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1. Resumen

La nanotecnologia aplicada en la industria farmacéutica presenta un futuro
prometedor en muchos campos de trabajo; técnicas de diagndstico y en administracion
de farmacos, pero hay que tener en cuenta que es relativamente reciente, ampliamente
basta y por consiguiente se encuentra en un universo de investigaciones y estudios. Sin
embargo, todos ellos dependen, entre otras propiedades, de la estabilidad de las
nanoestructuras que se elaboran para sus distintos fines, para a posteriori poder
verificar la seguridad y eficacia de sus formulaciones.

En este trabajo se llevaron a cabo diferentes estudios de estabilidad para
nanoparticulas hibridas lipido-polimero en suspensién a distintas temperaturas vy
durante diferentes periodos de tiempo. Los marcadores para fijar la estabilidad de las
nanoparticulas dependeran de varias propiedades dependientes del tamafio, como su
composicidn, tamafo, forma y su potencial de superficie.

Los resultados mostraron que las nanoparticulas hibridas en suspensién poseen
una distribucién de tamafio medio monodispersa aceptable (< 150 nm con un indice de
polidispersién menor al 0.2) cuando se mantenian a 4°C y a temperatura ambiente.
Manifestando asi las condiciones de mantenimiento &ptimas para preservar la
estabilidad de las nanoparticulas hibridas tras su elaboracién. Sin embargo, hay que
seguir buscando alternativas, porque muchas de las sustancias activas a ser formuladas
en nanoparticulas pueden requerir congelacién para mantener sus propiedades
terapéuticas.

2. Abstract

Nanotechnology applied in the pharmaceutical industry has a promising future
in many fields of work; diagnostic techniques and drug administration, but it must be
taken into account that it is relatively recent, largely coarse and therefore it is found in
a universe of research and studies. However, all of them depend, among other
properties, on the stability of the nanostructures that are elaborated for their different
purposes, in order to subsequently verify the safety and efficacy of their formulations.

In this work, different stability studies were carried out for hybrid lipid-polymer

nanoparticles in suspension, at different temperatures and during different periods of
time. Markers to fix the stability of nanoparticles dependent on various size-dependent
properties, such as their composition, size, shape, and their surface potential.
The results show that the hybrid nanoparticles in suspension have an acceptable
monodisperse mean size distribution (< 150 nm with a polydispersion index less than
the 0.2) and a practically constant surface potential when kept at room temperature and
4°C.Thus manifesting the optimal maintenance conditions to preserve the stability of
the hybrid nanoparticles after their elaboration. However, we must continue to look for
alternatives, because many of the active substances to be formulated in nanoparticles
may require freezing to maintain their therapeutic properties.



3. Introduccion

La primera vez que se teorizd sobre la sintesis por manipulacion a escala
atémica y por tanto la posibilidad de la nanotecnologia, fue en 1959 por Richard
Feynman, Premio Nobel de Fisica (1965), durante un discurso en Caltech (California,
EEUU), donde se refirié a esta nueva disciplina como; “En el fondo...hay mucho espacio”.
No fue hasta la década de los 80 cuando se establecio el término de nanotecnologia y
se comenzaron las investigaciones en este campo. Hoy en dia se define como el estudio,
disefio, creacién, manipulacién y aplicacién de materiales, aparatos y sistemas
funcionales a través del control de la materia a nano escala (1 a 100 nm), y la explotacion
de fendmenos y propiedades de la materia. Su naturaleza multidisciplinar compagina
biologia, quimica e ingenieria, hacen de ella una herramienta revolucionaria con
innumerables posibilidades en la industria, en la ciencia y en la tecnologia. Sin embargo,
en poco mas de medio siglo de desarrollo ain le queda mucho por avanzary es de hecho
objeto de considerables estudios y experimentos.

