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Introduccion

Las nanoparticulas son utilizadas como vehiculos de administracion de farmacos,
generalmente son menores a 100 nm en al menos una dimension, y consisten en
diferentes materiales biodegradables, como polimeros naturales o sintéticos, lipidos
0 metales. Las nanoparticulas son absorbidas por las células de manera mas
eficiente que las micromoléculas méas grandes y, por lo tanto, podrian usarse como
sistemas de transporte y entrega efectivos. Para aplicaciones terapéuticas, los
farmacos pueden integrarse en la matriz de la particula o unirse a la superficie de la
particula (Sarabjeet, 2007)

El &cido polilactico ha sido utilizado desde la década de 1960 en la construccion de
implantes quirdrgicos y reparacion de tejidos, actualmente tiene varias aplicaciones
biomédicas, incluidas suturas, placas 6seas, malla abdominal y administracion de
farmacos de liberacion controlada. Este polimero al igual que el PLGA y el PGA,
son biocompatibles, biodegradables y no téxicos. ElI primer sistema de
administracion de medicamentos basado en PLGA aprobado por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) fue el sistema de
administracion de medicamentos de Lupron Depot (Byung, et. al., 2016). El PVA es
un polimero sintético, soluble en agua, con excelentes propiedades de formacién de
pelicula, emulsionante y adhesivo. También imparte buena resistencia a la traccion
(TS) y biodegradabilidad y, por lo tanto, se ha utilizado en muchas aplicaciones de
biomateriales. EI USDA también ha aprobado el uso de PVA para envasar
productos de carne y aves (Kanatt, et. al. 2012).

La cancerina (Semialarium mexicanum) Esta especie se puede encontrar en zonas
calido-humedas, con temperatura promedio de 27 °C, en el Estado de Campeche
(Zamora, et. Al., 2015). Es usada en México para el tratamiento contra el cancer.
Uno de los compuestos presentes en esta planta que se cree tiene actividad
citotoxica es la pristimerina (Maldonado, et. Al. 2018). La pristimerina es un
triterpenoide que induce citotoxicidad en varias lineas celulares de cancer (Sun, et.
Al. 2019).

Algunos polimeros para la nano-encapsulacién pueden ser costosos, lo que dificulta
la investigacion de los hanocompuestos que estan elaborados con ellos. Es por ello
gue en la presente investigacion se busca desarrollar nanoparticulas de pristimerina
con polimeros de bajo costo, que sean eficientes, estables, con un diametro
hidrodindmico menor a 200 nm y que puedan ser utilizadas en el tratamiento contra
el cancer de mama. Se espera que estas nano-compuestas puedan continuarse
estudiando en fases preclinica y clinica, como una alternativa menos invasiva contra
cancer de mama.



Marco teérico
Antecedentes

La nanomedicina, es un campo emergente que implementa el uso del conocimiento
y las técnicas de nanociencia en la biologia médica y la prevencion y remediacion
de enfermedades. Implica la utilizacion de materiales nano dimensionales, incluidos
los nano robots, los nanosensores para diagnostico y los materiales de activacién
en células vivas (Patra et. al. 2016). La nanotecnologia esta separada de otros
campos cientificos porque el control de los materiales a escala nanométrica da
como resultado propiedades significativamente cambiada. Con esta distincion en
mente, las nanomedicinas son materiales a nano escala disefiados para mejorar
significativamente el comportamiento biolégico de agentes terapéuticos o de imagen
molecular, asi como nanopatrticulas que poseen nuevas propiedades médicamente
atiles como resultado de su tamafio. De esta definicion resulta claro que la
investigacibn en nanomedicina abarca tanto la investigacion aplicada en la
ingenieria y aplicacién de nuevas nanomedicinas, como la investigacion basica que
busca comprender las interacciones nano-bio. A lo largo de la corta vida del campo,
el énfasis entre la investigacion aplicada y la basica ha fluctuado, con las tendencias
actuales hacia estudios méas fundamentales, particularmente en nanomedicina para
el cancer (Charron & Zheng 2018).

La orientacion a tumores mediante terapias basadas en nanomedicina se ha
convertido en un enfoque prometedor para superar la falta de especificidad de los
agentes quimioterapéuticos convencionales y para proporcionar a los médicos la
capacidad de superar las deficiencias del tratamiento actual del cancer. Los
sistemas de administracibn de farmacos pueden utilizarse para atacar
especificamente los tumores y mejorar el indice terapéutico y el pefrfil
farmacocinético de los farmacos contra el cancer (Danhier, F.2016).

La nanomedicina tiene como objetivo encontrar soluciones novedosas para las
necesidades biomédicas urgentes, como el diagnéstico y el tratamiento de
enfermedades importantes, utilizando la nanotecnologia en rapido desarrollo.
Debido a los vasos sanguineos tumorales irregulares y defectuosos junto con el
drenaje linfatico deficiente, es bien sabido que las nanoparticulas tienden a mostrar
retencion pasiva en tumores solidos debido al mayor efecto de permeabilidad y
retencion (EPR) (figura 1), aunque el valor clinico del efecto EPR esta actualmente
bajo cierto debate. Con el objetivo de aumentar la retencion de tumor de moléculas
terapéuticas al tiempo que reduce su distribucion no especifica en érganos
normales, diversas nano plataformas han sido disefiados como medicamento / gen



nano transportadores para transportar de manera efectiva agentes terapéuticos en
los tumores. La nanomedicina aprovechando las propiedades y funciones
inherentes Unicas de las nanoparticulas, también ha mostrado grandes promesas
para mejorar la eficacia de otros tipos de terapias como la fototerapia, la radioterapia
y la inmunoterapia, presentando nuevas oportunidades para el tratamiento del
cancer (Liu & Feng, 2018)
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Figura 1 A) Efecto EPR de nanomedicina, B) La orientacion activa de nanomedicina injertada con péptido o
anticuerpo capaz de unirse a receptores especificos sobre expresados por (1) células cancerosas o (2) células
endoteliales. (Danhier, F. 2016)

Nanoparticulas

Las nanoparticulas son utilizadas como vehiculos de administracion de farmacos,
generalmente son menores a 100 nm en al menos una dimension, y consisten en
diferentes materiales biodegradables, como polimeros naturales o sintéticos, lipidos
o0 metales. Se han utilizado muchos tipos de nanoparticulas para la administracion
de farmacos (figura 1). Las nanoparticulas son absorbidas por las células de manera
mas eficiente que las micromoléculas mas grandes y, por lo tanto, podrian usarse
como sistemas de transporte y entrega efectivos. Para aplicaciones terapéuticas,
los farmacos pueden integrarse en la matriz de la particula o unirse a la superficie
de la particula (Sarabjeet, 2007)
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Figura 2. Nanoparticulas organicas e inorganicas que se han desarrollado como vehiculos farmacoldgicos
(Rwei, et. a. 2015)

