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Introduccién

El cancer es una de las principales causas de mortalidad a escala mundial,
tan solo en el 2008 se le atribuyeron 7,6 millones de defunciones ocurridas en
todo el mundo. Es un término usado para las enfermedades en las cuales las
células se dividen de una manera descontrolada y son capaces de invadir otros
tejidos. El origen del cancer puede ser el resultado de la exposicion a factores
carcinogénicos fisicos, quimicos, biolégicos o bien por el envejecimiento.® Los
principales tipos de céancer son: pulmonar gastrico, hepatico, colorrectal,
mamario.®

Existen diferentes tratamientos para este mal cirugia, quimioterapia,
radioterapia y tratamientos alternos como la hipertermia, este se basa en el
hecho de que las células tumorales son mas sensibles a la temperatura en el
rango de 42 a 45 °C que las células normales, esto provoca que las proteinas
se dafien y que la membrana celular parcialmente se disuelva, lo cual afectaria
directamente en el metabolismo de la célula cancerosa.®

Entre los agentes quimioterapéuticos mas empleados se encuentra la
doxorrubicina. Este es un antibiético antraciclico que ejerce sus efectos sobre
las células cancerosas por medio de dos mecanismos diferentes: a)
intercalacion entre las bases de acido desoxirribonucleico (ADN) por lo que
bloguea la sintesis del ADN y su transcripcion; b) inhibe la actividad de la
topoisomerasa Il, lo que termina por romper el ADN gendmico. La accion de
ambos mecanismos finita las células cancerosas. La doxorrubicina es uno de
los farmacos méas usados en el tratamiento de céncer, sin embargo, tiene
algunos inconvenientes como la cardiotoxicidad.

Por otro lado las nanoparticulas de Oxido de hierro gracias a sus
propiedades magnéticas pueden ser usadas en imagen por resonancia
magnética (MRI) como agente de diagnostico, en el tratamiento por hipertermia
y como vehiculo en liberacién dirigida. Existen diferentes formulaciones que
usan como base 6xido de hierro Ill (algunos en nanoparticulas o formando
complejos con liposomas y acarreadores poliméricos) y muy pocas se
encuentran en el mercado.* >

Asi pues, los 6xidos de hierro son uno de los materiales mas investigados en
técnicas biomédicas, por la biocompatibilidad superior con respecto a otros
materiales magnéticos. Los 6xidos de hierro existen en la naturaleza 'y pueden
ser preparados en el laboratorio, sin embargo, solo son de interés la
maghemita (Fe,O3) vy la magnetita (Fe3O,), los cuales tienen momentos
magnéticos elevados, son quimicamente estables en condiciones fisiolégicas y
con una baja toxicidad, sin mencionar los procedimientos de sintesis faciles y
econdmicos.® Para sintetizarlos existen diversos métodos, sin embargo, el de
coprecipitacion es mas ampliamente reportado e involucra la precipitacion
simultanea de las sales de hierro Il y 1ll en medio basico,” por esté se pueden
obtener tamafos de particula de hasta 6 nm y en este tamafo presentan un
fenbmeno singular, el superparamagnetismo, presentando un momento
magnético muy grande.®

De esta manera vemos que uniendo la doxorrubicina y las nanoparticulas
magnéticas lograriamos tener un farmaco inteligente, ya que podria ser dirigido
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magnéticamente al sitio de interés, ademas al aplicar un campo magnético
alterno a estas particulas, estas aumentaran su temperatura y podria resultar
en dos fendbmenos, el primero el dafio celular por la propia hipertermia y
segundo la desorcion del farmaco.

Un problema de este tipo de formulaciones es su estabilidad en un medio
fisiolégico ademas de la baja capacidad y débil adsorcion. Recubrir las
nanoparticulas magnéticas con materiales mas resistentes como los silicatos
puede ser una alternativa y aumentar la capacidad de carga del farmaco y se
puede conseguir mediante la implementacion de polimeros de impresion
molecular (MIP), actualmente la técnica de impresion molecular es
ampliamente utilizada como método de separacion selectivo, como sensores y
en catalisis. El proceso consiste en formar un polimero alrededor de una
molécula “plantilla”, la cual puede tener uniones covalentes o no covalentes con
él o los, monomeros seleccionados y posteriormente utilizar un agente
porogénico para extraer la plantilla (generalmente suelen ser disolventes
organicos o agua). Ademas, podriamos conseguir por esta técnica algun tipo
de liberacion modificada y esta dependera de la afinidad del farmaco hacia el
polimero formado y el medio en el que este sistema se encuentre.® Por lo que
para este trabajo es justamente lo que se consiguié hacer, formar un sistema
que propicie la liberacibn de un farmaco y que ademas sea dirigido
magnéticamente hacia el sitio de accion.
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1. Antecedentes
1.1. El cancer

El cancer es un término usado para las enfermedades en las cuales las
células se dividen de una manera descontrolada y son capaces de invadir otros
tejidos. Las células cancerosas se propagan a otras partes del cuerpo
(metastasis) a través del torrente sanguineo y el sistema limbico.?®

El cancer es la principal causa de mortalidad a escala mundial. Se le
atribuyen 7,6 millones de defunciones (aproximadamente el 13%) ocurridas en
todo el mundo en 2008. Los principales tipos de cancer son los siguientes:

* pulmonar (1,4 millones de defunciones);
» gastrico (740 000 defunciones);

* hepatico (700 000 defunciones);

» colorrectal (610 000) defunciones);

* mamario (460 000 defunciones).

Méas del 70% de las defunciones por cancer se registraron en paises de
ingresos bajos y medianos. Se sabe que el numero de defunciones anuales
mundiales por cancer seguird aumentando y pasard a 11 millones en 2030.%

El cancer no es una enfermedad sino un grupo de enfermedades, existen
mas de 100 tipos de cancer, muchos de ellos son nombrados por el érgano o el
tipo de célula en el que se originan, por ejemplo el cancer de colon es llamado
asi por que inicia en las células basales del colén, por lo tanto es un carcinoma
de células basales.

Los tipos de cancer pueden agruparse mas ampliamente en categorias las
cuales incluyen:

« Carcinoma. El cancer inicia en células epiteliales como la piel y tejido que
recubre a otros 6rganos.

+ Sarcoma. Es originado en el hueso, cartilago, musculo, o en otro tipo de
tejido conectivo.

* Leucemia. Este inicia en las células que conforman el tejido sanguineo
+ Linfoma y mieloma. Inicia en las células del sistema inmune.

» Cancer del sistema nervioso central o gliomas. Comienza en el tejido del
cerebro y la espina dorsal.

Todos los tipos de cancer inician a partir de células que debido a dafios en el
ADN sufren mutaciones que afectan su crecimiento normal y division, cuando
esto ocurre las células no muren como deberian y al dividirse pueden originar
un grupo mas grande llamado tumor, sin embargo, no todos los tumores son
cancerosos y se les llama tumores benignos, que pueden ser removidos
quirGrgicamente y no representan un peligro importante.®
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Las alteraciones genéticas son el resultado de la exposicion a factores
carcinogénicos fisicos, quimicos o bioldgicos o bien por el envejecimiento.®

Existen diferentes tratamientos quimioterapia, radioterapia y un tratamiento
alterno es mediante hipertermia, este se basa en el hecho de que las células
tumorales son mas sensibles a la temperatura en el rango de 42 a 45 °C que
las células normales, esto provoca que las proteinas se dafien y que la
membrana celular parcialmente se disuelva, lo cual afectaria directamente en el
metabolismo de la célula cancerosa.®

1.2. Doxorrubicina

La doxorrubicina (Figura 1); (7S, 9S)-
7-[(2R, 4S, 5S, 6S)-4-amino-5-hydroxy-
6-methyloxan-2-ylloxy-6,9,11-trihydroxy-
9-(2-hydroxyacetyl)-4-methoxy-8,10-
dihydro-7H-tetracene-5,12-dione;
conocida también como Adriamycin,
Adriablastin, Adriblastin, Adriblastina, °
Doxil, Doxorubicinum, Rubex,

Doxorrubicina; de formula condensada
C,7H29NO11; con peso molecular 543.52
g/mol. Es un antibiético citotoxico que i

. igura 1. Estructura molecular de
pertenece al grupo de las antraciclinas,  yoxorrubicina. @
aislado de Streptomyces peucetius var
caesius. La antraciclina es lipofilica,
pero el ultimo anillo contiene grupos hidroxilo adyacentes a la amino azucar,
dando como resultado un centro hidrofilico. La molécula es un anfétero
contiene grupos &cido por los anillos fenélicos y caracter basico por la amino
aztcar'" En la Tabla 1 se pueden observar algunas propiedades

OH

Tabla 1. Propiedades del farmaco Doxorrubicina.™

Propiedades
Es un soélido cristalino de color rojo
Punto de fusion 230 °C
pKa;=7.34; pKa,=8.46; pKas= 9.46
Coeficiente de particion octanol/agua log Kow = 1.27
Propiedades espectroscopicas:
Rotacion oOptica especifica: +248° a 20 °C (0.1% en metanol)
Absorcion maxima (metanol a 56 °C): 290 nm (s= 145, 1%, 1 cm); 477 nm
(e= 225, 1%, 1 cm); 495 nm (e= 223, 1%, 1 cm); 530 nm (s= 124, 1%, 1
cm); 233 nm (e= 658, 1%, 1 cm); 253 nm (= 440, 1%, 1 cm)
Solubilidad:
Soluble en agua; soluble en alcohol etilico; soluble en NaOH 0.1 M;
moderadamente soluble in metanol anhidro; insoluble en solventes
organicos no polares
En agua: 2600 mg/L a 25 °C

fisicoquimicas de la molécula que son de gran importancia como lo es la
adsorcion UV-visible para determinar la concentracion en disolucion.
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Desde la década de los 70 se hicieron esfuerzos para modificar la estructura
fisica de la doxorrubicina lo que dio lugar a la aparicién de andlogos como la
mitoxantrona, epirubicina, idarubicina que si bien tienen la capacidad citotoxica,
también contintan siendo cardiotdxicas. De este grupo de moléculas la que
mas se comercializa, en la actualidad es clorhidrato de doxorrubicina y la
forma farmacéutica mas popular es la que esta encapsulada en liposomas® ya
gque muestra una buena distribucion y la liberacibn se da de manera
sostenida.®?

1.2.1. Uso terapéutico

Es usada como agente antineoplasico, ha funcionado exitosamente en la
regresion de neoplasia diseminada en leucemia linfoblastica, leucemia
mieloblastica, tumor de Wilm, neouroblastoma, sarcoma, carcinoma OVarico,
carcinoma de tiroides, carcinoma gastrico, enfermedad de Hodgkin y en
carcinoma broncogénico.®V

1.2.2. Mecanismo de accion

El mecanismo de accion de la doxorrubicina es complejo y aln no esta
plenamente esclarecido, aunque se piensa que actia por intercalacién
especifica del nacleo de la antraciclina (porcion cromofora aromatica planar)
con la doble hélice del ADN. Se sabe que al intercalarse inhibe la biosintesis de
acidos nucleicos, pues dificulta el avance de la enzima topoisomerasa Il, que
desenrolla el ADN en la transcripcion. La doxorrubicina estabiliza este complejo
topoisomerasa Il después de que se abre la cadena de ADN, evitando que se
libere la doble hélice y deteniendo asi el proceso de replicacion.®V

1.2.3. Farmacocinética

El clorhidrato de doxorrubicina no es estable en el acido gastrico y se
absorbe pobremente en el tracto gastrointestinal. Es un farmaco
extremadamente irritante para los tejidos y puede ser administrado via
intravenosa.

Exhibe una farmacocinética en la que se incrementa la dosis de manera
proporcional al tiempo alcanzando la dosis terapéutica como se indica a
continuacion: se distribuye en menos de 30 segundos via intramuscular,
encontrandose en higado, pulmaén, rifion y corazén; es absorbida por células y
unida a componentes celulares, particularmente acidos nucleicos; el volumen
de distribucién del clorhidrato de doxorrubicina administrado via intravenosa es
alrededor de 700-1000 mL.

Cantidades pequefias de doxorrubicina pueden ser encontradas en la leche
materna y atraviesa la placenta, al igual que su metabolito mayoritario
doxorubicinol.

El farmaco, asi como, sus metabolitos son excretados predominantemente
en la bilis; del 10-20% de la dosis es excretada en heces a las 24 h, y un 40-
50% en la bilis o heces a los 7 dias. El 50% es farmaco, el 23% doxorubicinol y
el resto son otros metabolitos incluyendo agliconas y conjugados.
Aprox(ilmz)adamente 4-5% de la dosis administrada es excretada a los 5 dias en
orina.
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1.2.4. Efectos secundarios

Puede ocurrir necrosis local severa si hay extravasacion durante la
administracion. La doxorrubicina no debe ser administrada por via
intramuscular o subcutanea.

La toxicidad en el miocardio puede ocurrir durante, meses o0 afios después
de la terapia y el dafio mas severo es un fallo congestivo del corazon.

Pueden ocurrir tres tipos de cardiotoxicidad en pacientes tratados con
antraciclinas: la aguda transitoria, cronica y subaguda. Puede ocurrir
estomatitis y esofagitis especialmente si se administra diario; ulceracion y
necrosis del coldén; embolia pulmonar; faringitis. No se debe administrar en
mujeres embarazadas o lactantes.®?

1.2.5. Dosis y via de administracion

Instrucciones para su uso y manejo: la doxorrubicina es usualmente
administrada intravenosamente. La administracion intravesical es benéfica en
el tratamiento de cancer superficial de la vejiga, asi como en la profilaxis de
tumores recurrentes después de reseccion transuretral. La via de
administracion intraarterial también ha sido usada para producir actividad local
intensa con toxicidad general disminuida.

Administracion 1.V.: La dosis total de doxorrubicina por ciclo puede variar
segun su uso dentro de un régimen de tratamiento especifico (administrado
como monoterapia 0 en combinacion con otros farmacos citotoxicos) y de
acuerdo con la indicacion.

La doxorrubicina debe ser administrada a través de un catéter para infusion
I.V. con flujo libre (en disolucién a 0.9% cloruro de sodio o 5% disolucion de
glucosa) por no menos de 3 minutos y no mas de 10 minutos para minimizar el
riesgo de trombosis 0 extravasacion perivenosa.

