administration for the treatment of lung
cancer. This is due to the properties of this polymer to increase mucoadhesiveness and
conduct prolonged and controlled release for a longer time. In addition, there is no
background of possible toxic effects for this polymer. A chitosan derivative which was
o-carboxymethyl chitosan, was also synthesized to generate the nanoparticles, because
of the nature of this polymer that allows for greater solubility of the nanoparticles and
therefore of the compounds that are encapsulated. On the other hand, to control the
particle diameter and generate a faster and more efficient separation method, magnetite
nanoparticles synthesized by the coprecipitation method were used. These particles
made it possible to obtain a smaller particle size, in addition to increasing the

encapsulation yield. Due to the remarkable results obtained in cell viability tests against



the A549 cancer cell line, the LQM-755 analog was selected rather than the LQM-717
analog. The LQM-755 analog was also assessed in a strain of NSG mice inoculated
with lung cancer cells to determine the effect of the drug on solid tumors. The results
obtained demonstrated the ability of this compound to inhibit tumor growth, unlike
mice that were not administered. The nanoparticles formed by all the components were
administered in in vitro tests and in vivo tests. The in vitro results showed to generate
an effect like that obtained by the drug without encapsulation. On the other hand, the
in vivo results made it possible to prove that the nanoparticles did not generate apparent
toxic effects, in addition to inhibiting tumor growth, unlike the control groups. The
nanoparticle system proposed for CAPE analogs allowed to obtain a good
encapsulation performance in addition to generating environmentally friendly
synthesis, so it can be a good option for the administration of insoluble drugs through

the respiratory route.



|. INTRODUCCION

La Nanotecnologia junto con la Biotecnologia y la informacién tecnoldgica, la cual
tiene su fundamento en el estudio de los fendbmenos ocurridos en la nanoescala
constituyen un dominio cientifico que ha servido para el disefio, fabricacion y
aplicacion de nanoestructuras y nanomateriales.

Los nanomateriales especialmente los nanomateriales funcionales, han atraido la
atencion de los investigadores en los Gltimos afios. Dentro los principales tipos de
nanomateriales que se han desarrollado y estudiado para generar sistemas de liberacion
de farmacos se encuentran los nanotubos, las nanoparticulas y nanomateriales 2D como
el caso del grafeno. Sin embargo, el caso de los nanotubos se ha dejado atras debido a
que se ha reportado que tiene una mayor toxicidad. Por lo que, los nanomateriales mas
estudiados para este tipo de sistemas son los derivados de grafeno (OG, OGr) y las
NP’s (liposomas, nanoparticulas poliméricas, micelas, dendrimeros y nanoparticulas
metalicas). Estas ultimas han cobrado una mayor importancia debido a los diversos
tipos de nanoparticulas que se pueden desarrollar, ademas de la gran cantidad de
métodos de sintesis que ya se han estudiado y que en algunos casos son baratos,
eficaces y que producen un alto rendimiento y control del tamafio de particula, lo cual
es importante para tener un éptimo control de carga de farmaco y de liberacion de este
mismo. Los nanomateriales magnéticos, como la magnetita (FesOa4), se han empleado
asiduamente en estudios de resonancia magnética, liberacion de drogas, separaciones
bioldgicas, e incluso en catalisis bioldgica. Los nanomateriales magnéticos son quimica
y biolégicamente inertes, por lo que se funcionalizan con metales cataliticos, enzimas
0 anticuerpos con el objetivo de elevar su funcionalidad. Sin embargo, el uso de
nanoparticulas (NP“s) como nanoacarreadores ha cobrado una mayor importancia en
los ultimos afios debido a las diversas propiedades fisicoquimicas y a la facilidad de
acoplar farmacos de interés bildgico. Por lo que, el objetivo de usar nanoacarreadores
es ayudar a proteger de la metabolizacion al farmaco cargado, aumentar el efecto
terapéutico y disminuir los efectos toxicos (Santos et al., 2011). Como se menciond
anteriormente, otro tipo de material empleado para liberacion de farmacos es el 6xido

de grafeno (OG), el cual es un material en dos dimensiones (2D) derivado del grafeno
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que se ha empleado para desarrollar sistemas de liberacion de farmacos y genes en la
ultima década, debido a su fécil funcionalizacion o carga del farmaco, amplia area de
contacto y que los métodos de sintesis para su obtencidn son accesibles y no requieren
de condiciones drasticas (Goenka et al., 2014; Santos et al., 2011).

Por otra parte, se sabe que el cncer es una de las principales causas de muerte en todo
el mundo. Los casos de cancer mas diagnosticados en 2012 por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) fueron: pulmoén, mama, colorrectal y estomacal
representando mas del 40% de todos los tipos diagnosticados en todo el mundo; asi
mismo la OMS informo de un estimado de 14,1 millones de nuevos casos a nivel
mundial ese mismo afio (Jemal et al., 2011). Entre los tipos de cancer mas comunes, el
de pulmén representa el 16,7% de todos los nuevos casos diagnosticados en hombres.
Generalmente el cancer de pulmon se puede clasificar en dos tipos: de células pequefias
que representa en 13% de casos Y el de células no pequefias, el cual, es el méas frecuente
con el 87% de casos. Es importante también destacar que el cancer de pulmén tiene la
tasa de mortalidad mas alta y una tasa de supervivencia menor a 5 afios (Jemal et al.,
2011). De los 8,2 millones de muertes causadas por cancer en 2011 a nivel mundial, la
mortalidad por cancer de pulmén contribuy6 con 1,3 millones de muertes, lo que
represento el indice mas alto en ese afio (Goenka et al., 2014). Histéricamente, el cancer
de pulmdn se ha relacionado con el tabaquismo y, en consecuencia, se clasifica como
una enfermedad social (Thompson et al., 2004). Contrariamente a la creencia popular,
el cancer de pulmon no sélo afecta a los fumadores, sino también a los no fumadores.
Por otra parte, s6lo el 15% de los pacientes con cancer de pulmdn sobreviven mas de
5 afios después del diagnostico (Rodriguez & Lilenbaum, 2010). Claramente hay una falta
de diagnosticos y regimenes de tratamiento eficaces. La cirugia, la quimioterapia y la
radiacion son opciones de tratamiento convencionales para este tipo de cancer,
dependiendo de la etapa en que se encuentre (Chang, 2011). La quimioterapia es un
tratamiento de primera linea para el estadio avanzado del cancer de pulmén en el que
los farmacos quimioterapéuticos se administran por via intravenosa (2004; Paumier &
le Péchoux, 2010). El uso de farmacos quimioterapéuticos se basa en el principio de

compuestos toxicos para inhibir la proliferacion de células cancerosas. Por ejemplo, la



combinaciéon de gemcitabina (agente quimioterapéutico aprobado por la FDA) con
cisplatino se ha utilizado ampliamente para tratamientos de primera o segunda linea de
pacientes con cancer de pulmaén avanzado o metastasico (Sandler et al., 2000). Ademas,
los farmacos quimioterapéuticos comunes, tales como paclitaxel, docetaxel y
gemcitabina, y vinorelbina se utilizan ampliamente en combinacion con farmacos de
platino (es decir, cis-platino), para mejorar el efecto terapéutico (Oan et al., 2002;
Sandler et al., 2000; Wozniak et al., 1998). Sin embargo, cabe sefialar que la mayoria
de los farmacos usados en la quimioterapia se asocia con efectos secundarios como
dolor, dafio a los nervios, reacciones alérgicas de la piel, etc. Por esa razon, es
importante implementar nuevas estrategias para el tratamiento de este tipo de céancer,
ademas del desarrollo de nuevos farmacos que provean una mayor eficacia y
disminuyan los efectos adversos derivados de estos mismos.

La quimioprevencion es una estrategia importante para hacer frente a esta enfermedad.
El éster fenetilico del acido cafeico (CAPE) Figura 1, es un compuesto fendlico
derivado del propdleo al que se le ha detectado un efecto quimioprotector por su
poderosa capacidad antioxidante. A partir de esta sustancia se han sintetizado analogos
que buscan igualar y mejorar las propiedades del compuesto natural, aumentando su
produccion y reduciendo su elevado costo. En estudios recientes el anadlogo LQM-717
(Figura 2), demostrd tener un mayor efecto quimioprotector que CAPE en la reduccion
de las lesiones preneoplésicas y de tumores, mostrando un poder terapéutico distinto al
CAPE (Macias-Pérez et al., 2013).
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Figura 1. Estructura quimica del CAPE (éster Figura 2. Estructura quimica del LQM-717.
fenetilico del acido cafeico).

Cabe destacar que en estudios in vitro realizados con CAPE y la linea de cancer de

pulmon A549, se demostro que este compuesto es capaz de inhibir la proliferacion



celular de manera importante respecto a células normales, por lo que esto podria sugerir
que el uso del andlogo LQM-717 tendria un mayor efecto sobre este tipo de cancer que
CAPE (M.-F. Chen et al., 2004).

Tomando en cuenta los resultados reportados in vitro de CAPE sobre células de cancer
de pulmén y el reciente surgimiento de diversos tipos de nanomateriales con
aplicaciones biologicas; el uso de nanomateriales de magnetita y OG como
nanoacarreadores del compuesto LQM-717 podria ser una alternativa para incrementar
el efecto terapéutico y disminuir efectos toxicos empleando polimeros biocompatibles
(Figura 3). Por lo que, es importante llevar a cabo estudios in vivo para demostrar el
efecto del compuesto LQM-717 administrado solo y realizar estudios empleando

nanoacarreadores.
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Figura 3. Sistema de nanoacarreadores propuesto.



Il. ANTECEDENTES

[I.1 Nanomateriales

La Nanotecnologia junto con la Biotecnologia y la informacién tecnoldgica, la cual
tiene su fundamento en el estudio de los fendbmenos ocurridos en la nanoescala y en los
nanomateriales y constituyen un dominio cientifico que ha servido para el disefio,
fabricacion y aplicacion de nanoestructuras y nanomateriales. Los materiales
nanoestructurados se consideran como aquellos materiales cuyos constituyentes tienen
un tamafio menor a 100 nm. Por lo que, existen cuatro categorias: 0D (fulerenos,
nanoparticulas o clusteres), 1D (nanofibras, nanohilos, nanotubos), 2D (grafeno y
peliculas delgadas) y 3D (Fig.4), indicandose con esta nomenclatura cuantas de las

dimensiones de la nanoestructura superan el rango de la nanoescala, es decir: 100 nm.
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Figura 4. Clasificacion de materiales nanoestructurados de acuerdo con su aspecto dimensional
modificado de L. Cornejo, et al 2015.

La importancia de estas nanoestructuras viene determinada por la cantidad de
aplicaciones en campos tan diversos como la catélisis, la separacion, el transporte de
fluidos, el suministro controlado de medicamentos y almacenamiento de gases,
desarrollo de materiales compuestos, eliminacion de contaminantes y usos en ambitos

energético, entre otros.



I1.2 Nanoparticulas

Las particulas suelen clasificarse con base a su tamafio o dimension, por lo que pueden
ser particulas finas cuando comprenden un diametro entre 100 y 2500 nm, mientras que
las particulas ultrafinas o “nanoparticulas” son aquellas con un diametro entre 1-100

nm

Las nanoparticulas pueden ser preparadas de diferentes elementos quimicos y estas
pueden clasificarse con respecto a sus componentes como: organicas, inorganicas,

metalicas, semiconductores, ionicas y moleculares (Tabla 1) (Oropeza et al., 2012).

Las nanoparticulas metalicas han sido de un mayor interés debido a sus propiedades,
por ejemplo; extensa superficie de contacto, momento magnético y estas han recibido
una importante atencidn, ya gque se ha encontrado una extensa variedad de aplicaciones
biomédicas, tales como su uso en resonancia magnética nuclear, bioensayos y
clasificadores de células, terapias para el cancer, tratamiento de agua, nanofiltracion
(Fig. 5) (Laurent et al., 2008; Oropeza et al., 2012; Schulte & Dutta, 2005; Wiesner & Bottero
-Y, 2007).
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Figura 5. Diferentes aplicaciones para nanoparticulas modificado de S. Assa, et al 2016.

Diversos métodos fisicos y quimicos han sido utilizados para sintesis de
nanoparticulas. Técnicas fisicas como, tecnologias en aerosol, litografia, ablacion laser
y campos ultrasonicos has sido usadas exitosamente para producir nanoparticulas, sin
embargo, son muy costosas ya que utilizan equipos poco accesibles y/o altas cantidades

de energl’a (Laurent et al., 2008; Wiesner & Bottero -Y, 2007).

De acuerdo con la ASTM Standard E2456-06 (2006), las nanoparticulas son particulas
ultrafinas con didmetros en dos o tres dimensiones y mayores a 1 nm y méas pequefias

de 100 nm (Schwarzer & Peukert, 2004).

Tabla 1 Tipos y usos de nanoparticulas (Sellers et al., 2008)

Composicién
_l Metales Ceramica/Silica
Estructura (NP) Uso (NP) Uso (NP) Uso
Carbono Pigmento; Dioxido de Cosméticos; | Nanoparticulas | Recubrimiento
Particula negro refuerzo Titanio remediacion de ceramica en papel
de (Tioy) ambiental fotogréfico
productos
de caucho
Particulas de | Cerade Hierro de Remediacion
cera de auto valencia cero; ambiental
tamafio magnetita
nanométrico (Fes04)
Plata Agente
antibacterial
para
cuidado de
heridas,
ropa
deportiva,
maquinas de
lavado
Oxido de Zinc | Cosméticos
Oxido de Cerio | Aditivo en el
diésel para
disminuir
emisiones
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Los materiales a nanoescala pueden estar formados por diferentes elementos de carbon,
compuestos basados en carbon, metales u 6xidos de metales, ceramicas, etc. Ellos

pueden tomar muchas formas. Estas generalmente incluyen las siguientes estructuras:

e Particulas o cristales

e Tubos, alambres o varillas
e Dendrimeros

e Compositos

e Oftros

Las nanoparticulas libres como su nombre lo indica, estan en solucion o suspension.
Los productos comerciales que incluyen particulas libres incluyen (Sellers et al.,
2008):

e EI combustible diésel contiene particulas de 6xido de cerio para reducir
emisiones.

e Algunos protectores solares contienen didxido de titanio y algunas cremas
faciales contienen fulerenos.

e Algunos farmacos estan en dendrimeros para dirigir la liberacion.

e Productos alimenticios, por ejemplo, aceites vegetales contienen, nanogotas

de componentes como vitaminas, minerales y fitoquimicos.

[1.2.1 Nanoparticulas metalicas

Los nano clusteres de carbon de una clase especial incluyen el famoso “buckyball”
(Ce0), relacionado con fulerenos y nanotubos de carbono Los cllsteres se caracterizan
por ser homogéneos si estos contienen un solo tipo de atomo, o heterogéneos si ellos

contienen mas de un constituyente.

La obtencidn de nanoparticulas metalicas estables en solucion ha sido un area muy
activa de investigacion. Las mas comUnmente sintetizadas y estudiadas son las de

metales como: oro, plata, platino y paladio fundamentalmente.

12



Las nanoparticulas de metales nobles y, mas especificamente, las nanoparticulas de oro
(AuNPs), exhiben unas excelentes propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, que son
intrinsecas a su tamafio nanométrico. Destacan especialmente sus peculiares e
inesperadas propiedades fototérmicas, por las que, al ser activadas en presencia de luz

laser, desprenden calor, actuando como auténticos nano-calefactores.

La sintesis de nanoparticulas metélicas cobro recientemente gran interés debido a la
particularidad de sus propiedades Opticas, magnéticas, eléctricas y cataliticas. Muchas
de estas propiedades y sus posibles aplicaciones son fuertemente influenciadas por el
tamafo y la forma de estas: esferas, barras, discos, prismas, etc. Es por eso por lo que
en los ultimos afios se desarrollaron distintas técnicas de preparacion de nanoparticulas
tendientes a controlar las caracteristicas morfoldgicas del producto obtenido; estas

incluyen métodos fisicos y quimicos.

[1.2.2 Magnetita

En materiales a granel, el magnetismo ocurre en un limitado rango de la tabla periodica.
El hierro, el cobalto y el niquel, exhiben ferromagnetismo por el nivel electronico 3d
sin llenar, mientras que sus vecinos cromo y manganeso muestran antiferromagnetismo
de varios grados de complejidad. Las tierras raras, con el nivel electronico 4f sin llenar,
exhiben un orden magnético complejo. En el nivel atbmico, por otra parte, la mayoria
de los elementos muestran un momento magnético diferente de cero en estado base
(Blackman, 2009).

El comportamiento atomico o bultico es mas fuerte en los metales de transicion 3d que
en las tierras raras por que el orbital 3d estd menos localizado que el orbital 4f
(Blackman, 2009). El comportamiento atdbmico o bultico es mas fuerte en los metales
de transicion 3d que en las tierras raras por que el orbital 3d esta menos localizado que
el orbital 4f (Blackman, 2009).

El método de sintesis de nanoparticulas esta definido por la aplicacion que se da a la
nanoestructura (Laurent et al., 2008). A continuacion, se presenta una breve

descripcion de algunos métodos de sintesis mas conocidos:
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Coprecipitacion: Este es uno de los métodos méas simples y eficientes que se han
reportado en la literatura. La precipitacion se lleva a cabo una escala de pH entre 8 y
14. El tamafio y la forma de estas nanoparticulas puede ser controlado mediante el
ajuste del pH, fuerza ionica, temperatura, naturaleza de las sales, adicion de aniones
orgénicos quelantes o polimeros (Jolivet et al., 2004; Laurent et al., 2008; Schwarzer
& Peukert, 2004). Se han reportado tamafios de particula entre 5y 100 nm empleando

este método.

Micelas inversas y Microemulsion: Este método incluye surfactantes anféteros para
crear estructuras micelares invertidas infladas con agua en disolventes no polares. Las
moléculas de surfactante pueden formar espontaneamente nanogotas de diferentes
tamarios, micelas (1-10 nm) o emulsiones de agua en aceite (10-100 nm) (Deng et al.,
2003; Pileni & Duxin, 2001). En estas nanogotas, las soluciones acuosas de sales de
hierro estan encapsuladas por un revestimiento de surfactante que proporciona un
confinamiento que limita la nucleacion de las particulas y el crecimiento. La principal
ventaja de la micela inversa o tecnologia de emulsion es la diversidad de nanoparticulas
que se pueden obtener variando la naturaleza y la cantidad de surfactante o las
condiciones de reaccion. Ademas, el tamafio de la particula de magnetita puede ser

controlado por la temperatura y la concentracion de surfactante (Pileni & Duxin, 2001).