Las nanoparticulas ofrecen muchas ventajas como portadores terapéuticos, incluido
el potencial para aumentar el tiempo de circulacion del farmaco, mejorar la
solubilidad del farmaco, administrar preferentemente a los sitios objetivo y disminuir
los efectos secundarios. La nano encapsulacion permite administrar farmacos con
poca solubilidad en sangre a través del torrente sanguineo y protege
sus cargas terapéuticas del medio ambiente. Las nanoparticulas con tamafios entre
~30 nm y 200nm se acumulan preferentemente en tejidos
con vasculaturas relativamente permeables, como en los tumores, un efecto
conocido como permeacion y retencion mejoradas (EPR). Esto puede conducir a
una mejora del efecto terapéutico. El direccionamiento preferencial de los tejidos
mediante nanoparticulas se puede mejorar mediante el "direccionamiento activo",
es decir, mediante la unién de ligandos que se dirigen al tejido de interés, mediante
la aplicacion de una fuente de energia externa u otros medios (Rwei, et.al. 2015)

Las nanoparticulas son consideradas como transportadores de farmacos eficientes,
un nano transportador adecuado deberia permanecer coloidalmente estable en el
cuerpo, ser biodegradable, atacar células tumorales especificas y liberar
medicamentos de manera efectiva (Seidi, F., 2018). La sensibilidad diagndstica, la
eficacia del tratamiento y la biodisponibilidad de las nanoparticulas, asi como la
heterogeneidad y la resistencia a los farmacos de los tumores plantean enormes
desafios para la implementacion clinica (Ling, D., 2014).



PVA

El alcohol polivinilico (PVA) es un polimero sintético soluble en agua con la mayor
produccion anual a nivel mundial. También es un polimero versatil con muchas
aplicaciones industriales debido a su biodegradabilidad, biocompatibilidad,
resistencia quimica, excelentes propiedades fisicas y propiedades de barrera a los
gases. Particularmente, el PVA es muy adecuado para mezclarlo con polimeros
naturales como la celulosa para hacer compuestos biodegradables, ya que es
altamente polar y puede manipularse en soluciones de agua (Voranova, et.al. 2015).

El PVA es un termoplastico semicristiano, soluble en agua, rico en hidroxilo, no
toxico y biocompatible que puede formar enlaces de hidrogeno con la superficie
oxigenada (Patole 2018), se puede sintetizar hidrolizando acetato de polivinilo
(PVAc) (un polimero que no tiene que obtenerse del petréleo) obtenido por
la polimerizacion del monémero de acetato de vinilo. La reaccion de hidrdlisis es
incompleta, dando como resultado polimeros con diferentes grados de
hidrolisis. Teniendo en cuenta que los grupos hidroxilo actian como sitios de
reticulacion y forman enlaces de hidrégeno entre cadenas adyacentes, el PVA con
diferentes grados de hidrolisis y tamafios de cadena da lugar a
diferentes estructuras de polimeros (Van Etten 2014).

El (PVA) se considera el polimero mas hidrofilico que tiene alta resistencia
a la traccion, excelente flexibilidad y excelente capacidad de union (Gungor, et.al.
2018). Ademas, tiene buena termo estabilidad, resistencia a la fluencia, alto médulo,
resistencia quimica y capacidad de formacion de pelicula. Es un material importante
en vista de sus aplicaciones a gran escala (Patole, et.al. 2018). La combinacién de
resistencia quimica y propiedades mecéanicas ha llevado a su uso industrial
generalizado en aplicaciones tales como: adhesivos, recubrimientos textiles y
materiales de embalaje estériles. La biodegradabilidad y la no toxicidad del PVA han
dado lugar a diversas aplicaciones biomédicas y farmacéuticas que incluyen, entre
otras: mallas fibrosas y membranas para vendajes de heridas, sistemas de
administracion de farmacos, particulas de embolizacion de radiologia
intervencionista e hidrogeles utilizados en medicina ortopédica y lentes de contacto
(Thomas, et. al. 2018)

Aungue el PVA puede procesarse facilmente en peliculas, membranas y fibras,
debe ser insoluble en agua para usarse en la mayoria de las aplicaciones. La
acetalizacion del PVA por mono aldehidos como el formaldehido o el butiraldehido
es uno de los métodos préacticos para obtener PVA insoluble en agua dependiendo
del grado de acetalizacién (Gungor, et.al. 2018).



PLA

El acido poli lactico ha sido utilizado desde la década de 1960 en la construccion de
implantes quirdrgicos y reparacion de tejidos, actualmente tiene varias aplicaciones
biomédicas, incluidas suturas, placas 6seas, malla abdominal y administracion de
farmacos de liberacion controlada (Byung, et. al., 2016). La posibilidad de usar
dispositivos en el cuerpo humano con minima inflamacion e infeccion para permitir
la curacidn natural ha obligado a los investigadores a buscar alternativas
biocompatibles y biodegradables. El acido poli lactico es uno de los biopolimeros
mas prometedores utilizados en el mundo de hoy. Debido a su fuente orgéanica, ha
atraido muchas atenciones (Davachi, et. al., 2015)

PLA es poliéster alifatico termoplastico que generalmente se deriva de productos
agricolas. Tiene varias propiedades atractivas, como su biocompatibilidad, alta
resistencia, rigidez y termo-plasticidad; sin embargo, tiene baja resistencia al
impacto. Debido a su disponibilidad comercial a un costo asequible, el PLA ha sido
ampliamente estudiado y utilizado para aplicaciones de empaque. Esté es
sintetizado quimicamente usando mondmeros obtenidos de recursos agricolas
(tablal), los polimero sintéticos estan siendo reemplazados gradualmente por
materiales biodegradables, especialmente aquellos derivados de recursos naturales
(debido a su biodegradabilidad) (Elsawy, et. al. 2017)



Tablal. Clasificacion de polimeros biodegradables (Abdulla, et. al. 2017)

Categoria
Polimeros de biomasa

Grupo
Polisacaridos

Proteinas y lipidos

Ejemplo
Almidones (trigo, papa, maiz)
Productos celulésicos y

lignoceluldsicos (madera,
popotes, etc.)
Otros pectina,

quitosano/quitina, encias)
Animales (caseina, suero,
coldgeno/gelatina)

Polimeros obtenidos | Polihidroxialcanoatos  Poli (hidroxibutirato)(PHB)-poli
mediante produccion | (PHA) (hidroxibutirato-co-

microbiana hidroxivalerato) (PHBV)
Polimeros sintetizados | Poli (hidroxiacido) Acido poli glicolico (PGA)
guimicamente usando Poli (acido lactico) (PLA)

mondmeros obtenidos de
recursos agricolas

Polimeros sintetizados | Copoliésteres alifaticos Poli (adipato de butileno-co-
guimicamente a partir de teraftalato) (PBSA)
recursos de combustibles | Copoliésteres Poli (adipato de succinato de
fosiles aromaticos butileno (PBAT)

Otros Policaprolactonas (PCL),

poliéster amidas (PEA)

Existen varias técnicas utiles para la preparacion de micro y nanoparticulas basadas
en PLA. Las técnicas se clasifican en cuatro categorias. La categoria 1 son métodos
tradicionales basados en emulsiones que son emulsién simple, emulsion doble y
emulsiones multiples. La categoria 2 son métodos basados en precipitacion que
incluyen nano precipitacion, expansion rapida de fluido supercritico en liquido,
salado y didlisis. La categoria 3 son métodos de composicion directa, como la
técnica de fusion, secado por pulverizacion, fluido supercritico y microparticulas
formadoras in situ. La categoria 4 incluye nuevos enfoques que incluyen la técnica
de micro fluidos y la técnica basada en plantillas / moldes. Otros criterios dependen
del modo de encapsulacion del farmaco. El medicamento esta atrapado dentro de
las particulas de "cépsulas" o dispersado en matrices de polimeros. La figura 2
muestra una estructura representativa de micro y nanoparticulas con las cuatro
categorias de técnicas de preparacion (Byung, et. al., 2016).
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Category 1 Category 2