Una inyeccion directa no es recomendable debido al riesgo de
extravasacion, el cual puede ocurrir incluso en presencia del regreso adecuado
de sangre hasta la aspiracion de aguja.

Regimenes de dosis estandar inicial: Como monoterapia, la dosis estandar
inicial recomendada de doxorrubicina por ciclo en adultos es 60-90 mg/m? de
superficie corporal. La dosis total inicial por ciclo puede ser administrada como
dosis Unica o dividida por mas de 3 dias sucesivos o0 administrados en dias 1y
8. Bajo condiciones de recuperacion normal de la toxicidad inducida por el
medicamento (particularmente depresion de la médula ésea y estomatitis),
cada ciclo de tratamiento puede ser repetido cada 3 0 4 meses.

La dosificacion semanal de 10-20 mg/m? también ha sido efectiva. Si la
doxorrubicina es utilizada en combinacién con otros agentes antitumorales con
toxicidades potencialmente sobrepuestas, la dosis recomendada por ciclo

estara en el intervalo de 30-60 mg/m?.*?
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1.3. Sistema de liberacién de farmacos (SLF)

Las formas farmacéuticas convencionales de liberacion de farmaco como la
oral, topica, inhalada o intravenosa necesitan tomar una direccidn nueva
tomando en cuenta los principios farmacocinéticos, las caracteristicas del
farmaco, y la variabilidad de la respuesta de una persona a otra y en la misma
persona bajo diferentes condiciones.®®

La eficacia de muchos agentes terapéuticos depende de la accion en las
macromoléculas que se encuentran localizadas en la superficie de ciertas
células. Muchos farmacos interactian con enzimas u otras macromoléculas
que estan presentes en un gran numero de células, mientras que otros ejercen
su actividad sobre un cierto tipo de células. Ciertas hormonas, por ejemplo,
interactian con receptores que estan presentes solo en unas cuantas células.
Un sistema de liberacion ideal deberia ejercer su accion sobre dichas células.

Propieda-

des del
farmaco

Ruta de
administra-
cion

Biocompa-

tibilidad

Objetivo
L Habilidad
D%rg?;on de para
dirigir el

liberacion tratamiento

Mecanismo Naturaleza

de
. L del
I|be(rjae(|:|on vehiculo de
. liberacion
farmaco beracio

Figura 2. Requerimientos de disefio para un sistema de liberacion de farmacos.®?

Ademas, no deberia liberar hasta encontrar el sitio de accion, una vez que lo
consigue deberia liberar repetidamente, por lo tanto, la eficacia terapéutica de
un farmaco puede mejorarse y los efectos toxicos pueden ser reducidos por el
aumento y acercamiento del farmaco, ademas reducir la exposicion hacia las
células sanas.™ Para lograr el objetivo de un sistema de liberacion debemos
tomar en cuenta los requerimientos que se muestran en la Figura 2. Asi que,
para obtener una respuesta terapéutica buena, la cantidad adecuada de
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farmaco debe ser absorbida y transportada al sitio de accién al mismo tiempo,
ademas producir un rango de concentraciones que mantenga los niveles
necesarios para que se dé el efecto terapéutico, puesto que la distribucion
hacia otros tejidos es innecesaria y potencial causa de toxicidad. En conjunto,
para la eleccién de la ruta de administracion se tomara en cuenta la forma
farmacéutica que se fabrique de acuerdo a sus propiedades que tenga como
sistema de liberacion de farmacos, que pueden ser. propiedades
fisicoquimicas, habilidad de dirigir el tratamiento, biocompatibilidad, mecanismo
y duracién de liberacion.

1.3.1. Sistema de liberacién modificada de faArmacos

Un sistema de liberacion modificada de farmacos (SLM) es una formulacién
o dispositivo disefiado para modificar el sitio o la velocidad de liberacion de un
farmaco. Los SLM permiten que los medicamentos con una duracion de accién
corta puedan ser administrados con menor frecuencia. Esta generalmente
aceptado que, para la mayoria de los pacientes, reducir el niamero de
dosificaciones mejora la adherencia al tratamiento. Sin embargo, esta
posologia puede tener algunos inconvenientes como: sobredosificacion; en
donde los pacientes pueden olvidar que han tomado su dosis y repetirla a lo
largo del dia. Infra dosificacion: la pérdida de dosis es particularmente
problemética en preparados de administracién Unica semanal o diaria, porque
se pueden producir niveles plasméaticos subterapéuticos de forma prolongada.

Los SLM son capaces de disminuir las fluctuaciones en las concentraciones
plasmaticas, con la reduccion de picos plasmaticos elevados puede minimizar
los efectos adversos, especialmente en medicamentos de absorcion rapida y a
su vez con la reduccion de los valles, también evitarian los niveles plasmaticos
subterapéuticos al final del intervalo posologico con la siguiente pérdida de
eficacia.?

De igual manera los algunos SLM se disefian para que se pueda controlar el
sitio de liberacion del farmaco en el tracto gastrointestinal. Este es el caso de
las formas con cubierta entérica, liberan el farmaco directamente en el intestino
delgado, esto permite proteger al farmaco de la degradacion por el &cido
gastrico.4 1)

De acuerdo a su liberacion, los SLM pueden mantener niveles plasmaticos
de un farmaco de manera constante. La Figura 3 ilustra la concentraciéon
plasmatica que se obtiene tras diferentes formas de dosificacion, asi, se puede
observar que la infusion venosa es la forma de administracion que mantiene
niveles plasmaticos constantes a lo largo del tratamiento, empero requiere
condiciones de hospitalizacion y se limita a ciertos farmacos. Mientras que con
una dosis Unica, el efecto del farmaco pasa rapidamente y si se aplica una
dosis doble se corre el riesgo de llegar a condiciones toxicas que agravan los
efectos secundarios que pueda ocasionar el farmaco. Al administrar multidosis
se logran mantener niveles plasmaticos constantes, sin embargo, para el
paciente resulta tedioso el estar administrando un cierto nimero de dosis en un
periodo de tiempo mas corto, ademas se corre el riesgo de alcanzar niveles
toxicos. Finalmente, las formas farmacéuticas capaces de mantener
liberaciones sostenidas o prolongadas estos tipos de liberacion mantiene los
niveles plasmaticos constantes dentro de la ventana terapéutica por largo
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tiempo, e incluso las formas farmacéuticas de liberacion prolongada pueden
alcanzar una cinética similar a la que se consigue con la administracién

intravenosa.®

Figura 3. Tipos de liberacion y dosificacion de farmacos.
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Desde el punto de vista tecnolégico los SLM estdn constituidos por una
plataforma o soporte que contiene el o los principios activos, este soporte
modula la velocidad o sitio de liberacion. Dicha plataforma puede tomar
diversas formas y tamafos. De acuerdo a la forma de liberacion, pueden

clasificarse como:

Liberacion retarda: el principio activo es liberado en un momento distinto al
de la administracion, pero no se prolonga la administracion terapéutica (no
hay cambios en ningln otro parametro terapéutico). Son formas con
cubierta entérica, en las que el principio activo es liberado en una zona

concreta del intestino delgado.

Liberacion prolongada: es aquella que reduce por lo menos a la mitad la
frecuencia de administracion, en comparacién con una forma farmacéutica
de liberacién inmediata o retardada. Dentro de los sistemas de liberacion

prolongada se pueden clasificar.

o

Liberacion sostenida. Estan disefiadas para liberar con rapidez una
fraccibn predeterminada del farmaco para obtener la respuesta
terapéutica normal y, a partir de ese momento, continuar con la
liberaciobn para mantener la accion por un periodo de tiempo
prolongado. El objetivo de este mecanismo es reducir la frecuencia de
administracion del medicamento.

Liberacion controlada. Considera no solo liberar al farmaco en forma
lenta, también denota la posibilidad de prediccion y mayor
reproducibilidad de la cinética de liberacion en un periodo especifico,
de tal manera que se obtengan niveles plasmaticos uniformes, con la
clara ventaja de reducir las dosis para prolongar el efecto terapéutico
esperado y con ello minimizar los efectos secundarios.
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e Liberacién programada. Mientras que los productos de liberacion sostenida
o controlada estan disefiados por mecanismos que responden ante
estimulos del medio ambiente al que se exponen (pH, motilidad intestinal,
etc.), la velocidad de liberacion del farmaco en forma programa esta
determinada por el mismo sistema, independientemente del medio que
rodea. Pueden emplearse para alcanzar efectos locales o sistémicos, lo que
permite su administracion por diferentes vias. Estos sistemas se clasifican
en tres categorias:

o Pasivos pre-programados. Tiene un elemento como una membrana o
matriz, que programa el modelo de liberacion para obtener
esencialmente una cinética de orden cero, independientemente de los
procesos fisicos, quimicos o biolégicos que ocurren una vez
administrado.

o Activos con control externo: Poseen un elemento de control y otro que
es capaz de recibir una sefal externa al organismo
(electromagnética), para contralar y modular la liberacion del farmaco
a partir del sistema.

o Activos auto-programados: Son sistemas terapéuticos que contienen
un elemento sensor que responde a estimulos del medio ambiente
biologico (por ejemplo incremento de glucosa en sangre, en pacientes
diabéticos), para modular la liberacién del farmaco. ¥

1.3.2. Nanoparticulas como sistema de liberacién de farmacos

Desde 1960 que se comenzaron a utilizar las siliconas como acarreadores
en la liberacion de farmacos con bajo peso molecular en animales, diversos
sistemas de liberacion han sido desarrollados. Uno de ellos son las
nanoparticulas como vehiculos de la liberacibn de farmacos, asi pues las
nanoparticulas son particulas que figuran en la escala nanométrica en el
intervalo de 10 a 100 nm. La reduccién de las particulas de los sistemas
farmacéuticos a este nivel aumenta la velocidad de disolucion y la
disponibilidad del farmaco al ofrecer ma%/or area de contacto, lo cual permite un
mejor desempefio del farmaco in vivo.®®

Entre las ventajas de usar SLF nanoparticulados se encuentran una mejor
biodisponibilidad, una disminucion de la variabilidad en la respuesta obtenida
entre los estados de ayuno y no-ayuno ademas de un rapido efecto terapéutico
en la administracion oral. El tamafio de particula juega un papel importante en
la velocidad de disolucion de los farmacos, la reduccion del tamafio de particula
puede aumentar la velocidad de disolucibn y con esto dar una mayor
biodisponibilidad. Por ejemplo, la biodisponibilidad absoluta del farmaco
donazol en forma de nanoparticulas fue de 82.3+10.1%, comparada con la
l137i)odisponibilidad de 5.1+1.9% de una suspension convencional de donazol.®®

Se han elaborado y estudiado diferentes tipos de nanoparticulas como las
nanoparticulas lipidicas solidas (SLN) las cuales se desarrollaron a principios
de 1990, como una alternativa a sistemas de farmacos como las emulsiones,
liposomas y a las nanoparticulas poliméricas. Las ventajas son varias, por
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ejemplo, proteccion del principio activo incorporado contra la degradacion
quimica; la utilizacion de lipidos fisioldégicos para su preparacion; la posibilidad
de evitar el uso de solventes organicos en su preparacion; un espectro de
utilizacion amplio ya que se utilizan para la administracion sobre la piel, por via
oral y por via intravenosa; ademas, existen métodos de fabricacion bien
establecidos como la homogeneizacion a presion elevada; presentan una mejor
biodisponibilidad, podrian ser de liberacion prolongada para farmacos poco
solubles en agua incorporados en la matriz lipidica solida. Entre sus
desventajas estarian el crecimiento de las particulas, una tendencia hacia una
gelificacion impredecible, cambios inesperados en sus transiciones polimérficas
y su inherente baja capacidad de incorporacién de los farmacos debido a la
estructura cristalina del lipido sélido.®®

Las nanoparticulas de polimeros biodegradables se consideran importantes
para los sistemas de liberacion de farmacos ya que son muy estables, se
adaptan facilmente a los procesos industriales de fabricacion y se pueden
modificar en sus superficies para modular sus propiedades. Estas
nanoparticulas se pueden disefiar para controlar tanto la velocidad de
liberacion de los farmacos, asi como para controlar su localizacién en algun
lugar especifico del organismo. La modulacion de sus caracteristicas se logra a
través de las caracteristicas del polimero y de la composicién quimica de la
superficie de las mismas. Por ejemplo, se ha encontrado que estos
nanotransportadores se pueden concentrar preferentemente en ciertos sitios
como los tumores, en virtud de una mayor permeabilidad y retencién en el
tumor. Las nanoparticulas que se han concentrado en el tumor servirian como
depésito de farmacos los cuales, dependiendo de sus caracteristicas,
proveerian de un suministro constante al tumor. Para prolongar el tiempo de
circulacién de las nanoparticulas en la sangre se han implementado diferentes
estrategias, entre ellas se han utilizado recubrimientos hidrofilicos.