Termolisis de precursores: Utilizado en la sintesis de nanoparticulas de 6xido de
hierro. Consiste en la descomposicion orgénica en fase de disolucién del precursor de
hierro a altas temperaturas (superior a 200 °C) (Laurent et al., 2008). Este método ha
mejorado significativamente el control del tamafio medio, la distribucién y la
cristalinidad de las nanoparticulas de hierro magnético. En este proceso, las
condiciones de reaccion, tales como disolvente, temperatura y tiempo, suelen tener
efectos importantes sobre los productos. Se han probado muchos precursores de hierro,
por ejemplo, se han preparado nanoparticulas de magnetita monodispersa con un
tamafio de 3 a 20 nm mediante reaccidn a alta temperatura (265 °C) de acetilacetonato
de hierro, Fes, en éter fenilico en presencia de alcohol, acido oleico y oleilamina (Sun
& Zeng, 2002).
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Reacciones hidrotérmicas: En la literatura se han descrito sintesis hidrotérmicas de
nanoparticulas de FesO4 en la tltima década (Daou et al., 2006; Mizutani et al., 2008;
Wang et al., 2004). Estas reacciones se realizan en medios acuosos en reactores o
autoclaves donde la presion puede ser mayor a 2000 psi y la temperatura puede estar
por encima de 200 °C. Existen dos vias principales para la formacion de magnetita a
través de condiciones hidrotérmicas: hidrdlisis y oxidacién o neutralizacion de
hidroxidos metalicos mixtos. Estas dos reacciones son muy similares, excepto que sélo
se usan sales ferrosas en el primer método. En este proceso, las condiciones de
reaccion, tales como disolvente, temperatura y tiempo, suelen tener efectos importantes
sobre los productos. En el proceso hidrotérmico, el tamafio de particula se controla
principalmente a traves de los procesos de velocidad de nucleacion y crecimiento de

grano.

Nanocompuestos magnéticos: Las nanoparticulas de FezOs pueden recubrirse con
material inorganico como silice, oro o plata (M. Chen et al., 2003; Du & Jing, 2011;
Fu et al., 2011). Estos revestimientos no s6lo mejoran la estabilidad de las
nanoparticulas en solucién, sino que también proporcionan sitios para la union
covalente con ligandos especificos a la superficie de las nanoparticulas. Estas
nanoparticulas tienen un nicleo interno de 6xido de hierro con una capa exterior de
materiales inorganicos. Por ejemplo, el uso de silice confiere gran estabilidad a la
dispersion de nanoparticulas frente al cambio de pH y la concentracion de electrolitos
(Mulvaney et al., 2000).

[I.4 Funcionalizacién

La definicion de funcionalizacion en el éarea de nanotecnologia implica el
recubrimiento con diferentes tipos de materiales y compuestos que pueden ser de una
variable naturaleza quimica (Fig. 6) y cumplen muchas funciones principalmente evitar
la aglomeracién de las particulas, reducir efectos toxicos, aumentar biodisponibilidad
de algin compuesto quimico que se le haya acoplado, incrementar la hidrosolubilidad,
evitar la rapida degradacién en un organismo vivo, etc. Algunos ejemplos de

funcionalizacién se muestran a continuacion:
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Los materiales de micro y nanocompuestos de silice magnética proporcionan
buenos soportes, ya que la formacion de recubrimiento de silice funcionalizado
en la superficie de nanoparticulas de magnetita puede prevenir su agregacion
en liquido y mejorar su estabilidad quimica, asi como su biocompatibilidad. La
superficie hidrofila de las nanoparticulas de silice también puede ayudar a la
union de enzimas en solucién acuosa.

Las matrices poliméricas pueden utilizarse como materiales de atrapamiento
para perlas magnéticas, proporcionando también buenos estabilizadores y
adsorbentes para enzimas, generando efectos estéricos y previniendo la
opsonizacion en condiciones bioldgicas.

Las nanoparticulas magnéticas revestidas con estreptavidina pueden unirse
selectivamente a proteinas marcadas con biotina.

El quitosano es un polimero biocompatible y biodegradable, bioactivo y no
toxico. Las nanoparticulas magnéticas estabilizadas por quitosano pueden ser
buenos soportes de inmovilizacidn, capaces de unir farmacos, proteinas,
enzimas y otras entidades bioldgicas, haciéndolas adecuadas para aplicaciones
biomédicas.

La silanizacion de nanoparticulas magnéticas con amino-silanos puede producir
una superficie modificada que presenta grupos amino, que pueden usarse como

adsorbente o como sitios de acoplamiento.

Superficie recubierta

De MNP

polimeros naturales

Quitosano
Dextrano
Ramnosa
polimeros sintéticos

PEG
PVA
PEI
PVP

Materiales inorganicos

Oro (Au)
Silica (SiO2)
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Figura 6. Tipos de funcionalizacion en las nanoparticulas.

[I.4 Quitosano

El quitosano (CS) es una familia de polisacéridos lineales que se compone de unidades
de glucosamina y N-acetilglucosamina unidas entre si por enlaces glucosidicos § (1 —
4). El CS se obtiene por la desacetilacion parcial del polisacarido natural, la quitina,
que es esencialmente poli(N-acetilglucosamina). Dependiendo de la fuente natural y
las condiciones utilizadas para aislar y desacetilar la quitina, el grado de acetilacion
(GA) resultante y el peso molecular del quitosano dependeran de los pardmetros de
reaccion involucrados. El peso molecular, la DA e incluso el patron de acetilacion (la
distribucion de unidades de glucosamina y N-acetilglucosamina a lo largo de la cadena
de quitosano) afectardn sus propiedades quimicas y bioldgicas. El grado de
desacetilacion (GD = 100 — GA) del quitosano es de alrededor del 50 % o superior. En
soluciones acidas acuosas diluidas, los grupos amino del quitosano se protonan, lo que
permite su disolucién. De hecho, la solubilidad del quitosano en &cido acético al 1% o
0,1 M es un criterio sencillo y préctico para diferenciarlo de la quitina. Sin embargo, la
solubilidad del quitosano depende de su GD, la concentracién ionica, el pH y la
distribucion de los grupos acetilo a lo largo de la cadena, asi como de las condiciones
de aislamiento y secado. Si la desacetilacion de la quitina se realiza en condiciones
homogéneas, los quitosanos con una GD de alrededor del 50 % podrian disolverse,
pero si la desacetilacion se lleva a cabo en condiciones heterogéneas, normalmente se

necesita una GD del 65 % o superior para lograr la disolucion. (Quifiones et al., 2018)

El quitosano es un material biocompatible, biodegradable y no téxico. Exhibe otras
propiedades bioldgicas significativas, como la capacidad de cicatrizacion de heridas,
actividades antimicrobianas y hemostaticas. Es un excelente formador de pelicula 'y se
puede procesar en fibras, geles, microesferas, microcapsulas y micro/nanoparticulas.
Ademas, debido a que tiene grupos —OH y —NH libres en su estructura, es susceptible
de modificaciones quimicas que pueden potenciar algunas de sus propiedades para
ciertas aplicaciones. Todas estas notables propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas

han hecho del CS un excelente candidato para aplicaciones en cosmetica, industria
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alimentaria, medicina y farmacia. La preferencia del quitosano en comparacion con
otros polimeros cationicos, como la polilisina, la poliarginina o la polietilenimina para
muchas de estas aplicaciones se basa en su toxicidad comparativamente mas baja. Las
propiedades mucoadhesivas y de mejor absorcién también se encuentran en el CS.
Estas propiedades también hacen del CS un candidato ideal para la entrega de farmacos
y moléculas bioactivas en general. Las aplicaciones incluyen al CS como excipiente en
tabletas, hidrogeles de quitosano, peliculas, fibras, micro/nanocéapsulas y
micro/nanoparticulas. Las nanoparticulas de CS se usan para la administracion de
farmacos, no solo por las vias de administracion tradicionales (p. ej., via oral y
parenteral), sino también por via mucosa (nasal, pulmonar, vaginal) y ocular. Las
nanoparticulas de quitosano también se utilizan en el disefio de vectores no virales para
la administracion de genes y vacunas. Se han utilizado diferentes enfoques para
producir nanoparticulas de CS. Estos incluyen gelificacion ionotrépica, secado por
aspersion, reticulacion de emulsion de agua en aceite, formacion de micelas inversas,
coalescencia de gotas de emulsidn, nanoprecipitacion, y por un mecanismo de
autoensamblaje. El autoensamblaje ha sido descrito como la asociacion de ciertas
moléculas, macromoléculas o materiales compuestos entre si para formar redes
tridimensionales u otras estructuras con nuevas propiedades distintivas. El proceso de
autoensamblaje puede tener lugar a nivel molecular o supramolecular. Puede ocurrir
por autoasociacion o por asociacion con otras estructuras a través de interacciones tales
como puentes de hidrégeno, fuerzas de van der Waals e interacciones ionicas o
hidrofébicas. También puede ser causado por un mecanismo de inclusién como el
complejo de inclusién de yodo con almiddn. Las nanoparticulas (NP) autoensambladas
(también conocidas como autoagregadas) de CS son particularmente Utiles para
encapsular farmacos hidrofilicos y lipofilicos. El autoensamblaje puede ser provocado
por la introduccion de fracciones hidrofobicas en las moléculas de CS por injerto, para
modificar su equilibrio hidrofobico-hidrofilico. Con frecuencia, se utiliza un derivado
de CS soluble en agua, como quitosano de glicol o quitosano de succinilo, en lugar de

CS. Otra forma adecuada de generar nanoparticulas de quitosano autoensambladas es
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mediante la formacién de complejos de polielectrolitos con polianiones. (Quifiones et
al., 2018)

I1.4.1 O-Carboximetil quitosano

Entre los derivados de quitosano solubles en agua, OCMQ es un derivado de éter
anfipratico, contiene grupos —COOH y grupos —NH> en su estructura. El OCMQ tiene
muchas propiedades sobresalientes que incluyen no toxicidad, biodegradabilidad,
biocompatibilidad, actividad antibacteriana y antifungica. Por estas ventajas, el OCMQ
ha adquirido una mayor importancia para su uso en aplicaciones biomeédicas. EI OCMQ
se puede preparar haciendo reaccionar polvo de quitosano con acido monocloroacético
en alcohol isopropilico como disolvente mediante la reaccion de condensacion. Antes
de la reaccion, el quitosano se trata con una solucién de hidroxido de sodio al 50 % a
18 °C durante 12 h. La solubilidad en agua del OCMQ puede depender de las
condiciones experimentales y el grado de carboximetilacion. EI OCMQ, preparado a
temperaturas de 0 a 10 °C, es soluble en agua. Pero el OCMQ preparado entre 20° y 60
°C es insoluble en agua a un pH casi neutro. La insolubilidad en agua del OCMQ a
varios pH varia con el grado de carboximetilacion. El aumento de la temperatura de
reaccion aumenta la fraccion de carboximetilacion y aumenta la insolubilidad a pH mas
bajos; el aumento de la relacion agua/isopropanol en el solvente de reaccién disminuye
la fraccidn de carboximetilacion y aumenta la insolubilidad a pH mas altos (Jayakumar
et al., 2010).

[1.4.2 Métodos de sintesis

El medio de reaccion utilizado para la preparacion de OCMC es fuertemente alcalino.
El OCMC se prepara suspendiendo quitosano, hidroxido de sodio e isopropanol como
disolvente en el matraz y agitando la suspensién alcalina a temperatura ambiente
durante 1 hora. Posteriormente, se afiade gota a gota a la mezcla de reaccion &cido
monocloroacético disuelto en isopropanol. La mezcla de reaccion completa se hace
reaccionar durante 4 horas a 55 °C. Finalmente, el solido se filtra y se lava con alcohol

etilico y se seca al vacio. Las condiciones de preparacién y el grado de
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carboximetilacion determinan la solubilidad en agua del OCMC (Upadhyaya et al.,
2014).

[1.5 Céncer

El cancer es una patologia con efectos devastadores sobre los seres humanos y los
animales domeésticos, se caracteriza por una proliferacion incontrolada de células
anormales, las cuales tienen la capacidad de invadir otros tejidos, teniendo un origen
monoclonal. El cancer es un proceso multietapas en el cual se presenta la acumulacion
de alteraciones genéticas y epigenéticas, confiriendo la transformacién progresiva de
células normales a células malignas. La célula tumoral se caracteriza por su resistencia
a la muerte celular, evasion de los supresores de crecimiento, autosuficiencia de sefiales
de crecimiento, capacidad de invasion y metéstasis e induccion de la angiogénesis. Las
células malignas se encuentran energéticamente desreguladas, y son capaces de evadir
de la respuesta inmune, promover la inflamacion, asi como la inestabilidad genémica
y la mutacién con una capacidad proliferativa ilimitada. Las alteraciones en estos
procesos fisioldgicos son responsables tanto de los cambios iniciales para la
transformacion neoplésica celular y asi como de los cambios subsecuente en la

progresion tumoral, que resultan en el desarrollo de la carcinogénesis.

[1.5.1 Cancer de pulmodn

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. Los casos de
cancer mas diagnosticados en 2012 por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
fueron: pulmdn, mama, colorrectal y estomacal representando més del 40% de todos
los tipos diagnosticados en todo el mundo; asi mismo la OMS informo de un estimado
de 14,1 millones de nuevos casos a nivel mundial ese mismo afio (Jemal et al., 2011).
Entre los tipos de cAncer mas comunes, el de pulmon representa el 16,7% de todos los

nuevos casos diagnosticados en hombres. Generalmente el cancer de pulmon se puede
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clasificar en dos tipos: de células pequefias que representa en 13% de casos y el de
células no pequenas, el cual, es el mas frecuente con el 87% de casos. Es importante
también destacar que el cancer de pulmon tiene la tasa de mortalidad mas alta y una
tasa de supervivencia menor a 5 afios (Jemal et al., 2011). De los 8,2 millones de
muertes causadas por cancer en 2011 a nivel mundial, la mortalidad por cancer de
pulmon contribuyo6 con 1,3 millones de muertes, lo que represento el indice mas alto
en ese afo (Goenka et al., 2014). Historicamente, el cancer de pulmon se ha relacionado
con el tabaquismo y, en consecuencia, se clasifica como una enfermedad social
(Thompson, 2004). Contrariamente a la creencia popular, el cancer de pulmoén no sélo
afecta a los fumadores, sino también a los no fumadores. Por otra parte, sélo el 15% de
los pacientes con cancer de pulmon sobreviven mas de 5 afios después del diagnostico
(Rodriguez & Lilenbaum, 2010). Claramente hay una falta de diagndsticos y regimenes
de tratamiento eficaces. La cirugia, la quimioterapia y la radiacion son opciones de
tratamiento convencionales para este tipo de cancer, dependiendo de la etapa en que se
encuentre (Chang, 2011). La quimioterapia es un tratamiento de primera linea para el
estadio avanzado del cancer de pulmén en el que los farmacos quimioterapéuticos se
administran por via intravenosa (Arriagada et al.,2004; Paumier & le Péchoux, 2010).
El uso de farmacos quimioterapéuticos se basa en el principio de compuestos toxicos
para inhibir la proliferacion de células cancerosas. Por ejemplo, la combinacion de
gemcitabina (agente quimioterapéutico aprobado por la FDA) con cisplatino se ha
utilizado ampliamente para tratamientos de primera o segunda linea de pacientes con
cancer de pulmén avanzado o metastasico (Sandler et al., 2000). Ademas, los farmacos
quimioterapéuticos comunes, tales como paclitaxel, docetaxel y gemcitabina, y
vinorelbina se utilizan ampliamente en combinacién con farmacos de platino (es decir,
cis-platino), para mejorar el efecto terapéutico (Oan et al., 2002; Sandler et al., 2000;
Wozniak et al., 1998). Sin embargo, cabe sefialar que la mayoria de los farmacos usados
en la quimioterapia se asocia con efectos secundarios como dolor, dafio a los nervios,

reacciones alérgicas de la piel, etc.
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Estimated number of new cases in 2020, Mexico, both sexes, all ages

Breast
29929 (15.3%)

Prostate
26 742 (13.7%)

Other cancers
86 869 (44.4%)

Colorectum
14901 (7.6%)
Thyroid
11 227 (5.7%)

Cervix uteri
9439 (4.8%)

Lung Stomach
7588 (3.9%) 8 804 (4.5%)

Total : 195 499

Data source:GLOBOCAN 2020
Graph production: Global Cancer Observatory {huB:cho_iarc.fr.f)
© International Agency for Research on Cancer 2022

Figura 7. Numero de nuevos casos para cada tipo de cancer en México.

1.6 CAPE

El éster fenetilico del acido cafeico (CAPE) es un compuesto bioactivo natural del

extracto de propdleo. También se denomina cafeato de feniletilo o cafeato de fenetilo.

Su férmula molecular es C17H1604. Es un polvo de color blanco como producto

comercial con una temperatura de almacenamiento de -20°C y soluble en etanol,

DMSO vy acetato de etilo (50 mg/ml). La estructura quimica de CAPE se muestra en la

Figura 8. Este éster polifendlico también se puede sintetizar haciendo reaccionar &cido

cafeico con alcoholes fenetilicos (Ozturk et al., 2012). CAPE es un polifenol con

grupos hidroxilo dentro del anillo de catecol que es responsable de su papel crucial

para su actividad bioldgicas. Los estudios disponibles lo describen como un compuesto

eficaz contra diversas patologias como infecciones, estrés oxidativo, inflamacion,

cancer, diabetes, neurodegeneracion, quimioprevencion y reversion de tumores

(Murtaza et al., 2014). EI CAPE tiene actividad anticarcinogénica y quimioprotectora

en la iniciacion y promociéon del modelo modificado del hepatocito resistente
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(MMHR). El término de quimioprevencion se acufi0 para describir una nueva
disciplina en oncologia, que consiste en el uso de compuestos sintéticos o naturales
para inhibir, retardar o revertir la carcinogenesis. La quimioprevencion se basa en la
hipdtesis de que la interrupcion de los eventos bioldgicos involucrados en la
carcinogénesis inhibird este proceso y reducird la incidencia de céancer. Los
quimioprotectores se han detectado frecuentemente cuando se estudia el efecto de
sustancias purificadas de extractos de productos naturales a los cuales la medicina
alternativa ha atribuido propiedades terapéuticas. Este es el caso del propoleo y de sus
componentes, por ejemplo, CAPE. Estudios sugieren que el mecanismo de accion del
CAPE, consiste en modificar la bioactivacién del DEN impidiendo su dafio e
impidiendo asi el desarrollo del proceso de hepatocarcinogénesis (Macias-Pérez et al.,
2013). Con base a los estudios anteriores se ha propuesto que el mecanismo de quimio
proteccion observado en CAPE, consiste en modular los citocromos encargados del
metabolismo y bioactivacion de DEN, disminuyendo el estrés oxidativo, la necrosis y
las especies quimicas reactivas, previniendo de esta forma los eventos que conducen a

la formacién de células iniciadas.