El papel de la nanotecnologia aplicada en la industria farmacéutica resalta en
varios dmbitos:

En técnicas de diagndstico, el uso de nuevos biomarcadores, compuestos por
nanocristales esféricos semiconductores. Los cuales destacan por las caracteristicas
luminiscentes que presentan a escala nanométrica. Formados principalmente por un
nucleo inorganico; CdSe, CdS, PbS... y una cubierta bioactiva que hace que sean estables,
biocompatibles y solubles en medios acuosos, sin perder sus propiedades
fotoluminiscentes (1). Uno de los mas estudiados es el CdSe/ZnS principalmente para la
deteccion de células tumorales y el marcaje especifico de otras células relacionadas con
patologias degenerativas como la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), empleando
técnicas de perfilado multiciclo multicolor (M3P) (2)(3). Sus aplicaciones en diversos
inmunoensayos demuestran una alta sensibilidad y selectividad, ademas de ser menos
invasivas, pero aun requieren de resolucién de problemas como la toxicidad que
presentan por el uso de metales pesados y el tiempo de permanencia en el organismo.
Una opcidn es el uso de compuestos menos tdxicos, como AgsS, hay trabajos que lo han
empleado en imagenes de fluorescencia para visualizar el comportamiento de células
madre mesenquimales en la regeneracion cutdnea (4). También son ampliamente
utilizadas las NPs de oro, compuestas con cobre y plata y se emplean como agente de
contraste en resonancia magnética nuclear (1).

En administracion de farmacos. Donde el objetivo es el disefio de una
nanoestructura capaz de transportar farmacos, generalmente proteicos u
oligonucleétidos, que cumplan una serie de requisitos para que sean efectivos y seguros.
El empleo de nanotransportadores de farmacos aporta una serie de ventajas, por
ejemplo; via oral, evitamos degradacidn enzimdtica e irritacion gastrointestinal,
aumenta su absorcion a través de membranas y su vida media (5). Por via parenteral,
muestra ventajas mucho mayores, gracias a la pegilacion (PEG; polietilenglicol), método
de encubrimiento empleado para evitar la fagocitosis y la eliminacion hepatica,
aumentando su tiempo de permanencia en el torrente sanguineo (6). En ambos casos,
disminuimos la toxicidad, los efectos secundarios y las reacciones adversas, que se
traduce en una mayor biodisponibilidad y por tanto en una mayor eficacia. Otro aspecto
interesante que aumenta su efectividad es la posibilidad de modificar la superficie de
estos nanotransportadores para que liberen el farmaco en una zona especifica.
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Hablamos de terapias dirigidas con numerosas aplicaciones, donde los mas relevantes
estan siendo los tratamientos oncoldgicos (7).

La naturaleza de estos nanotransportadores varia dependiendo del método de
elaboracién (emulsidn-evaporizacion, doble emulsién-evaporizacién,
nanoprecipitacion, microfluidica...), de las caracteristicas del farmaco y la via de
administracion, lo que le confiere propiedades fisicas, quimicas o morfoldgicas
especificas. Pueden ser micelas, dendrimeros, liposomas, hidrogel, nanoesferas o
nanocdpsulas entre otros (1). Para este trabajo se han empleado sistemas formados por
nanoparticulas (NPs) hibridas, combinando un nucleo polimérico y una envuelta lipidica.
Los componentes para la formulacion de estas NPs han sido seleccionados por estudios
previos por sus propiedades fisicoquimicas y se han mantenido constantes durante la
elaboracién de estas durante este trabajo (8). El polimero empleado, se trata de un
biopolimero sintético, acido poli (lactico-co-glicélico) (PLGA) aprobado por la
Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA), por tanto, uno de los mds usados,
por ser biodegradable, biocompatible y poseer muy baja toxicidad (9). Como lipido se
trabajoé con lecitina, por su similitud a los fosfolipidos presentes en el organismo. Estas
caracteristicas proporcionan a las NPs una mejor estabilidad fisica y facilitan el
transporte intracelular. Para obtener un mayor tiempo de circulacién se emplea la
pegilacién, ya nombrada anteriormente. Esta envoltura protectora aumenta la
probabilidad de que las NPs logren alcanzar sus objetivos.

Los resultados en experimentacion con estas NPs son bastante alentadores y los
convierte en posibles futuros candidatos para tratamientos en terapia génica (10). A
pesar de los muchos adelantos obtenidos, uno de los inconvenientes que presentan
estas estructuras nanométricas es que todas las propiedades que le confieren sus
ventajas frente a estructuras macroscépicas varian de forma notable con pequefios
cambios y resultan sensibles al entorno que las rodea.