La mayoria de estos sistemas de liberacion de farmacos utiliza cadenas de
poli (etiIenglicol)/;ooli(éxido de etileno), para modificar la superficie de las
nanoparticulas.*® También se han reportado trabajos en los que se hacen
uniones polimero-farmaco que se realizan a través de adsorcion fisica durante
la formacién de la particula o a través de un enlace covalente con el polimero
siendo el farmaco nucleo de la nanoparticula ejemplo de ello tenemos a las
nanoparticulas de 6xido de polietileno modificadas con poli(beta-amino éster)
que son susceptibles a pH menor a 6.5 promoviendo la liberacién del
anticancerigeno paclitaxel.*®

La absorcion y efecto terapéutico de los sistemas con nanoparticulas en el
organismo, la absorcion aumenta conforme se disminuye el tamafo de las
particulas. Estudios con particulas de poliestireno de entre 50 nm y 3 um
muestran que la maxima absorcion ocurre con particulas en el intervalo de 50-
100 nm. Particulas de mas de 1 um guedan atrapadas en las placas de Peyer.
Estas no pasan a la circulacion sistémica ya que los nodos linfaticos actuan
como filtros, reteniéndolas. La carga de la superficie de las particulas es un
factor que aun existiendo permite la absorcion de las nanoparticulas. Sin
embargo, la absorcion de particulas con carga superficiales es menor
comparada con la mayor absorcion de particulas no-iénicas e hidrofébicas.
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Un factor importante en la captura y translocacion (traslado al interior y
exterior de las células) de las nanoparticulas por parte de las células es su
estabilidad fisica y quimica después de su administracion oral. Los sistemas
coloidales (dispersiones de nanoparticulas) son poco estables. Esta
inestabilidad puede provocar su agregacion y floculacion, lo cual alteraria su
tamafio de particula y con esto sus posibilidades de captura y translocacion. La
estabilidad quimica del nucleo de las nanoparticulas asi como de los ligandos
colocados sobre su superficie es de vital importancia para Su
biodegradabilidad, para la liberacion de los farmacos encapsulados y para
asegurar la unién del vehiculo que transporta el farmaco a los receptores.*®

En un estudio realizado por Kim se han utilizaron nanopatrticulas de oro a las
cuales se les conjuga un polimero sensible al pH y doxorrubicina pues se ha
observado que los fluidos circundantes de las células cancerosas poseen un
pH menor a otros fluidos dando lugar a un direccionamiento del tratamiento
gracias a el magnetismo de las particulas.”

Aun después de la absorcién se debe considerar que existe una situacion
compleja en la cual las nanoparticulas deben viajar a través de los capilares
sanguineos y que debe haber un proceso posterior a la adsorcidon que podria
complicar y limitar el resultado que se obtiene de ellas. Algunos de los factores
importantes involucrados en la administracion oral de las nanoparticulas que
enfatizan la parte postabsorptiva se mencionan a continuacion:

* Elflujo en el tracto gastrointestinal
* Acceso y adhesién a los enterocitos o en las pacas de Prayer
* Paso al interior del sistema linfatico mesentérico

* Flujo dentro de los vasos linfaticos y el entrampamiento en los nodos
linfaticos

« Transporte entre el sistema linfatico y la sangre

Otros factores a considerar en la fabricacion de nanoparticulas como SLF
son el flujo de la sangre, la adhesién a las paredes capilares, la extravasacion y
flujo en los tejidos, el flujo en las bifurcaciones de los vasos, el movimiento
hacia el interior de los tumores, la presencia de areas de los tumores con fugas
en el suministro capilar. Cada via de transporte involucra una secuencia
compleja del movimiento de las nanoparticulas, la mayoria de ellas
involucrando los sistemas de transporte de la sangre y el sistema linfatico.®®

1.4. Nanoparticulas magnéticas (NPM)

Las nanoparticulas magnéticas, o sistemas magnéticos de nanoescala, han
generado un interés continuo posterior al afio 1940. En ese afio Néel un
pionero en este campo trato de entender el comportamiento magnético de las
nanoparticulas, desarrollando teorias fundamentales para el magnetismo y el
modelaje de materiales magnéticos, los cuales son importantes avances
tecnoldgicos, por ejemplo en el area de almacenamiento y proceso de
informacion. Existen diferentes tipos de nanoparticulas: |) ensambladas por
ejemplo con cobalto, niquel o maghemita; Il) aisladas Unicamente de niquel,
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cobalto o bien de magnetita. Las nanoparticulas comparadas con otros
materiales poseen interesantes propiedades como la coercitividad gigante,
como también una relacidon baja exponencial a temperaturas bajas comparadas
con la barrera de anisotropia, lo que ofrece una gran estabilidad en el
almacenamiento de informacion. Adicionalmente, pueden  mostrar
comportamiento superparamagnético cuando se fabrican en tamafios menores
a 50 nm en caso de particulas de magnetita.‘*"

1.4.1. Superparamagnetismo

Las dimensiones reducidas de las particulas, junto con las nanoestructuras
formadas, hacen que los sistemas granulares presenten una rica variedad de
propiedades fisicas interesantes una de ellas es el superparamagnetismo,?
asi pues, consideremos las propiedades magnéticas de un conjunto de
particulas no interactuantes (con una distribucién amplia de tamafios y con una
distribucion aleatoria de ejes de facil magnetizacién). Tal sistema puede ser
estudiado dentro de la teoria superparamagnética. Este nombre fue introducido
por Bean y Livingston por la analogia con sistemas paramagnéticos. La primera
suposicion de la teoria superparamagnética es la de considerar que los
momentos magnéticos atomicos en el interior de una particula se mueven
coherentemente, o sea, que el momento magnético total puede ser
representado por un dnico vector clasico de magnitud p=pyN, donde py es el
momento magnético atbmico y N es el niumero de atomos magnéticos que
conforman dicha particula. En el caso més simple una particula muy pequefia
tendra una direccion preferencial llamada eje de facil magnetizacion (también
conocido como eje facil), que es la direccion donde preferentemente se hallara
el vector momento magnético. Como ejemplos intuitivos podemos pensar en
una aguja magnetizada, donde el momento magnético estara preferentemente
a lo largo de la misma, o en los casos de peliculas, donde la magnetizacién
prefiere orientarse a lo largo del plano del mismo (en el caso de campos
magnéticos débiles). Por otra parte presentan una magnetizacion por debajo de
la temperatura de Curie, lo que en términos de paramagnetismo es imposible,
pues se necesita sobrepasar esta temperatura para lograr magnetizar un
material paramagnético. Dado que, para orientar magnéticamente los espines
de los atomos de hierro en la nanoparticula resulta facil es posible acercar un
campo magnético alterno para generar un incremento en la temperatura
circundante a la nanoparticula, debido a ésta propiedad son aprovechadas en
el campo de la medicina para el tratamiento de cancer por hipertermia puesto
gue las células tumorales son susceptibles a cambios ligeros de temperatura.
3 Como ejemplos de esta propiedad tenemos a la maghemita y magnetita, la
altima juega un papel importante en este trabajo por lo que se describiran a
continuacion sus propiedades, asi como los métodos de obtencion y las
aplicaciones en biomedicina.

1.5. Magnetita

La magnetita, de formula Fe;O,4, Fe*?0-Fe,™ 6 Fe**[Fe™Fe*|0,, se conoce
como tetréxido de trihierro u 6xido ferrosoférrico, de manera que su férmula
general se escribe como Y[XY]O, (férmula tipica de una estructura cristalina de
espinela, siendo la magnetita inversa), donde el oxigeno forma la red cubica de
cara centrada, X=Fe*?* y Y=Fe*®; los corchetes denotan los sitios octaédricos
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(32 espacios) y los restantes los
sitios tetraédricos (64 espacios).
En la Figura 4, se observan
diferentes modelos para
representar la magnetita.

El hierro constituye el 72.4%
y el oxigeno el 27.6% en masa.
A temperatura elevada puede
cambiar ligeramente debido a
que puede aceptar un exceso

Tabla 2. Propiedades de la magnetita.

(24)

Sistema Cristalino Cubico

Dimensiones de la 0.839 nm

celda

Densidad 5.18gcm’

Color Negro

Dureza 51/2(escala de Mohs)

Tipo de magnetismo

Ferrimagnética

Temperatura de Curie | 850 K

Energia libre de -1012.6 KJ/mol
formacion estandar

Resistividad eléctrica 105 Q cm

de iones trivalentes. Los iones
ferrosos y férricos de las
posiciones octaédricas comparten los electrones de valencia, lo que permite de
elevada conductividad eléctrica.®” En la Tabla 2 se presentan las propiedades

o

® v Fe
09 octhFe

Figura 4. Estructura de la magnetita. a) modelo poliédrico con capas alternadas de octaedros
y tetraedros. b) modelo en celda unitaria y c) arreglo octaédrico y tetraédrico.®”

generales de la magnetita.

La magnetita es ferrimagnética, semiconductora y diferente de los otros
oxidos de hierro en que contienen tanto hierro divalente como trivalente,
caracteristica que hace de la magnetita un 6xido tnico.®?

Dentro de sus principales aplicaciones de la magnetita se encuentra su uso
como pigmento de pinturas anticorrosivas, lindleo y en la industria textil, la
utilizacion como colorante en la produccion de vidrios; en la fabricacion de
imanes permanentes. La magnetita junto con la hematita, son los éxidos de
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hierro mas utilizados como catalizadores, siendo considerada como excelente
catalizador en la descomposicion del peréxido de hidrégeno.?” Otras
aplicaciones son en instrumentos magnéticos como bocinas, tintas magnéticas
para cheques bancarios, unidades de refrigeracion magnética, etc.®
Recientemente se han empezado a utilizar nanoparticulas de magnetita en el
campo de la biomedicina como agentes de diagndstico, SLF al ofrecer
biocompatibilidad y debido a sus propiedades magnéticas como agentes en el
tratamiento por hipertermia, todos ellos se discutirAn méas adelante, por el
momento es de interés dar a conocer los métodos mas reportados de sintesis.

1.5.1. Métodos de sintesis de nanoparticulas de magnetita

La magnetita la podemos encontrar facilmente en la naturaleza pues las
aves poseen esta sustancia en una cavidad de su craneo que les sirve para
orientarse y, de esta manera emigrar. Ahora bien, para obtener nanoparticulas
de magnetita de manera artificial existen diferentes métodos de sintesis entre
los cuales encontramos:

La sintesis hidrotermal de la magnetita, la cual se produce a partir de una
solucion de FeCl, que se calienta hasta una temperatura cercana a los 70 °C,
que se trata con NaNOs; como agente oxidante en medio basico, siendo
necesario eliminar el oxigeno en todo momento del proceso con flujo constante
de nitrégeno para evitar la sobreoxidacién de los iones Fe?*. En soluciones
moderadamente alcalinas (pH= 8), la oxidacién de Fe** genera como producto
intermedio al Fe(OH),, y el producto final suele ser magnetita aunque también
se puede obtener maghemita (Fe,O3) debido a la oxidacion de Fe?*.®

Un método de descomposicion térmica involucra que en la reaccion se
coloque acetilacetonato de hierro 1l (Fe(acac)s) en 1,2-hexadecanediol, acido
oleico, oleilamina, fenil éter y se ponga a reflujo 265°C/1h, utilizando atmdsfera
de argén obteniendo al final del proceso un tamafio de particula de 6 nm.?" %

Por otro parte el método de coprecipitacion consiste en colocar sales con
iones Fe?* y Fe* en un medio alcalino, posteriormente se somete a otro
proceso para garantizar ya sea el tamafio de particula o la estabilidad de
nanoparticulas, en la Tabla 3 se pueden observar a grandes rasgos las
condiciones de sintesis que se han utilizado en diferentes investigaciones para
obtener tamafios de particula entre 8 y 12 nm.

Tabla 3. Métodos de sintesis por el método de coprecipitaciéon. Se muestran las condiciones
mas destacables en las que se lleva la sintesis y el tamafio de particula obtenido al final del
proceso.

Primer paso Segundo paso
Referencia |[Reactivos Agitacion TemperaturalAtmosfera |Condiciones Tamafio
()
(29) NH,OH 2M Magnética Ambiente Ambiente |HNO; 1M agitar/lavar, 12 nm

(repetir 7 veces)

(30) NH,OH 25% |Magnética Ambiente Ambiente |Reflujo/1h en HNOs0.8M, [Dialisis HNOs 9 nm

(31) Fe(NOs) 0.21M 0.01M
(32) NaOH Magnética  |Ambiente [N, Lavar con HCI 0.01M 60 A
15M
(25) NH,OH 10% [Mecanica 70 /7500 Ambiente |Lavar con agua Peptizar: dc. |Calentar 70-75 [10 nm
2000 rpm rpm oleico keroseno (aceite °C/450 rpm/6 h

comestible)
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Primer paso Segundo paso
Referencia |[Reactivos Agitacion TemperaturalAtmosfera |Condiciones Tamafio
(°c)
(33) NaOH 0.1M  |2230 rpm /30 |Ambiente Ambiente |Lavar con HCI 0.01M /5 Peptizadas en 6 nm
minutos veces agua
(34) HCI 1N Magnética  |Ambiente [N, Acido perclérico 2M TMAH, HNO3 8nm
10 mL, KOH reflujo/1 h 2M, lavar
90 mL 1IN acetona,
peptizar
(35) PVP FeCls Magnética/ |20 Ambiente [Lavar con agua destilada 'y 13 nm
tolueno 12h etanol
FeSO, NaOH
20%
(36) HCI 0.2% NH3 |Constante, 10|Ambiente  |[Ambiente |Lavar con agua. Recubrimiento  |180 nm
25% minutos con oro
37) NH,OH Magnética 80 N, Acido 3- KMnO, 2x10°M [10-12 nm
tiofenacético/acetonitrilo  |/80 °C/30 min,
2M/agitacién 30 min lavar EtOH x 5
(38) HCI 1IN Magnética Ambiente [N, Acido perclérico 2M Acido citrico 1.5 [8 nm
10 mL, KOH reflujo/1 h g/L, Neutralizar, [(22 nm
90 mL 1IN Didlisis /2 dias  |por DLS)
(39) NaOH 1M Magnética Reflujo /4 h [Ambiente [Lavar con etanol 8 nm
(40) HCl 2M, Vigorosa/30 |Ambiente |Ambiente | Agitacion HNO32M, Lavar con 8nm
NaOH 2M minutos Fe(NOs) 0.3M acetona,
suspender en
agua.
(41) NH,OH 28% |Magnética Ambiente N, Acido citrico2 M/ 1 h Lavar conagua |9 nm
(42) NH,OH 25% |Magnética 80 Ambiente [Citrato de sodio 5x10° mol [Lavar conagua [260 nm

Observando entonces lo anterior podemos decir que el método mas répido,
econdémico y mas reportado es el de coprecipitacion, por lo cual para este
trabajo fue el método de eleccion de sintesis.

1.5.2. Propiedades de superficie

Puesto que la estructura cristalina posee oxigeno esta tiende a formar
grupos OH- en la superficie, que pueden estar mono, di o tri coordinados con
los cationes, dependiendo de la estructura y orientacion de los cristales que
conforman la particula. Debido a esto la reactividad de los diferentes grupos
hidroxilo varian mucho entre si por ejemplo:

H H H
1 i ]

17777 O [T R mm g
Fe Fe Fe Fe fFeFe

Un cuarto tipo de grupo que puede ser formado en el proceso de adsorcion
es en el que dos grupos -OH se encuentran enlazados a un atomo de hierro

H H
H????'E'\H?T?j}ﬂ????