/\Q
X0
HO

OH

Figura 8. Estructura quimica de CAPE.

Por otra parte, se conoce que CAPE es un inhibidor especifico de NF-xB. Se ha
demostrado que suprime significativamente la via de la lipoxigenasa del metabolismo
del &cido araquidonico durante la inflamacion en concentraciones de uM. A una
concentracion de 10 uM, bloquea por completo la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS). (Galip Yildiz et al., 2008). Los hallazgos explican que CAPE es un

polifenol terapéuticamente activo verséatil y un adyuvante eficaz de la quimioterapia
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para mejorar la eficacia terapéutica y disminuir la toxicidad. Un impedimento para el
uso generalizado de CAPE es que su extraccion a partir de productos naturales, como
el propdleo, es compleja, con rendimientos entre 2 y 5%. Asimismo, por sintesis
quimica, la reaccion de sintesis junto con los métodos de purificacion requiere un largo
procedimiento con rendimientos entre el 35y el 50%, lo que se traduce en un alto costo
de produccion. Los analogos de CAPE estdn ampliamente distribuidos en el reino
vegetal en café, aceitunas, propoleos y frutas. Estos compuestos se presentan como
derivados simples del acido cinamico, que incluyen amidas, esteres de azlcar y
glucésidos, o en formas méas complejas, como acido rosmarinico (dimero de acido
cafeico), 4acido litospérmico (trimero de 4cido cafeico), verbascésido (éster
heterosidico y glucésido de dihidroxifenetiletanol y &cido cafeico), y derivados ligados
a flavonoides. Se sabe que estos compuestos tienen actividad antibacteriana,
antiinflamatoria, inmunoestimuladora,  antiateroscler6tica,  neuroprotectora,

antiproliferativa, antiviral y antioxidante (Macias-Pérez et al., 2013)

[1.6.1 CAPE en cancer de pulmdn

Se ha informado que muchos agentes quimiopreventivos interfieren con la sefial
intracelular relacionada con la carcinogénesis, la proliferacion de células cancerosas,
la apoptosis y la migracion celular. Los efectos de los agentes quimiopreventivos
representativos sobre el fenotipo invasivo inducido por el factor de crecimiento
transformante beta (TGF-p) usando células de adenocarcinoma de pulmén A549 como
sistema modelo se investigaron usando CAPE como agente terapéutico. CAPE
suprimi6 eficazmente la motilidad celular potenciada por TGF-f y la activacion de Akt
(proteina quinasa ) inducida por TGF-f, asi como un inhibidor especifico de la via de
la fosfatidil inositol 3-quinasa (P13K) /Akt, LY29400216. Por este hallazgo, los autores
sugieren que CAPE se puede aplicar no solo como agente quimiopreventivo sino
también como agente terapéutico antimetastasico. Se encontrd que la dosis terapéutica
util de CAPE para la linea celular de cancer de pulmon A549 era de 6 pg/ml y la dosis
de tolerancia de los fibroblastos de pulmon normales para CAPE parecia ser mayor que
la dosis terapéutica. Se afirma que CAPE inhibe el crecimiento de células tumorales
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utilizando vias de estrés oxidativo conectadas a vias independientes de p53 y se observa
que inhibe los procesos oxidativos al disminuir la generacién de perdxido de hidrégeno
intracelular (H202) en células A549. La disminucion en la produccién de H20z y el
nivel de GSH de las células A549 se observd de manera muy rapida y profunda.
Ademas, el agotamiento de las reservas intracelulares de GSH (glutation reducido) por
CAPE puede hacer que las células sean mas susceptibles a la apoptosis inducida por el
estrés oxidativo (Ozturk et al., 2012).

[1.6.2 Andlogos de CAPE

Se han desarrollado moléculas con estructura andloga al CAPE, debido a que es dificil
obtener de manera natural, asi como por la via sintética por que se obtiene en un bajo
rendimiento. Sin embargo, se busca que estas estructuras nuevas conserven las

propiedades bioldgicas adecuadas similares a las obtenidas por CAPE.

Un analogo es un farmaco cuya estructura se relaciona a la de otro farmaco, pero sus
propiedades quimicas y biologicas pueden ser diferentes. El término “analogo” se
refiere a compuestos quimicos con una relacion estructural cercana al compuesto padre.
Se incluyen compuestos que tienen un parecido estructural, pero uno o mas 4&tomos en

su estructura han sido remplazados por otros.

NH

) Cl

Figura 9. Estructura quimica de LQM-717.

El término “derivados” se refiere a compuestos quimicos que, al menos teéricamente,
pueden ser obtenidos a partir de otro compuesto al que esta estructuralmente
relacionado. Un derivado quimico debe mantener las caracteristicas esenciales del
compuesto padre incluyendo su estructura quimica bésica; debe tener los grupos

funcionales del compuesto padre sin modificar; mantener el nimero y posicion de los
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dobles enlaces; mantener los sustituyentes y ser sustituido en los &tomos de hidrégeno

principalmente.

La obtencion del CAPE conlleva un proceso de extraccion dificil de bajo rendimiento,
proceso de purificacion prolongado y su costo es elevado, por las propiedades
terapéuticas que posee ha propiciado la sintesis de andlogos que tengan la misma
capacidad terapéutica de facil obtencion y con costos de produccién econdmicos. Uno
de los anélogos sintetizados es el denominado LQM-717, Figura 9, el cual en estudios
recientes ha demostrado tener un mayor efecto quimioprotector que CAPE en la
reduccion de las lesiones preneoplésicas y de tumores en el MMHR, mostrando un
poder terapéutico distinto al CAPE. Se ha estudiado el efecto de estas substancias
quimioprotectoras por separado, por lo tanto, estudios sobre sinergias terapéuticas

representa un campo de investigacion prometedor.
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1. JUSTIFICACION

El cancer de pulmon es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial a
pesar de la gran cantidad de farmacos que se han desarrollado en las Gltimas décadas y
los diferentes efectos adversos que estos generan, por lo cual, el empleo de nuevas
estrategias que permitan incrementar la eficacia, disminuir los efectos adversos y
aumentar la expectativa de vida de los pacientes es uno de los retos que han ido
tomando mayor importancia. Con respecto a esto Gltimo, algunos anélogos de CAPE
han demostrado tener un importante efecto quimioprotector y antiproliferativo en
cancer de higado y colon, por lo que el uso de NP's como nanoacarreadores podria
ayudar a incrementar la eficacia de estos compuestos y, por lo tanto, disminuir los
efectos toxicos al requerir una menor concentracion del compuesto para el efecto

terapéutico.

IV. HIPOTESIS

El uso de nanoparticulas magnéticas (FesO4) como nucleo, permitira obtener un menor
tamafio de particula en la formacion de nanoparticulas poliméricas de quitosano,
ademas de incrementar el efecto antiproliferativo del compuesto LQM-755, ayudando
a su vez a disminuir el crecimiento de tumores cancerigenos, y se reduciran los posibles

efectos tdxicos disminuyendo la concentracion requerida del compuesto.
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V. OBJETIVOS

V.1 Objetivo General

Sintetizar nanoparticulas de magnetita (FesO4) para su encapsulacion con el agente

anticancerigeno LQM-755 empleando los polimeros o-carboximetilquitosano y

quitosano para su evaluacion en cancer de pulmon.

V.2 Objetivos Especificos

Determinar el efecto anticancerigeno de los anadlogos de CAPE LQM-755 y
LQM-717.

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de magnetita (FesOs) por el método de
coprecipitacion.

Funcionalizar las nanoparticulas con o-carboximetilquitosano y llevar a cabo
su caracterizacion.

Encapsular las nanoparticulas de magnetita y el analogo LQM-755 empleando
los polimeros quitosano y o-carboximetilquitosano.

Realizar estudios de eficiencia de encapsulamiento y liberacion de farmaco.
Determinar el efecto antitumoral de LQM-755 en un modelo in vivo de

xenoinjerto en ratones NSG.
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VI. MATERIALY METODOS

VI.1 Sintesis de las nanoparticulas magnéticas

La sintesis de las particulas magnéticas se realizara mediante el método de co-
precipitacion (Jadhav et al., 2013). En un matraz de bola de 50 mL previsto de un
agitador magnético se agregaron 20 mL de agua desionizada y posteriormente se elevd
la temperatura a 90 ° C y se puso en agitacion vigorosa. Una vez alcanzada la
temperatura se agregé por goteo una solucion acuosa de sales de Fe?* y Fe ** en una
relacién 1:2, y al mismo tiempo se agreg6 también por goteo una solucion de NaOH a
una concentracion de 5 M. Esta reaccion se llevd a cabo bajo atmosfera de nitrogeno y
la reaccion se detuvo después de 2 horas (Figura 10).

2FeCl;-6H,0 + FeCly-4H,0 + 8NaOH > Fe;0, + 8NaCl + 20H,0

Separacion ~
90°C
£ o
\ ! %
it M Agua/2 h - ,:& Lavado y Secado Suspension EL‘
V — [ E— — i
\ 3 m\m\\\ ] ’ Acetona/Agua Q 3

Figura 10. Reaccion de coprecipitacidn para sintetizar magnetita.

Una vez terminado el tiempo de reaccidon las nanoparticulas de magnetita fueron
separadas por medio de un magneto de neodimio y purificadas mediante lavados de
acetona y agua desionizada. Posteriormente se llevara a cabo el ajuste de pH a 7 para
dejar las nanoparticulas neutras, empleando &cido clorhidrico (HCI) concentrado
afiadido por goteo con ayuda de una micropipeta de 100 uL. Después de purificar y
neutralizar las nanoparticulas, una fraccion se dejo en suspension de agua desionizada

para llevar a cabo su caracterizacion por microscopia TEM y SEM. La otra fraccion se
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puso a secar en un horno a 50 ° C para caracterizar por técnicas de espectroscopia (FT-
IR, XRD, UV-vis).

VI.2 Sintesis y caracterizacion de o-carboximetil quitosano

Para llevar a cabo la funcionalizacion de las nanoparticulas de magnetita, se procedera
a realizar la sintesis de un derivado del polimero de quitosano de bajo peso molecular
mediante una metodologia reportada (Muzzarelli, 1988) y se caracterizara por
espectroscopia de infrarrojo. Las condiciones de reaccion serdn como se encuentra
reportado. En un matraz de bola de 100 mL previsto de un agitador magnético, se
colocara 20 mL de una solucion de hidroxido de sodio a una concentracion molar de
10 M para alcalinizar el polimero. Posteriormente se agregara poco a poco y mediante
agitacion vigorosa 500 mg de quitosano. La solucion se deja a temperatura ambiente
durante 7 horas y sin atmosfera de nitrégeno. Pasado el tiempo de reaccion se procedera
a elevar la temperatura a 50 ° C mediante el uso de un redstato y una mantilla de
calentamiento. Una vez alcanzada la temperatura de reaccidn se agregara por goteo
durante 20 minutos 2 ml de &cido monocloroacético a una concentracién de 5 My se
dejaré en agitacion vigorosa durante 5 horas. Pasado el tiempo de reaccion se procedera
a parar la reaccion apagando el redstato y quitando la mantilla de calentamiento y
agregando etanol grado reactivo a una concentracion de 70% v/v. Después de alcanzar
la temperatura ambiente la reaccion serd filtrada utilizando papel filtro y previamente
se ajustara el pH a 7 empleando hidréxido de sodio o acido clorhidrico. El sélido
obtenido nuevamente se vuelve a lavar con etanol al 70% y se filtrara nuevamente con
papel filtro y se dejara secando. Después de repetir este procedimiento 3 veces, el solido
obtenido se dejard secando en un horno a 50 °C para llevar a cabo su caracterizacion
(Figura 11).

CH,OH CH,OH CH,OH NaOH HO  OCH,COOH
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N, N " CICHZCOZH [5 M] / 5h NH;

H
Quitosano O-Carboximetil quitosano

I
NH,

Figura 11. Reaccion para obtener O-carboximetil quitosano
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VI.3 Sintesis y caracterizacion de o-carboximetil quitosano a baja temperatura

Para mejorar la solubilidad de las nanoparticulas, se modificara las condiciones de
reaccion del polimero o-carboximetilquitosano empleando una metodologia ya descrita
(X. G. Chen & Park, 2003; Jayakumar et al., 2010; Zheng et al., 2011). En un matraz
de bola de 100 mL previsto de un agitador magnético, se colocard 20 mL de una
solucion de hidroxido de sodio a una concentracion molar de 10 M para alcalinizar el
polimero. Posteriormente se agregard poco a poco y mediante agitacion vigorosa 500
mg de quitosano. La solucion se deja a temperatura de 4 ° C en un cuarto frio durante
24 horas. Pasado el tiempo de reaccién se procedera a elevar la temperatura a 50 ° C
mediante el uso de un reodstato y una mantilla de calentamiento. Una vez alcanzada la
temperatura de reaccion se agregara por goteo durante 20 minutos 20 ml de acido
monocloroacético a una concentracion de 5 M y se dejara en agitacion vigorosa durante
5 horas. Pasado el tiempo de reaccion se procedera a parar la reaccion apagando el
redstato y quitando la mantilla de calentamiento y agregando etanol grado reactivo a
una concentracion de 70% v/v. Despues de alcanzar la temperatura ambiente la
reaccion sera filtrada utilizando papel filtro y previamente se ajustara el pH a 7
empleando hidréxido de sodio o acido clorhidrico. El sélido obtenido nuevamente se
vuelve a lavar con etanol al 70% vy se filtrara nuevamente con papel filtro y se dejara
secando. Después de repetir este procedimiento 3 veces, el s6lido obtenido se dejara

secando en un horno a 50 °C para llevar a cabo su caracterizacion (Figura 12).

Ho OCH,COOH

NaOH 10 M 4°C/ 24 h Ho
” HO 0
Ko b CICH,CO,H [SM]/5h ISR
NH, -
Quitosano O-Carboximetil quitosano

Figura 12. Sintesis de O-carboximetil quitosano a baja temperatura.
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VI.4 Nanoparticulas poliméricas de LQM-755/carboximetilquitosano.

Para llevar a cabo la sintesis de las nanoparticulas con el polimero de o-
carboximetilquitosano, se utilizara la metodologia ya descrita (Bai et al., 2017); y se
encapsulara el compuesto LQM-755 por medio de una técnica de gelacién ionica
empleando el reactivo cloruro de calcio. En un matraz de bola de 50 mL previsto de 30
mL de agua bidestilada y un agitador magnético. Se agrega 100 mg del polimero o-
carboximetilquitosano poco a poco en agitacion vigorosa. Posteriormente se agrega el
compuesto LQM-755 previamente disuelto en metanol y dispersado en un bafio de
ultrasonido durante 15 min. Una vez alcanzada la dispersion del compuesto en el
matraz se agregara por goteo una solucién de cloruro de calcio de manera lenta con
ayuda de una micropipeta de 1000 uL y se dejara en agitacion durante 1 hora. Pasado
el tiempo de reaccidn se someterd a una centrifugacion a 14000 rpm durante 20 min
para separar el compuesto y polimero sin encapsular, con ayuda de tubos falcon de 50
mL donde sera colocada la suspension con las nanoparticulas obtenidas. El precipitado
formado se vuelve a resuspender en agua bidestilada y nuevamente se volvera a
centrifugar para ayudar a purificar las nanoparticulas. Terminada la purificacién se
dejara una parte en suspension y otra parte se pondra a secar para llevar a cabo su
caracterizacion. Cabe mencionar que el sobrenadante resultante de las centrifugaciones
para la purificacion, asi como las aguas madre de la reaccion seran recolectadas y
guardadas para determinar la concentracion del compuesto LQM-755 presente en las

nanoparticulas mediante la técnica de espectroscopia de UV-vis (Figura 13).
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Figura 13. Esquema propuesto para la sintesis de nanoparticulas poliméricas de quitosano/o-
carboximetil quitosano.
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VI.5 Nanoparticulas poliméricas de LQM-755/ magnetita/carboximetil
quitosano.

Para llevar a cabo la sintesis de las nanoparticulas con el polimero de o-carboximetil
quitosano, se modificard la metodologia ya descrita (Bai et al., 2017); y se encapsularan
las nanoparticulas de magnetita y el compuesto LQM-755 por medio de una técnica de
gelacion ionica empleando el reactivo cloruro de calcio. Previamente sintetizadas y
purificadas las nanoparticulas de magnetita por la técnica de coprecipitacion
empleando como sales cloruro ferroso tetra hidratado y cloruro férrico hexahidratado
y como base fuerte hidréxido de sodio a una concentracion de 5M, en la misma fase se
encapsularon las nanoparticulas de magnetita y el compuesto LQM-755 con el
polimero de o-carboximetilquitosano y la purificacion se realiz6 con agua bidestilada.
En un matraz de bola de 50 mL previsto de 20 mL de agua bidestilada y un agitador
magnético, se agregaron 5 mg de nanoparticulas de magnetita durante una agitacion
vigorosa. Una vez dispersadas las nanoparticulas, se procede a agregar 20 mg del
polimero o-carboximetilquitosano. Posteriormente, se pondran en bafio de ultrasonido
durante 15 min 20 mg del compuesto LQM-755 disuelto en metanol (Figura 14). Una
vez homogenizados todos los componentes se agregard por goteo lentamente una
solucién de cloruro de calcio (CaCly) y durante una agitacion vigorosa y constante.
Terminado el tiempo de reaccion se procedera a separar las nanoparticulas con ayuda
de un magneto de neodimio. El precipitado formado sera lavado con agua desionizada
las veces que sea necesario y las aguas madre de la reaccion, asi como las empleadas
para los lavados, seran guardadas para llevar a cabo la determinacion de la
concentracion del compuesto LQM-755 mediante la técnica de espectroscopia de UV-

Vis. R
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Figura 14. Esquema propuesto para la sintesis de nanoparticulas poliméricas de quitosano/o-

carboximetil quitosano incorporando nanoparticulas de magnetita.
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VI.6 Caracterizacion de los nanoacarreadores

La caracterizacion de las nanoparticulas se realizard mediante:

VI.6.1 Espectroscopia FT-IR

El espectro de infrarrojo de o-carboximetilquitosano se midio en un espectrometro
infrarrojo por transformada de Fourier NICOLET 6700 FT-IR a temperatura ambiente.
Se formd una pastilla a partir de 2 mg de muestra y 100 mg de KBr. Los espectros
fueron obtenidos de 500-4000 cm-1.