Single emuision ' 4 Nanoprecipitation
Double emulsion Solvent displacement/extraction
Multiple emuision < Supercritical fluid

Salting out
Dialysis

.Targeting ligand Category 4

Spm_y drying Microfiuidic technique
Meiting technique Template/mold method

Figura 3. Métodos de fabricacién de nanoparticulas de PLA (Byung, et. al. 2016)
Cancerinay pristimerina

La cancerina (figura 4) es una planta lefiosa que pertenece a la familia de las
Celastracea de la especie Semialarium mexicanum Esta especie se puede
encontrar en zonas selvaticas calido-humedas, con temperatura promedio de 27 °C,
en el Estado de Campeche y Yucatan (Zamora, et. al., 2015). Es usada en México
para el tratamiento contra el cancer. Uno de los compuestos presentes en esta
planta que se cree tiene actividad citotdxica es la pristimerina (Maldonado, et. Al.
2018).

Figura 4. Cancerina (https://nutricioni.com)

La familia Celastracea, comunmente conocida como la familia agridulce, esta muy
extendida en las regiones tropicales y subtropicales del mundo, incluidas Africa del
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Norte, América Central y del Sur y Asia Central y Oriental. Esta familia comprende
aproximadamente 98 géneros y 1210 especies, y son arboles, arbustos o lianas con
tallos resinosos y hojas. Las especies de Celastracea tienen una larga tradicion de
uso en medicina popular y agricultura.

Los extractos de plantas crudas de esta familia han mostrado una extraordinaria
variedad de propiedades, que incluyen abortivo, antipirético, antiartritis,
antibacteriano, anticancerigeno, antileucémico, antipaltdico, repelente de insectos,
estimulacién, anticonceptivo masculino, supresor del apetito y para tratar trastornos
digestivos. La mayor parte de los componentes bioactivos de las especies de
Celastracea son terpenoides, que son una clase estructural diversa de metabolitos
compuestos de unidades de isopreno de hidrocarburo C5.

Las caracteristicas mas importantes en las Celastraceae son los sesquiterpenos
dihidro-b-agarofurano 'y los triterpenoides quinometidicos (denominados
celastroloides), ambos reconocidos como marcadores quimio taxonémicos de la
familia. Los sesquiterpenos de dihidrob-agarofurano muestran un alto grado de
oxidacion y forman poliésteres y alcaloides de piridina-sesquiterpeno con un amplio
espectro de actividades biolégicas como inmunosupresores, quimiopreventivos,
reversion de la resistencia a multiples farmacos (MDR), anti-VIH y anti repelentes
de insectos. Ademas, los triterpenoides quinometidicos constituyen un grupo de D:
A-friedonor-oleanos insaturados y oxigenados, sintetizados en las raices de las
plantas. También se han informado congéneres fendlicos, dimeros y trimeros. Estos
compuestos han mostrado interesantes propiedades antibidticas, citostaticas y
antipaludicas (Bazzochi et al.2018)

La pristimerina es un derivado triterpenoide natural de quinona-meturo aislado de
plantas pertenecientes a las familias Celastracea o Hippocrateaceae. Se demostré
que Pristimerina posee muchas propiedades biolégicas como actividad
antifingica, antibacteriana y antioxidante. En los ultimos afios, Pristimerina ha
recibido atenciébn debido a su potente accion antitumoral. Puede detener la
progresion del ciclo celulary tiene una potente actividad anti proliferativa en
multiples tipos de células tumorales. Los estudios han tratado de explorar otras
utilidades terapéuticas de Pristimerina en funcion de su actividad antiinflamatoria,
mas recientemente se han estudiado sus efectos contra la lesién pulmonar aguda
(Shaaban, et. al. 2018)

La pristimerina también ha demostrado una potente actividad anti proliferativa e
inductora de apoptosis en las lineas celulares de cancer de glioma, leucemia,
mama, pulmon y préstata. La pristimerina exhibe actividad anticancerigena in vitro
mediante la supresiéon de la progresion del ciclo celular, angiogénesis e induccién
de apoptosis (Park & Kim, 2018). La induccion de apoptosis por pristimerina implica
la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), activacion de caspasas,
disfuncién mitocondrial, inhibicién del factor nuclear kB (NF-kB), Akt y MAP
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quinasas. Ademas, también inhibe la actividad de la proteasoma, la migracion de
células tumorales y la angiogénesis (Liu, et. al. 2014).

Dispersion de luz dinamica

La dispersién dinamica de la luz (DLS) es una herramienta analitica utilizada de
forma rutinaria para medir el tamafio hidrodinAmico de nanoparticulas y coloides en
un entorno liquido (Jans, et. al. 2009)

Algunas de las ventajas de DLS para el dimensionamiento de particulas son su
capacidad para proporcionar una estimacion promedio del conjunto del tamafio de
particulas en suspensiones, un amplio rango accesible de tamafios de particulas en
el rango submicrométrico y una rapida adquisicién de datos.

Esté técnica utiliza dos caracteristicas comunes de los coloides, es decir, el efecto
Tyndall (dispersion) y el movimiento browniano. Entre otros factores, la intensidad
de la luz dispersa de una suspension coloidal depende del &ngulo de dispersién (6)
y el tiempo de observacién (t) Esto conduce al desarrollo de dos tipos de
experimentos de dispersion, a saber:

Dispersion de luz estatica; El tiempo promedio de intensidad de dispersién se mide
en varios angulos de dispersién, para obtener informacion del tamafio de particula
la dimension de los coloides debe estar en el mismo rango que la longitud de onda
de la luz o al menos mayor que 20.

Dispersion de luz dinamica; Se mide la dependencia temporal de la intensidad,
puede medir particulas que son mucho mas pequefias que la longitud de onda de
la luz.

La dependencia del tiempo de la intensidad de dispersién surge del hecho de que,
en condiciones ambientales, las particulas coloidales ya no son estacionarias en el
medio de suspension, sino que se mueven de manera aleatoria por el proceso de
movimiento browniano. Cuando una radiacibn monocroméatica coherente se incide
en una coleccion de particulas, Cada particula actia como una fuente secundaria
debido a la dispersion de la radiacion. Como las particulas se mueven al azar en el
espacio, la distancia recorrida por las ondas dispersas desde la particula hasta el
detector varia con el tiempo. Debido a la interferencia de las ondas dispersas de las
particulas, la intensidad neta fluctla aleatoriamente en el tiempo a medida que
cambian las posiciones relativas de las particulas. Esto produce "manchas" al azar
en el espacio, que aparecen como puntos oscuros o brillantes que fluctian
aleatoriamente en un detector. Para observar tales manchas, es necesario que la
resolucion espacial del fotodetector sea lo suficientemente alta como para medir
estas fluctuaciones en el tiempo.
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llustracion 1. Técnica de dispersion de luz dindmica (Jans, et. al. 2009)

En DLS, se mide el tiempo caracteristico de fluctuaciones en la intensidad dispersa,
y depende del coeficiente de difusion de las particulas que experimentan

movimiento browniano (Jans et. al. 2009)
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Objetivo general.