Fe

Los complejos hidroxo superficiales M-OH se ionizan en contacto con el
H,O, dando lugar a especies cargadas negativas o positivas, dependiendo del
pH del medio. Estas especies cargadas son responsables de la carga
superficial neta de las particulas de 6xidos metalicos en medio acuoso.
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=M-0 + H;0* =M —-O0H + H,0 =M — OH; + HO™ (Ec. 1)

Estos grupos (Ec. 1) son muy reactivos y ya que poseen pares de electrones
e hidrégenos disociables pueden reaccionar con acidos y bases. Por esto los
oxidos metalicos en medio acuoso se pueden comportar como sustancias
anfoteras.

La densidad de carga superficial neta o, se define como:

go = F([M—OH%]—[M—O‘]) (Ec. 2)

Donde A es el area superficial de las particulas (m?l™), F es la constante de
Faraday (96500 C/mol) [M-OH,"] y [M-O’] corresponden a las concentraciones
de los sitios superficiales cargados.

Los equilibrios acido-base que pueden plantearse para este sistema son:
=M-0OH; =M —-0H + H? (Ec. 3)

y por lo tanto, las constantes de acidez superficiales para estas reacciones
seran:

=M-0OHo=M-0+ HY (Ec.4)

__ [=M-0H][ H]

Ka1 = —[EM—OH;] (EC 5)
__[=M-071[ H']

Kaz = —[EM—OH] (EC 6)

El pH al cual la carga superficial es cero es denominado punto de carga cero
(PZC). Este punto es muy importante para estos sistemas, ya que pueden
mostrarlas caracteristicas acidas y la carga de la superficie. Para pH menores
al PZC la carga superficial es positiva y si el pH es mayor que el PZC la carga
superficial es negativa.

El PZC es caracteristico del 6xido, de la capacidad polarizante del catién, de
la estr(u?tura del cristal, de la morfologia de la particula y la fisicoquimica del
6xido.“*?

Las propiedades en superficie son importantes, pues servirdn para conjugar
una gran variedad de moléculas, para fines infinitos. Como por ejemplo se han
reportado trabajos en los que las nanoparticulas son recubiertas con silicatos,
tal es el caso de Effati en el que utilizan tetraetil ortosilicato (TEOS) para
recubrir las NPM de magnetita, pues al tener esto encontraron que existe una
mejor dispersion de las nanoparticulas, ademas que se vuelven mas reactivas
pues interaccionan mejor con algunos mondémeros como el vinilo y como los
acrilatos los cuales emplearon como segundo recubrimiento y de esta manera
hacer posible el entrecruzamiento de polimeros o la sintesis con otras
moléculas como pueden ser farmacos.*¥

1.5.3. Solvatacion de las particulas

Cuando las particulas de 6xidos se encuentran en medio acuoso, los grupos
superficiales polarizados pueden desarrollar fuertes interacciones con las
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moléculas de agua presentes en la solucion. Estas moléculas de agua se
enlazan a los grupos superficiales por medio de puentes de hidrégeno,
formando una capa de moléculas fisisorbidas. A esta primera capa se enlazan
a su vez otras dos o tres capas de moléculas de agua igualmente por enlaces
de hidrégeno, formando una estructura muy similar a la del agua sélida (Figura
5). A medida que nos alejamos de la superficie, el orden de solvatacién
disminuye, de tal manera que acierta distancia de la superficie, el agua recobra
sus caracteristicas como liquido.

N H H H H T capa o sOhvente Teadbortida
N N -

.\ 4 A 1™ Capa de sobvente feadsoreda
o ] —

H H H H
S S-S
' 1 " Grupos quemiadsoribecos
‘\o‘f ‘\/V

Figura 5. Representacion esquematica de las capas de solvatacion de una superficie solida.

(43)

La carga superficial atrae por fuerzas electrostaticas a iones de signo
contrario a ella (denominados contraiones) que se encuentren en la solucion
como iones espectadores y repele los iones de igual signo que se hayan
presentes (Co-iones). La fuerza de estas interacciones depende de la
naturaleza de los iones y de la superficie.

Los iones que tengan buena afinidad con la capa de solvatacion pueden
penetrar con mas facilidad la capa de solvente, ya que ellos tienen tendencia a
preservar el orden local en la zona. Si esta interaccién es bastante grande,
pueden verse muy atraidos por fuerzas electrostaticas y enlazarse a la
superficie, formando en algunos casos verdaderos complejos de coordinacion.
Los complejos pueden ser segun la fuerza de interaccion de esfera externa
(fisisorbidos) o de esfera interna (quimisorbidos).

Los iones de carga relativamente débil no penetran las capas de solvatacion
para llegar hasta la superficie de la particula y solo pueden llegar al limite de la
capa de Stern o plano de Helmholtz, formando parte de la capa difusa.“®

1.5.4. Aplicacion biomédica de las nanoparticulas magnéticas

Actualmente, las nanoparticulas magnéticas tienen una gran variedad de
aplicaciones en el campo de la biomedicina, fundamentalmente en las areas
del diagndstico y la terapia. En su forma mas sencilla estdn formadas de un
ndcleo magnético, las mas investigadas han sido las de hierro como las de
magnetita (Fe30,4) 0 maghemita (Fe,O3) con una envoltura polimérica y con un
tamafio que oscila entre los 5y 100 nm.“®

No obstante se han sintetizado nanoparticulas magnéticas utilizando nucleos
de oOxido de hierro dopados con otros metales como Mn, Co y Ni presentando
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asi momentos magnéticos mas grandes, sin embargo, es preciso realizarles
estudios de biocompatibilidad y comprobar que poseen efectos citotoxicos.

El interés de las NPM deriva fundamentalmente de sus propiedades fisicas
de su nucleo magnético. Por otra parte su alta relacion superficie-tamafo, de la
capacidad que poseen para unir moléculas de interés biolégico a su superficie.
Ademas el tamafio pequefio posibilita interaccion con estructuras celulares y
moleculares, tiene una gran demanda para el suministro de medicamentos,
debido a que no es téxica y es biocompatible con el cuerpo humano.®* *® por
todo ello estan siendo ampliamente investigadas como agentes de contraste en
imagen por resonancia magnética (MRI), como sistemas de liberacion de
farmacos (SLF) o para producir muerte celular por hipertermia al acercar un
campo magnético externo.**

Hay que tomar en cuenta que la ausencia de envoltura polimérica provoca
aglomeracion de las nanoparticulas cuando se encuentran en condiciones
fisiolégicas debido a la presencia de sales y proteinas, lo que podria causar la
obstruccion de vasos capilares. Generalmente lo que se hace es recubrirlas
para que con esto se logren obtener suspensiones homogéneas de
nanoparticulas conocidas como ferrofluidos, ademas al tener la propiedad
magneética son capaces de ser orientadas hacia un sitio especifico acercando
un campo magnético lo que podria ofrecer ventajas en la obtencién de MRI y
como SLF al cargar el polimero con algun farmaco. Uno de los problemas a los
que se enfrentan las NPM es que sean capturadas por el sistema reticulo
endotelial (SER) también y atraviesen el proceso de opsonizacion, para ello se
recurre a polimeros biocompatibles. Ahora se describen algunas de las
aplicaciones en la biomedicina citando algunas investigaciones que se han
realizado.“

1.5.4.1 NPM como agentes de diagnéstico

Para el diagnéstico de enfermedades como lo es el cancer recientemente se
ha encontrado que el utilizar particulas magnéticas se puede incrementar el
contraste en MRI, de hecho desde 1987 se hizo un primer hallazgo en el que
se ensayo in vivo con particulas de 6xido de hierro de un tamafio de 0.5 um en
el cual se encontré que funcionaban como agentes de contraste en MRI.“*"
Después se comenzaron a sintetizar en tamafio manométrico y una vez
aprobadas se comenzaron a utilizar demostrando que las nanoparticulas de
oxido de hierro ofrecen un buen contraste como agente en el diagndstico de
cancer de higado.“® Tal es el caso de la investigacién realizada por Zhang en
la que se investigd NPM de Fe30, PR
recubiertas con polivinilpirrolidona
(PVP) sintetizadas por el método ai' g™ 'r.‘\‘\ b)
de coprecipitacion y que se 4 b ¢
probaron como agentes de R ;
contraste en ratas para el 4 e
diagnéstico de cancer de higado L : ‘
utilizando MRI, e_Sto deb'(_jo_ _a que Figura 6. Diagnostico in vitro de células
el PVP ofrece biocompatibilidad y  tumorales observadas en microscopio 6ptico.
a la acumulacion de NPM en el Nanoparticulas a) cubiertas de dextran, b)
area tumoral del higado.“? cubiertas de DMSA.®”
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De igual manera pueden ser usadas como un indicador para determinar de
manera in vitro si existen células cancerosas en un cultivo de tejido (Figura
6),pues estas al estar recubiertas con un polimero que ofrece carga positiva
como lo es el dextran tienden a aglomerarse alrededor de éstas células
facilitando su deteccidon, en comparaciéon con nanoparticulas cubiertas con
DMSA, que se aglomeran en menor cantidad alrededor de las células
tumorales debido a la carga negativa en superficie.®”

1.5.4.2. Hipertermia

Dentro del uso que se les da a las NPM para el tratamiento por hipertermia
se debe principalmente al superparamagnetismo que presentan, pues como ya
se estudio tienen la capacidad de elevar la temperatura de su alrededor debido
a que el proceso de magnetizacion-relajacion puede ser controlado al acercar
un campo electromagnético alterno, el cual puede ser inducido por: un campo
magnético alterno, laser con longitud de onda apropiada, ultrasonidos o bien
rayos X de baja potencia.“*

Destacan algunos estudios como el realizado por Nedkov, en el cual hace
una prueba con dos ferrofluidos uno de ellos fue una dispersion de NPM de
magnetita y el otro NPM de magnetita conjugadas con -ciclodextrina y
tetrametil hidroxido de amonio (TMAH) como surfactante, ambos se sometieron
a un campo magnético alterno de 40 kHz de frecuencia y 30 kA/m de
intensidad durante 12 minutos a temperatura ambiente, encontrando que el
primer ferrofluido eleva la temperatura en 3.5 °C y el segundo la eleva 12 °C, lo
cual demuestra que pueden ser usadas como tratamiento por hipertermia.®

En otro estudio realizado por Shinkai, en el cual se hacen pruebas in vitro e
in vivo utilizando NPM de magnetita conjugadas con un fragmento Fab
antigeno-anticuerpo en el tratamiento por hipertermia de carcinoma de rifién
que consisti6 en dosis de 30 minutos 3 veces al dia de radiacion
electromagnética ejercida por una bobina con 118 kHz de frecuencia y 30.6
kA/m de intensidad se encontré que el carcinoma reducia su tamafio de 0.19 g
a 0.08 g pasados 14 dias y que el tiempo de supervivencia se extendié hasta
60 dias comparados con el grupo control que fue de 35 dias, por lo que se
demostré que pueden sintetizarse NPM conjugadas con anticuerpos para hacer
especifico el tratamiento y que ademas la hipertermia ejerce un papel
importante en la reduccién de masa tumoral.®?

1.5.4.3. NPM como sistemas de liberacién de farmacos

Por otra parte las NPM pueden ser utilizadas como vehiculo para transportar
farmacos tal es el caso en el que se investigd si la conjugacion NPM de
magnetita con a) rifampicina y b) clortetraciclina liberaban estos farmacos,
encontrando que efectivamente se unian a las nanoparticulas y que ademas
liberaban el 80% de farmaco en un lapso de 6 horas.®?

Por otro lado el recubrir con un polimero ofrece propiedades interesantes
para la liberacion de farmacos como en la investigacion en la que se
recubrieron  nanoparticulas de magnetita con dextran-g-poli  (N-
isopropilacrilamida-co-N,N-dimetilacrilamida) un polimero termosensible al que
se le conjugod con doxorrubicina, un anticancerigeno estudiado anteriormente,
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encontrando que la union NPM-polimero-farmaco ofrece una liberacion rapida
a las primeras 5 horas y después se prolonga hasta las 50 horas, ademés que
se libera mas rapido debido a la temperatura de 37 °C y a pH menor a 7.4.6%

En otra investigacion hecha por Asmatulu, se sintetizaron NPM de Fe3O4 y
se recubrieron con PLGA que fueron cargados con metotrexato para demostrar
que liberaban el farmaco al acercar un campo magnético, encontrando que
efectivamente liberaban de manera in vitro y que podrian ser investigadas de
manera in vivo para comprobar el direccionamiento en el tratamiento de artritis
reumatoide, ademas este polimero presenta una gran ventaja al ser
biodegradable y biocompatible.®®

1.6. Polimeros de impresion molecular

Todos los sistemas vivos estan basados en interacciones entre moléculas y
el reconocimiento molecular juega un papel importante en esto. La formacion
de estructuras complejas como el ADN, los organelos celulares, son
consecuencia de este tipo de interacciones. En contraste los enlaces
covalentes mantienen unidas a los atomos de las moléculas y los enlaces
débiles unen a multiples moléculas dando lugar a que se organicen de diferente
manera en el espacio lo que posibilita la reorganizacion de estructuras como el
ADN en la replicacién. En la comunicacién celular también juegan un papel
importante las interacciones moleculares como por ejemplo en la respuesta
inmune basado en un reconocimiento molecular de marcadores

El concepto de las interacciones moleculares es viejo fue usado por los
griegos y los romanos. Mas tarde en el siglo XIX Johannes Diderik van der
Waals realizo aportaciones con sus estudios sobre estas interacciones entre
atomos en estado gaseoso, y Alfred Werner’s sobre la teoria de la coordinacién
quimica. En 1894, Emil Fisher presento su famoso teoria de “llave cerradura”
que explicaba la interaccién entre la enzima con el sustrato en un llamado sitio
especifico.”) En la década de 1940 Linus Pauling investigo sobre la formacién
de anticuerpos en el sistema inmune, que consiste en el rompimiento de los
enlaces de hidrogeno para liberar la cadena de aminoacidos, ocupandola como
antigeno (molécula de reconocimiento) para generar el anticuerpo.®®