VI.6.2 Espectroscopia UV-Vis

Las nanoparticulas de magnetita se dispersaron en una mezcla de agua/metanol con
ayuda de un agitador ultrasonico. Los espectros se midieron a temperatura ambiente
(25 °C) y para registrar el espectro de UV-vis se utiliz6 una cubeta de cuarzo. Los
espectros UV-vis de las nanoparticulas se registraron en un equipo Shimadzu UV-

1800, de 200 a 800 nm. Como blanco se utilizé usé metanol grado reactivo.

VI.6.3 Analisis XRD

Las nanoparticulas de magnetita se secaron y se pulverizaron en un mortero para llevar
a cabo el analisis XRD. EIl patron de XRD se registré en un difractometro Bruker D8
Advance eco y se aplicé un valor de discriminador inferior de 0,180 V en la
configuracién del detector Lynxeye. Las intensidades difractadas se registraron en
angulos de 20 de 5° a 130°.

VI.6.4 Microscopia de transmision electrénica (TEM)

Se obtuvieron micrografias electronicas de transmision de alta resolucion en un
microscopio JEOL-ARM200F operando a un voltaje de 200 kV. Las muestras para
observacion por microscopia electronica se prepararon en solucion acuosa.
Posteriormente, se depositaron 40 puL de la solucion sobre una pelicula de Carbono
soportada sobre una rejilla de cobre (Cu) y se dej6 evaporar en un desecador. Todos
los andlisis de tamafio se realizaron con el software Gatan Microscopy Suite version
2.01 (Gatan Inc. CA Estados Unidos).
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VI.6.5 Microscopia electrdnica de barrido (SEM)
La muestra se midio en un microscopio SEM-FEG JEOL JSM-7401F equipado con un
detector EDS-Thermo. Se registraron las micrografias y se registrd su espectro EDS

correspondiente centrandose en un grupo de particulas.

VI.6.6 Espectrometria RMN 1H

El espectro de resonancia magnética nuclear de protdn para caracterizar el polimero o-
carboximetil quitosano se obtuvo en un espectrometro Bruker ARX 500 utilizando
DMSO-D6 como solvente a 25 °C. La muestra se disolvié en un tubo de 5 mm de
didmetro a una concentracion de 20 mg/ml. Las condiciones de medicion fueron las
siguientes: una ventana espectral de 500 MHz, 32k puntos de datos, un angulo de pulso
de 45°, un tiempo de adquisicion de 2,83 s y 16 escaneos con un retraso de 1 s entre

escaneo

VI.7 Ensayos de viabilidad celular (MTT) con compuestos analogos CAPE

Para determinar el efecto anticancerigeno de los diferentes componentes de las
nanoparticulas, se realizaron ensayos de viabilidad celular por la técnica de MTT a las
24 horas (M.-F. Chen et al., 2004), empleando como vehiculos DMSO, PBS/acido
acetico. Los grupos para evaluar fueron los siguientes: LQM-755 a una concentracion
de 0.02 y 0.2 mmol, nanoparticulas de magnetita recubiertas con acido oleico a una
concentracion de 5 y 100 ug/mL, quitosano a una concentracién de 5y 100 ug/mL
disuelto en PBS/acido acético, carboximetil quitosano a una concentracion de 5y 100
ug/mL disuelto en PBS, y finalmente los tres componentes de la nanoparticula LQM-
755 a 0.02 mmol, carboximetil quitosano a una concentracion de 4 ug/mL y magnetita
a una concentracion de 2 ug/mL. Estos estudios se realizaron por triplicado (Figura 15).
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Figura 15. Proceso para llevar a cabo ensayos de viabilidad celular.
VI.8 Modelo de xenoinjerto

El modelo de xenoinjerto se realizé inoculando 2 millones de células cancerigenas de
la linea A549 en ratones de la sepa NSG de aproximadamente 6 semanas en el flanco
derecho. Como se propuso en el protocolo; se administraron los primeros grupos
experimentales que consistieron en: LQM-755, vehiculo, quitosano. Los ratones se
administraron diez dias después de la inoculacion cada 48 horas en diferentes dosis.
Los resultados obtenidos indican que el modelo se puede reproducir satisfactoriamente.
Se obtuvo una disminucion del tamafio de los tumores en los ratones administrados

Unicamente con LQM-755 a wuna dosis de 15 mg/Kg de peso.

3
®

= — —>/

1x1076 células

@*&

Figura 16. Esquema propuesto para el modelo de xenoinjerto con células cancerigenas de pulmén
A549.
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VII.RESULTADOS Y DISCUSION

VII.1 Ensayos de viabilidad celular (MTT) con compuestos analogos CAPE

Para determinar el efecto anticancerigeno y la seleccién del analogo de CAPE que se
cargara sobre las nanoparticulas propuestas; se procedié a realizar ensayos de
viabilidad celular por medio de la técnica de MTT sobre la linea de células de cancer
de pulmoén A549. Los analogos que se evaluaron fueron los compuestos LQM-717 y
LQM-755 a un tiempo de 24 y 48 horas Figura 17, de los cuales no se tenian
antecedentes sobre la linea celular de cancer de pulmon A549. Sin embargo, el
compuesto CAPE si tenia antecedentes sobre esta misma linea celular, por lo que se

utilizaron los valores reportados para emplearlo como referencia.
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Figura 17. Resultados obtenidos por ensayo de MTT para el compuesto LQM-717 sobre la linea de
cancer de pulmén A549. A) Administrado y evaluado a las 24 horas. B) Estudio realizado a las 48
horas. C) Estudio realizado a las 48 horas a mayor concentracion del compuesto. D) Grafica para
comparar la concentracion de 6 ug/mL equivalente a 0.02 mM para el compuesto CAPE a 24 y 48
horas reportado por (M.-F. Chen et al., 2004).

En la figura 17 se presentan los resultados obtenidos para el analogo LQM-717 el cual
fue disuelto en DMSO y se someti6 a sonicacion durante 15 minutos para ayudar a
disolverlo, ya que no es hidrosoluble completamente. En el panel A) no se encontrd
diferencia estadisticamente significativa a la misma concentracion que se utilizo con el
compuesto de CAPE sobre la misma linea celular de cancer, Unicamente a la
concentracion de 0.2 mM que representa 10 veces mas que la concentracién utilizada
en el estudio reportado. El estudio fue repetido, pero ahora con un tiempo de incubacion
de 48 horas (panel B) con el analogo LQM-717, donde se encontrd un efecto similar a
las mismas concentraciones empleadas para el estudio a las 24 horas, ya que
unicamente hubo diferencia estadisticamente significativa para la concentracion de 0.2
mM y mayor porcentaje de inhibicion respecto del estudio a menor tiempo de
incubacidn. Para el caso del panel C) se realiz6 un ensayo a 48 horas de incubacion y
se emplearon valores de concentracion mas altos que los realizados con anterioridad y
se encontré unicamente diferencia estadisticamente significativa a valores de 2 mM.
En el panel D) se encuentra la gréfica correspondiente al estudio reportado con CAPE
(M.-F. Chen et al., 2004), donde se aprecia el mejor resultado de inhibicion del
crecimiento celular a una concentracién equivalente a 0.02 mM. El andlogo LQM-717
no obtuvo buenos resultados y puede deberse al problema de solubilidad que tiene este
compuesto, por lo que, a pesar de incrementar la concentracion, no se aprecia una

disminucidén considerable de la viabilidad celular.

En la gréfica 18 se presentan los resultados para el ensayo de viabilidad celular para el
analogo LQM-755 a diferentes concentraciones. Este compuesto de manera similar que
el LQM-717 es parcialmente soluble en agua, por lo que se disolvié en DMSO y se
colocd en sonicacion durante 15 min antes de ser administrado. En el panel A) se
aprecian los resultados a las 24 horas de haber sido administrado y encontrd diferencia

significativa para las diferentes concentraciones disminuyendo a un 50% la viabilidad
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celular, obteniendo buenos resultados a partir de concentraciones superiores a 0.05
mM. El panel B) representa los resultados reportados en la bibliografia para CAPE en
la misma linea celular (M.-F. Chen et al., 2004), donde se aprecia un efecto similar al
generado por el andlogo LQM-755. En el panel C) se presenta el resultado de un estudio
de MTT a 24 horas empleando concentraciones de 0.05 mM y 1 mM, en el cual se
encontré un mayor efecto de disminucién hasta un 25% de la viabilidad celular para
este compuesto a una concentracion de 0.05 mM. En el panel D) se encuentran los
resultados de un ensayo de viabilidad a las 48 horas de haber administrado el analogo
LQM-755 con las mismas concentraciones empleadas para el ensayo a las 24 horas y
se obtuvo un efecto de inhibicion cercano al 50%. Por otra parte, se encontro diferencia
respecto al efecto generado a menor concentracion en el estudio a las 24 horas que con
el estudio a las 48 horas, que puede explicarse por la solubilidad parcial del compuesto

en el medio empleado para el crecimiento de las células.
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Figura 18. Resultados obtenidos por ensayo de MTT para el compuesto LQM-755 sobre la linea de
cancer de pulmén A549. A) Administrado y evaluado a las 24 horas a diferentes concentraciones. B)
Grafica para comparar la concentracion de 6 ug/mL equivalente a 0.02 mM para el compuesto CAPE a
24 y 48 horas reportado por (M.-F. Chen et al., 2004). C) Estudio realizado a las 24 horas. D) Estudio
realizado a las 48 horas a la misma concentracion del compuesto que se utilizo para el ensayo de MTT
alas 24 horas.

VII.2 Ensayos de toxicidad por MTT con el analogo LQM-755

Para evaluar la posible toxicidad del compuesto LQM-755 se realizaron estudios de
viabilidad celular por la técnica de MTT sobre la linea de fibroblastos normarles LL47
a las 24 y 48 horas (Figura 19) de administracion a las mismas concentraciones a las
cuales tuvo el mejor efecto sobre la linea de cancer de pulmén A549. La grafica muestra
un efecto similar tanto a las 24 como a las 48 horas. Por lo que estos compuestos a las
concentraciones de 1 y 0.05 mM tienen efecto estadisticamente significativo respecto

a los controles sobre células normales.
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Figura 19. Resultados obtenidos por ensayo de MTT para el compuesto LQM-755 sobre la linea de
fibroblastos normales LL47. A) Administrado y evaluado a las 24 horas a diferentes concentraciones. B)

Resultados a las 48 horas empleando las mismas concentraciones que se emplearon a las 24 horas.

VII.3 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de magnetita

Se llevo a cabo de manera satisfactoria la sintesis de nanoparticulas de magnetita por
el método de coprecipitacion empleando sales de hierro y empleando como base fuerte
hidroxido de sodio 5 M. El nicleo magnético se caracterizo por la técnica de difraccion
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de rayos X (DRX) (Figura 20), los picos obtenidos para la muestra de nanoparticulas
sintetizadas coinciden con los reportados en la literatura para magnetita (Zhang et al.,
2006). Por lo que la fase cristalina corresponde a un arreglo cubico, como esta

reportado para este tipo de nanoparticulas sintetizadas por método de coprecipitacion.
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Figura 20. Se presenta el patrén por DRX de la muestra de nanoparticulas de magnetita sintetizadas
por el método coprecipitacion.

Por otra parte, se llevd a cabo la caracterizacion por la técnica de FT-IR empleando las
nanoparticulas en polvo y las bandas obtenidas se muestra en la figura 21 EIl pico de
absorcion correspondiente a 590 cm™ corresponde al grupo Fe-O respectivamente
como se encuentra reportado en la literatura (Jadhav et al., 2013; Zhang et al., 2006).
Las bandas de absorcion entre 1750 y 1400 cm™ pertenecen a los enlaces entre O y H
ya que, la superficie de la nanoparticula tiene una cantidad importante de atomos de
oxigeno que facilmente pueden interactuar con moléculas de agua. Respecto al pico
encontrado en 3500 cm™ corresponde a moléculas de agua presentes en la muestra,

debido a que el espectro obtenido se realiz6 con la preparacion de una pastilla de KBr
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y este reactivo suele tener presente humedad. Otra posible la razon en la presencia de
humedad en la muestra se debe a que las nanoparticulas no se hayan secado
completamente recordando que para la purificacion de magnetita se realizan lavados
con acetona/agua desionizada. En el caso de acetona para precipitar las nanoparticulas
y el agua desionizada para separar las sales de Fe y el hidroxido de sodio que no haya
reaccionado. Por lo cual, para llevar a cabo la purificacion de manera exitosa es
necesario después de la purificacion, llevar un proceso de secado, previamente en mufla

a 50 °C durante 50 min y posteriormente colocar en trampa de vacio por 24 horas.
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Figura 21. Espectro FTIR de las nanoparticulas de magnetita obtenidas a 90°C por el método de
coprecipitacion.

En la figura 22 se muestra el resultado generado para el tamafio de particula por
triplicado empleando la técnica de dispersion de dinamica de luz. El diametro promedio
obtenido es de 1100 nm aproximadamente, lo cual indica una aglomeracion de las
nanoparticulas de magnetita, ya que, éstas no estan funcionalizadas y por tanto tienen
tendencia a aglomerarse al paso del tiempo y dependiendo del proceso de

almacenamiento, asi como si se lleva a cabo la medicion de una muestra en polvo
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resuspendida, o si se obtuvo una alicuota después de llevar a cabo el proceso de
purificacion después de la sintesis para mantener las particulas en suspension y
disminuir la aglomeraciéon. Sin embargo, al no estar recubiertas genera una
acumulacién de nanoparticulas que con el paso del tiempo se va incrementando y por
esa razon las lecturas en el equipo generan esos tamafios de particula con un tamafio de

poblacion menor a 200nm y otra poblacion con un tamafio superior a 1000 nm.

Temperature ("C): 25.0 Duration Used (s): G0
Count Rate (kcps): 486.4 Measurement Position (mm): 4.65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 10
Size (d.nm}: % Intensity: St Dev (d.nm):
Z-Average (d.nm) 1134 Peak 1: 1027 a0.7 2217
Pdl: 1.000 Peak 2: 197.0 19.3 AT
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Figura 22. Diametro promedio obtenido por la técnica de dispersion dinamica de luz para la muestra de
nanoparticulas de magnetita sintetizadas por el método de coprecipitacion y sin funcionalizar.

Las ventajas del equipo Malvern, es que permite llevar a cabo medicion de potencial
Z, y el obtenido para esta muestra de nanoparticulas de magnetita fue de -35.6 mV
(Figura 23), lo cual indica que hay una buena dispersion de las nanoparticulas, a pesar

de que se generaron aglomeraciones.
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Temperature (*C): 25.0 Zeta Runs: 12

Count Rate (kcps): 226.2 Measurement Position (mm): 4.50
Cell Description; Zeta dip cell Attenuator; 6
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -35.6 Peak1: -356 100.0 515
Zeta Deviation (mV): 5.15 Peak 2: 0.00 0.0 0.00
Conductivity (mS/cm): 0.271 Peak 3: 0.00 0.0 0.00
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Figura 23. Potencial z obtenido para la muestra de nanoparticulas de magnetita sin funcionalizar
sintetizadas por coprecipitacion.

Para llevar a cabo la caracterizacion morfoldgica de las nanoparticulas de magnetita,
se utilizd un microscopio de transmision electronica (TEM), debido a que en la
literatura se manejan diametros de particula entre 5-10 nm. En la figura 24 en panel A
se aprecia la imagen de una nanoparticula de magnetita obtenida en alta resolucion y
se aprecia un diametro de particula de aproximadamente 6-7 nandmetros. También se
puede observar el arreglo atdbmico de los &tomos de hierro, los cuales al tener un mayor
diametro que los atomos de oxigeno se aprecian de forma mas claray brillante en fondo
oscuro. Por otra parte, la imagen del panel B, es la misma que la del panel A, pero
obtenida en campo claro. En el panel C y D se aprecia la misma imagen obtenida en
campo claro y campo oscuro a menor magnificacion y se aprecia el didmetro y

morfologia obtenido para las nanoparticulas de magnetita sin recubrir.
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Figura 24. Micrografias obtenidas por TEM de las nanoparticulas de magnetita sintetizadas por el
método de coprecipitacion a 90 °C en campo oscuro y en campo claro.

En conclusidn, se logro obtener la sintesis de las nanoparticulas que se utilizaran como
nucleo para el sistema de encapsulacion.

45



VII.4 Sintesis y caracterizacion de o-carboximetilquitosano

Para llevar a cabo la funcionalizacion de las nanoparticulas de magnetita, se procedid
a realizar la sintesis de un derivado del polimero quitosano de bajo peso molecular
mediante una metodologia reportada y se caracterizd por espectroscopia de infrarrojo
y por resonancia magnéetica nuclear. Por lo tanto, se pudo corroborar por medio de la
comparacion de los espectros obtenidos y los reportados en la literatura para este tipo

de polimero (X. G. Chen & Park, 2003).
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Figura 25. Espectro FTIR de los polimeros a) quitosano y el sintetizado b) o-carboximetil quitosano con
estructura similar, pero con la incorporacion de grupos -COOH.

En la figura 25 se observa el espectro de a) quitosano y b) o-carboximetil quitosano,
para ambos espectros se aprecian las mismas bandas de absorcidn correspondientes a
los diferentes tipos de estiramiento y de manera caracteristica se aprecian las
vibraciones de tension C-H de grupos -CHa- en una region cercana a 3000 (2800-3000)
cmt y en 3500 cm™ bandas de absorcion correspondientes al estiramiento N-H y O-H
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presentes en quitosano. Asi mismo el estiramiento de C-H del grupo -CHs en 2800-
3000 cm™. En 1400 cm-1 un pico asignado al estiramiento de la vibracion del grupo -
COO-. En 1500 cm™ un pico de absorcion del estiramiento del C=0. Para poder
diferenciar y encontrar la modificacion realizada al quitosano se logra hacer mediante

la presencia del enlace -C-O-, que en este caso se encuentra en 1080-1200 cm™, este
resultado indica la sustitucion del grupo hidroxilo del quitosano.

Por otra parte, se llevd a cabo la caracterizacion por resonancia magnética nuclear de
proton para identificar las diferentes sefiales correspondientes a los diferentes tipos de

proton presentes en la estructura del o-carboximetil quitosano (X. G. Chen & Park,
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Figura 26. Espectro de RMN de H1 correspondiente al polimero sintetizado o-carboximetilquitosano.