Este trabajo se centra en estudiar la estabilidad de las NPs hibridas en
suspension tras su elaboracién y como se ve afectada por distintos métodos de
conservaciéon en funcion del tiempo.

El tamafio, se trata de una propiedad con un periodo finito de tiempo ya que
las nanoestructuras son de por si energética y termodinamicamente inestables, en
comparacion con las estructuras macroscopicas (11). Se puede considerar al tamafo
como una de las propiedades mas importantes que debe mantenerse estables en las
NPs dado que diferentes estudios demuestran que el tamafio de las NPs contribuye en
el proceso de absorcidn, biodistribucién y a la unién a receptores de membrana (12).

También hay que tener en cuenta la tendencia que poseen las NPs a la
agregacion dando formas y tamanos diferentes que pueden repercutir en los resultados
del estudio. La presencia de agregaciones son sefiales de inestabilidad de NPs, para
evitarlos se propone la adicidn de agentes estabilizadores (13) o disminuir el tiempo de
almacenamiento (14), pero estas estrategias son temporales ya que es un fenémeno
probabilistico.

Otro factor es el potencial de superficie (Z) de las NPs, con un papel importante
en la estabilidad, la modificacion de este potencial supone la variacién de las
interacciones electrostaticas entre las NPs en suspensién, que puede facilitar o no a la
formacion de agregados (15).



Asi como la estabilidad se define como la durabilidad de las propiedades fisicas,
guimicas, biolégicas y terapéuticas que establecen que la formulacién sea estable,
segura y eficaz, en el caso de la NPs la estabilidad resulta mas complicado de lo que a
priori se supone ya que dependera de varias propiedades dependientes del tamafio,
composicidn, forma y potencial de superficie.



4. Objetivo

El objetivo del presente trabajo es el estudio de la estabilidad de NPs hibridas
en suspension tras su elaboracion, a distintas temperaturas y durante ciertos periodos
de tiempo. Analizando como afectan estas condiciones al tamafo, a la polidispersién
(Pdl) y al potencial de superficie (Z) de las NPs, propiedades principales para establecer
la estabilidad de las mismas.

5. Materiales y métodos

5.1 Materiales

Acido poli (d, I- lactico-co-glicélico) PLGA (50:50) Resomer® 502 de Boehringer
Ingelheim (Germany), con viscosidad intrinseca 0,22 g/dL; Sulfato de protamina de
Sigma Aldrich (USA); L-a-fosfatidilcolina (lecitina) de Avanti polarlipids (USA); (1,2-
disterol-sn-glicerol-3-fosfoetanolamina-N-[amino(polietilenoglicol)-2000] (sal de
amonio)) DSPE-MPEG;000 de Nanosoft Polymers (USA); acetona para analisis de Merck;
etanol absoluto PRS de Panreac.

5.2 Método de elaboracion de las nanoparticulas

El método seleccionado para la elaboracion de las nanoparticulas (NPs) fue el
de nanoprecipitacién modificada. Se realizaron tres lotes de NPs hibridas (L1, L2 y L3).
La concentracién de los componentes que se emplearon para la formulacidon se muestra
en la tabla 1.

Tabla 1. Concentracion de los componentes empleados para formular las NPs por
nanoprecipitacion modificada.

Fase acuosa (fw) Fase organica (fo)
Lecitina DSPE-MPEG2000 PLGA Protamina
0,028 mg/ml 0,212 mg/ml 5 mg/ml 0,9 mg/ml

Para la fase acuosa (fw) se pesd 0,6 mg de lecitina que se disolvieron en 21ml
de etanol al 4% calentando a 65°C y agitaciéon magnética durante 15 minutos. Por
separado, se pesaron 1,91 mg de DSPE-MPEG y se disolvieron también en 9ml de etanol
4%. Para cada lote, la fase acuosa contd con 7ml de la disolucion de lecitina y 3ml de la
disolucion de DSPE-MPEG.

La fase organica (fo) compuesta por el polimero PLGA, se pesdé 15mg y se
disolvié en 3 ml de acetona bajo campana de extraccidn. Para cada lote se empleé 1 ml
al que se le afiadié 50 pl de una solucién de protamina (45ug/50ul) previamente disuelta
en agua destilada.