Desarrollar nanoparticulas de pristimerina con los polimeros PVA-PLA, que sean
eficientes, estables, con un diametro hidrodinamico menor a 200 nm.

Objetivos especificos

1. Elaborar nanoparticulas sin carga con los polimeros PVA-PLA con
diametros hidrodinAmicos menores a 100 nm para la posterior
encapsulacion de pristimerina.

2. Desarrollar nanoparticulas PVA-PLA cargadas con pristimerina
para su posterior analisis.

3. Observar la estabilidad y eficiencia de encapsulacion de las
nanoparticulas PVA-PLA-pristimerina para saber si son una opcion
viable para el tratamiento de cancer de mama.
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Desarrollo experimental
Fases a seguir

Investigacion preliminar de
métodos para elaborar
nanoparticulas de PVA-PLA

‘ [ Analisis de infrarrojo J

(IR)
Elaboracién de
nanoparticulas sin carga
PVA-PLA Analisis de diametro
hidrodindmico.
—
Analisis de
eficiencia de \ Elaboracién de
encapsulacion nanoparticulas cargadas con
/ pristimerina
N
Analisis de
estabilidad
S
J

llustracion 2. Nanoparticulas PVA-PLA-pristimerina. Modificada de Holcapkova et. Al. 2017

Equipos utilizados
Nano Zetasizer

Zeta-Sizer Malvern, Series Nano-ZS Software version 7.01 Malvern Instruments
LTD.

Espectrometro de Infrarojo
Espectrometro FTIR Agilent Cary 360. Software PC lab y Software Essential FTIR.
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HPLC

HPLC Cromatografo Agilent 1200 (Agilent Technologies, Japdn) equipado con un
detector de longitud de onda mdultiple HPLC-DAD y columna Zorbax Eclipse Plus
Cis (Agilent Technologies, Japon) (4.6x100 mm, 3.5 um)

Eleccion del método para elaborar nano-particulas

Se hizo una revision bibliografica para elegir el mejor método de encapsulacion
(tabla 2)

TABLA 2. METODOS PARA REALIZAR NANO-PARTICULAS

PRINCIPIO ACTIVO Método Tamaifi Cantidad de Referencia
o de reactivos
particul
a

LOMUSTINE Nano 68 nm PLA 100mg, PVA50 Mehrotra
precipitacion mL 1% (p/v) 2012

SIN P.A. Difusion 218- PLA 10mg Lumogen Raudszus
emulsificacion 227 nm Red 1 mg, 2018

Diclorometano 2 mL,
Vinil sulfonato poli
vinil alcohol 6 mL

ENZIMA DE Doble emulsion 255.8+ PVA 10 % (p/v) en Florindo
STREPTOCOCCUS | evaporacionde 10 nm  Diclorometano, PLA et. al.
EQUI solvente 0.75% (p/v) en 2010

glicolquitosano

GLICOPROTEINAP | Evaporacién de 90-110 PLA350mL en 100  Zhang et.
solvente nm mL de cloroformo, al. 2019
150 mg en 20 mL de
agua destilada

Se decidié utilizar el método descrito por Mehrotra 2012, debido a que fue el que
obtuvo nano-particulas de menor didmetro y utilizo los mismos reactivos. El método
se describe a continuacion:

Para obtener el sistema de encapsulacion formado por los polimeros PVA y PLA.
Primero se disolvieron 100 mg de PLA en 20 mL de acetona la solucion se mantuvo
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en agitacion con una parrilla de calentamiento/agitacion durante 1 hora a una
temperatura 90 °C. Para la solucion de PVA se preparo al 0.1% (p/v) disolviendo
0.1 g en 100 mL de agua des-ionizada y se homogeneiz6 con un homogeneizador
(figura 8) a 15500 revoluciones por minuto (rpm) durante 5 minutos.

Posteriormente se dejo caer la solucion de PLA gota a gota sobre la de PVA
manteniendo la agitacion durante 20 minutos. Después se evaporé el disolvente
organico mediante rota evaporacion, la mezcla sin acetona se centrifugé a 13,000
rpom durante 1 hora.

Figura 8. Homogeneizador.

Determinacion de la mejor formulacion y analisis IR de las
nanoparticulas sin carga PVA-PLA

Para saber qué cantidad de reactivos se deben utilizar, se plantearon cuatro
formulaciones (tabla 3) con diferentes cantidades de reactivos para realizar las
nanoparticulas, se prepararon por separado las soluciones de PVA y PLA con las
cantidades indicadas en la tabla 2, posteriormente se dejo caer gota a gota una
solucion sobre otra y se mantuvo en agitacion durante 20 minutos, transcurrido el
tiempo la solucion se filtr6 con papel whatman de 0.2 micras pesado con
anterioridad para poder calcular el rendimiento de las nanoparticulas, una vez
filtradas las soluciones se midio el diametro hidrodinamico en el equipo Nano
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Zetasizer, después todos los lotes fueron centrifugados en tubos de 2 mL durante 1
hora a 13,000 revoluciones por minuto (rpm), los precipitados obtenidos se
sometieron a analisis con espectroscopia de infrarrojo y asi poder observar si se
encontraba algun polimero en exceso en cada lote.

TABLA 3. FORMULACIONES DE NANOPARTICULAS PVA-PLA SIN CARGA

LOTE PLA (mg) Acetona (mL) % PVA en 50 mL
01 100 20 1

02 90 20 0.1

03 33 15 0.01

04 25 15 0.01

05 20 15 0.01

Determinacion del tamafio de particula

Para la determinacion del tamafio de particula se utilizé el equipo Nano Zetasizer
Malvern, para cada muestra y lote realizado se tom6 1 mL y se introdujo en el
equipo. Se tomd en cuenta la viscosidad y el indice de refraccidén de la solucion de
PVA al 0.1% (p/v) disuelto en agua destilada, para introducirlos en el equipo y tener
una medicidbn mas exacta del diAmetro de las nanoparticulas.

Elaboracién de nanoparticulas cargadas con extracto de cancerina

Se plantearon las siguientes formulaciones (tabla 4) de nanoparticulas con extracto
de cancerina y se prepararon por separado 65 mL de cada una.

Para las nanoparticulas cargadas, primero se prepard la soluciéon de PLA
disolviendo 20 mg de PLA en 15 mL de acetona una vez disuelto el PLA, se
agregaron 8, 10 y 12 mg de extracto de cancerina se agité durante 20 minutos.

La solucion de PVA se prepar6 al 0.01% en 50 mL de agua desionizada y se agit
con homogeneizador a una velocidad de 15500 rpm (revoluciones por minuto)
durante 5 minutos. Una vez listas las soluciones, se dej6 caer la solucion de PLA-
extracto, sobre la solucion de PVA gota a gota y se mantuvo en agitacion magnética
durante 18 horas.

El disolvente organico se evapordo en ROTAVAPOR durante tres horas. Pasado el
tiempo se centrifugé a 13,000 rpm durante 1h en tubos de 2 mL (figura 9), los
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sobrenadantes se guardaron para ser leidos en el Nano Zeta-Sizer y determinar su
tamafio de particula.