La estructura del o-carboximetil quitosano presenta diferente tipo de protones y por la
cercania de estos tipos de protones a menos de uno o dos enlaces con otros tipos de
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protones es g se presenta un sistema un poco mas complejo de sefiales, pero algunos
de ellos es posible observarlos en el espectro, como por ejemplo el proton H3 en un
desplazamiento de 3.9 ppm y el protén H6 en un desplazamiento de 3.8 ppm, que nos

indica que esta sustituido con el grupo carboxi metil.

VII.5 Nanoparticulas poliméricas de LQM-755 con o-carboximetil quitosano

Para determinar la mejor eficiencia de encapsulamiento de LQM-755 y las mejores
caracteristicas para las nanoparticulas se siguieron dos distintas metodologias; la
primera consistié en realizar la encapsulacion del farmaco en presencia de cloruro de
calcio como agente encapsulador y empleando el polimero previamente modificado de
quitosano (o-carboximetil quitosano), ademas de variar las condiciones de reaccion
como tiempo, agitacién, temperatura y la concentracion de los diferentes reactivos. En
la figura 27 se observan las sefiales correspondientes al compuesto LQM-755 que fue
el que se selecciond para encapsular debido al efecto significativo que tuvo para
disminuir la viabilidad celular de la linea de cancer de pulmén A549. De manera
caracteristica, se aprecian en la region de 3250-3400 cm™ las vibraciones de tension
correspondientes al grupo N-H del compuesto. Por otra parte, en la region de 3000-
3100 cm* se aprecian las bandas de absorcion correspondientes al estiramiento C-H de
la molécula. La parte compleja con picos entre 500-1500 cm™ corresponde a los
diferentes tipos de estiramiento de la parte aromatica de la estructura. Este espectro es

importante para poder caracterizar su presencia en las nanoparticulas sintetizadas.
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Figura 27. Espectro FTIR del compuesto LQM-755 donde se aprecian las sefiales correspondientes al
compuesto el cual fue proporcionado por el Dr. Enrique Angeles (FES-Cuautitian).

En la siguiente figura 28 se muestra el espectro de FT-IR correspondiente a las
nanoparticulas poliméricas de o-carboximetil quitosano encapsulando al compuesto
LQM-755. El espectro a) corresponde al polimero por separado o-carboximetil
quitosano, donde se distinguen las bandas de absorcion que corresponden a la
estructura del polimero, como las vibraciones correspondientes a N-H y al grupo O-H
y por esa razon se aprecia de esa forma el pico mas ancho, ya que, ambos se encuentran
en una region cercana. El pico del estiramiento del C-H presente en la estructura se
aprecia en una region cercana a 3000 cm™, como ya se tenia caracterizado previamente.
Por otra parte, el espectro b) corresponde al analogo LQM-755 que muestra sus sefiales
caracteristicas, asi como la zona aromatica compleja descrita al inicio que corresponde
a grupos de picos en una region entre 500-1500 cm™. Sin embargo, si se distingue el
pico de absorcion de N-H presente en esta estructura y que a diferencia del espectro a)
en este caso es debido al grupo amino presente en LQM-755 y no hay grupos OH en la
estructura del anadlogo, por esa razén se aprecia un pico menos ancho. En el caso del

espectro c) corresponde a las nanoparticulas generadas con LQM-755 y o-carboximetil
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quitosano. Por lo cual se aprecian las mismas vibraciones de tension obtenidas por
separado para cada uno de los componentes de este tipo de nanoparticulas. Lo que nos
indica que tenemos la formacion de las nanoparticulas con todos los componentes:

polimero quitosano, o-carboximetil quitosano y LQM-755.
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Figura 28. Espectro FTIR de las muestras; a) polimero o-carboximetil quitosano, b) compuesto LQM-
755 y ¢) nanoparticulas de o-carboximetil quitosano encapsulando el compuesto LQM-755 empleando
el agente gelificante CaCl,.

VII.6 Nanoparticulas poliméricas de LQM-755/ magnetita/o-carboximetil

guitosano

Puesto que las nanoparticulas sintetizadas solamente con él o-carboximetil quitosano y
LQM-755 tenian diferente didmetro y tamafios superiores a los 300 nandémetros se
decidié emplear una segunda alternativa de encapsulacion modificando la metodologia
ya descrita. Se procedio a atrapar nanoparticulas de magnetita y el LQM-755 por medio

de una técnica de encapsulacion empleando cloruro de calcio. Previamente se sintetizo
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y se purificaron las nanoparticulas de magnetita por la técnica de coprecipitacion
empleando como sales cloruro ferroso tetra hidratado y cloruro férrico hexa hidratado
y como base hidroxido de sodio a una concentracion de 5 M. Posteriormente en la

misma fase se encapsularon las nanoparticulas de magnetita y LQM-755 con el

120
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a \
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80 !
] ~ ' )i
60 —
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4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

wavenumbers (cm™)

polimero o-carboximetil quitosano y la purificacion se realizd con agua bidestilada y
con ayuda de un magneto de neodimio.
Figura 29. Espectro FTIR de las muestras; a) compuesto LQM-755, b) o-carboximetil quitosano y c)

nanoparticulas de o-carboximetil quitosano encapsulando el compuesto LQM-755 y nanoparticulas de
magnetita empleando como agente gelificante CaCl2.

En la figura 29 se encuentra el espectro de FT-IR de las nanoparticulas generadas de
o-carboximetil quitosano encapsulando a las nanoparticulas de magnetita y el analogo
LQM-755. El espectro a) corresponde al andlogo LQM-755, donde para poder
identificarlo caracteristicamente se aprecian el pico correspondiente al grupo N-H,
entre 3250-3500 cm™ y el estiramiento del C-H en la region entre 3000-3100 cm™. El
espectro b) corresponde al polimero o-carboximetil quitosano que de forma similar

como ya se encuentra reportado las principales vibraciones de tensidn caracteristicas
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para este polimero, en la zona de 3000-3500 cm™ el pico ancho de los grupos N-H y
O-H y por lo cual se aprecia una curva ancha a diferencia del espectro de LQM-755
donde el pico del N-H en la misma regidn genera una curva menos ancha. La curva c)
corresponde al espectro de la muestra de las nanoparticulas con los tres componentes:
LQM-755, o-carboximetil quitosano y nanoparticulas de magnetita, sin embargo, no se
nota la sefial correspondiente al enlace de O-Fe, por lo que se realizd otra lectura en
otro equipo de FT-IR (figura 30).
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Figura 30. Espectro FTIR de nanoparticulas poliméricas a base de o-carboximetil quitosano
encapsulando el compuesto LQM-755 y nanoparticulas de magnetita empleando como agente
gelificante CaCls.

La figura 30 muestra el espectro de infrarrojo de las nanoparticulas poliméricas
encapsulando a nanoparticulas de magnetita y el analogo LQM-755, el cual fue
obtenido en un equipo de FT-IR diferente. Las bandas de absorcion correspondientes a
los diferentes componentes del sistema aparecen en el espectro, por ejemplo, las
vibraciones de tension correspondientes al N-H en la region de 3500 cm, el pico del
C-H cercano a 3000 cm™ y la zona compleja de las uniones C-C de los grupos
aromaticos del o-carboximetil quitosano y el LQM-755, asi como en la banda de

absorcion correspondiente al enlace de Fe-O entre 500-600 cm™.
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SEI 20KV X100,000 100nm WD 6.0mm

Figura 31. Micrografias obtenidas por SEM de las nanoparticulas poliméricas de o-carboximetil
quitosano/ magnetita/ LQM-755.

Las micrografias de la figura 31 corresponden a las nanoparticulas generadas por el
metodo de gelacion ionica empleando CaCl, como agente gelificante. Las imagenes
fueron tomadas a un potencial de 2 kV y una magnificacion de x50 000 para el panel
a) y en el panel b) una magnificacién de x100 000. Ambas micrografias a una escala
de 100 nm y en fondo oscuro. La muestra fue tomada a partir de una suspensién con
las nanoparticulas; depositando 40 uL sobre una cinta de carbon, para posteriormente
poner en un desecador y montarla sobre un soporte para muestra del microscopio. En
el panel a) se aprecian nanoparticulas aglomeradas de un didmetro aproximado a los
50 nm. Los conglomerados tienen un tamafio similar y estan formados por
aproximadamente 5 0 6 nanoparticulas ain mas pequefias. En el panel b) se tiene una
magnificacion de x100 000, por lo que se puede observar mejor la composicion de los
conglomerados formados por mas de 3 nanoparticulas de tamafios menores a los 50

nm.
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En la figura 32 se muestran dos micrografias correspondientes a la misma muestra,
pero con una mayor magnificacion. En este caso la magnificacion de x200 000 permite
visualizar en el panel a) que el didmetro de las nanoparticulas es menor a 50 nm. Por
otra parte, en el caso del panel b) se muestra la medicién de algunas nanoparticulas
donde se aprecia el didmetro que tienen algunas de ellas y en todos los casos, el
didmetro es menor a 50 nm. Sin embargo, parece apreciarse que aun estan formadas
por nanoparticulas ain mas pequefias. En la bibliografia el tamafio esperado para la
formacion de nanoparticulas poliméricas a partir de quitosano y o-carboximetil
quitosano es de aproximadamente 100-200 nm. En este caso en particular con imagenes
obtenidas por SEM, se encontr6 que empleando como nucleo nanoparticulas de

magnetita se puede obtener un diametro inferior a los 50 nm.

SEI 2.0kV X200,000 100nm WD 6.0mm

Figura 32. Micrografias obtenidas por SEM de las nanoparticulas poliméricas de o-carboximetil
quitosano/quitosano/ magnetita/ LQM-755 a una magnificacion de x200 000.

Respecto a la parte morfologica las imagenes obtenidas por SEM nos indica que las
nanoparticulas son semi esféricas y que estan formadas en su interior por una 0 mas

nanoparticulas de magnetita atrapadas junto con el farmaco.
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Figura 33. Espectro de EDS y composicién elemental de la muestra nanoparticulas poliméricas de o-
carboximetil quitosano encapsulando nanoparticulas de magnetita y LQM-755 con el agente gelificante
CaC|z.

Para determinar la composicion de las nanoparticulas se hizo un analisis elemental de
la muestra preparada para SEM y el analisis se llevd a cabo en una zona donde se
encontraban las nanoparticulas como se muestra en la figura 33. El resultado obtenido
muestra los picos correspondientes a los diferentes atomos que componen la muestra.
La muestra analizada estd formada por el polimero o-carboximetil quitosano que
contiene: carbono, hidrogeno, oxigeno y nitrogeno. Para el caso del nlcleo de
magnetita se tiene atomos de hierro y oxigeno. Finalmente, el analogo de CAPE esta
formado por carbono, hidrogeno, oxigeno y cloro. En la gréfica Unicamente se
encuentran algunos picos solamente para aquellos &tomos de la muestra que tienen un
mayor numero de electrones, por esa razén se aprecia Unicamente los picos
correspondientes a hierro, cloro, oxigeno y calcio. El calcio encontrado en la muestra

posiblemente sea residuo del agente gelificante CaCl..

En la tabla 2 siguiente se encuentran los porcentajes por atomo de la misma muestra
analizada por EDS en zona. De manera clara se observa un mayor porcentaje para
oxigeno y esto debido a que el oxigeno estd presente en todos los componentes del
sistema, es decir, en la magnetita, el quitosano, el o-carboximetil quitosano y el LQM-
755. Ademas, el nacleo magnético tiene un didmetro superior, por lo que, es de esperar
un aumento en los porcentajes de los &tomos que lo forman, que son hierro y oxigeno.

Respecto al porcentaje de calcio encontrado, puede deberse como se menciono con
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anterioridad a residuos presentes del reactivo CaCl. que se utilizo como agente
gelificante. El porcentaje de cloro encontrado corresponde a los dos 4tomos de cloro
presentes en la estructura del andlogo LQM-755, aunque no se descarta que una
fraccion de este mismo porcentaje pertenezca al CaCl, debido a que tambien se

encontré residuos de calcio.

Tabla 2. Porcentajes de composicidn elemental a partir del anélisis de EDS de la muestra nanoparticulas
poliméricas de o-carboximetil quitosano encapsulando nanoparticulas de magnetita y LQM-755.

+/-0.45 69.52 +/-0.77 40.95
+/-0.22 3.77 +/-0.17 4.92
+/-0.21 1.34 +/-0.14 1.98
+/-1.09 25.37 +/-0.53 52.15

100 100

Continuando con la caracterizacion de este sistema, se obtuvieron micrografias por
microscopia de TEM, como se muestra en la figura 34. Las imagenes generadas a
diferente magnificacion para tener un mayor alcance. En el panel A) se muestra la
imagen de una nanoparticula que corresponde al ndcleo de magnetita, ya que se alcanza
a apreciar el arreglo atomico de los &tomos de hierro y que van a generar un mayor
brillo por tener méas cantidad de electrones que el oxigeno. La escala para este panel
fue de 2 nm, por lo que el didmetro aproximado de esta nanoparticula es de 5-7 nm.
Cabe mencionar que la parte organica que rodea al nucleo de las nanoparticulas de
magnetita, no se aprecia con claridad en imagenes de TEM por la composicion, sin
embargo, en el anlisis de EDS, se observa la presencia de los componentes.
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Figura 34. Micrografias obtenidas por TEM del sistema de nanoparticulas formado por o-carboximetil
quitosano/quitosano/magnetita/LQM-755.

El panel B) es una micrografia de la misma rejilla, pero a una menor magnificacion y
una escala de 20 nm, por esa razén se ven mas nanoparticulas que el caso del panel A).
En la imagen se alcanza a apreciar nanoparticulas de un tamafio y didmetro similar
entre ellas y una parte difusa que las rodea que podria ser la parte organica de las
nanoparticulas, ya que, esta capa esta formada por el polimero y el analogo de CAPE
que contiene atomos de carbono, oxigeno, hidrogeno y cloro. Por lo que, posiblemente
sea la razon por la que estas nanoparticulas se ven de esta forma a diferencia de las
imagenes presentadas anteriormente en la caracterizacion de nanoparticulas de

magnetita sin funcionalizar, las cuales se apreciaban de una forma mas nitida y en el
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caso de la imagen de una nanoparticula de magnetita sola, el arreglo estructural de los
atomos de hierro se apreciaba mas nitido que estas imagenes. El panel C) contiene una
cuantificacion de una zona donde se encontraban nanoparticulas dispersas para poder
determinar el didmetro promedio. EI mayor nimero de nanoparticulas que se
cuantificaron tienen un diametro promedio de 6.8 nm. La cantidad de nanoparticulas
cuantificadas fueron 100. El panel D) es una micrografia a una magnificacién menory
una escala de 200 nm de la muestra de nanoparticulas, en la que se aprecia que todas

tienen un diametro y una distribucion similares.

Para determinar la composicién de la muestra se llevé a capo un andlisis de EDS sobre
la misma muestra utilizada para las micrografias y la gréfica se muestra en la figura 36.
El andlisis realizado fue lineal (figura 33). El resultado arrojado muestra los picos
correspondientes a los atomos de hierro que corresponden al ndcleo magnético, asi
como también aparece el pico de cloro, lo cual nos indica la presencia del analogo
LQM-755. Por otra parte, también aparecen los picos de los atomos de oxigeno,

carbono y nitrégeno que pueden corresponder a la parte orgénica de la muestra, es

decir, estan presentes en ambos polimeros de quitosano y en el analogo LQM-755.
Spatial Drifj‘
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Figura 35. Espectro de EDS lineal y composicion elemental de la muestra nanoparticulas.
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Figura 36. Espectro de EDS lineal y composicion elemental de la muestra nanoparticulas poliméricas

de o-carboximetilquitosano encapsulando nanoparticulas de magnetita y LQM-755 con el agente
gelificante CaCl,; obtenido con el microscopio de TEM.
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Figura 37. Composicién elemental de la muestra nanoparticulas poliméricas de o-carboximetilquitosano
encapsulando nanoparticulas de magnetita y LQM-755 con el agente gelificante CaCly; obtenido con el
microscopio de TEM.

La figura 37 contiene una grafica que representa la intensidad de la sefal
correspondiente a cada uno de los &tomos presentes sobre la muestra de nanoparticulas
que pudieron ser detectados en el analisis de EDS realizado por el microscopio de
TEM. La mayor intensidad se tiene para el &tomo de hierro de la magnetita, el cual es
el elemento con mayor peso molecular y mayor nimero de electrones presente en la
muestra. En el caso del hierro se encuentra en mayor proporcion, ya que, forma el
nacleo solido del sistema propuesto. La sefial con menor intensidad corresponde al
atomo de cloro presente en el analogo LQM-755 y esto debido a que se encuentra en
menor proporcion recordando que rodea al nucleo de magnetita y otra fraccion esta
atrapada en la red formada por los entrecruzamientos de quitosano y o-carboximetil

quitosano.

Continuando con la caracterizacion de este sistema nano particulado se llevo a cabo el
analisis de XRD para determinar que no hubiera modificacion del nucleo de la
magnetita. El patron de XRD obtenido por el equipo se muestra en la figura 38. La
muestra se analiz6 en polvo, partiendo de una alicuota separada durante la sintesis de
las nanoparticulas. Cabe mencionar que se utilizé un equipo diferente para la medicién
de esta muestra en comparacion con el patron de XRD obtenido para las nanoparticulas

de magnetita sin funcionalizar debido a que no estaba disponible.
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Figura 38. Se presenta el patron por DRX de las nanoparticulas poliméricas a base de o-carboximetil
quitosano encapsulando el compuesto LQM-755 y nanoparticulas de magnetita empleando como
agente gelificante CaCls.

Como era de esperarse los picos generados por la muestra coinciden con los reportados
para magnetita, lo que sugiere que no hubo modificacion del nacleo magnético. Por
otra parte, los picos tienen un mayor ruido debido la poca cantidad muestra que se

analizé o posiblemente al tiempo de duracién del anélisis.

VII.7 Ensayos de viabilidad celular (MTT) con quitosanoy o-
carboximetilquitosano

Para descartar el efecto que pudiera tener el quitosano y o-carboximetilquitosano; se
procedio a realizar ensayos de viabilidad celular por medio de la técnica de MTT a
diferentes concentraciones de 5, 10, 50, 100 y 200 mg a las 48 horas, de los cuales no

se tenian antecedentes sobre la linea celular de cancer de pulmon A549.
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Figura 39. Ensayo de viabilidad celular por la técnica de MTT en un tiempo de 48 horas con la linea
celular A549, a) polimero o-carboximetil quitosano a diferentes concentraciones en ug/mL empleando
como solvente agua desionizada, b) polimero quitosano a diferentes concentraciones en ug/mL
empleando como solvente una mezcla de PBS y &cido acético al 0.005%.