Se vertid la fase organica sobre la fase acuosa y se dejo en agitacién magnética
una hora, en campana de extraccidn de gases. Tiempo necesario para que el disolvente
se evapore y quedando las NPs en suspension.



5.3 Caracterizacion de las nanoparticulas

La caracterizacion de las NPs se realizé en el laboratorio de Caracterizacidn de
Particulas y Microsuperficies, en el Servicio General de Apoyo a la Investigacion (SEGAI)
de la Universidad de Laguna.

Se empled el equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido).
Previamente se tomo 100ul de cada muestra de los lotes formulados y se diluyeron con
900ul de agua milliQ. Posteriormente se les aplicd un bafio de ultrasonidos durante un
minuto. El equipo Zetasizer determina el tamafio medio y el indice de polidispersion
(Pdl) medio, realizando medidas por triplicado basandose en la técnica de dispersién
dinamica de luz (DLS) que mide las oscilaciones del movimiento browniano y lo relaciona
con el tamafio y la Pdl. Tras emitir un haz laser a través de las particulas en suspension
y teniendo en cuenta que la velocidad del movimiento de las particulas es mayor por su
escala nanométrica, las variaciones de intensidad de la luz dispersada serdn mas
sucesivas.

En el mismo equipo se midié el potencial de superficie (Z) de las NPs,
determinando la movilidad electroforética. Al aplicar un campo eléctrico se mide la
velocidad a la que migran las particulas hacia el electrodo. Se establece la velocidad en
funcién de la intensidad de la luz dispersada. Seiiala la capacidad de atraccion o
repulsidn entre las particulas en suspensién.

Los resultados de la caracterizacidn de las NPs se recogen en la tabla2;

Tabla 2. Resultados de la caracterizacion de las NPs hibridas.

Lote Tamaiio (nm) Pdl Z (mV)
L1 172,3 £5,582 0,113+ 0,009 -22,6 £1,06
L2 133,0£ 2,285 0,127 £ 0,002 -29,5+ 0,306
L3 132,7+£1,744 0,129+ 0,011 -27,8 £0.351

El tamafio medio de las NPs que se obtuvieron en los tres lotes es inferior a 200
nm, con un indice de polidispersién (Pdl) bajo, menor a 0,13, refleja una distribucién de
tamafios monodispersas y el potencial de superficie, Z, negativo.



5.4 Estudio de la estabilidad

Tras la caracterizacion de los lotes (L1, L2 y L3) se realizaron paralelamente tres
estudios de estabilidad:

Del lote L1, se tomaron 3 muestras que fueron congeladas durante un dia,
descongeladas, caracterizadas y vueltas a congelar, este procedimiento se repitié a los
2 y 5 dias. Los métodos de congelacién empleados fueron con nitrégeno liquido a-196°C
y congelacién a -20°C.

Con los lotes L2 y L3, se tomaron muestras por duplicado y se estudid la
modificacion de las caracteristicas de las NPs hibridas en suspensién tras un proceso de
congelacion a -20°C. Se tomaron muestras y fueron nuevamente caracterizadas pasados
4,7 y 10 dias.

Con los lotes L2 y L3, los ensayos de estabilidad también se realizaron por
duplicado. En este caso se analizd la alteracion que sufrian las NPs hibridas en
suspension, cuando se mantenian a temperatura ambiente (25°C) y en nevera (4°C). Se
procedid a la toma de muestras y caracterizacion transcurridos 1, 4, 5y 10 dias.



6.Resultados y discusion

6.1 Estudio de |a estabilidad de las NPs hibridas en
suspension sometidas a ciclos de congelacion

En primer lugar, se analizé6 como afecta la congelacién y descongelacidn

sucesiva a las muestras de NPs tomadas del lote L1.
Referente al tamafio se observa un aumento en el diametro del tamano medio

desde la primera medida, resultando ser progresiva y siendo mayor en las NPs hibridas
gue se congelaron con nitrégeno liquido, pasando de medir 172,3 nm a 246,1 nm en
cinco dias (figura 1-2). El tamafio medio de las NPs supera los 200 nm en casi la totalidad

de las medidas (ANEXO ).