Figura 9. Nanoparticulas centrifugadas, formulaciones con 8, 10 y 12 mg de pristimerina (Gilberto Torres comunicacion
oral)

TABLA 4. FORMULACIONES PARA NANOPARTICULAS

CARGADAS
PLA+ ACETONA } PVA Extracto de cancerina
20 MG EN 15 ML 50 mL al 0.01% 8 mg
20 MG EN 15 ML } 50 mL al 0.01% 10 mg
20 MG EN 15 ML 50 mL al 0.01% 12 mg

Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion se analiz6 mediante Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC). Para esto se cuantifico la cantidad de extracto de cancerina
mediante una curva de calibracion. Posteriormente se pesaron 10 mg del extracto y
se re suspendié en 1mL de metanol.

De la solucién acuosa de las nanoparticulas se tomaron 5 mL de cada una y se
centrifugaron a 13000 rpm, se colocaron en tubos de 1 mL, después se separaron
los sobrenadantes y los botones se re suspendieron en 50 UL de acetona y 950 uL
de metanol. Se preparé una fase mévil al 0.5 % de acido fosforico, se des-gasificd
previamente 10 minutos a 25 KHz.

El andlisis cromatografico de HPLC fue elaborado en un cromatégrafo Agilent 1200
(Agilent Technologies, Japén) equipado con un detector de longitud de onda multiple
HPLC-DAD y una columna Zorbax Eclipse Plus Cis (Agilent Technologies, Japén)
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(4.6x100 mm, 3.5 um). La fase movil consistié en H20: H3zPO4 (99.5:0.5) como
eluyente Ay MeOH como eluyente B.

El sistema fue corrido en modo gradiente: 55-70% B; 0 a 10 min, 70-85%; 10 a 15
min, 85-90%; 15 a 23 min, 90-100%; 23 a 33 min seguido de una elucion isocrética
con 100% B por 3 minutos. La temperatura de la columna fue llevada a 30 °C, con
un flujo de 0.7 mL por minuto y el volumen de inyeccion fue de 5uL. Los
cromatogramas fueron leidos a 420 nm. Se usO una curva de calibracion del
estandar para el analisis cuantitativo de los extractos

Estabilidad de las nanoparticulas cargadas

Para ver la estabilidad de las nanoparticulas cargadas, se tomaron 20 mL de la
solucion acuosa de las nanocompuestos de cada una de las formulaciones (40%,
50% y 60%), de las cuales 10 mL fueron almacenados a temperatura ambiente y 10
mL se mantuvieron en refrigeracion (figura 10). Se leyeron los tamafios de particula
el dia 1, semana 1, semana 2 y semana 3.

Figura 10. Nano-particulas para pruebas de estabilidad
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Resultados

Determinacion de tamafio de particula

El tamafio de particula de todos los lotes producidos fue medido en Nano Zetasizer,
los lotes con diametros hidrodinamicos mas pequefio fueron los lotes 04 y 05 (figura
11 y 12). En cada medicién de diametro hidrodinamico hecho con este equipo se
nos indica un promedio ponderado del tamafio de todas las nanoparticulas
presentes en la muestra, para el lote 04 hubo un tamafo de 82.37 nm y para el lote
05 un didmetro de 89.68 nm, ambos lotes presentan una grafica de un solo pico, lo
cual nos indica que todos los tamafios de las nanocompuestos son pequefios y se
encuentran en rangos entre 80 y 90 nm, mientras que si el diagrama presentara mas
de un pico querria decir que hay una interferencia de nanoparticulas de otros
tamafos (pueden ser mas grandes o mas pequefias) que podrian deberse a polvo
en las muestras, o una necesidad de que la muestra sea filtrada (Expert Advice
Nano Zeta-Sizer) o incluso que sea necesario cambiar el método de nano-
encapsulacién para obtener particulas con tamafios similares (Mehrotra 2012).
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Figura 11. Diametro hidrodinamico de las nanoparticulas PVA-PLA lote 04. (Nano Zetasiser Malvern)
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Figura 12. Diametro hidrodindmico de las nanoparticulas PVA-PLA lote 05. (Nano Zeta Siser Malvern)

Determinacion de la mejor formulacién

La mejor formulacién para realizar las nanoparticulas sin carga de PVA-PLA fue la
que contenia 20 mg de PLA en 15 mL de acetona y 50 mL de PLA al 0.01%, esta
formulacion fue mejorada a partir de la formulacién del lote 02 y 03, ya que el
espectro IR (figura 15y 16) nos indicaba en ellas un exceso de PLA, sabiendo esto
se modifico la formulacion hasta obtener las cantidades adecuadas de cada
polimero.

Para esto después de cada formulacion planteada se calcularon los rendimientos
de los lotes 02 a 05 en la tabla 5 se puede observar que en la que hubo mejor
rendimiento y por lo tanto menor perdida de reactivos fue el lote nUmero 05 también
se observo que el tamafio de las nanoparticulas fue el mas pequefio de todas las
formulaciones realizadas.
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TABLA 5. RENDIMIENTO DE NANOPARTICULAS SIN CARGA

LOTE | Formulacion Tamafio Rendimiento
(nm) (%)

01 100 mg de Pla, 20 mL de acetona y PVA al 110 No medido
1%

02 90 mg de PLA, 20 mL de acetona y PVA al 109.5 30.7
0.1%

03 33 mg de PLA, 15 mL de acetona y PVA al 74 82.27
0.01%

04 25 mg de PLA, 15 mL de acetona y PVA al 76 82.37
0.01%

05 20 mg de PLA, 15 mL de acetona y PVA al 70 89.68
0.01%

Analisis IR de las nanoparticulas

El andlisis IR tanto de los polimeros como de los botones se presenta a
continuacion. El espectro IR de PLA (figura 10), presentdé un porcentaje de
transmitancia entre 4000-1000 cm en el cual la banda ubicada en 3296 cm™ se le
asigné a el grupo OH, mientras que el pico entre 2951-2918 cm se le atribuye al
estiramiento alifatico —C-H, a la banda que se presenta en 1747 cm podria
relacionarse con la C = O estiramiento de grupos éster.

Los picos a 1453 y 1359 cm™ se asignaron a las vibraciones de deformacion del
grupo CHs, y los tres picos a 1183, 1084 y 1041 cm se atribuyeron a las
absorciones de vibracién por estiramiento C — O (Hut, S. et. al. 2018).
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El espectro IR del polivinil alcohol presenta bandas de absorbancia entre 4000 y
400 cmt. Como se puede observar en la figura 11, el PVA presenta un pico entre
3279y 3251 correspondiente al O — H de los enlaces de hidrégeno intermoleculares
e intramoleculares. El siguiente pico que se encuentra entre 2934 y 2905 cm
corresponde al C-H de los grupos alquilo, mientras que el pico presente a 1087 cm-
! se le atribuye al enlace C-O-C (Mansur, et.al. 2008)
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El boton obtenido del lote 02 (90 mg de PLA en 20 mL de acetona y PVA al 0.1%),
Presento un espectro de IR muy parecido al de PLA, como se puede ver en la
comparacion de la figura 12 en la cual se puede ver a) IR del lote 02 y b) IR de PLA.