Los resultados se muestran en la figura 39; la grafica A) corresponde a o-carboximetil
quitosano en la cual se empleé como vehiculo agua bidestilada. La grafica B) es el
quitosano y en este caso como es parcialmente soluble en agua se tuvo que utilizar una
mezcla de PBS/acido acético al 0.005%. En la grafica A) el o-carboximetil quitosano
tuvo efecto estadisticamente significativo a la concentracién de 5 ug/ml y a 200 ug/ml
respecto al control y al vehiculo. Por su parte el quitosano de la gréafica B) tuvo un
efecto estadisticamente significativo en las diferentes concentraciones empleadas
respecto al control y al vehiculo. Ademas, el efecto observado para quitosano es
constante y cercano a un 25% de inhibicion de la viabilidad celular en la linea de cancer
A549 a pesar de incrementar la concentracion. El o-carboximetil quitosano tuvo un
efecto similar al quitosano, pero Unicamente a la concentracion de 5y 200 ug/ml. Estos
resultados pueden indicar que se podria tener un efecto sinérgico empleando el LQM-

755 como agente cancerigeno.

VI1.8 Sintesis y caracterizacidén de o-carboximetilquitosano a baja temperatura

Para resolver el problema de solubilidad de las nanoparticulas, se procedié a modificar
la sintesis del carboximetilquitosano de bajo peso molecular mediante una metodologia
reportada, en la cual se trabaja a temperaturas cercanas a 0°C por 24 horas para la
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alcalinizaciéon del quitosano. El polvo obtenido se purifico y se caracterizd por
espectroscopia de infrarrojo, obteniéndose una completa solubilidad del polimero en

agua.

VI1.9 Nanoparticulas poliméricas de LQM-755 con o-carboximetilquitosano a
baja temperatura

Para reproducir la sintesis empleada anteriormente en la formacion de nanoparticulas
con el polimero, se emplearon las mismas concentraciones de carboximetilquitosano,
LQM-755, CaCl, y agua desionizada. Sin embargo, no se obtuvieron los resultados
esperados, ya que la eficiencia de encapsulacion del compuesto disminuyo

considerablemente.

VII.10 Nanoparticulas poliméricas de LQM-755/magnetita/quitosano/o-
carboximetilquitosano a baja temperatura

Para mejorar la eficiencia de encapsulacién del farmaco, se empled una metodologia
diferente ya reportada, pero con algunas modificaciones propuestas en este trabajo. La
metodologia consiste en emplear dos polimeros con grupos funcionales diferentes que
en este caso es el quitosano y el o-carboximetil quitosano que solo difieren
estructuralmente en la incorporacion de un grupo carboxilo en la posicién donde se
ubica un grupo hidroxilo respecto al quitosano. y con el uso del agente TPP
(tripolifosfato de sodio) (Anitha et al., 2009). EI TPP permite cambiar de agente
gelificante, es decir en sustitucion al CaCl2 que se uso en las nanoparticulas sintetizadas
previamente y que proporciona diferente tipo de iones con carga y que permiten llevar
a cabo la unioén de los diferentes grupos para generar un entrelazado y formar las
nanoparticulas. Por otra parte, la caracterizacion del sistema es mas precisa, ya que, los
residuos generados, asi como reactivos sin reaccionar, no contienen &tomos que puedan

interferir con el analisis elemental, a diferencia del CaCl,.

La variacién en la metodologia propuesta difiere en el uso de nanoparticulas de
magnetita como soporte para ayudar a controlar el tamafio de particula, ademas de

mejorar la purificacion de las nanoparticulas empleando un magneto de neodimio para
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evitar usar dialisis. Por otro lado, una de las ventajas podria ser el uso de las
propiedades magnéticas del ndcleo magnético para ayudar a focalizar las
nanoparticulas en el area de interés, que en el caso del cancer de pulmon seria ejercer

un campo magnético sobre los pulmones para concentrar el farmaco en estos mismos.

Después de llevar a cabo la sintesis, el resultado obtenido es un polvo café oscuro el
cual fue puesto en suspension una parte para su caracterizacioén por SEM y la otra parte
se dejo en polvo para caracterizar por XRD y FT-IR. Las nanoparticulas en suspension
se dispersaron mejor que las nanoparticulas sintetizadas empleando CaCl, como agente
gelificante, por lo que se espera tengan mejor resultado en células y en el modelo

animal.

Los resultados de FT-IR indican que se logré obtener un sistema con todos los
componentes. Por otra parte, se obtuvieron imagenes de SEM, las cuales indican que
se obtuvo una morfologia casi uniforme de las nanoparticulas. También se realizaron

estudios de EDS para determinar la composicién de las nanoparticulas.
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Figura 40. Espectro FTIR de las muestras; a) o-carboximetil quitosano y b) nanoparticulas de o-
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carboximetil quitosano encapsulando el compuesto LQM-755 y nanoparticulas de magnetita
empleando como agente gelificante TPP.

En la figura 40 se tiene el espectro de FT-IR del sistema de nanoparticulas formado
empleando como agente gelificante al TPP y de forma similar que los espectros
mostrados anteriormente para cada uno de los diferentes componentes del sistema, se
pueden apreciar las bandas correspondientes a cada uno de los grupos caracteristicos,
como el caso del enlace NH y OH en la region cercana a 3500 cm-1, el grupo CH
cercano a los 3000 cm-1 esto para el espectro a) que representa al o-carboximetil
quitosano y el b) que corresponde a las nanoparticulas formadas con todos los
componentes. La diferencia entre ambos espectros se dé nota en la presencia de la
banda que corresponde al enlace Fe-O de la magnetita y que se encuentra en la regién
de 500-600 cm-1 en el espectro b). Por lo cual, nos indica que tenemos los grupos que

corresponden a cada uno de los componentes en la sintesis.

A continuacion, se presentan las micrografias obtenidas por microscopia de SEM para
esta muestra de nanoparticulas. En la figura 41 se presenta una micrografia en fondo
oscuro, con un voltaje de 5 kV, una magnificacion de x20 000 y una escala de 1 um;

donde se aprecia la morfologia obtenida para estas nanoparticulas.

SEI 5.0kV  X20,000 1um WD 6.0mm

Figura 41. Micrografia obtenida por SEM del sistema de nanoparticulas formado por o-carboximetil
quitosano/quitosano/magnetita/LQM-755 empleando como agente gelificante TPP.
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En la figura 42 las nanoparticulas se aprecian aglomeradas, sin embargo, puede ser
debido al método de preparacion de la muestra, ya que, para esta muestra se tomé una
alicuota de 40 uL de una suspension de nanoparticulas y se dejo caer sobre cinta de
carbén. La muestra se dejo secando en un desecador durante 24 horas y se procedi6 a
montar la muestra en un soporte para el microscopio de SEM. En este caso las
nanoparticulas se precipitaron y se pudieron haber encimado a causa de que el
desecador fue secando el agua contenida en la gota de la muestra. La morfologia
semiesférica obtenida para cada una de las nanoparticulas es muy similar. En esta
imagen es dificil determinar el didmetro promedio, pero se nota que tienen un tamarfio
menor a los 100 nm. En la micrografia de la figura 43 se observa una imagen a 5 kV,
una magnificacion de x100 000, una escala de 100 nm y se obtuvo en fondo oscuro.
Las nanoparticulas observadas tienen una morfologia similar semiesférica y tienen un
didmetro cercano o menor a los 50 nm. Ademas, tienen una aparente aglomeracion
entre ellas mismas que puede ser producto de la preparacion de las muestras o en
funcién a las propiedades magnéticas que tienen estas mismas, considerando que en
ausencia de movimiento este tipo de nanoparticulas pueden tener tendencia a

precipitarse y aglomerarse.

SEI 5.0kvV  X100000 100nm WD 6.0mm
Figura 42. Micrografia obtenida por SEM con un voltaje de 5 KV y una magnificacion de x100 000 del

sistema de nanoparticulas formado por o-carboximetil quitosano/quitosano/magnetita/LQM-755
empleando como agente gelificante TPP.
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La dltima micrografia visualiza bajo las mismas condiciones que la micrografia
anterior, pero en una diferente zona, lo que permite ver la morfologia y el didmetro de
estas nanoparticulas obtenidas.

SEI 5.0k X100000 100nm WD B6.0mm

Figura 43. Micrografia obtenida por SEM con un voltaje de 5 KV y una magnificaciéon de x100 000 del
sistema de nanoparticulas formado por o-carboximetil quitosano/quitosano/magnetita/LQM-755
empleando como agente gelificante TPP.

Continuando con la caracterizacion de esta muestra de nanoparticulas, se llevo a cabo
un analisis de EDS en el microscopio de SEM vy los resultados de la composicion
elemental de una zona seleccionada se aprecian en la figura 44. El analisis elemental
muestra los picos caracteristicos de hierro, el cual corresponde a la magnetita. Ademas,
aparecen picos que corresponden a la presencia de oxigeno, el cual esta presente tanto
en los polimeros quitosano y o-carboximetil quitosano, asi como en la magnetita y en
el compuesto LQM-755. Por otra parte, se observan picos de sodio y de fosforo que

corresponden a los iones generados del TPP disociado. Para confirmar la incorporacion

67



del farmaco en la nanoparticula se aprecian picos de cloro, que esta presente en la
estructura del analogo y que en este caso es Unicamente del LQM-755, ya que, no se

utilizo6 CaCl, para esta sintesis.
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Figura 44. Espectro de EDS y composicién elemental de la muestra nanoparticulas poliméricas de o-
carboximetilquitosano encapsulando nanoparticulas de magnetita y LQM-755 con el agente gelificante
TPP.

Tabla 3. Cuantificacién de la composicion elemental obtenida del espectro de EDS de la muestra de
nanoparticulas poliméricas de o-carboximetilquitosano encapsulando nanoparticulas de magnetita y
LQM-755 con el agente gelificante TPP.

 OK , , +/-0.03
NERK 2822 4.02 +/-0.52 8.41 +/- 1.09 4.02
USiKY 1358 1.39 +/-0.12 2.38 +/- 0.20 2.98
PR 1248 4.49 +/-0.28 6.96 +/-0.43 4.49
CIK  1.103 2.66 +/-0.27 3.6 +/-0.36 2.66
PR 1.022 85.85 +/-1.91 73.88 +- 1.64 85.85
e
Total 100 100 100

La tabla 3 contiene la cuantificacion del analisis elemental de la misma zona que se
analizo y muestra el porcentaje de cada uno de los atomos presentes en la muestra. En
este caso, el mayor porcentaje se obtuvo para hierro y eso es lo esperado, ya que, el
nacleo de las nanoparticulas es la magnetita. En cambio, el porcentaje de cloro es
menor, sin embargo, esto es normal, porque en la sintesis planteada la cantidad que se

utiliza de farmaco respecto al polimero representa un 2% Yy respecto a la cantidad de
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magnetita un 20-30%. Adicionalmente la estructura del LQM-755 solo contiene dos
atomos de cloro, por lo que el porcentaje encontrado en el analisis elemental es

coherente.

VII.11 Nanoparticulas poliméricas de LQM-755/ magnetita/o-
carboximetilquitosano a baja temperatura

Se procedié a realizar el mismo proceso de encapsulamiento para todos los
componentes del sistema con la Unica variante del polimero sintetizado a baja
temperatura. El o-carboximetil quitosano sintetizado a baja temperatura, es totalmente
soluble en agua a diferencia del o-carboximetil quitosano sintetizado a 50 grados °C
que solo es parcialmente soluble. Los resultados obtenidos indicaron una disminucion
en la eficiencia de encapsulacion del farmaco por lo que se procedié a emplear una

nueva metodologia de encapsulacion.

100

a)

\ ’V
= A

50 H

b)

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers (cm™)

Figura 45. Espectro FT-IR de las muestras; a) o-carboximetil quitosano sintetizado a baja temperatura
y b) nanoparticulas de o-carboximetil quitosano encapsulando el compuesto LQM-755 y nanoparticulas
de magnetita empleando como agente gelificante TPP.

La figura 45 muestra el espectro de FT-IR de a) el OCMQ sintetizado a baja

temperatura, en el espectro se aprecian las vibraciones de tension caracteristicas de este
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polimero, como, por ejemplo, la banda de absorcion en 3500 cm™ que corresponde al
grupo N-H y el O-H de la estructura y por esa razon el pico se ve ancho. También se
aprecia el estiramiento correspondiente al grupo C-H en la region cercana a 3000 cm”
! El espectro b) muestra las bandas de absorcion de las nanoparticulas formadas por
OCMQ/Quitosano/magnetita/LQM-755; considerando que las bandas absorcion de
OCMQ vy de quitosano son las mismas, sélo el caso del enlace entre C-O y C=0 que

aparecen en el espectro para el OCMQ picos mas intensos.

VII.12 Eficiencia de encapsulacién

Se llevo a cabo la determinacion de la eficiencia de encapsulacion por espectroscopia
de UV-Vis. Previamente en la figura 44, se aprecia la curva de calibracién
correspondiente al compuesto LQM-755. Por otra parte, la determinacion de la
concentracion presente en las nanoparticulas se lleva a cabo por un método indirecto,
ya que es complejo determinar la absorbancia cuando se tienen diferentes componentes
presentes en la muestra, que en este caso es el quitosano, el OCMQ, el LQM-755 las
nanoparticulas de magnetita que tienen un mayor tamafio que los otros componentes.
Por esta razon, después de llevar a cabo la reaccion de encapsulacion final con todos
los componentes, se guarda las aguas madre de esta reaccién, y es lo que se utiliza para
cuantificar la concentracion presente en el volumen que no reacciono y de esta manera

determinar indirectamente lo que se encuentra encapsulado en la nanoparticula.
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Figura 46. Curva de calibracién para la concentracién del compuesto LQM-755 empleando como
vehiculo metanol por la técnica de U. V.-vis.

El blanco empleado para este ensayo fue metanol, ya que el andlogo LQM-755 es
completamente soluble en este solvente. En los ensayos in vitro el solvente empleado
fue DMSO, sin embargo, este compuesto es perfectamente soluble en metanol y
parcialmente soluble en etanol. En la figura 46, para obtener la gréafica patron y poder
obtener la ecuacion de la recta, se tomaron los picos mas altos correspondientes a cada
una de las diferentes concentraciones. El valor maximo para la concentracion fue de
1x10 *, ya que a mayor concentracion la lectura en el equipo hace imposible la
cuantificacion por la saturacién de la muestra. Por otro lado, la lectura mas baja
correspondiente a la menor concentracion fue de 1x10 7, ya que, a concentraciones
mas bajas, la absorbancia es casi indetectable para el equipo.

La muestra obtenida de las aguas madre tuvo que ser diluida, debido a que esta saturada
del compuesto LQM-755. Sin embargo, estos factores de dilucion se contemplaron para
poder hacer una aproximacién mas precisa de la concentracion cargada en la

nanoparticula, que fue de aproximadamente un 70-80%.
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El método empleado sugiere una atraccion de los atomos de hierro por los atomos de
oxigeno presentes en el andlogo LQM-755, posteriormente la incorporacion de ambos
polimeros quitosano y OCMQ rodean estas nanoparticulas y al momento de agregar el
agente gelificante, que para este trabajo se emplearon dos (CaCl. y TPP), se atrapa todo
aquello que rodea a las nanoparticulas de magnetita. Por esta razon, y después de
apreciar las imdgenes de SEM y TEM, se considera que es la forma en que se generan

estas nanoparticulas.

VII.13 Ensayo de viabilidad celular (MTT) con nanoparticulas de quitosano/o-
carboximetilquitosano/ magnetita/ LQM-755

Para determinar el efecto de las nanoparticulas sintetizadas y cargadas con LQM-755,
se llevo a cabo un estudio de viabilidad celular por la técnica de MTT a las 24 horas
sobre la linea de células de cancer de pulmédn A549. Para determinar el efecto de cada
uno de los componentes de la nanoparticula, se decidid6 nuevamente evaluar por
separado cada material y los resultados se muestran en la Figura 47. Como control se

manejo diferentes preparaciones, ya que, algunos de los materiales no son solubles en

agua desionizada, como el caso del polimero quitosano y el LQM-755.
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Figura 47. Ensayo de viabilidad celular por la técnica de MTT en un tiempo de 24 horas con la linea
celular A549, A, B, C son los respectivos controles; D corresponde a Unicamente nanoparticulas de
magnetita sin recubrir a una concentracion de 5 ug/mL; E, F corresponden al polimero quitosano sin
modificar disuelto en una mezcla de PBS/acido acético al 0.005% para poder disolverlo; G y H es el
polimero modificado o-carboximetil quitosano disuelto en agua desionizada; | y J es el compuesto LQM-
755 administrado por separado y disuelto en DMSO a diferentes concentraciones; K son las
nanoparticulas formadas por magnetita y el farmaco LQM-755 a una concentracion aproximada de 0.02
mM recubiertas con los polimeros quitosano/o-carboximetil quitosano.

En la figura 47, la barra A corresponde al control, es decir, las células sin administrar
nada, la barra B son células en DMSO, vy la barra C son células en una mezcla de
PBS/Acido acético ya que, el quitosano no es soluble en el medio de cultivo. Para estos
tres casos, no se encontré diferencia estadisticamente significativa. La barra D
corresponde a células administradas con nanoparticulas de magnetita sin funcionalizar
a una concentracion de 5 ug/mL que es la concentracion aproximada que se utiliz6 en
las nanoparticulas y tampoco se encontrd un efecto significativo respecto al grupo
control. Las barras E y F, corresponden a células administradas con el polimero
quitosano a una concentracion de 5 y 100 ug/mL y no se encontr6 disminucion en la
viabilidad celular de manera significativa. Las barras G y H son células administradas
con el OCMQ a concentraciones de 5 y 100 ug/mL y en este caso si se encontrd un
efecto significativo para la concentracion de 100 ug/mL respecto a los controles. Un
efecto cercano al 20% de inhibicion de la viabilidad celular. Las barras | y J
corresponden a células administradas con el compuesto LQM-755 a una concentracion
de 0.02 y 0.2 mM; en ambos casos se encontr6 un efecto estadisticamente significativo
sobre la viabilidad celular en un 50% para el caso de la concentracion de 0.02 mM y
un poco superior para la concentracion de 0.2 mM. Finalmente, la barra K son células
administradas con el sistema completo de nanoparticulas poliméricas formadas por
todos los componentes (magnetita, quitosano, OCMQ y LQM-755) y se obtuvo un
efecto similar al 50% de inhibicion sobre la viabilidad celular. Cabe mencionar que la
concentracion empleada para cada uno de los componentes es aproximada; en el caso
de los polimeros y la magnetita es fraccion en peso de quitosano y magnetita empleada
en ug y para el caso del LQM-755 cargado en nanoparticulas; se ajusto de acuerdo con

la concentracion de analogo sin reaccionar presente en las aguas madre y la
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concentracion empleada en la barra K corresponde a 0.02 de LQM-755 en la

nanoparticula.