A) Congelacién N liquido (-196°C)

300

Tamafio (nm)

0 dias 1 dia 2 dias
tiempo

B) L1 ®m Muestra 1 ®m Muestra 2 ®m Muestra 3

Congelacion convencional (-20°C)

300

250

200

150

Tamano (nm)

100

50

2 dias

0 dias 1 dia .
tiempo

L1 m Muestra 1 m Muestra 2 ®m Muestra 3

Figura 1. Representacion grdfica del tamafio medio (nm) frente al tiempo en funcion del

método de congelacion;(A) congelacion con N liquido (-196°C) y (B) congelacion (-20°C).
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Intensidad (porcentaje)

0.1 1 10 100 1000

Tamaio (d.nm)

Figura 2. Grdfica de distribucion de tamarios por intensidad, de una muestra del lote L1 de NPs
congeladas con nitrégeno liquido en el dia 1.

El Pdl presentd valores mas elevados en todas las muestras dando como
resultado sistemas poco homogéneos (figura 3) (ANEXO ). El Pdl aumenta
proporcionalmente al tamafio de las NPs. Se observa también que en la medicién a los
5 dias de las muestras congeladas a -20°C sus valores bajan drasticamente, posiblemente
por algun error no identificado.

Congelacidon N liquido (-196°C)
A)

0,5
0,45
0,35

0,3
0,25

0,2
0,15

0,1
0,05

Pdl

tiempo

L1 = Muestral ™ Muestra2 ™ Muestra3

Congelacién convencional (-20°C)

0,5

0,45

B) 0,4

0,35

0,3

0,25

0,2

0,15
01 — =L _

0,05

Pdl

0 dias

tiempo

L1 ™ Muestra 1 ® Muestra 2 B Muestra 3

Figura 3. Representacion grdfica del indice de polidispersion frente al tiempo en funcidn del
método de congelacion; A) congelacién con N liquido (-196°C), (B) congelacidn (-20°C).
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Los datos obtenidos al medir el potencial de superficie, (Z), en el tiempo
muestran muy poca variabilidad respecto a su carga (figura 4) (ANEXO ).

A) Congelaciéon N liquido (-196°C)

2 dias 5 dias

Z(mV)

L1 = Muestral m Muestra2 m Muestra3

Congelacién (-20°C)

2 dias 5 dias

L1 ™ Muestral ™ Muestra2 ™ Muestra3

Figura 4. Representacion grdfica del potencial de superficie (Z) frente al tiempo en funcion del
método de congelacién; (A) congelacién con N liquido (-196°C), (B) congelacién (-20°C).
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6.2 Estudio de la estabilidad de NPs hibridas en
suspension congeladas a -20°C
En las muestras de los lotes L2 y L3 se observd un aumento de tamano desde la

primera medida que se realizd, después del cuarto dia de congelacién. A partir del
séptimo dia el tamafio medio de las NPs superé los 200 nm (figura 5-6) (ANEXO ).

Temperatura -20°C

300
— 25 Iz
£ I1I
£ 200 :
ke

zg 150

m — e — — — — — — — — — e e e R B e e e e e e SR o — — — — j—
E 100

= 50

0
0 dias 4 dias 7 dias 10dias

tiempo

L2 mL3 Lote 2A Lote 2B mlLote 3A M Lote 3B

Figura 5. Representacion grdfica del tamafio medio de las NPs hibridas en suspension a -20°C
frente al tiempo.

w20
(]
E L
s : .
s [ TR EE R R R R R PR PR R PRI | S
= L
Bl [
=3 10 {
2 I
@
B ool
0 :
0.1 1 10

Tamaino (d.nm)

Figura 6. Grdfica de distribucion de tamaiios por intensidad, de una muestra del lote L2 de NPs
congeladas a -20°C a los 7 dias.

El Pdl de las muestras de ambos lotes, L2 y L3, también mostré un aumento
creciente proporcional al tamafio medio de las NPs. Los datos que se obtuvieron al
séptimo dia superaron el 0,2 (figura 7). Indica que los sistemas de NPs hibridas en
suspension estan formando sistemas polidispersos (ANEXO II).
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Temperatura -20°C
0,35
0,3 I

0,25 [
I T
0,2 I
0,15

0,1 2

PdI

0,05
0 dias 4 dias 7 dias 10dias
tiempo
L2 mL3 Lote 2A Lote 2B MW Lote 3A M Lote 3B
Figura 7. Representacion grdfica del PDI de las NPs hibridas en suspension a -20°C frente al

tiempo.