El espectro a) presenta una banda 1751 cm, la cual es parecida a la banda del
PLA en 1747 correspondiente al grupo C = O, los picos 1086, 1085 y 1044 cm™ de
la formulacién del lote 03, se corresponden con los picos 1083, 1084 y 1041 cm™*
del enlace C-O del PLA.
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La comparacion de los IR en porcentaje de transmitancia del Lote 03 (33 mg de PLA
en 15 mL de acetona PVA al 0.01%) y el PLA se puede ver en la figura 13, en la
cual se puede ver a) espectro del lote 03 y b) espectro del PLA. En el espectro del
lote 03 se puede ver dos pequefias bandas entre 2996-2946 cm las cuales podrian
corresponder al enlace -C-H de los grupos alquilo presentes en el PLA, también
puede observarse una banda en 1083 cm que podria pertenecer al enlace C-O
presente en el PLA.
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Nanoparticulas cargadas con extracto de cancerina

Todas las nanoparticulas que contenian extracto de cancerina tenian las mismas
cantidades de reactivos, 20 mg de PLA en 15 mL de acetona y 50 mL de PVA al
0.01% (P/V), la cantidad de extracto se vario de acuerdo a la cantidad de PLA,
creando asi tres lotes uno con 8 mg de principio activo otro con 10mg y otro con 12
mg.

A todos los lotes se les midio el tamafio de particula con el equipo Nano Zetasizer
(figura 17, 18 y 19) se pudo ver que todos los lotes tenian un tamafio de particula
homogéneo ya que presentan un grafico con un solo pico, también presentan un
tamafio menor a 100 nm, esta medicion fue hecha sin haber evaporado el disolvente
organico y como se puede ver en los gréficos la que obtuvo menor tamafio fue la
formulacion que contenia 8 mg de pristimerina la cual obtuvo un tamafio de 72 nm,
seguido de la formulacién con 10 mg de que tuvo un tamafio de 74 nm, mientras
gue la formulacion con mayor cantidad de pristimerina tuvo un tamafio de 84 nm.
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Figura 17. Grafica de intensidad de las nanoparticulas con 8 mg de pristimerina (Nano Zetasiser Malvern)
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Eficiencia de encapsulacion

Los resultados de la eficiencia de encapsulacion de los 5 mL centrifugados por cada
lote cargado con extracto de cancerina se puede observar en la Tabla 7 la cual nos
indica que la formulacién que contiene 10 mg de principio activo es la mejor, debido
a que en el sobrenadante de estas no se pudo encontrar la presencia de
pristimerina.

Ademas, se observdé una mayor eficiencia de encapsulacion del 35%, otras
formulaciones de nanoparticulas de PVA-PLA han alcanzado un minimo de
eficiencia de encapsulacion del 68 % en el cual fue reportada una mayor eficiencia
de encapsulacion cuanto mayor era la cantidad de farmaco (Rousaki, M. et.al.2014).

Mientras que en otro estudio donde se llevaron a cabo particulas de PVA-PLA se
pudo observar que cuando aumentaban la proporcion del farmaco manteniendo la
proporcién del polimero constante, la eficiencia del atrapamiento disminuia
(Mehrotra, et.al. 2012) al igual que en este estudio.

Por lo que se sugirid que se debia mejorar el método de emulsificacion, dado que
el PVA del estabilizador de emulsibn permanece en la interfaz durante la
evaporacion del solvente, existia la posibilidad de adsorcion de los estabilizadores
y del farmaco, lo que podria haber provocado un aumento de la adsorciéon del
farmaco y una mayor eficiencia de atrapamiento con un mayor volumen acuoso, y
también con un aumento en la concentracion de PVA (Mehrotra, et. Al. 2012).

En la tabla 6 también se puede observar que al analizar el sobrenadante de la
formulacion con 12 mg de pristimerina, se encontré un pico correspondiente al
compuesto, lo que nos indica que no es un sistema de nano encapsulacion eficiente.

En el cromatograma (figura 20) se puede observar el pico correspondiente a la
pristimerina que fue encontrado en 420 nm, al igual que lo reportado en Maldonado
et. al. 2018.
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TABLA 6. CUANTIFICACION DE PRISTIMERINA

MUESTRA Area bajo la curva Concentracion de
pristimerina en pg/mL
BOTON 8 MG 9.1 2.86
BOTON 10 MG 23.6 7.03
BOTON 12 MG 5.23 1.75
SOBRENADANTE 8 MG | ND <1
SOBRENADANTE 10 MG | ND <1
SOBRENADANTE 12 MG | 7.3 2.35
EXTRACTO 1 784.1 20.87
EXTRACTO 2 650.9 18.39
(1)
ol L
0 5 10 15 20 E: 30 “_V—VXS
(1)
R
0 5 ! 10 15 20 2{: 30 v—\/_V\3,5

Figura 20. Cromatogramas de los extracto de cancerina: (arriba) Extracto crudo (abajo) (1) Pristimerina. Leido a una
longitud de onda de 420 nm. (Cromatografo Agilent 1200)
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Con base en los anteriores resultados se pudieron obtener los siguientes
rendimientos

TABLA 7. EFICIENCIA DE ENCAPSULACION DE
PRISTIMERINA

MUESTRA Eficiencia
BOTON 8 MG 14.3 %
BOTON 10 MG 35.1%
BOTON 12 MG 8.75%

Estabilidad de las nanoparticulas cargadas

En las pruebas de estabilidad a temperatura ambiente (figura 21), se puede
observar que las formulaciones de 40 y 50 % correspondientes a 8 y 10 mg de
principio activo, no hubo una variacién significativa del tamafio y este fue
disminuyendo con respecto al tiempo, mientras que en la formulacién
correspondiente a 12 mg el tamafo fue aumentando con respecto al tiempo.

En la figura 22 se puede observar que las nanoparticulas de las formulaciones de 8
y 10 mg no tuvieron un aumento significativo, mientras que la formulaciéon de 12 mg
aumento de tamafio después de la primera semana.

Con respecto a la figura 21 y 22 se puede decir que la mejor forma de
almacenamiento de las nanoparticulas de pristimerina es en refrigeracion ya que no
varia tanto el tamafio de las particulas.
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Objetivos y metas alcanzados

Al realizar este proyecto se logro:

v

v

Plantear un sistema de nano-encapsulacién adecuado con los polimeros
PVA-PLA.

Elaborar nanoparticulas sin carga con los polimeros PVA-PLA con diametros
hidrodindmicos menores a 100 nm.

Desarrollar nanoparticulas de pristimerina con los polimeros PVA-PLA,
eficentes, estable con un tamafio de particula entre 100 y 120 nm
Determinar la estabilidad y eficiencia de encapsulacion de las nanoparticulas
PVA-PLA-pristimerina.

La licenciatura en quimica farmacéutica bioldégica me proporciond las
herramientas necesarias en cuanto al desarrollo, disefio y obtencién de
nuevas formas farmacéuticas como lo son actualmente las nanoparticulas,
asi como el andlisis y conocimiento de principios activos provenientes de
productos naturales como la planta cancerina.
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Conclusiones

Se llevo a cabo el desarrollo de un sistema de encapsulacion de PVA-PLA,
adecuado para pristimerina, sin embargo, el tamafio obtenido de los
nanocompuestos (entre 100 y 120 nm) podria mejorarse a través de otras
técnicas de emulsificacion para asi obtener nanoparticulas con diametros
hidrodindmicos menores a 100 nm que puedan usarse como transportadores
eficientes de farmacos hacia los tumores cancerosos.