El estudio de estas interacciones ha tenido un auge debido a la intrigante
capacidad que tienen estos sistemas al unirse de manera especifica, por
ejemplo en la bioquimica se investiga como imitar la unién entre enzimas o
anticuerpos. En catdlisis se busca sintetizar compuestos similares a las
enzimas con sitios especificos para que orienten de cierta manera los grupos
funcionales de algunas moléculas y les sea mas facil reaccionar.®
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En este sentido se han desarrollado materiales denominados polimero de
impresion molecular y se refieren a la construccion de una macromolécula en
presencia de una molécula plantila, molde u horma que interacciona
especificamente con los mondémeros que al polimerizar y retirar la horma

Srme g mEl

Molécula
Monémeros molde Polimerizacion

Figura 7. Etapas en la sintesis de polimeros de impresién molecular.®”

genera lugares de union especifica (Figura 7). Las interacciones pueden ser de
tipo covalente o interacciones débiles y gracias a estas pueden ser usadas
para diferentes fines (Figura 8) que van desde la deteccion de compuestos
hasta la implementacién como vehiculos en liberacién de farmacos.®”

La sintesis de estos materiales es sencilla se inicia con una molécula molde,

Analisis ambiental Bioanalisis

% ad

Sensores quimicos Separacién analitica Protedmi
< Extraccion en fase solida > roteomica

Farmacia
-Liberacién de 1
farmacos

-Purificacionde

sangre
-Monitoreo @ IL \

Analisis de alimentos

terapéutico

-Separacién enantiomérica

Separacién preparativa
/ -Eliminacién de residuos

Catalizadores semejantes
aenzimas

Figura 8. Principales usos de los polimeros de impresion molecular.®”

que interacciona de diferentes maneras con los mondmeros que se
entrecruzaran por medio de una molécula entrecruzadora formando el polimero
una vez que el iniciador haya comenzado la polimerizacion, esta reaccion
ocurre en el disolvente conocido como porégeno. Las condiciones de
polimerizacion fotoquimica o térmica, dependeran de las propiedades de la
molécu(lsae) molde, asi como la eleccion del disolvente, y los monémeros a
utilizar.

Un ejemplo de la sintesis de MIP en el area de extraccion encontramos la
investigacion hecha por Liu, en la cual sintetizO sobre NPM de magnetita un
polimero hecho con los monémeros: metacrilamida y EGDMA; utilizando acido
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2,4 diclorofenoxiacético como molécula molde, pues es un herbicida toxico. El
propasito de fabricacion de estas nanoparticulas fue crear el MIP para remover
del agua potable este tipo de contaminante, encontrando que adsorbia hasta
80 nmol/ mg nanoparticulas, que podrian ser reutilizadas hasta 5 veces y que
efectivamente eran especificas para la molécula molde.®®

Es de vital importancia el reconocer que los MIP pueden ser una plataforma
polimérica, la cual se puede construir sobre nanoparticulas de caracter
magneético en el caso de este trabajo la magnetita, funcionando asi como SLF.
Ejemplo de ello lo encontramos en diversos trabajos informados en la literatura,
dentro de los que destaca el hecho por Alvarez, en este se fabrican NPM
cubiertas con poli-(hidroxietil metacrilato) mediante la técnica de impresion
molecular térmica utilizando norfloxacino como molécula molde, encontrando
que la liberacién del farmaco se lleva a cabo durante 24 horas y que el SLF
obtenido en comparacion con el blanco preparado adsorbe hasta 300 veces
maés de farmaco.®®

Ahora bien, si unimos las nanoparticulas con algun MIP, hecho por ejemplo
de acrilatos, serd importante evaluar la cinética de liberacién, asi como
caracterizarlas por diferentes técnicas.

1.7. Modelos de cinética de liberacién de farmacos

Como ya se menciond anteriormente los polimeros pueden funcionar como
SLF esto incluye a los MIPs, que aunque muy poco estudiados en este sentido,
han demostrado que pueden funcionar. Por lo tanto es importante conocer el
mecanismo por el cual se lleva a cabo la liberacion de farmacos. Para dicho
estudio se han buscado modelos para conocer como se lleva a cabo el
transporte del farmaco desde la matriz hacia el exterior, en nuestro caso de las
nanoparticulas recubiertas con un polimero de impresibn molecular. A
continuacion se presentan diversos modelos para evaluar la cinética de
liberacion de farmacos:

e Modelo de orden cero. Este modelo asume que la superficie de la
matriz permanece constante y que el farmaco comienza a disolverse
en la interfase sdlido-liquido formando una capa fina de difusion
alrededor de la matriz, acto seguido se forma una capa saturada en la
interfase, este modelo se representa como:

f,=kot (Ec.7)

Donde ko es la constante de proporcionalidad, t es tiempo y f; es la
fraccién de farmaco disuelto (representada también como M{/M..), al
construir la gréfica, la fraccion de farmaco disuelto versus tiempo, se
obtiene una linea recta si, y solo si, se cumplen las condiciones ya
mencionadas.®”

e Modelo del primer orden. Este modelo es usado para la descripcion
de absorcion y/o eliminacion de algunos farmacos, lo podemos
describir por la ecuacion de Noyes Whitney:

dc

T=k(C—0C) (Ec.8)
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Donde dc/dt es la variacion de concentracion del soluto por unidad de
tiempo, k es una constante de velocidad dependiente de las
condiciones experimentales, Cs es la concentracién de saturacion del
soluto en el medio de disolucion y C es la concentracion del soluto en
el tiempo t. Esta ecuacion plantea que la disolucion se lleva en dos
fases: disolucion del solido en la interface solido-liquido formando una
capa saturada del soluto, seguido de un paso lento limitado por la
velocidad de disolucion del sélido.™

Modelo Korsmeyer-Peppas. Este modelo relaciona la liberacion del
farmaco exponencialmente conforme transcurre el tiempo.

f, = kt" (Ec. 9)

Siendo f; la fraccion de farmaco al tiempo t, k es la constante que
relaciona la estructura y las caracteristicas geométricas de la
dosificacion del farmaco, n es el exponente de la liberacién, indicando
de acuerdo al valor numérico que tome, cual es el mecanismo de
liberacién que ocurre. Los valores que puede tomar son n=0.5 cuando
el mecanismo sigue una difusién de Fick, n<1.0 el tipo de transporte
es andémalo, n=1.0 el mecanismo es conocido como caso Il y se
refiere al transporte desde una matriz que se hincha, también existen
valores de n<0.5 en los que existe una liberacion por la presencia de
poros, acompafiada de la liberacién por hinchamiento.®®

Modelo Peppas-Sahlin. Este modelo es utilizado cuando se desea
investigar si el mecanismo se esta llevando a cabo por hinchamiento,
sobre todo cuando el coeficiente de difusion del farmaco es pequefio.

fp = k" +k,*" (Ec. 10)

El primer sumando corresponde a la difusion y el segundo a la
relajacion del polimero y se consideran fendmenos aditivos. El
exponente m corresponde al tipo de difusion tomando valores
similares a los de n=0.5 difusién tipo Fick, n<1.0 difusion anémala,
n=1.0 caso Il, k; es la constante correspondiente a la difusién y k;
corresponde a la relajacion polimérica y f; es la fraccion de farmaco al
tiempo t.

El mecanismo de liberacion se inicia cuando se forma el coloide pues
el polimero entra en contacto con el medio disolvente y, las cadenas
poliméricas se separan dando lugar a un aumento en el area de
contacto entre las fases lo que aumenta la movilidad del farmaco.®®

Modelo Peppas-Fassihi. Con este modelo podemos investigar si la
liberacion desde una matriz polimérica tiene un efecto estallido
(burst), es decir, que la liberacion sea inicialmente rapida y conforme
pase el tiempo, esta disminuya y se vuelva constante.

f = at™ + b (Ec. 11)

Donde el parametro de estallido es representado por la magnitud b,
cuando se carece de dicho efecto el valor de b es cero, a es el
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coeficiente de difusion, n representa el tipo de difusiéon tomando los
valores n=0.5 cuando es difusion tipo Fick, n<0.1 si es anémala y
n=0.1 si es caso I, f; es la fraccién de farmaco.®®

1.8. Caracterizacion de nanoparticulas

La caracterizacion de nanoparticulas es fundamental, pues sin ellas no se
conoceria su tamafo y resultaria imposible afirmar que son nanoparticulas,
cuando no se tiene esa informacién o en el caso de éste trabajo no seria
correcto afirmar que existe magnetita en el nacleo de la particula sin realizar un
analisis que compruebe esto. Debido a lo anterior, a continuacion se describen
las técnicas mas utilizadas para caracterizar nanoparticulas.

1.8.1. Dispersion dindmica de luz (DLS)

También conocida como espectroscopia de foton correlacion, mide el
movimiento Browniano y lo relaciona con el tamafio de la particula. Esto se
hace mediante la iluminaciéon de las particulas con un laser y el analisis de las
fluctuaciones de la intensidad de luz dispersada.

Si una pequefia particula es iluminada por una luz por ejemplo con un laser,
ésta disparara la luz en todas direcciones.

Si la pantalla se mantiene cerca de
la particula, sera iluminada por la luz
dispersada. Lo cual ocurriria con
miles de particulas inmoviles Las
zonas oscuras e iluminadas en la
Figura 9, son debidas a Ia
propagacion de las ondas de luz
dispersadas por las particulas (Figura
10). El brillo de las areas esta donde
la luz dispersada por las particulas
llega a la pantalla con la misma fase
e interfieren constructivamente para
formar un parche brillante. Las areas
Figura 9. Esquema moteado, donde se qpscuras son donde las adiciones de
muestran areas con luz y &onas oscuras - fases son mutuamente destructivas y
donde la luz no es detectada.

se cancelan unas con otras. En este
ejemplo las particulas se mantienen inméviles y el patrén de la Figura 9, sera el
mismo tanto para tamafio como para posicion.

En la practica, las particulas suspendidas en un liqguido nunca son
estacionarias, se encuentran en constante movimiento Browniano. El
movimiento Browniano es el movimiento de particulas debido a la colision
aleatoria con las moléculas de liquido que rodea la particula. Una caracteristica
de dicho movimiento para DLS es que las particulas pequefias se mueven,
rapidamente y las particulas grandes lentamente. Esta relacion entre el tamafio
de particula y la velocidad del movimiento Browniano es definida en la ecuacién
de Stokes. Einstein.
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Como todas las particulas estan en constante movimiento el esquema
moteado, ilustrado en la Figura 12, también aparecera movido, por lo que las
fases destructivas y constructivas se sumaran, lo cual hara que la intensidad
disminuya en algunas regiones y en otras aumente, es decir la intensidad

Laser

%
3 B Luz que no es
dispersada

Detector : Intensidad
M Promedio

La luz dispersa es captada por el detector

Figura 10. Esquema en el que se representa la dispersién de la luz a partir de la iluminacion
de un laser.®”

fluctuara. El equipo usado mide el rango de fluctuacion de intensidad y lo usa
para calcular el tamafio de particulas.®”

1.8.2. Potencial Zy Velocimetria Laser-Doppler (LDV)

La carga neta en la superficie de la particula afecta a la distribucién de los
iones en la regidn circundante interfacial, resultando en un aumento de la
concentracion de contra-iones (iones de carga opuesta a la de la particula)
cerca de la superficie. Entonces existe una doble capa eléctrica alrededor de
cada particula.

La capa de liquido que rodea la particula existe en forma de dos partes; una
region interior, llamada la capa de Stern, donde los iones estan fuertemente
ligados y un exterior, region difusa, donde son menos fuertes. En la capa difusa
hay un limite tedrico dentro del cual los iones y particulas forman una entidad
estable. Cuando una particula se mueve (por ejemplo, debido a la gravedad),
los iones dentro de la frontera se mueven con él, pero los iones mas alla de la
frontera no viajan con la particula. Este limite se llama la superficie de
cizallamiento hidrodinamico o plano de deslizamiento, la diferencia de potencial
eléctrico en este limite es conocido como el potencial Zeta y se ilustra en la
Figura 11.
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La magnitud del potencial Z se
puede correlacionar de forma
muy certera con la estabilidad de
un sistema coloidal. Si todas las
particulas en suspension tienen
elevado potencial Z negativo o
positivo las particulas se repelen
y el sistema no floculara, por el
contrario si es pequefio el
potencial Z el sistema floculara.
Generalmente se toma como
valores por arriba de 30 mV o por
debajo de -30 mV para que una
suspensién sea estable en el
tiempo.

Uno de los factores mas
importantes que influyen en el
potencial zeta es el pH, en la
Figura 12 se muestra una curva
pH versus potencial Z, el punto
de interseccion donde el

Doble capa
eléctrica

:
i
1
I

Q

Q

Plano
deslizamiento

Q
Q

! Particula con
superficie negativa
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Q o |
+
] I
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1 1 %
1001 1
1 ]
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Distancia de la superficie de la particula

Figura 11. Representacion de una particula, los
iones que la rodena y el potencial Z.

potencial es cero, es llamado punto isoeléctrico y es muy importante, debido a
gue es el pH donde es menos estable el sistema coloidal.

Una consecuencia significativa de la existencia de cargas eléctricas en la
superficie de las particulas es que presentan ciertos efectos al aplicar un
campo eléctrico. Esos efectos son colectivamente definidos como efectos
electrocinéticos y son distintos dependiendo la manera en la que el movimiento

sea inducido. Los cuales son:

e Electroforesis: El
movimiento de
particulas relativas al

liquido en el que estan
suspendidas bajo la
influencia de un campo
eléctrico aplicado

e Electro6smosis: El
movimiento de un

liguido relativo a la
superficie de carga
estacionaria bajo la

influencia de un campo
eléctrico.