Para Z, el potencial de superficie de las NPs permanecié practicamente
constantes en el tiempo transcurrido (figura 8) (ANEXO II).

Temperatura-20°C
tiempo

0 dias 4 dias 7 dias 10dias

Z(mv)
SN BEE
|
H|
'—'
- —
g ——————
|

L2 mL3 Lote 2A Lote 2B M Lote 3A ®W Lote 3B

Figura 8. Representacion grdfica del potencial de superficie de las NPs hibridas en suspension a
-20°C frente al tiempo.
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6.3 Estudio de la estabilidad de NPs hibridas en
suspension a temperatura ambiente y 4°C

Se sometieron muestras de los lotes L2 y L3 a temperatura ambiente vy
temperatura de 4°C durante 1, 4, 5y 10 dias.
Al comparar los resultados obtenidos referentes al tamafo medio, se aprecia
un pequeiio aumento progresivo de este en todas las muestras. Se hace mas evidente a
partir del cuarto y quinto dia, sin embargo, el incremento de tamano no resulta
destacado (figura 9-10) (ANEXO IlI).

T2 ambiente
150 - :[
‘é" 140 F 1 I I & ] :[I
== R l — — — i 3 1 EEgE—— I_ ______
> 130 1% 1
=
o
£ 120
©
=
110
100
0 dias 1 dia 4 dias 5 dias 10dias
tiempo
Lote 2 Lote 3 Lote 2A Lote 2B Lote 3A Lote 3B
B) Temperatura 4°C
150
— 145
- I
£ 140 . I I I
o
= 135 ‘I‘ I
E 130 I =
[
125
120
115
0 dias 1dia 4 dias 5 dias 10 dias
tiempo

Lote 2 mlote 3 Lote 2A Lote 28 m Lote 3A mLote 3B

Figura 9. Representacion grdfica del tamafio medio de las NPs hibridas (A) a temperatura
ambiente y (B) a temperatura de 4°C.
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0.1 1 10 100 1000

Tamaiio(d.nm)

Figura 10. Grdfica de distribucion de tamafios por intensidad, de una muestra del lote L3 de las
NPs a 4°C a 5 dias.

Igual que ocurre con el tamafio medio, al comparar las medidas de los indices de
polidispersidn, se aprecia un ligero y lento aumento a lo largo del tiempo tanto en las
NPs a temperatura ambiente como a 4°C (figura 11) (ANEXO llI)

T2 ambiente
0,25
— 0,2 [
=]
o I I L
0,15 _I I
—_f T — — — —_— _I_ __ _SEN
0,1 I I
0,05
(o]
O dias 1 dia 4 dias 5 dias 10 dias
tiempo
Lote 2 Lote 3 Lote 2A Lote 2B Lote 3A Lote 3B
B) Temperatura 4°C
0,25
0,2
&
- 0,15 iz I I
o _t———— Iﬁ Samp—— 1] —_ —_— _I -
0,1
0,05
o
O dias 1dia 4 dias 5 dias 10 dias
tiempo

Lote 2 mlLote 3 Lote 2A Lote 2B ™ Lote 3A ® Lote 3B

Figura 11. Representacion grdfica del Pdl de las NPs (A) a temperatura ambiente y (B) a T2 4°C
frente al tiempo.
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Respecto al potencial de superficie(Z), sus valores no presentan variaciones de
importancia (2 unidades) (figura 12) (ANEXO llI).
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Figura 12. Representacion grdfica del potencial de superficie de las NPs(A) a temperatura
ambiente y (B) a temperatura 4°C frente al tiempo.