El andlisis de la eficiencia de encapsulacion nos mostré que todas las nano
capsulas cargadas contuvieron una buena eficiencia de encapsulacion, pero
se esperaba que la cantidad de pristimerina encapsulada fuera mayor a 12
mg.

En cuanto a la estabilidad se pudo observar que con el tiempo eran un poco
inestables ya que después del dia uno comenzaron a disminuir su tamafio y
durante la semana 2 aumentaron.
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Resumen

Las nanoparticulas son utilizadas como vehiculos de administracién de farmacos,
generalmente son menores a 100 nm en al menos una dimension, y consisten en
diferentes materiales biodegradables, como polimeros naturales o sintéticos, lipidos
0 metales. Las nanoparticulas son absorbidas por las células de manera mas
eficiente que las micromoléculas méas grandes y, por lo tanto, podrian usarse como
sistemas de transporte y entrega efectivos. Para aplicaciones terapéuticas, los
farmacos pueden integrarse en la matriz de la particula o unirse a la superficie de la
particula (Sarabjeet, 2007)

El &cido poli lactico ha sido utilizado desde la década de 1960 en la construccion de
implantes quirdrgicos y reparacion de tejidos, actualmente tiene varias aplicaciones
biomédicas, incluidas suturas, placas 6seas, malla abdominal y administracion de
farmacos de liberacion controlada. Este polimero al igual que el PLGA y el PGA,
son biocompatibles, biodegradables y no toxicos. El primer sistema de
administracion de medicamentos basado en PLGA aprobado por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) fue el sistema de
administracion de medicamentos de Lupron Depot (Byung, et. al., 2016). El PVA es
un polimero sintético, soluble en agua, con excelentes propiedades de formacién de
pelicula, emulsionante y adhesivo. También imparte buena resistencia a la traccion
(TS) y biodegradabilidad y, por lo tanto, se ha utilizado en muchas aplicaciones de
biomateriales. EI USDA también ha aprobado el uso de PVA para envasar
productos de carne y aves (Kanatt, et. al. 2012).

La cancerina (Semialarium mexicanum) Esta especie se puede encontrar en zonas
calido-humedas, con temperatura promedio de 27 °C, en el Estado de Campeche
(Zamora, et. Al., 2015). Es usada en México para el tratamiento contra el cancer.
Uno de los compuestos presentes en esta planta que se cree tiene actividad
citotoxica es la pristimerina (Maldonado, et. Al. 2018). La pristimerina es un
triterpenoide que induce citotoxicidad en varias lineas celulares de cancer (Sun, et.
Al. 2019).

El objetivo de este estudio fue elaborar nanoparticulas de pristimerina con los
polimeros PVA y PLA gue sean eficientes estables y con un didmetro hidrodindmico
menor a 200 nm.

Se consulté bibliografia para conocer el método a seguir a la hora de elaborar las
nano-particulas, una vez determinada se plantearon diferentes formulaciones con
distintas cantidades de los polimeros para crear un sistema de encapsulacion con
la menor perdida de reactivos para la cual se hizo un analisis con FTIR, ademas a
todos los lotes se les midi6 el diametro hidrodinAmico, después se procedidé a
elaborar las particulas cargadas con extracto de pristimerina para esto se plantearon
cuatro formulaciones mas con cantidades distintas del principio activo, todos los
lotes fueron analizados mediante HPLC para determinar su eficiencia de
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encapsulacion y se mantuvieron a temperatura ambiente y en refrigeracion para
observar su estabilidad, también se midié el tamafio de particula de cada lote.

Se pudieron obtener nanoparticulas sin carga formadas por los polimeros PLA y
PVA con diametros hidrodindmicos entre 80 y 90 nm, la formulacion utilizada para
obtener esté sistema sirvio para elaborar nanoparticulas cargadas con pristimerina
con tamafios de particula entre 100y 110 nm conteniendo 8, 10 y 12 mg del principio
activo, de las cuales las que obtuvieron una mejor eficiencia de encapsulacion
fueron las que contenian 10 mg de pristimerina, la estabilidad de las nanoparticulas
aumento entre diez y quince nanémetros durante la primera semana y disminuyo
entre 2 y 4 nanometros durante la segunda semana.
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Objetivo

Elaborar el procedimiento normalizado de Operacion para el manejo del equipo

Nano Zetasizer.

Alcance

Aplicacion para las personas que utilicen el equipo y el software de Nano Zetasizer.

Campo de aplicacion del Nano Zeta-Sizer Malvern
Ingenieria quimica

Quimica analitica

Fisica quimica

Biologia estructural

Aplicaciones importantes del Nano Zeta-Sizer Malvern
Liposomas

- Nanoesferas, Nanocapsulas

- Sistemas coloidales de liberacion de farmacos

- Eliminacién de materiales téxicos en las aguas de consumo o residuales
- Nanoemulsiones poliméricas (latex, poliestireno...)

- Quantum dots/Nanocristales (brillo)

- Micelas de surfactantes (estabilidad)

- Nanotoxicidad-nanoparticulas

- Oro coloidal

- Dioxido de Titanio (blancura)

- Oxidos metalicos
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Responsabilidad

Es responsabilidad del personal del laboratorio de biomateriales acatar lo dispuesto
en esto documento. Descrito a continuacion:

A) Jefe de departamento: Verificar el apego a lo establecido en este
procedimiento en cuanto al uso del equipo, revisarlos, autorizarlos y verificar
el control de cambio.

B) Administrativos del laboratorio de biomateriales: En ausencia del Jefe de
departamento vigilar el cumplimiento de los procedimientos y la aplicacion de
los mismos.

C) Alumnos: Elaborar los procedimientos que la actividad demande y verificar el
cumplimiento de los mismos.
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Caracteristicas del equipo

Equipo de
codmputo con
software

—e

Nano

Zetasiser

llustracion 3. Equipo Nano Zeta-Sizer Malvern
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Celda de flujo de cuarzo
para ser usada con el equipo
de cromatografia de
exclusién por tamanio

Abrir una nueva carpeta

Al abrir el software Zetasiser, se desplegara la siguiente ventana, dar clic en el boton
skip.

Ilustracion 4

Al entrar se desplegara la siguiente ventana, a la que se le debe proporcionar el
nombre de usuario y dar clic en ok.
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llustracion 5

Una vez abierto se aparecera una pagina con la lista de las ultimas mediciones
hechas
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llustracion 6

Para crear una nueva carpeta dar clic en el icono file, seguido de la opcion new,
elegir el icono Measurement File.

e Zctasizer - [Dendrimgos 6may modifcado] | ' ; e
Summary = 2 js:“' _ DENDRIMERO pas Lo 7;,?':* ;T I == -

Edit View Measure Tools Securlty Window Holp
New B s irament e, N "
i Ml M"§su|emuntFuo... CtrlsN. ptitration (M) € Aggregation P.
pen =
» *SOP.. ZAve PH __IEP(s) IEP Units

e T dnm
26 June 201912 1248 9 6120 0245 000
Save As... 2 26 June 2019 121540 250 5640 0226 0.00 Nano senes
S 26 June 2019 121833 5 0.00 Nano saves
26 Juno 2018 124321 2. D. Nano sefes
Print Setup... 26 June 2019 124556 00 0 s
26 Jutie 2019 12 0 1566 0 N series