Después de determinar la eficacia empleando los componentes por separado, se
encontrd que se obtuvo un mayor efecto sobre la viabilidad celular cuando se tiene
presente los tres componentes en la nanoparticula propuesta. Por otra parte, se tomaron
imagenes de algunos de los pozos donde se llevo a cabo la administracion para el
ensayo de MTT. La figura 48 tiene 4 paneles de los principales grupos. El panel A son

células A549 administradas con el analogo LQM-755 a una concentracion de 0.02 mM
disuelto en DMSO.




Figura 48. Imagenes obtenidas con microscopio 6ptico normal con aumento de 40x 24 horas después
de administrar diferentes grupos sobre la linea de células de cancer de pulmén A549. A) Compuesto
LQM-755 disuelto en DMSO a una concentracién de 0.02 mM. B) Grupo control sin administrar. C)
Nanoparticulas de magnetita disueltas en agua desionizada a una concentracion de 5 ug/mL D)
Compuesto LQM-755 administrado a una concentracién de 0.2 mM.

En el panel A de la imagen 48 se observan los cristales formados por el compuesto sin
disolver, ya que el compuesto es soluble en DMSO, sin embargo, una vez que el
compuesto se encuentra en medio acuoso una parte se precipita y forma cristales como
se aprecian en la imagen en forma de estrellas. Los puntos negros corresponden a
células muertas recordando que este grupo no fue administrado con nanoparticulas de
magnetita, solo LQM-755 disuelto en DMSO. El panel B son las imagenes de las
celulas de cancer de pulmén sin administrar. En la imagen se aprecia la morfologia
caracteristica para este tipo de células epiteliales reportado por ATCC. Por otro lado,
el panel C corresponde al grupo administrado Unicamente con nanoparticulas de
magnetita sin funcionalizar a una concentracion de ug/mL. En esta imagen se puede
observar algunos puntos negros formados por nanoparticulas de magnetita, este tipo de
particulas sin funcionalizar tienen tendencia a aglomerarse y precipitarse, por lo que
podria ser lo que se aprecia en la imagen, ya que, después de hacer el estudio de
viabilidad por MTT no se encontr6 efecto estadisticamente significativo comparado
con el control. ElI panel D son las imagenes de células cancerosas de pulmoén
administradas con una concentracion diez veces superior del compuesto LQM-755 que

la observada en el panel A.

VII.14 Modelo de xenoinjerto con células A549 en ratones NSG

Para llevar a cabo el modelo de xenoinjerto sobre ratones NSG se utilizaron 2x10°8 de
células de la linea de cancer de pulmoén A549. No se tienen antecedentes de este modelo
con el tipo de células en la cepa NSG, por lo que se decidid utilizar una menor cantidad
de células de las que habitualmente se usan para ratones inmuno deprimidos de
aproximadamente 10 millones de células para la cepa nunu. Como se aprecia en la
figura 49, el modelo tiene una duracion de 6 semanas, ya que, sin administrar ningan
farmaco el tumor alcanza un centimetro y medio de diametro en este tiempo, por lo que

siguiendo los protocolos de manejo de animales se procede al sacrificio para evitar que
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los animales tengan un mayor sufrimiento. En los primeros 10 dias después de la
inoculacidon de las células no se aprecia la formacién del tumor, sin embargo, a los 14
se aprecia la formacién del boton de aproximadamente 3-4 mm de diametro. Por otra
parte, al paso de la cuarta semana despues de la inoculacion, el crecimiento del tumor
es exponencial al paso de los dias. En la figura 47, el panel A muestra una imagen de
un ratén después de 14 dias de haber sido inoculado y sin tratamiento. El panel B
corresponde al mismo ratdn a las tres semanas de haber sido inoculado, con un diametro
de mas de 5 mm. El panel C) es el mismo ratdn, pero pasadas cuatro semanas de haber
sido inoculado y sin tratamiento, el didmetro mide poco mas de 1 cm. ElI modelo en
general se comport6 de manera similar en los ratones y sin generar metastasis en otros
organos. Por lo que, fue muy reproducible para llevar a cabo las administraciones de

los diferentes grupos.

Figura 49. Evolucién del tumor en un ratén sin administrar al paso de 3 semanas después de haber
sido inoculados con 2 x106 de células de cancer de pulmoén A549 en el flanco derecho.

VII.15 Modelo de xenoinjerto con células A549 administrados con LQM-755

Para determinar la eficacia del compuesto LQM-755 en ratones, se administrd una
dosis similar a una reportada para un modelo en ratas previamente con otro analogo de
CAPE y que habia generado resultados importantes sobre cancer de higado. La dosis
empleada fue de 15 mg/Kg de peso del raton. En el panel A) de la figura 50 se presentan
dos curvas, la primera corresponde a ratones no administrados y la segunda representa
a ratones administrados con la dosis de 15 mg/Kg de peso. Pasadas las seis semanas se

aprecia un didmetro menor para ratones administrados que para ratones sin tratamiento.
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Cabe mencionar que en ambos casos hay una tendencia de aumento en el diametro del
tumor. En la figura 51 se tiene los resultados en los diferentes grupos evaluados. En el
panel A, se aprecia la grafica de la evolucion del tumor para ratones administrados
unicamente con el compuesto LQM-755, la grafica B) corresponde a ratones
administrados con el polimero quitosano; la grafica C) corresponde a ratones sin
administrar, y finalmente el panel D) contiene los resultados correspondientes a los
ratones tratados con el sistema de nanoparticulas propuesto. Los resultados obtenidos
demuestran que la evolucién del tamafio tumoral se ve disminuido en el caso de los
ratones tratados con LQM-755. El quitosano por otra parte, no genero ningun efecto
sobre el desarrollo del tumor al paso de los dias. Respecto a los ratones administrados
via intraperitoneal con el sistema de nanoparticulas propuesto, se aprecia un menor
desarrollo del tumor, pero no similar al efecto observado administrando el farmaco por
separado, esto puede se puede deber a que la concentracion del farmaco cargado en la
nanoparticula puede haber sido menor a la que se pretendio utilizar, ya que, los métodos

para la determinacion de la concentracidn son indirectos.
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Figura 50. Resultados obtenidos empleando el modelo de xenoinjerto en ratones de la cepa NSG
administrados con los diferentes grupos de estudio. A) Evolucion del diametro tumoral en ratones
administrados con LQM-755 con una dosis de 15 mg/Kg y ratones sin administrar. B) Evaluacién del
peso en gramos del tumor en ratones sin administrar. C) Resultados del peso del tumor en gramos al
paso de 6 semanas en ratones administrados con LQM-755. D) Gréfica comparativa del peso tumoral
en ratones administrados con LQM-755 y ratones sin administrar.
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Figura 51. Resultados obtenidos empleando el modelo de xenoinjerto en ratones de la cepa NSG
administrados con los diferentes grupos de estudio. A) Evolucion del didmetro tumoral en ratones
administrados con LQM-755 con una dosis de 15 mg/Kg y ratones sin administrar. B) Ratones
administrados con quitosano. C) Ratones sin tratamiento. D) Ratones administrados con el sistema de
nanoparticulas propuesto.

78



VIIl. CONCLUSIONES

El andlogo LQM-717 no presento una diferencia significativa en las curvas
concentracion respuesta con la linea de cancer A549, por lo que no tendria caso realizar
estudios posteriores sobre cancer de pulmon; sin embargo, si se tienen antecedentes
importantes para este compuesto en otros tipos de cancer, como, por ejemplo, cancer

de higado, por lo que no se descarta su uso en otras enfermedades.

Se determino el efecto antiproliferativo del compuesto LQM-755 en células de cancer
de pulmon A549. El efecto fue similar al reportado por el compuesto CAPE sobre la
misma linea de células de cancer de pulmon, por lo que podria ser una alternativa para

pruebas posteriores como posible agente anticancerigeno.

Se sintetizd y se caracterizd de manera satisfactoria la magnetita siguiendo los métodos
de sintesis consultados en la literatura. EI método de coprecipitacion es uno de los
métodos mas empleados para la sintesis de magnetita por su bajo costo y por llevar a
cabo sintesis amigable con el medio ambiente, ya que solo genera nanoparticulas y

moléculas de agua como producto, asi como cloruro de sodio.

La sintesis de nanoparticulas magnetita con el polimero quitosano y o-carboximetil
quitosano se llevo a cabo con un buen rendimiento, como primer paso para la obtencion
de las nanoparticulas poliméricas con el compuesto a evaluar que fue el LQM-755 por
los buenos resultados obtenidos en los ensayos de viabilidad celular.

Se sintetizo de o-carboximetilquitosano a baja temperatura, debido a que las primeras
nanoparticulas obtenidas con este polimero con un proceso de alcalinizacion a
temperatura ambiente, género que no fueran del todo solubles en un ambiente acuoso,
por lo que la dispersion no fue la adecuada. Las nanoparticulas sintetizadas con él o-
carboximetil quitosano a baja temperatura, presentaron una mayor solubilidad en el

medio para las pruebas de viabilidad celular.

La sintesis de nanoparticulas poliméricas con quitosano y o-carboximetil quitosano
obtenido a baja temperatura se llevd a cabo con un buen rendimiento y se logré

demostrar la encapsulacion del analogo seleccionado que fue el LQM-755.
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Se pudo determinar la concentracion de LQM-755 presente en las nanoparticulas por
medio de espectroscopia UV-Vis. Aunque es un método indirecto se logré tener una
estimacion de la concentracion del compuesto LQM-755 presente en las
nanoparticulas, para poder llevar estudios posteriores. Existen otros métodos para la
determinacion de la concentracion en las nanoparticulas, sin embargo, depende de la
naturaleza de la nanoparticula, elementos que la conforman, asi como los procesos de
sintesis empleados para tratar de obtener estos valores, por lo que técnicas como TGA,
UV-vis, RMN y espectrometria de masas, son las mas empleadas pero, no todas las
nanoparticulas son candidatas para poder hacer uso de algunos de estos métodos, por
esa razon, aun se continua en el desarrollo y busqueda de métodos que permitan obtener
estos valores de concentracion de farmacos en la nanoparticula de una forma mas

precisa.

Se llevo a cabo la estandarizacion del modelo de Xxenoinjerto en ratones
inmunodeprimidos de la cepa NSG y se administraron los grupos experimentales. El
modelo de xenoinjerto en esta cepa de ratones con células de cancer A549 no ha sido
reportada con anterioridad, por lo que, se estableci6 un protocolo empleando un menor
numero de células cancerosas para poder permitir que el modelo durara al menos mes
y medio. Esto se estableci6 para poder llevar a cabo un tratamiento y poder evaluar en
tiempo determinado la administracion del farmaco y tener una mayor certeza del efecto
obtenido.

El efecto obtenido en ratones administrados con él compuesto LQM-755 fue positivo,
ya que permitid determinar que los tumores no continuaron desarrollandose a la misma
velocidad que en el caso de los ratones sin administrar, donde los tumores después de
mes y medio tenian un diametro mayor a 1.5 cm. Por lo que el tiempo de sobrevida
para ratones administrados seguramente seria mayor que para ratones con cancer, que
es algo que se busca con el desarrollo de nuevos farmacos, ya que la expectativa de
vida después del diagnostico de cancer de pulmoén es menor a 3 afios. Sin embargo,

faltan estudios posteriores para determinar el mecanismo de este compuesto y aumentar
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la eficacia con el uso de las nanoparticulas, ademas de disminuir los efectos toxicos
que puedan presentarse recordando que este compuesto también genero efecto

citotoxico en fibroblastos normales.

IX. RECOMENDACIONES

Se recomienda llevar a cabo estudios posteriores para determinar el mecanismo de
accion del analogo LQM-755 y compararlo con el obtenido cuando esta encapsulado

en nanoparticulas.

Llevar a cabo diferentes condiciones de reaccion para determinar la que permita

obtener un mayor rendimiento de encapsulacion del compuesto LQM-755.

Buscar nuevos métodos para determinar la concentracion del farmaco cargado en
nanoparticula, descartando espectrometria de masas y RMN, ya que la naturaleza de la

nanoparticula no permite el uso de estas técnicas.

Llevar a cabo estudios en esta misma cepa de ratones, pero generando cancer
directamente en el pulmon y utilizar otra via de administracion, para poder simular mas

a lo que ocurre realmente con este tipo de cancer de pulmdn en condiciones normales.

Generar un método de administracién con nebulizador con las nanoparticulas para

evaluar el efecto directamente en los pulmones.
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Abstract

We report the preduction of pullulan [Pull /chitosan [Chil/grap hene oxide (GO} composite films [CF-Pul/Chi + GO). We observed
thatthe addition of GO increases the film's roughness while keeping good GO dispersion. Both the strong interactions between
Pul and Chi and the formation of hydrogen bonds between Chi and GO seem to be responsible for the formation of the com-
posite film. The dielectric constant, Young's modulus and the tensile strength of the CF-Pul/Chi + GO films exhibit maximum
values at 1 g mL~! GO concentration. AtGO concentrations higher than 1 pgmlL—", the interfacial layers between the polymer
matrix and GO overlap, affecting the value of the dielectric constant and the mechanical properties of the films. Moreover, the
3-4,5-dimethylthiazol 2-yl}- 2, 5-diphenyltetrazolium bromide [MTT) assay carried out on LL47 fibroblast cells reveals that the
CF-Pul/Chi + 1 pg mL™" GO films are not cytotoxic. In this regard, CF-Pul/Chi 50/50 + 1 pg mL ™" GO has remarkable properties
to be considered for a safe film with potential uses in the food, cosmetic and pharmaceutical industries.

© 2022 Society of Industrial Chemistry.

Keywords: pullulan; chitosan; graphene axides; biocomposite
]

INTRODUCTION have been explored using nanoparticles and nanooaystals to
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Composite polymeric films have been widely wsed for various
appliations such as tissue engineering, cosmeceuticals, food
packaging and as conductive films for different purposes.'~* The
composition of the fiilms defines their physical and chemical prop-
erties which are often chosen on the basis of the application fore-
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composites reinforced with GO exhibited considerable improwe-
ments in tensile strength, elastic modulus, thermal stability and
dielectric properties. These enhancements are observed at mod-
erate loadings as a result of the structure of GO and the large
interfacial area™'* ™ Rased on the relevant literature, the paly-
meric mixture of Pul and Chi shows good affinity fwhich depends
on the amino groups of the Chi** ) and therefore addition of GO
to the PulChi blend should resultin films with improved physico-
chemical properties. There are few studies dealing with Pul/Chi
blending and, so far, we have not found studies of Pul’Chi com-
posites loaded with GO. Inthis context, this study aims to develop
a Pul’Chi nanocomposite with low concentrations of GO to
strength the mechanical properties of the composite. Our results
descaibe the film-forming, mechanical, dielectric and swelling
properties. Also, the antimicrobial and cytotoxic properties of
the composites were evaluated.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Pul was supplied from TCl America (Portland, OR, USAL Chi
300 kDa, B2% degree of deacetylation), graphene oxide nanacol
loid (2 mg mL™") and acetic acid (ACS reagent, =997 %) were
obtained from Sigma Aldrich (5t. Louis, MO, USA). A normal lung
human cell line {LL47 (MaDo) CCL-135) was acquired from Amer-
ican Type Culture Collection (ATCC). The LL47 cellline was grown
in a monolayer culture.

Preparation of the composite film

Pul/Chi compasite films with GO (CF-Pul/Chi + GO} were prepared
by the casting/solvent evaporation technique. To obtain the poly-
meric solutions, Pul was dissolved in deionized water (%% wiv)
and Chi (1% concentration, w/v) was dissolved in a solution of
acetic acid (Z%). Polymeric blend solutions were prepared at dif-
ferent ratios (Pul /Chi, 75/25, 50/50, 25/75 vfv %), stired using an
ULTRA-TURRAX (IKA, T18 basic) for 7 min at 22 000 pm, dis-
persed 10 mL into a polystyrene Petri plate and dried in the oven
at 50°C for 24h. The films were labeled PultChi 75/25,
50750, 25,7 5.

To prepare composites containing GO, the axide suspensions
were added to the Pul/Chi blend solutions to reach concentra-
tions of 2 and 3 pg mL~" GO. Six colloidal solutions were used to
prepare the GO compaosite films (PulfChi 75/25 + 2G0, 50/50
4+ 260, 2575+ 260 and 75/2543G0,  50/50 + 360,
2575 + 3G0)

Marph ology

The morphologies of the compasite films (CF) with and without
GO (F-Pul#Chi 4+ GO and CF-Pul AChi) were determined using feld
emission SEM (JEOL, ISM-7610F) at 2 k¥ and AFM (Bruker Innoval.
Post-process imaging was achieved employing Gwydion software
in order todelete polynomial backgrounds inthe films* roughness
determination and to align adjacent rows.

Attenuated total reflectance Fourier transform infrared
[ATR-FTIR) spectroscopy

Malecular imteractions of the compaosite films were evaluated by
ATR-FTIR spectroscopy (Spectrum GX, PerkinElmer). Spectra were
obtained from an average of 30 scans in the wavenum ber interval
between 4000 cn™ ' and 650 am ™.

wileyonlinelibrary.comy/joumal/pi
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Swelling test

To perform the swelling test, the weights of composite iilm sam-
ples were measured before immersing in distilled water. Subse-
quently, the swollen samples were weighed after water removal
from the surface with filter paper (5, 15, 20 and 25 min).
Equation (1} was used to calaulate water absorption:

W=y
(<]

SnSwr

= 100% (n

where % 5w is the swelling degree, W, is the swollen weight of the
composite film and Wy is the composite film's weight before
immersing.

Tensile strength testing

The mechanical properties of the compaosite films we e measured
in a Texture Analyzer (Stable Micro Systems). Samples were
chopped according to the ASTM D638 epsilon conhguration for
mechanical tests. The samples were kept straight by the damps
when examined at a speed of 1 mm 57", The gauge length was
50 mm and the initial stress range was set from 0 to 10 MPa.
The data were analyzed to determine the strength in the form
of the stress—strain curve and elastic modulus.

Dielectric testing

Dielectric spectrascopy measurements were made as previously
described *' Briefly, the samples were measured in the frequency
range from 40 Hzto 110 MHz utilizing an Agilent Precision Imped-
ance Analyzer 42494 The amplitude of the measuring signal was
100 mV.