En resumen, las NPs elaboradas mantienen sus caracteristicas a temperatura
ambiente y a 42C. Sin embargo, lo ideal es que este tipo de formulaciones se conserven
liofilizadas y se pueden resuspender facilmente en el momento de su administracion.
Por ello, el interés de conocer su comportamiento después de su congelacién. Nuestros
resultados indican que la resuspension tras la congelacion no es buena, probablemente
se formen agregados que no se resuspenden, por ello este trabajo debe continuar
ensayando crioprotectores del tipo trealosa, sucrosa o manitol.
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7.Conclusiones

Tras los resultados obtenidos en los distintos estudios de estabilidad realizados
a NPs hibridas en suspension se puede concluir que:

e Las NPs hibridas mantienen un tamafo medio aceptable (< 150 nm) en el tiempo
estudiado cuando se mantienen a 4°C y a temperatura ambiente.

e Elempleo de nitrégeno liquido a -196°C y la congelacién a -20°C, como métodos
de conservacion de las NPs hibridas se descarta por el incremento drastico del
tamafio que sufren desde el primer momento, perdiendo su estabilidad y
formando sistemas polidispersos.

e Se observo la relacidn proporcional que existe entre el tamafio medio y el indice
de polidispersion de las NPs hibridas en suspension.

e Respecto a su potencial de superficie (Z), la carga se mantuvo constante en todas
las muestras medidas de NPs, (+ 2 unidades).
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8. Anexo
ANEXO |

Datos de las mediciones de las muestras del lote L1 de las NPs hibridas sometidas a ciclos de
congelacién con N liquido (-196°C) y congelacién (-20C°).

T2 | Muestra | Tiempo | Tamafio(nm) Pdl Z (mV)
L1 0 dia 172,3+5,582 | 0,113 +0,009 | -22,6 + 1,06
1 211,4+6,757 | 0,317 +0,032 | -21.2+0,777
1 dia
O 2 203,8+6,201 | 0,292 +0,011 | -22,4 £ 0,586
o
g 3 235,7 +6,086 | 0,366 +0,002 | -22+0,458
‘_.| 1 200,2 + 2,259 | 0,275 +0,019 -239+1,1
(@) 2 dias
o 2 197,6 + 2,542 | 0,272 + 0,014 | -22,9 + 0,929
-
\g 3 228,8+1,96 | 0,331+0,015 | -21,7 +0,252
e 1 246,1 +5,687 | 0,456 + 0,021 -23+2,73
5 dias
2 240,3+ 7,858 | 0,344 + 0,030 -23,5+1,1
3 192,4 £ 3,235 | 0,299 +0,027 | -25,8+1,85
T2 | Muestra | Tiempo | Tamafio(nm) Pdl Z (mV)
L1 0 dias 172,3 +5,582 | 0,113 +0,009 | -22,6 +1,06
1 202,7+34,25 | 0,29+0,038 | -24,9+0,503
O 1dia
OO 2 185,8+4,914 | 0,277 £+0,057 | -23,7+1,51
(@)
! 3 186,5 + 2,538 | 0,245 +0,009 | -25,8 £0,611
©
= 1 180,7+£1,563 | 0,23 £0,021 -23+0,872
:9 2 2 dias 208,3+38,19 | 0,314+0,032 | -27,8 £0,458
o
] 3 186,4 +1,803 | 0,279 +0,036 | -25,2 £0,569
Q
9:0 1 176,9+ 1,115 | 0,222+0,04 | -22,5+0,794
S 2 5dias " 200+3435 |0,285+0,019 | -26,1 + 0,737
3 201,9+13,75 | 0,306+0,01 | -24,5+0,814
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ANEXO Il

Datos de las mediciones de las muestras del lote L2 y del lote L3 de las NPs hibridas en
suspension congeladas a -20°C.

T2 Muestra | Tiempo | Tamaiio(nm) Pdl Z (mV)

L2 133+ 2,285 0,127 £ 0,002 | -29,5 £ 0,306
0 dias

L3 132,7 +1,744 | 0,129 + 0,011 | -27,8 £ 0,351

2A 169,8+4,002 | 0,11+£0,006 | -33,8+1,91
4 dia

2B 179,7+4,388 | 0,176 £0,03 | -32,4+0,85

3A 165,5+£0,8505 | 0,146 £ 0,023 | -29,2 2,02

3B 166,9+6,352 | 0,15+0,019 | -32,8 £0,896

2A 256,9+9,037 | 0,299+0,011 | -32+0,513
7 dias

2B 247 £ 6,824 0,241+0,013 | -20,6+£2,43

3A 215,5+4,188 | 0,247 £0,011 | -25,6 £ 0,569

3B 241,4+ 4,857 | 0,298 +0,018 | -27 2,56

2A 219+ 7,199 0,22 £ 0,006 | -28,8 £0,624
10 dias

2B 217,9+7,05 |0,252+0,035 | -30,2+1,03

3A 211,9+6,702 | 0,215+0,018 | -29,4+1,27

3B 220,6 £ 6,512 | 0,249 £ 0,044 -34,1+1,9
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ANEXO Il