Close

M oein -
5 161921 26 June 2019 50 00 o1 .00 Nano seaes

4 Print_ Ciri-P 161922  26.June2019 s ) Nano sares
2 16,1923 26June 20181622 14 0 27 000 Nano seees
e 01.4uly 2019 145531 18 : Nano seoes

| Create P0F 01 Juy 2010 145743 Nano senes
] 01.July 2019 145956
1 Dendrimeros 6may modificado
2 Nanoparticulas sin carga v
< 01 Juy 2019 15334

e nocls 01 J:zmlo 16:10:51
01.Juy 2019761334
01 Juty 2018 16:16:16 0 1192 0227
078y 2019 1672 47 1197 0240
01Uy 2019163128 1211 0246
01 3ty 2019 163412 1189 0237
07y 2019165238 818 0249

Ilustracion 7

Inmediatamente se abriran los archivos de la computadora, se debera escoger la
ubicacion y dar clic izquierdo para crear una nueva carpeta, la carpeta debera ser
nombrada con el nombre de la persona que utilizara el equipo o en su defecto el
método utilizado en la experimentacion.
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Ilustracion 8

Creacion de un nuevo SOP de medicion

Para crear un nuevo SOP de medicién, se comienza dando clic el icono file,

posteriormente se elige la opcién SOP.

B —

'
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L Cleomatogam, - trocr Ao
1EP1S) 57 Ut st g

3
3
n
n
®
»

Ilustracion 9

Se desplegara la siguiente ventana en la cual puedes elegir si crearas un SOP de
potencial Z o de diametro hidrodinamico.
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llustracion 10

i irg ventana en
Después de haber seleccionado entre esas dos opciones se abmt?augamedir na en
la cual se deben escoger las caracteristicas que tiene la muesl,da e o
dispersante, temperatura (indispensable para potencial Zeta), celda,
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llustracion 11

i6 [ A la siguiente
Posteriormente seleccionar la opcion del dispersante se desplegara la sig
ventana.
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llustracion 12

Seleccionar de entre las opciones el o los dispersantes utlizados en la
experimentacion, si no se encuentra en la lista se debe dar clic en el icono de
adicionar y colocar las caracteristicas que se requieran, como nombre del reactivo,
indice de refraccion, temperatura, etc.

Nota: al momento de introducir los datos se debe tomar en cuenta la concentracion
a la que se encuentran los reactivos.

Ejemplo: indice de refraccién y viscosidad de una solucién de PVA al 0.1% p/v

A P

\'l‘\

llustracion 13
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Medir muestras

Para medir muestras primero dar clic en la opcion measure.

Sizer - [Dendnmerm 6may modificado)

\ary - *‘ PBS. P
y X = UENDRIMERO pgs - o
' Edit View M T . —
X ure  Tools Security Window Help
Sords View (& ' Manual VY titratio
i e s Molecular WEIg... = Autotitratio,
. rement Date ang Time T Z-Ay
274 5 '
1 ?‘ze = b (6} dnm
B ool ) o e 9121243 249 )
e SOP Player 122019 12-15.40 250 ;
i;; ze [E]J? s DENDRIM[—RO,PBSAUO :?j;:;: 1'5 :; = = ;
" il 8 201¢ 4323 200
g = > DENDR!MERO G15, sop 1€ 2019 12.45 56 200 F’:
280 See pEN 3 Size nanop|A PVA en H20. sop o 2019 1248.20 <09 M(:
= 5 4Mx050p 122019 16 17:50 200 7%7
m&ze ok 18 2019 162002 200 lf;2
s Sees DEN__L 5 TAMANO PES plastico.sop [°2019.16:22:14 200, 152
2‘75@ . ~-~—72019 14.55371 251 ;
usu DemRIMERg g Zi:i 01 July 2019 145743 250 5'1’7;
m& DENDR] bl ] 01 July 2019 14:59:56 250 8 ;:1
- '& i 07 July 2019 15.28.44 200 1107
_PBS 2 01 July 2019 1531117 200 10.95
01 July 2019 153349 200 1097
071 July 2019 16:10:51 200 12.05
01 July 2019 16.13:34 200 1200 ¢
- 01 July 2019 16181~ =

llustracion 14

Posteriormente elegir el icono Start SOP o manual dependiendo del caso.
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llustracion 15

Inmediatamente se abrira la lista de documento de la computadora, se ngera elegir
la carpeta correspondiente al SOP creado anteriormente para la medicion.
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llustracion 16

Introducir la muestra en el equipo.
Para diametro hidrodinamico:

La celda ya sea de vidrio o desechable debe ser llenada con 1 mL de la muestra a
medir asegurandose de que este bien limpia (cuidar que no caiga polvo sobre la
muestra), si es necesario debera ser filtrada la muestra antes de ser introducida en
el equipo, para evitar errores de medicion.

Para potencial Z en celda desechable

La celda desechable debe ser llenada por completo ya que los electrodos de dicha
celda se encuentran en la parte de arriba, la muestra puede ser introducida
mediante una jeringa, al terminar de llenarla no se debe olvidar poner los tapones a
dicha celda.

llustracion 17

Para potencial Z en celda de vidrio
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Para la celda de vidrio de potencial Z, se coloca solo un mililitro de la solucién a
medir ya que al introducir el electrodo este queda cubierto en su totalidad.

[ Electrodos ]

Introducir las muestras en el equipo, las celdas de potencial Zeta se deben introducir
de manera que los electrodos queden en forma horizontal, la celda de vidrio para
medir diametro hidrodinAmico se introduce de manera que las letras de la celda
gueden en la parte de enfrente.

Nota: La celda debera ser enjuagada con anterioridad con el disolvente usado como
dispersante ya sea agua desionizada o algun disolvente organico.
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i)
:

El equipo analizara la muestra por triplicada unas 12 a 14 veces por corrida.
Posteriormente arrojara los resultados correspondientes en forma de una gréfica de
intensidad contra el tamafio en nandmetros.

llustracion 18
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llustracion 19

Resultados
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Didmetro hidrodinamico

También se nos proporciona un analisis especifico de la muestras el cual nos
proporciona la temperatura a la cual fue leida la muestra, el nimero de kilo cuentas
por segundo (kcps), el nUmero de picos presentes en la muestra (referente a todos
las particulas con tamafio de particula diferente), un promedio del tamafio en el que
se encuentran las particulas, presentado como Z-average medido en nm y el indice
de polidispersidad.
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llustracion 20

Si la mayoria de las particulas presentan tdiametros hidrodinamicos parecidos los
resultados de calidad (result quality), seran presentados como buenos por lo que se
nos permitird ver el andlisis en las opciones volumen, nimero y distribucion.
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llustracion 21
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Para las muestras a las que el resultado de calidad no sea bueno, deberan ser
revisadas las recomendaciones del experto.

AL
A

Y TS—

Expert Advice

llustracion 24

Cuidado de las celdas

Al término de medicion de muestras las celdas deberan ser lavadas con agua
corriente, posteriormente con agua desionizada, dejar la celda completamente seca
antes de guardarla.

Todas las celdas deberan ser tocadas con guantes para ayudar a su limpieza se
pueden usar telas de microfibra como la siguiente.

llustracion 25
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