60

40 ®

20 =

20 =

Potencial Z (mV)

Punto
isoeléctrico

60 T T T T T T
2 - 6 8 10 12

pH

-40

Figura 12. Curva pH versus potencial Z, donde se
aprecia el punto isoeléctrico de una particula.(ﬁo)

e Potencial de corriente: el campo eléctrico generado cuando un liquido
es forzado a fluir a una superficie estacionaria cargada.

e Potencial de sedimentacion: El campo eléctrico generado cuando
particulas cargadas se mueven relativas a un liquido estacionario.
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Para la técnica LDV la electroforesis es importante y ocurre cuando un
campo eléctrico es aplicado a través de un electrolito, las particulas cargadas
suspendidas son atraidas hacia el electrodo de carga opuesta. Sin embargo, la
viscosidad se opone a este movimiento, cuando se llega al equilibrio las
particulas se mueven a velocidad constante. Esta depende de: fuerza de
campo eléctrico (gradiente de voltaje), constante dieléctrica del medio,
viscosidad y potencial Z.

La velocidad de una particula en un campo eléctrico es comunmente referida
a la movilidad electroforética. Aplicando la ecuacion de Henry se tiene que:

__ 2¢eZf(ka)

U
E 3n

(Ec. 11)

Donde; Z es el potencial Z, Ug= movilidad electroforética, €= constante
dieléctrica, n= viscosidad, f(ka) Funcibn de Henry (dos valores son
generalmente utilizados como aproximaciones: 1.5 6 1.0)

Las determinaciones de potencial Z son comunmente realizadas en medio
acuoso y con una concentracion moderada de electrdlito, f(ka) en este caso es
1.5 y es referido a la aproximacion de Smoluchowski, por lo que el calculo a
partir de la movilidad resulta sencillo.

Utilizando la técnica LDV es
posible conocer la movilidad
electroforética y por lo tanto el
potencial Z. Dicha técnica O @®
consiste en medir la velocidad "|
de las particulas en un fluido |
(Figura 13). La Optica de |
recepcion esta centrada con el
fin de transmitir la dispersién de
luz de las particulas. La luz

ﬁ/ﬂ LJ luz dispersada ‘."‘ ‘I“. / I'\I [\ ‘:“ Il‘.l / I",
. . 5 — Tiem :)V
dispersada a un angulo de 17° d

se combinada con el haz de

ref~erenC|a.. EStO. produce una Figura 13. Representacién de la mediciéon de
sefial de intensidad fluctuante  potencial z por LDV.©

donde el indice de fluctuacion
es proporcional a la velocidad de las particulas. Un procesador de sefial digital
se utiliza para extraer las frecuencias caracteristicas de la luz dispersada

Detector

Celda

* Haz dispersado

[ | 2 “ | Intensidad de la

Haz incidente

Un refinamiento del sistema implica una modulacion de los haces de laser
con un espejo oscilante. Esto da una medida clara de la sefial del potencial
zeta. Un segundo beneficio del modulador es que las particulas de baja o cero
movilidad dan una sefal igualmente buena, por lo que la medicion es exacta
para las particulas con una alta movilidad. Esta técnica garantiza un resultado
preciso en cuestion de segundos, posiblemente con millones de particulas
observadas.®”

1.8.3. Microscopia electronica de transmision (TEM)

En muchos sentidos, el microscopio electronico (ME) ofrece una solucion
ideal a los problemas que presentan los microscopios opticos (A ~ 0.5 um) que
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no pueden obtener resolucion atdmica ya que la longitud de onda de la
radiacion incidente es demasiado grande. Con el ME se pueden obtener
electrones acelerados con A asociada bastante menor de 1 A, y por tanto se
puede obtener, al menos tedricamente, resolucion atomica. Con las lentes
adecuadas se puede transformar los electrones difractados en la imagen real.
Ademas de usarse para difraccion e imagen, él ME tiene otros usos

Los electrones en el MEse generan por efecto termo-iénico en un filamento
(catodo) que es generalmente wolframio, y se monocromatizan acelerandolos a
través de un potencial (E) en un sistema sometido a vacio. Para un voltaje de
100 kV, la longitud de onda asociada a los electrones es 0.037 A (0.01 A para 1
MV).

Los electrones difractados al pasar a través de la muestra generan un
difractograma que puede ser transformado directamente en imagen mediante
lentes magnéticas que es la proyeccién de la estructura cristalina a lo largo de
la direccion de los electrones.

El poder de resolucion depende de la longitud de onda y de la calidad de las
lentes del objetivo (la que producen la primera imagen) siendo dmincCs® 1 %3,
donde Cs es el coeficiente de aberracion esférico de las lentes del objetivo. En
las mejores condiciones con aparatos buenos se puede obtener una resolucion
de aproximadamente 1.5 A.

Las imagenes se pueden producir a partir de los electrones difractados
(imagenes de campo oscuro) o a partir de los electrones directos que han
atravesado la muestra sin interaccion (imagenes de campo claro/brillante). Hay
que tener en cuenta el espesor de la muestra y de las condiciones de
focalizacion. Microcristales muy delgados son los ideales (espesor < 500 A) y
se deben tomar varias fotos con diferentes condiciones de focalizacion. Las
imagenes se pueden comparar con las generadas/calculadas a partir de una
estructura modelo y de unas condiciones de focalizacion determinadas. La
imagen viene dominada por la presencia de &tomos pesados ya que el factor
de dispersion de los electrones varia mucho con el nUmero atébmico. También
es importante recordar que la imagen que se graba es la proyeccién de la
estructura a lo largo de la direccion del haz lo que conlleva problemas a la hora
de la interpretacion de las imagenes. No hay una forma directa de reconstruir la
estructura tridimensional de un material a partir de una proyeccién determinada
a lo largo de un eje.®?

1.8.4. Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia de infrarrojo se basa en la absorcion cuantizada de
radiacién electromagnética en el intervalo comprendido entre 10000 a 100 cm™.
El espectro de vibracién es obtenido como bandas y no como lineas discretas,
debido a los mdultiples cambios en energia rotacional que acompafian un
cambio en la energia vibracional de las moléculas. Las bandas vibracionales-
rotacionales que se dan entre 4000 y 400 cm™ son las mas empleadas en la
caracterizacion de las mayoria de las sustancias. Las posiciones de las bandas
en los espectros infrarrojos estan dadas como numeros de onda (n), con
unidades de cm™ o como longitudes de onda (A), en unidades de micrémetros
(um). La frecuencia (aunque no es el término estrictamente adecuado)

29| Pagina



dependera de las masas relativas de los atomos que participan del enlace de
interés, de la constante de fuerza de los enlaces y del arreglo espacial de los
atomos

Hay varios tipos de vibraciones moleculares, Las vibraciones mas
caracteristicas son las vibraciones de tension simétrica y asimétrica que
comprenden un movimiento ritmico alrededor del eje de un enlace entre dos
ndcleos, de tal manera que la distancia interatbmica se incremente o
disminuya. Las vibraciones de flexion son un cambio en el angulo de enlace
entre las uniones de atomos enlazados a un atomo comun o el movimiento de
un grupo de atomos con respecto al resto de la molécula, sin que haya
movimiento de los &tomos que conforman el grupo.

Para ilustrar los tipos de vibraciones mas frecuentes se consideran las
vibraciones fundamentales para una molécula lineal, el CO2, la cual esta
conformada por tres atomos (Figura 14).

El espectro vibracional de una molécula es considerado una caracteristica
fisica Unica de las sustancias. Por esto, el espectro de infrarrojo puede ser
tratado como una huella dactilar y usarse en la identificacién de los compuestos

por comparacion del

- espectro de una muestra
L .
N @ o ° @ e desconocida con espectros
Tension simetrica Tension asimetrica de referenCia encontrados
Us (CO) Uas (CO)
1330 o), en bases de datos.
_ + _ ) La espectroscopia IR es
o—@ o @ utilizada ampliamente en la
Flexién Flexién determinacion  estructural
3. (C02) 5. (CO,) ;.
656 cn o6 o de compuestos organicos.

En menor medida es

Figura 14. Modos vibracionales para la molécula de utilizada pa.ra d,Et?rmlr(La;;)r
COz.(43) compuestos Inorganicos.

1.8.5. Difraccion de rayos X

La difraccidbn de Rayos X es una técnica de caracterizacion ampliamente
empleada en la dilucidacién estructural de sustancias organicas e inorganicas
con alto grado de simetria. Debido a que los patrones de difraccion son
caracteristicos para cada sustancia segun la naturaleza tridimensional de los
cristales y los atomos constituyentes, la técnica puede usarse
comparativamente.*

Todos los atomos de un cristal dispersan los rayos X incidentes en todas
direcciones. Como incluso los cristales mas pequefios contienen un gran
namero de atomos, la probabilidad de que las ondas dispersas se interfirieran
constructivamente seria muy pequefia si no existiera el hecho de que los
atomos de los cristales estan ordenados en forma regular y repetitiva. La
condicion para la difraccion de un haz de rayos X en un cristal viene
determinada por la expresion de Bragg (Figura 15), en la que se relaciona la
longitud de onda del haz de rayos X, el &ngulo de difraccién 8 y la distancia
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entre cada serie de planos
atomicos de la red cristalina d,

segun m*A=2*d*sen®, donde m
representa el orden de difraccion. .

Los atomos situados
exactamente en los planos del I /\x
cristal  contribuyen en forma d 8 — |\
maxima a la intensidad del haz A\
difractado; los que estan a la mitad dsen 0

de la distancia entre planos causan

una interferencia destructiva Figura(431)5. Representacion de la Ley de
maxima y los de posicion Brage.

intermedia interfieren constructiva o destructivamente dependiendo de su
posicion exacta, pero sin llegar a producir un efecto maximo. Ademas, el poder
de dispersién de un atomo con respecto a los rayos X depende de su numero
de electrones, por lo tanto, la posicion de los haces difractados por un cristal
sélo depende del tamafio y de la forma de la unidad repetitiva de un cristal y de
la longitud de onda del haz de rayos X incidente, mientras que las intensidades
de los haces difractados dependen también del tipo de atomos en el cristal y de
la posicién de los mismos en la unidad repetitiva o celdilla unidad.®?

Con base a lo anterior, no existen dos sustancias que tengan exactamente el
mismo modelo de difraccion, si se toma en cuenta tanto la direccion como la
intensidad de todos los rayos difractados; sin embargo, algunos compuestos
organicos complejos de tipo similar producen modelos muy parecidos. Esto
quiere decir que el modelo de difraccibn es una "huella dactilar* de un
compuesto cristalino que permite identificar de modo individual los
componentes cristalinos de una mezcla.*®

El método del polvo encuentra su aplicacion principal en mineralogia como
una técnica de identificacion, pudiendo utilizarse en este caso sin conocimiento
alguno de la estructura o simetria del cristal. Cada sustancia cristalina da lugar
a su propio diagrama de polvo, siendo caracteristico de cada una al depender
de su estructura interna. Para facilitar esta comparacién e identificacion, se
recurre a la ayuda de las fichas
de datos de difraccion de rayos X
preparadas por la ASTM, en las
gue se registran los espaciados
reticulares de miles de

3N

440 220
sustancias cristalinas uno de o 400

ellos y de gran valor para este 422 N m
trabajo es el de la magnetita.®? -

En la Figura 16 se muestra el g 60 "2 6 CoKa 49 20
espectro de rayos X ey
caracteristico de la magnetita, 0.15 0.2 03 05
con radiacion CoK,. En el rango d - value / nm

de 26 variando entre 20° y 80° se

observan los picos propios de la Figura 16. Espectro caracteristico de difraccion de
magnetita rayos X para una magnetita de alta pureza.(24)
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2. Planteamiento del problema.

El cancer uno de los principales males de la humanidad ha sido ampliamente
estudiado y se han disefiado diversas estrategias para combatirlo. Muchas de
ellas son, por demas decirlo, agresivas para el paciente: pérdida de cabello,
dafio a células sanas, el deterioro del sistema inmune, y desde luego los
problemas psicolégicos que esta enfermedad conlleva. Actualmente
encontramos una rica variedad de tratamientos como los son la radioterapia, la
quimioterapia y la hipertermia.*?

La quimioterapia ofrece farmacos potentes como la doxorrubicina, sin
embargo es altamente cardiotéxica.®® ' Un tratamiento alterno conocido como
hipertermia es muy interesante, pues es posible debido al
superparamagnetismo presente en las nanoparticulas de magnetita,®" *® pues
al utilizar un campo electromagnético alterno, la temperatura puede elevarse
hasta en 12 °C y ademés tiende a aglomerase alrededor de las células por lo
gue se ha demostrado que el dafio a otras células es minimo y gracias esta
propiedad magnética es posible localizar el tratamiento. > %V

Una manera de integrar ambos tratamientos es mediante la impresion
molecular, pues se ha observado que estos polimeros pueden hacer que la
liberacion se lleve a cabo de manera modificada y ademas si se sintetiza el
MIP sobre la nanoparticula ésta puede conservar sus propiedades
superparamagnéticas.®’

Por todo lo anterior mencionado en este trabajo se pretende sintetizar y
caracterizar nanoparticulas de caracter magnético funcionalizadas con tetraetil
ortosilicato y recubrirlas con acrilatos mediante impresion molecular utilizando
doxorrubicina como plantilla, para que de esta manera logremos conseguir un
sistema de liberacibn modificada, que dirija el tratamiento y produzca
hipertemia debido al superparamagnetismo intrinseco, no sin antes haberlas
estudiado de manera in vitro e in vivo en futuras investigaciones.
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3. Objetivo general.

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas magnéticas funcionalizadas con

tetraetil ortosilicato y recubiertas de acrilatos por la técnica de impresion
molecular utilizando doxorrubicina como plantilla, para obtener un sistema de
liberacion modificada que sea capaz de dirigir el tratamiento.

3.1. Objetivos particulares

Sintetizar nanoparticulas magnéticas (NM) empleando el método de
coprecipitacion.

Funcionalizar con tetraetil ortosilicato (TEOS) las NM por hidrdlisis.

Recubrir las nanoparticulas funcionalizadas con acrilatos molecularmente
impresos con doxorrubicina.

Caracterizar todas las nanoparticulas magnéticas preparadas Yy
funcionalizadas, a través de dispersién dindmica de luz (DLS), difraccién de
rayos X de polvos, potencial Z, ATR FTIR, TEM.

Realizar estudios de adsorcion y desorcién de todas las nanoparticulas
obtenidas.
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4. Hipotesis de trabajo.