Datos de las mediciones de las muestras del lote L2 y del lote L3 de las NPs hibridas en
suspensién conservadas a temperatura ambiente.

Muestra | Tiempo | Tamano(nm) Pdl Z (mV)

L2 133 + 2,285 0,127 £ 0,002 | -29,5 + 0,306
0 dias

L3 132,7+1,744 | 0,129 + 0,011 | -27,8 £ 0,351

2A 135,2+4,493 | 0,129+0,028 | -24,1 + 0,153

1dia

2B 130,8+£0,7234 | 0,122 £ 0,007 -23,1+1

3A 132,1+1,724 | 0,116 +£0,015 | -21,8+0,85

3B 135,7+£0,6028 | 0,172 +0,009 | -24,1+1,29

2A 135,5+3,907 | 0,107+0,014 | -26+0,723
4 dias

2B 133,6+1,825 | 0,112+0,036 | -30+0,702

3A 141 + 2,252 0,136 £+ 0,025 | -32,7+1,96

3B 147,2+1,801 | 0,185+ 0,035 | -28,6 £ 0,436

2A 140 £ 6,352 0,12+0,012 | -25,8 £ 0,907
5 dias

2B 141,3+4,419 0,15+0,01 -25,4+0,416

3A 134,5+2,805 | 0,098 +0,007 | -27,9 £ 0,503

3B 141,9 +3,907 | 0,161 £0,007 | -29,7 £1,67

2A 141,6 £1,701 | 0,167 £ 0,015 -21+1,21
10 dias

2B 142,9+5,485 | 0,154 +£0,013 | -24,2+0,971

3A 141 £ 1,552 0,136 £ 0,009 | -21,9+2,05

3B 146 £0,5859 | 0,181 +0,012 -27,6 2,5




Datos de las mediciones de las muestras del lote L2 y del lote L3 de las NPs hibridas en
suspensidn conservadas a 4°C.

T2 | Muestra | Tiempo | Tamaiio(nm) Pdl Z (mV)
L2 133 +2,285 0,127 £ 0,002 | -29,5 + 0,306
0 dias
L3 132,7 +1,744 | 0,129 + 0,011 | -27,8 £ 0,351
2A 129,7 £1,436 0,127 £0,01 -23,4+ 0,569
1dia
2B 129,7 £0,4509 | 0,116 + 0,024 -22,2+0,4
3A 131,8+0,8083 | 0,122 £ 0,016 -23,3+0,917
3B 133,5+ 4,215 | 0,108 £ 0,028 -22,5+0,6
@) 2A 138,8 £+ 1,082 0,171+0,01 -31,6+1,4
o 4 dias
< 2B 143,6 £4,084 | 0,166 + 0,007 -33,6 +1,88
o
- 3A 140,2 £+ 4,204 | 0,157 £ 0,007 -31,6 £1,07
i)
E 3B 137,5+1,436 | 0,131 +0,021 -30,4 £1,15
()]
Y 142,3+1,044 | 0,163 +0,028 | -28,4+0,808
E 5 dias
IEJ 2B 1357£1,701 | 0,16+0,025 | -31,7+0,889
3A 137,5+1,253 | 0,145 +0,012 -32,1+1,11
3B 132,9+0,2887 | 0,125 + 0,024 -299+1,8
2A 140,4 £ 3,194 | 0,137 +0,022 -33,5+1,59
10 dias
2B 141,3 £ 3,63 0,173 £ 0,008 -27,9 £ 0,755
3A 139+ 4,08 0,148 £ 0,021 -32,1+0,896
3B 140,4 +0,8544 | 0,19 £ 0,008 -29,5+ 2,66
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