Antibacterial testing

The antibacterial activities of the CF were tested against Listeria
monocytogenes (ATCC 191151 The strain was grown in trypticase
soy broth (Meogen, Mexica) twice at 36 *0/24 h intervals before
cells from the 18 h culture were wollected by centrifugation and
resuspended in saline solution (0B5% MaCll. One milliliter of the
bacterial suspension {ca 10° CFU mL™") was added to 10 mL of
trypticase soy agar [Meogen), homogenized, poured into a Petri
dish and allowed to solidify at room temperature. Squares
(2 % 2 am) of each OF previously sterilzed using ultraviolet radia-
tion were placed on the inoulated agar surface, and plates were
incubated at 36 + 1 °C for 48 h. The resulting zones of growth
inhibition {mm}) around the F samples were measured. The eval-
uation was performed three times.

Cell culture and in vitro cytotoxicity assay

The LL47 human normal lung fibroblast line was grown in culture
medium F-12 K (Kaighn's modification of Ham's F-12 medium) com-
plemented with 15% fetal bovine serum (FBS) and 1% (wv} penidllin
and streptomycin, incubated at 37 *Cin a humidified &t mosphere of
5% 0D;. Cells were released from the monolayer by 0.25% in
phosphate-buffered saline before the biocompatibility assay.

The in vitro oytotaxicty of CF-Pul/Chi + GO samples was evalu-
ated by the 344.5-dimethylthiazol-2-yl}-25-diphenyletrazolium
bromide (MTT) assay. The CF samples were sterilized by ultravialet
irradiation in a biosafety abinet for 1 hon both top and bottom
sides; then the CF films were added to the 24-well tissue culture.
The LL4T fibroblasts were seeded (1 x 10° cells well-"}and incu-
bated for 48 and 72 h respectively.

The cell viability assay was performed with 125 pL MTT solution
in each well with cells. Subsequently, the 24-well plates were

Polm Int 2023; 7 1: 959-965
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Figure 1. SEM micrographs and AFM images of films:(C-1) pullulan, C-2) chitosan; {a) CF-Pul/Chi 75/25, (b) CF-Pul/Chi 50/50, {) CFPul/Chi 25/75, (d) O~
Pul/Chi 75/25 + 2GO, (e) CF-Pul/Chi 50/50 + 26O, (f) CF-Pul/Chi 25/75 + 2G0; (@) CFPUVChi 75/25 + 3GO, th) CFPul/Chi 50/50 + 3GO, fi) CFAUlChi

25/75 +3G0.

incubated at 37 °Cfor 3 h. Immediately, the culture medium was
replaced with 300 uL of dimethyl sulfaxide to every well treated
with MTT; then they were softly stimed using an orbital shaker
for 15 min at 130 rpm to promote solvation of the MTT arystals.
The culture medium F-12 K supplemented with 15% FBS was uti-
lized as a blank. Finally, the absorbance was read at 590 nm on a
microplate reader (Bio-Rad™ model 680). The cell viability was
estimated and presented as a percentage of control optical den-
sity values. Each MTT test was performed three times.

Statistical analysis

The experiments were carmied outin triplicate for subsequent sta-
tistical analysis by one-way ANOVA and Tukey multiple compari-
son tests, employing the GraphPad Prism 7.0 software. The
values were considered significant for P < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

Migostructure

Nanocomposite films of Pul and Chicontaining GO were obtained
by casting. The morphology and topography of the composite
films were analyzed using SEM and AFM techniques (Fig. 1). Uni-
form and homogeneous microstructures with no signs of GO
agglomerations were observed for all CFPul/Chi films and for
CF-Pul/Chi 75/25 + GO (Figs 1(a}-1(d) and 1(g)). Their appearance
was similar to the control films of Pul (Fig. 1(C1)) and Chi (Fig. 1
(C2)), confirming the homogeneous distribution and miscibility
of the components. For CF-Pul/Chi 50/50 and CF-Pul/Chi 25/75
+ GO, agglomerations were observed (Figs 1(e), 1(f), 1(h) and 1
(i}). Then, an increasing Chi concentration resulted in decreasing
GO dispersion.”

e
© 2022 Soclety of Industrial Chemistry.
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Figure 1 also shows the AFM images recorded in contact mode
for the different films. The AFM study was carried out with the tar-
get to have more information on how GO is integrated into the
composite films. The surface roughness values extracted from
the AFM images are shown in Table 1. As expected, higher arith-
metic mean height (Sa} values were obtained for CF-Pul/Chi
25/75 + GO. Furthermore, (F-Pul/Chi 75/25, 50/50 + 2GO and
50/50 + 3GO demonstrated the lowest Sa values which means
that GO is better distributed in these polymeric matrices.”**

Table 1. Roughness obtained by AFM

Square Arithmetic mean
Samples height (SqL nm heght (Sa), nm
Pul 4262 3303
Chi 5309 4237
CF-Pul/Chi 75/25 3352 1465
CF-Pul'Chi 50/50 1846 1308
CF-PuliChi 25/75 14087 9945
CF-PuliChi 75/25 + 1GO 9587 &758
CF-Pul/Chi 50/50 + 1GO 15678 &815
CF-Pul/Chi 25/75 +1G0 25511 17.16%9
CF-PuliChi 75/25 + 2G0O 2246 6643
CF-PulChi 50/50 + 2GO 11.084 5676
CF-PuliChi 25/75 + 2GO 3691 24392
CF-PuliChi 75/25 + 360 5618 3825
CF-Pul/Chi 50/50 + 3GO a4s 4537
CF-PuliChi 25/75 + 3GO 20793 15229
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Figure 3. The behavior of the swelling degree of CFPultChi films with different GO concentrations

Fourier transform infrared spectroscopy
Fgure 2(A) shows the FTIR s pectra of the samples under study. The
IR spectra of Pul display the characteristic bands at 3300 and
1640 e ! attributed to the vibrational modes of OH; 2921 cm™!
and 1352 cm ' designated to C-H and CHy; 988 am ™' attributed
to a-{1,6}-glycosidic bonds; 844 cm™' for a-glucopyranose units
and 759 cm™' attributed to a1 4l-glycosidic bonds 255 The
FTIR Chi spectrum shows bands at 3181 on™' assigned to OH,
2000 e forC-H, 1635 am™" assigned to C=0, 1537 o~ attrib-
uted to NH,, 1404 em ™' comesponding to CH, and 1045 cm ™' des-
ignated to the C-0 bond *** In the CF-PulChi films, the spectra
demonstrated that the amine band of Chiis shifted from 1537 to
1556 e !, and the OH bands of Pul and Chi changed from 33200
and 3181 to 3283 cm~' in the CF-Pul/Chi 75/25 and 25/75 and
3297 em ' for CF-PuliChi 5050, It @n also be noticed that the C-
H band for Chi is shifted from 2900to 2923 cm ' in the compasite
films probably due to a change of vibration from asymmetric to
symmetric stretching. These results indicate that strong interac-
tions between Pul's hydrosxd groups and Chi's amino groups are
taking place.

Figure 2(B} shows the spectra of CF-PulChi without and with
3 pg mL™' GO, where no band shifting was observed. However,
there isa change in the band intensity of CF-Pul AChi which could
be overdapping with GO bands. Figure 2(C) shows the spectra of
G0, Chi, Pul, a representative spectrum of Pul with GO, and a rep-
resentative spectrum of Chiwith GO.The spectrum of Pul and of
Pul + GO did not show any interaction between Pul and

GO. When Chi and Chi 4+ GO spectra are compared, the band at
1537 em~', which & related to MH, vibration, is shifted to
1547 em™" and the band at 1713 cm™' (associated with the
=0 stretch of the @rbaxylic group) disappears. Furthermare,
the vibration of CH, of Chi changes from asymmetric to symmet-
ric, and the spectrum bands are downshifted. These results are
related to the formation of hydrogen bonds between the Chi
and GO .8

Swelling

Swelling experiments of CF-Pul/Chi and (F-Pul’Chi + GO samples
were caried out to observe the affinity between Puland Chialong
with GOs. Figure 3(A} shows the curves of the swelling degree of
films without GO. As expected, the Pul ilm showed the lowest
percentage swelling values since this polysaccharide is water sol-
uble, and as the Chi concentration increases the water resistance
of the film improves. When GO is added to the film, swelling
increases. Accordingly, the Chi films show swelling of ca 500%
to 3900% in the time frame of the experiment, whereas the Chi
films with GO perform swelling by about 3000%-7500%. This
behavior can be explained by the GO interactions with water mol-
ecules through hydroxyl groups and by the polyation Chinature,
which tends to form OH bonds with the water. Furthermare, it is
evident that swelling values are lower for CF-PulfChi 50/50

4 200 and CF-PulfChi 7525 + 3G0; this is due to the strong inter-
malecular interactions between the Pul/Chi chains with GO as
naticed in the FTIR study. The effect of high swelling in the CF

wileyonlinelibrary.com/joumalfpi
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Fgure 5. (A), [B) Pullulan concentration (wt%) dependence on didectric constant and conductivity. CF-PulChi (red) and CF-Pul'Chi + 360 films (black).
{0), (D) GO concentration (pg mL™") dependence on conductivity and didectric constant. Ohi film (red) and CFPulChi 50¢50 (black).

Pul/Chi + GO can be related to the low molecular interaction that
exists between the GO and the polymermatrie. This could be due
to the strong interaction between Pul and Chiand the poor affin-
ity between Pul and GO. In this regard, CF-Pul/Chi 50¢50 showed
good affinity between Pul and Chi rendering a decrease in

swelling.

Mechanial and dielectric properties
To have a better understanding of the meinforcement perfor-
mance of GO on CF-Pul/Chi, experiments used 1, 2,3 and 4 pg

mL~" GO, Figures 4(A) and 4(B) show the GO effect on Young's
madulus (E} and the tensile strength (T5) of the composite films.
E values of 19724 0108 GPa and 20554 0.105 GPa were
abtained for Chi and Pul films, respectively. When GOs are incor-
porated in the Chi or Pul films, significant inceases of E are
observed. However, the increase is not concentration dependent
similar values of E are observed when 1 and 2 pg mL™" GO were
added, while lower values are obtained for 3 and 4 pg mL™
GO. The films obtained with blends of Chiand Pul exhibited lower
Evalues than Chi and Pul films when GO was added. Regarding T5,

Polym Int 2032: 71: 959965
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Fgure 6. Cytotosdcity profiles of OF Pul /Ohi + GO wheninoubated with LLA7 cell line determined by MTT assay. The cell's viability is ex pressed relative to

control cells. The results are expressed as mean £ 50,

values of 331023 + 34 and 57334 + 2.6 MPawere determined for
Chi and Pul, respectively. A similar trend to Ewas obse rved. Lower
values of TS were obtained for the blending films when GO was
added

The mechanical results evidenced that PulAChi + GD compos-
ites are more flexible and less strong than Pul and Chi films. Ten-
sile strength values of CF-Pul’Chi 50/50 were lower than the
reported values for a film of PuliChi 1:1 obtained by the casting
solvent techrique at pH 3, 35 and 4 69.7, 65.3, 695 MPa)” CF-
PulfChi 5050 + 1G0 showed higher E (E = 1.04 GPa) and similar
tensile strength (61.3 MPa} to the reported values for crbaoy-
methylcellulose/Chi 50,50 4 0.75G0 composite obtained by the
thermomechanical method

Figure 5(A} shows the dependence of the percentage of pullu-
lan and the percentage of GO on the conductivity and dielectric
constant. As expected, the conductivity of PuliChifilms decreases
with increase of the weight percentage of Pul, since Pul is less con-
ductive than Chi. Similar values are observed for Pul/Chi + 3G0;
thus this amount of GO does not affect the conductivity of the
NaNOCom peas ite s,

The dielectric constant of neat Chi is ca 45 and of neat Pul is ca
5 [Fg S(B}. As in the cse of conductivity, as the concentration of
Pul increases, the dielectric constart value of the film diminishes.
The addition of 3 pg mL™" GO increases the dielectric constant value
for all the Pul ratios, due to interfadial polarization on GO boundaries.

Figure 5 also shows the dependence of the conductivity (Fig. 5
fC1} and dielectric constant (Fig. S0 on GO (pg mL~"} in Chi
and PulfChi 50/50 films. The conductivity was not GO concentra-
tion dependent and no significant changes were observed The
dielectric constant (£} values for Chi films do not show significant
changes as the GO coneentration increases; however, the CF-Chi/f
Pul 50/50 has a significant increase in dielectric constantwith 1 pg
mL~" GO. Further increase of GO concentration resulted in a
diminishing £. The dielectric constant of composite materials
depends on the polymer matrix, filler ratio, and interdfacial layer
between filler and dielectric matrix®*' It has been established
that the dependence of the dielectric constant on GO filler con-
centration is non-monotonic and can esxhibit an extreme as a
function of dielectric filler percentage. The maxmum appears
when the volume fraction of the dielectric filler shows the perco-
lation threshold. Interfacial layers overlap thereby redudng the
interfacial volume fraction that effectively decreases the value of
the dielectric constant. Such an effect is observed in the Pul/Chi
matrix with dielectric GO fillers.

Asin the case of mechanical property evaluation, the concentra-
tion of 1 pg mL~" GO resulted in the highest values. According to

wileyonlinelibrary.com/joumalfpi
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the literature™* mechanical properties depend onthe interfacial
layer. After the percolation threshold, the intedfacial areas sur-
rounding the GO overdap suggesting percolation in the high
density clusters which influence the mechanical properties.™
Based on the dielectric study we propose a model which
includes, additional to the Chi/Pul matrix and GO fillers, an interfa-
cial layer between filler and dielectric matrix with higherdielectric
constant than the polymer matric. Therefore, the decrease of
interfface volume fraction (at the percolation threshold) resulting
from the overap of the interfacial layers promated a decrease of
the dielectric constant of the material. This model (decreasing
interfface wvolume) not only allows us to explain the maximum in
mechanical properties (which involves a similar dependence on
the interfadal layer) but is also important for compaosite applia-
tions such as food packaging and tissue regeneration Such a
maximum in mechanical properties has been observed in many
polymer nanocomposites but, from our point of view, without
clear explanations. Furthermare, we found that in the films with
a concentration of GO near the percolation threshold (1 pg
mL~" GO} a significant enhancement of the mechanical properties
takes place (without compromising the cytotoxicityl. The comela-
tion between dielectric properties, mechanical properties and the
concentration of fillers may prove useful in the design and optimi-
zation of polymer-based nanocompaosites for different applica-
tions by performing relatively simple dielectric measurements.

Antimicrobial susceptibility testing

Listeria monocytogenss is one of the most important bacteria
related to food-borne diseases in humans assodated with the
consumption of ready-to-eat food. CF samples did not show inhi-
bition of Listeria monocytagenes growth. None of the CF-Pul/Chi +
G0 showed inhibition zones around the CF films. However, when
CF-PulfChi 50/50 + 1G0 and CF-PulChi 50/50, 25/75 4 2and 3 pg
mL™" GO were removed from the agar, inhibition of bacteria
growth was observed on the inoculated agar located below the
FC films. In previous studies, the antimicrobial activity of Chi ilms
with different malecular weights (470-1106 kDa) was evaluated
against Listeria monocytogenes, showing the best results at con
centrations below 1% using low molecular weight Chi dissolved
in acetic acid.****

According to the literature, the antimicrobial activity of Chi is
influenced by the grade of polymerization, Chi type, pH and
maolecular weight. The Chi structure confers high hydrophilicity
owing to the high number of amino and hydroxyl groups. How-
ewver, when dissolved in an acidic medium, the charged amina
groups promote the interaction with negatively charged cell

Polym nt 2022; 71: 959965
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membranes of the microorganisms which results in cell aggrega-
tion causing growth inhibition. Many researchers report the
dependence of growth inhibition conceming the described vari-
ables and the concentration of the Chi solution, which is normally
below 1%; in addition, the effect of inhibition will also depend on
the susceptibility of the type of bacteria®="

Cytotoxidty assay
The determination of the film ortotaxidty is animportant stage to
identify potential hammful effects of the CF in the case of GO
migration. The in vitro cytotoxicity assay described in the Intema-
tional Organization for Standardization (150) 10993-1:2009 is
aimed to protect humans from any possible biological risk issuing
from the use of bioccompasites through the qualitative and quan-
titative measurement of the viability of target cultured cells.
Therefore, we decided to evaluate the cytotoxic potential of Pul,
Chi, CF-Pul/Chi and Pul'Chi + GO aver LL47 fibroblast cells at
24 and 72 h

Figure & shows the MTT assay results. The well plate (NC) was
taken as reference (100%) to verify whether the addition of GO
improves cell viability or induces cytotoxicity. The MTT results
showthat CF-Pul/Chi + 3G0 exhibits lower cel viability compared
tosamples with 1and 2 pg mL~" GO. These results indicate that
the cell viability in these preparations is dependent on the con-
centration of GO.0On the other hand, there was no significant dif-
ference between the CF-Pul/Chi and NC cell viability at 72 h.
Previous reports showed that over B0.0% of cell viability is classi-
fied as non-cytotosic, from B00% to 6009 is considered as
waakly cytotoxic, between 60.0% and 40 0% is moderately cyto-
tomic, whereas lower than 40.0% is reported as strongly cyto-
taxic™ ¥ In this regard, CF-PuliChi + 160 and 2G0 are nat
cytotoxic for nomal human lung cells while CFPulfCh + 360
showed weak cytotoxidty, sugoesting that the F-PuliChi + 1G0
and 2G0 could be safe to employ in the pharmaceutical, medical
and food industries.

CONCLUSIONS

The physial properties of CF-PulChi at different ratios were ana-
lyvzed. The FTIR studies suggest that hydrogen bonding between
hydraxyl groups of Pul and amino groups of Chi dominate the
molecular interactions. The dielectric constant, Young's modulus
and tensile strength of (F-Pul’Chi 4+ GO are not G0 concentration
dependent and exhibit maximum values at 1 pg mL" GO. At GO
concentrations higher than 1 pg mL~" the interfacial layers owerlap,
thus minimizing the imerfadal volume fraction which effectively
decreases the value of the dielectric constant and mechanical prop-
arties, Itis evident that addition of 1 pg mL~" GO promotes screen-
ing molecular interactions in CF-PulfChi 50/50 so that both the
tersile strength and Young's modulus increase by ca 466% and
21 7%, respectively. Moreaver, the MTT assay carried out on LL47
fibrablast cells reveals that the CF-PuliChi 4 160 and +2G0 films
are not optotoxic In this regard, CRPUl/Chi 50/50 + 1 pg mL™' GO
can be considered a safe film with potential uses in the food, cos-
metic and pharmaceutical industries,
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