Sera posible preparar nanoparticulas magnéticas cubiertas con acrilatos que
contengan doxorrubicina, dando una forma farmacéutica que reune las
caracteristicas: como depdsito selectivo de farmaco, magnetismo, y tamafo
nanomeétrico; se espera puedan ser dirigidas magnéticamente y se comporten
como sistemas de liberacion modificada.
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5. Desarrollo experimental
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6. Materiales y métodos
6.1. Materiales

Todos los reactivos fueron de grado reactivo analitico y se usaron sin
ninguna purificacion. FeClz*6H,0O, FeCl,*4H,0, tetraetil ortosilicato (TEOS),
etilenglicol dimetacrilato (EGDMA), alcohol alilico, acido metacrilico fueron
comprados en Aldrich Co, NH4,OH fue marca EM Industries Inc., HNO3 se uso
marca JTBacker S.A. de C.V., azobisisobutironitrilo (AIBN) donado de
Akzonobel, doxorrubicina de Merck, Etanol 98.75% , acetonitrilo de
PROQUIFIN y el agua desionizada se obtuvo a partir del equipo Nanopure
Diamond.

6.2. Métodos
6.2.1. Sintesis de nanoparticulas magnéticas de magnetita (NM)

En un matraz Erlenmeyer, se colocaron 1.081 g de FeCl3-6H,0 (0.02 moles
de Fe®*) y, 0.397 g de FeCl,-4H,0O (0.04 moles de Fe*") en 25 mL de agua
desionizada, agitando magnéticamente a 1000 rpm y 25 °C se adicionaron 12
mL de NH,OH 2M se mantuvo la agitacion durante 5 minutos. Pasado este
tiempo se decantd el sobrenadante, mediante una separacion magnética con
imanes de Neodimio de 14000 Gauss, el precipitado se lavé con 20 mL de
agua, posteriormente se adicionaron 20 mL de HNOs; 1M agitando en las
mismas condiciones por 10 minutos. La concentracion de nanoparticulas y la
eliminaciéon de HNOg, se llevdé a cabo por filtracion tangencial en el equipo
Labscale TFF Systems, utilizando membranas Pellicon PLCGC10 marca
Millipore de 10 kDa, equivalentes a un tamafio de particula de 6 nm. Una vez
concluido lo anterior se liofilizaron las NM en el equipo Labconco Free Zone
Triad, para el secado primario la muestra se llevé una temperatura de -45 °C
con una presion de 0.05 mmHg, se incremento la temperatura 1 grado cada 10
minutos hasta -35 °C y asi se mantuvo por 24 h para realizar el secado
secundario, pasado este tiempo la temperatura se volvi6 a incrementar 10
grados cada hora hasta llegar a 25 °C.

6.2.2. Efecto de la cantidad de HNO3; en la sintesis de NM

Durante la sintesis de nanoparticulas se observé que el tamafio de particula
se veia afectado con respecto a la cantidad de &cido nitrico por lo que se llevo
a cabo un estudio en el que se prepararon 3 muestras: la primera siguiendo el
método de sintesis de NM antes descrito con 20 mL de HNO3; 1M (muestra 1),
la segunda con 40 mL (muestra Il), y la tercera con 60 mL (muestra lll) a estas
se les determin6 tamafio de particula y potencial Z en el equipo nanoziser
ZEN3600 preparando una suspension 0.1 g/L de NM durante 3 dias, ademas
las suspensiones iniciales de cada muestra (IV, V y VI) se midieron en el
mismo periodo para observar si presentaban algun cambio.

6.2.3. Funcionalizacion de nanoparticulas magnéticas con TEOS
(NMS)

Se colocaron 100 mg de nanoparticulas magnéticas en un vial, se
adicionaron 1.6 mL de NH4OH al 28%, 1.3 mL de H,0, y se llevaron a 20 mL de
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etanol, se sonico la mezcla por 30 minutos, se adicionaron 20 uL de tetraetil
ortosilicato (TEOS), se agitaron a 1000rpm/24h, pasado este tiempo se
decantaron magnéticamente, se neutralizaron con HCI 0.1M, se lavaron 6
veces con 5 mL de etanol y se secaron en una parrilla a 60 °C.

6.2.4. Recubrimiento polimérico por Impresion Molecular utilizando
doxorrubicina como molécula molde (NMSPD)

Se colocaron 100 mg de NMS, se adicionan 5 mL de etanol en un matraz de
dos bocas, se sonicaron por 15 minutos, se adicionan 20 pL de acido
metacrilico, se llevaron a 20 mL con etanol, se agitaron magnéticamente por 2
horas. Pasado este tiempo se decantaron magnéticamente, se lavaron con
etanol. Se resuspendieron en 5 mL de acetonitrilo, se sonicaron por una hora,
se adicionaron 6 mL de alcohol alilico, 170 yL de EGDMA, 10 mg de AIBN, 60
mg de doxorrubicina, se purgdé con N, durante 10 minutos, posteriormente se
agito la mezcla a 60 °C por 48 horas. Al finalizar se lavaron con acetonitrilo y se
secaron a 50 °C. Una vez secas se procedido a remover la molécula molde
utilizando una disolucion 0.1M de NaOH, agregando 10 mL en un vial y 100 mg
de NMSPD. Se agit6 por 10 minutos, se separaron magnéticamente las
particulas, se leyd la absorbancia en el espectrofotometro a 495 nm, este
procedimiento se realizO 10 veces hasta que ya no habia presencia de
doxorrubicina, se enjuagaron con 10 mL de agua finalmente se secan a 50 °C a
baja presion.

6.2.5. Recubrimiento polimérico por Impresién Molecular sin
doxorrubicina como molécula molde (NMSP)

Se colocaron 100 mg de NMS, se adicionaron 5 mL de etanol en un matraz
de dos bocas, se sonicaron por 15 minutos, se adicionaron 20 pyL de acido
metacrilico, se llevaron a 20 mL con etanol, se agitoé la mezcla magnéticamente
por 2 horas. Pasado este tiempo se decantaron magnéticamente las
nanoparticulas, se lavaron con etanol. Se resuspendieron en 5 mL de
acetonitrilo, se sonicaron por una hora, se adicionaron 6 mL de alcohol alilico,
170 uL de EGDMA, 10 mg de AIBN, ésta mezcla se purgd con N, durante 10
minutos, posteriormente se agitdo a 60 °C por 48 horas. Al finalizar se lavaron
las NMSP con acetonitrilo 20 mL tres veces, se secaron a 50 °C a baja
presion.

6.2.6. Caracterizacion
6.2.6.1. Morfologia y tamafio de particula

El estudio de morfologia y tamafio de particula se realiz6 mediante
microscopia electronica de transmision (TEM) a un voltaje de 200 KkV,
amplificacion X200K (Modelo JEOL-2010), preparando una disolucién en agua
con una concentracién 0.13 g/L de las NM, NMS, NMSP y NMSPD.

En el Nanoziser ZEN3600 se midi6: potencial Zeta mediante la técnica
velocimetria laser Doppler y tamafio de particula mediante la técnica dispersion
dinamica de luz preparando una disoluciéon con una concentracion 0.1 g de
nanoparticulas/L.
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6.2.6.2 Difraccion de rayos X de polvos

La identificacion de magnetita se hizo por difraccion de rayos X de polvos
usando el equipo Siemens D5000 a A = 1.5406 A en una escala de 0.02° por
segundo, colocando en un portamuestras una capa de polvo de 200 mg que
contiene las particulas NM, NMS, NMSP y NMSPD, respectivamente.

6.2.6.3 Espectroscopia infrarroja

Se realizé IR con Transformadas de Fouirer a las particulas obtenidas en los
diferentes pasos de sintesis en el equipo Spectrum 400 de Perkin mediante la
técnica ATR (reflacancia total atenuada) utilizando las nanoparticulas en polvo.

6.2.6.4. Estudios de adsorcién

En un vial se adicionaron 10 mg de particulas, 10 mL de solucién 3x10™M de
doxorrubicina, se agitaron magnéticamente a 400 rpm y 25 °C. Para determinar
la cantidad de farmaco adsorbida se separaron magnéticamente 2 mL de la
mezcla, se centrifugaron por 30 minutos a 15000 rpm, se midi6 la absorbancia
a 495 nm. Al terminar esto, se resuspendieron las nanoparticulas centrifugadas
y se regresd la muestra a la mezcla, el muestreo se realizé a diferentes
intervalos de tiempo.

6.2.6.5. Estudios de desorciodn

En el estudio de desorcién se utiliz6 como disolvente agua y buffer de
fosfatos pH=7.4, a 25 °C. Se colocaron 10 mg de particulas en un vial, se
adicionaron 30 mL de disolvente. Para determinar la cantidad de farmaco
desorbida se separé magnéticamente 2 mL de la mezcla, se centrifugaron por
30 minutos a 15000 rpm, se midi6 la absorbancia a 495 nm y se regreso la
muestra a la mezcla, el muestreo se realiz6 a diferentes intervalos de tiempo.
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7. Resultados y andlisis

Se sintetizaron nanoparticulas de magnetita utilizando el método de

coprecipitacion (Figura 17), que consisti6 en colocar sales de Fe* y Fe

3+

disueltas en agua, en agitacion magnética y al reaccionar con una base como
el hidroxido de amonio precipitd magnetita, pasados 5 minutos se separaron

magnéticamente, se adiciond6 HNO3

1M agitando durante 10 minutos,

posteriormente se elimind el acido utilizando un filtro tangencial, éste ultimo
paso se hizo debido a que se encontré que afecta el tamafio de particula como

se describe a continuacion.

1000rpm/25°C
2 Fe?t + R — Fe30,
12 mL NH,OH 1M  Magnetita
Filtracion
5. Tangencial con
«Lisad. Liofilizacién D —
5 : 'fi < Agua -
' Faand

Figura 17. Esquema de la sintesis de NM

7.1. Efecto de la cantidad de HNO3 en la sintesis de NM

Separacion
magnética

—_—

Durante la sintesis de NM se observo que el acido nitrico afectaba el tamafio
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Grafica 1. Efecto de la cantidad de HNO3; en NM: variacién de tamafio
de particula vs tiempo Resultados obtenidos del analisis DLS.

de particula asi
pues se evaluo el

tamafo y
potencial zeta a
seis

suspensiones
dividiéndolas en
dos grupos: tres
de ellos (I, Il y 1II)
fueron las

suspensiones
preparadas con
20, 40 y 60 mL
HNO; 1M
respectivamente;
y el segundo
grupo (IV, Vy VI)

fueron las
suspensiones
preparadas al

tiempo O y fueron
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medidas hasta las 72 horas para observar si presentaban algin cambio. Los
resultados encontrados demostraron que el tamafio de particula, asi como, el
potencial Z se ven influenciados por la cantidad de acido nitrico pues para el
caso de las muestra Il y lll en comparacion con el segundo grupo de
suspensiones y con la muestra que tenia solamente 20 mL de HNO3; 1M, el
tamafo es mayor a los 100 nm conforme transcurre el tiempo (Grafica 1), esto
concuerda con un estudio reportado por Baalousha, en el que se observé que
cuando el pH es cercano a 2 por ejemplo en un medio con acido humico las
nanoparticulas tienden a aglomerarse, registrando asi tamafios superiores a los
50 nm.®® De la misma manera el potencial Z (Grafica 2) fue diferente en las
suspensiones |, Il, Il comparadas con el segundo grupo (IV, V y VI), pues se
observo que el potencial Z variaba desde los 36 mV hasta los 13 mV, lo que
sugiere que
dentro de la
38 ] suspension
existe
aglomeracion y
la posible
floculacion del
sistema,
confirmando
esto con el
estudio de
microscopia
electronica de
transmision
pues en las
12 - - - - - - - - - suspensiones
-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80

con mayor
cantidad de
HNO; 1M
Grafica 2. Efecto de la cantidad de HNO3; en NM: potencial Z vs tiempo.  (Figura 18) se
Resultados obtenidos del analisis LDV. observaron
masas de
mayor tamafio lo que comprueba que existe aglomeracion en comparacioén con
las NM gque tenian menor cantidad de acido, las cuales se veian aglomeradas,
sin embargo, no se observé esa masa grande superior a los 50 nm."®® También
hay que tener presente que los iones Fe?* de la magnetita pueden hidrolizarse
y este cation es susceptible al medio corrosivo, debido al &cido, dando lugar a
nuevos compuestos como maghemita o hidréxidos de hierro que pueden dar
lugar a nuevas particulas y de mayor tamafo, pues Zapata menciona que se
ha demostrado que estos productos suelen ser encontrados en la herrumbre
del acero causada por las condiciones atmosféricas corrosivas.®” La hidrdlisis

es representada segun la siguiente ecuacion:

364
34
32
30
28
26
24

Potencial Z (mV)

22—.
20—.
18—-
16-

14 4

Tiempo (h)

Hidrolisis
Fes0, ——=  Fe(OH), + Fex03
Magnetita Hidéxido de hierro Maghemita
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Figura 18. Micrografias obtenidas por Microscopia Electrénica de
Transmision de nanoparticulas de 6xido de hierro: A) diluciéon de la
mezcla | (20 mL HNO3 1M); B) dilucion de la mezcla Il (60 mL
HNO; 1M). Las dos imagenes obtenidas 3 dias después de su

preparacion.
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7.2. Sintesis de NM, NMS, NMSP y NMSPD

Una vez que se observo que afectaba el HNO3 a las particulas se optd por
remover el acido mediante filtracién tangencial durante 4 horas, adicionando
agua hasta que se alcanz6 un pH=7, de esta manera se prosiguié con la
sintesis para obtener NMS, NMSP y NMSPD.

7.2.1. Sintesis y caracterizacion de NM

Una vez obtenido el ferrofluido en pH=7 se prosiguio a liofilizarlo como lo

indica el esquema de Ila
Figura 17. ElI método de
liofilizacién utilizado  fue
descrito en la metodologia y a
partir del polvo de
nanoparticulas se les
determino el tamafio de
particula, potencial Zeta,
difraccion de rayos X vy
andlisis IR.

Los resultados de TEM
muestran que en promedio el
tamafio de particula (Grafica
3) es de 6.7 nm para
nanoparticulas magnéticas
(NM), y que presentan una
morfologia esférica (Figura
19), esto concuerda con
trabajos ya reportados en los
que obtienen particulas de 5 a
10 nanémetros®® %9 por el
método de coprecipitacion
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Gréfica 3. Distribuciéon de tamafio de NM, obtenida a
partir del analisis por TEM.

ademas si se observa tanto el grafico como la micrografia se nota que
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Figura 19. Micrografia obtenida por
TEM de nanoparticulas magnéticas.

ciertamente existen algunas particulas que
salen de este rango pero son pocas pues la
desviacién estandar es de 2.1, que nos dice
que se encuentran en este intervalo de
tamafo de particula.

En contraste los resultados obtenidos por
DLS (Grafica 4) sugieren que el tamafio de
particula es de 18.7 nm lo cual, se puede
explicar con el fendmeno de aglomeracion
que presentan® pues al no existir algin
agente tensoactivo en la suspension estas
tiendan a flocular. En un trabajo realizado por
Chastellain se recubrieron NM con alcohol
polivinilico y observaron que cuando se tenia
una proporcién 1:1 se lograban estabilizar las
nanoparticulas y cuando se incrementaba
esta concentracion tendian a formar
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aglomerados de hasta 22 nm medidos por espectroscopia de fotdn correlacion
que es el fundamento del DLS, por lo que ciertamente cuando se agrega un
surfactante como el PVA, éste modifica la estabilidad de sistemas dispersos y
dado (éue no se adicion6 surfactante se llegaron a estos resultados tanto en
DLS.® Ademas el potencial zeta de 19.4 mV (Gréfica 5), ayudd a reforzar la

18.7 nm

Intensidad (%)

10000
Tamafio (nm)

Gréfica 4. Distribucion de tamafio de particula de NM. Obtenida del andlisis por DLS.

idea de que en este sistema las particulas tienden a flocular, cabe mencionar
que la desviacion estandar fue de 10.9 lo cual confirmé que hay una amplia
distribucion de particulas con respecto al potencial Z, ademas que existe la
posibilidad de que haya aniones que contribuyan a esta dispersion, lo cual se
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Potencial Zeta (mV)

100 200

Gréfica 5. Distribucién de Potencial Z de NM obtenido a partir del andlisis LDV a pH=6.7.

comprobd en el analisis IR.

En el espectro IR (Gréfica 6) se pudo observar una banda a 548 cm™ que
concuerda con las vibraciones torsionales y de tension para los enlaces Fe-O
en un rango de 582-430 cm™ para enlaces tetraédricos y octaédricos
correspondientes a magnetita y maghemita,“® % |a banda de 1629 cm™
probablemente se deba a la vibracién de flexion H-O-H, la banda de 1407 cm™
corresponde a la vibracién de deformacion de O-H, la banda a los 3387 cm™ se
debe a la vibracion de tensién de OH, en suma estas bandas corresponden a
los grupos formados en la superficie de la magnetita, asi como, la adsorcion de
moléculas de agua como lo demostré Urquijo en un analisis IR de
magnetita,® probablemente la banda de 820 cm™ sea debida a la presencia
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de iones NO3 que hayan quedado adsorbidos contribuyendo a la dispersion
que se presenté en el potencial Z.¢”

100 -
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Gréfica 6. Espectro ATR FTIR de NM

El difractograma de rayos X de polvos mostrd picos en 26 de 30.21°, 35.60°,

6000
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Gréfico 7. Difractograma de NM, obtenido a partir de difraccion de rayos X de
polvos.

43.25°, 53.83°, 57.25° y 62.89°, lo cual se asemeja al trabajo informado por Hu,
en él se polimeriza un MIP sobre nanoparticulas de magnetita funcionalizadas
con silicatos sobre un soporte de carbén, para obtener un sensor de
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bencilpenicilina, las reflexiones c&ue se reportaron fueron: 30.58°, 35.56°,
43.32°, 53.75°, 57.36° y 62.77°,® debido a lo anterior se sugiere que en el
caso de este trabajo tamblen se obtuvieron nanoparticulas de magnetita
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7.2.2. Sintesis y caracterizacion NMS

La sintesis de las nanoparticulas magnéticas cubiertas de silicato, se hizo
modificando las concentraciones manejadas en la metodologia propuesta por
Liu,®® el método utilizado en este trabajo se encuentra descrito la metodologia.
Una vez teniendo las nanoparticulas magnéticas se cubre con silicato

HO,
Si-oH  + .

OH
/( HO' OH
( H,0 Hidrolisis ho  HO
Si — . FISi,OH
'_\ \ HOSIO™, OH
/ HO 3 - HO
"N oH__ oS0t N OH
A0 o o O Ho o QH
O on
+ HpO

Figura 20. Hidrolisis de TEOS

empleando la reaccion de hidrélisis de tetraetil orto silicato (TEOS), el esquema
general de reaccion de la hidrélisis y condensacion de TEOS se puede
observar en la Figura 20. Si en el medio de reaccibn se encuentran
nanoparticulas estas se cubriran del silicato como se ilustra en la Figura 21.
Una vez secas se realizaron los estudios de caracterizacion.

~ > & >

TEOS/Agua

———

Nanoparticulas magnéticas Nanoparticulas magnéticas
en suspension en suspension cubiertas
con silicato

Figura 21. Esquema del recubrimiento con silicatos.

Encontrando que los resultados obtenidos a partir de microscopia electronica
de transmision (Grafica 8) muestran que las particulas obtenidas tienen en
promedio un tamafio de 8.6 nm, en comparacion con las NM el tamafio
obtenido es parecido con un incremento de 1.9 nm, ademas la desviacion
estandar es 2.0 por lo que se puede asumir que la capa de silicatos formada en
la superficie es semejante para todas las particulas pues la desviacién estandar
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es parecida a la que se presenta en NM. Cabe mencionar, que hay reportes de
trabajos similares, donde los
autores obtienen particulas
con tamafios superiores a
los 50 nm,®¥ este hecho o

puede ser atribuido a que la §
cantidad de TEOS
empleada en la sintesis en
relacion a las nanoparticulas 2]
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Grafica 8. Distribucién de tamafio de particula de NMS
medido a partir del analisis por TEM.

s0nm  magnéticas para esa sintesis es 250 veces
mayora la utilizada en este trabajo. Ademas
Figura 22. Micrografia obtenida por  esto se comprobd pues se hicieron varios
TEM de nanoparticulas magnéticas  ayperimentos donde se varié la cantidad de
funcionalizadas con TEOS. c . .
TEOS en relacion a las nanoparticulas y se
encontré6 que con una cantidad muy grande,
semejante a la informada en la literatura, no solo el tamafio de las
nanoparticulas aumenta importantemente, sino que en suspension se
encuentra una mezcla de nanoparticulas NM y de silica, es decir, sin nucleo
magnético.

493nm ——— ——— 157 nm
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Gréfica 9. Distribucion de tamafio de particula de NMS, obtenida del analisis por DLS.

En contraste con el tamafio de particula obtenido por DLS (Gréfica 9) en el
gue existen dos poblaciones de 49.3 nm y 157 nm, sugiriendo asi la
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aglomeracion de particulas la cual se confirma en la Figura 22 donde es
posible observar que las particulas se agrupan mostrando un tamafio mayor a
las particulas individuales.

Mediante el analisis del potencial Z (Grafica 10), obtenido a partir del analisis
LDV a pH=6.7, se encuentra que existe una sola poblacion cuyo potencial es
de -20.4 mV y que existe una 0=4.9 este hecho se puede explicar debido a que
el punto isoeléctrico de la silica pura en suspensiones a pH=2 y posteriormente
la carga se hace negativa entre pH 6 y 117% ™ atrayendo los protones,
entonces el potencial Z negativo se puede explicar debido a que algunos
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Grafico 10. Distribucién de potencial Z de NMS, obtenida del andlisis LDV a pH= 6.7

silicatos remanentes de la sintesis hallan estado como contraiones dando lugar
a este cambio de potencial Z.

Por otro lado, la Grafica 11, muestra el espectro IR de las NMS y se pueden
observar bandas a 560 cm™ que concuerdan con las vibraciones torsionales y
estiramiento para Fe-O en un rango de 582-430 cm™ para enlaces tetraédricos
y octaédricos correspondientes a magnetita,** ®® la banda de 1629 cm®
probablemente se deba a la vibracién de flexién H-O-H, la banda de 1407 cm™
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Gréfica 11. Espectro ATR FTIR de NMS.
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corresponde a la vibracién de deformacién de O-H, una banda a los 3438 cm™
que puede ser atribuida a la vibracién de tensién de OH. Otro grupo de bandas
sugiere que hay silicatos en las nanoparticulas, esto se revela a través de las
bandas a 1040 cm™ y 1151 cm™ asociadas a vibraciones de tensién Si-O-H y
Si-O-Si respectivamente.”” En suma estas bandas corresponden a los grupos
formaggs en la superficie de las NMS, asi como, la adsorcion de moléculas de
agua.

Por otro lado en el difractograma de rayos X (Grafica 12) para las
nanoparticulas magnéticas cubiertas con silicatos, se encuentran picos en 26 a
valores de 30.18°, 35.60°, 43.19°, 53.79°, 57.29° y 62.89° que son semejantes
con los resultados obtenidos para NM en 26 de 30.21°, 35.60°, 43.25°, 53.83°,
57.25° y 62.89°, estos corresponden fundamentalmente a la magnetita, lo cual
significa que esta no ha perdido su cristalinidad® y que el silicato alrededor
de ella no es cristalino.

5600
5400
5200
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Grafica 12. Difractograma de rayos X de polvos
de NMS.
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7.2.3. Sintesis y caracterizacién NMSP

Una vez que se sintetizaron y caracterizaron las NMS, se prosiguié a
recubrirlas con acrilatos tomando como base las condiciones de la técnica
descrita por Liu.®® De acuerdo al esquema presentado en la Figura 23, las
NMS se unirdn primeramente al &cido metacrilico, posteriormente se adicion6
el EGDMA que fue el entrecruzador, el alcohol alilico y, la doxorrubicina no se
utiliz6 como molécula molde, Finalmente se agregé el iniciador AIBN dando
lugar a la polimerizacion a 60 °C en una atmésfera de No.

0
OH Agtaion2h S %O )ﬁ(o\/\o)ﬁ/ b
Temperatura ambienteJK O EGDMA Ny
o S
X
[e]

Ho OH + 0 Etanol 5 ° PN N
e 0 o>7’\ Alcohdl aliico AIBN
Agitacion magnética Lavar con acetonitrilo y

60°C / 48hr agua
—_— —_—
Acetonitrilo

Atmoésfera N,

Figura 23. Esquema general de la reaccién de impresién molecular sin utilizar doxorrubicina
como molécula molde

Una vez lavadas y secadas a baja presibn se prosiguié con la
caracterizacion encontrando que los resultados del analisis TEM (Gréafica 13)
indican que el recubrimiento con acrilatos en comparacion con las NMS es de
1.3 nm, pues el tamafio de particula en promedio fue de 9.9 nm con una 0=1.9,
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Gréfica 13. Distribucién de tamafio de particula de NMSP obtenido por TEM.
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por lo que las particulas aumentaron su tamafio de manera homogénea al no
existir gran dispersion en los resultados de la distribucion de tamafio el grosor
de la capa de recubrimiento entonces, es pequefio. Esto es similar a lo
encontrado por Valero, donde hacen recubrimiento a nanoparticulas similares,
aunque es una técnica diferente a la empleada en este trabajo estos autores,
utilizan los nucleos de magnetita y los recubren obteniendo tamafios cercanos
a los 500 nm con un grosor de la capa polimérica de 2 nm, cuya medicion la
obtienen a partir de microscopia electrénica de transmision de alta
resolucién.®

Por otro lado, los resultados obtenidos
por DLS (Grafica 14) indican que existen
particulas de 213 nm, es decir, en
comparacion con los de microscopia
(Figura 24) donde se observa que existe
aglomeracion de particulas, lo mas
probable es que las particulas
interaccionen mediante puentes de
hidrogeno pues los acrilatos poseen
grupos —COOH que podrian dar lugar a
éstas, ademas el promedio de potencial
Z (Gréfica 15) es de -23.6 mV a un
pH=6.4, lo cual nos dice que
posiblemente algunos mondémeros que
no se entrecruzaron hallan formado
puentes de hidrogeno con el polimero y  Figura 24. Micrografia de NMSP
al tener grupos carboxilato estos estén obtenida por TEM.
desprotonados a este pH dando lugar a
este potencial Z negativo.
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Gréfica 14. Distribucién de tamafio de particula de NMSP, obtenida del analisis por DLS.

El andlisis del espectro ATR FTIR (Gréafica 16) muestra que existen bandas a:
3441 cm™ asignadas a la vibracién de estiramiento de OH, 2959 cm™ vibracién
de tensién asimétrica -CHs, 2935 cm™ vibracién de tensién asimétrica -CH.-,
1721 cm™ vibracién de estiramiento del R,C=O para esteres, 1638 cm™
vibracién de estiramiento del R,C=0O para cetonas, 1454 cm™ vibracién de
flexion para -CHs, 1416 cm™ vibracién de flexion -CH,-CO- metileno , 1297 cm™
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vibraciéon de torsién/estiramiento del carboxilo, 1207 cm™ vibracién de
estiramiento de R-COO-R, 1152 cm™ vibracién de estiramiento alquiléster,
1038 cm™ vibracién de estiramiento C-OH, todas pertenecientes al polimero
sintetizado con las cuales podemos apreciar que es un polimero con
caracteristicas hidrofilias al poseer grupos carbonilo e hidroxi, sin embargo,

S00000F - - - = = v = = = =ae a = = = = = == = = == e
00000t - - - - - 4 - - - - ﬂ e
— . | '
Z  200000] . Potencial Z ) _|I { . C e e e e .
2 ! Promedio=-23.6 |
£ wowof - - 0=6.18 - |I s B L T S R
8 i [ J | [ ] '
100000 - - - = = = = = = 4 = I\ S - I
i L ‘J!l .\' L] .
0 4 v v * 1
-200 -100 0 100 200

Potencial Zeta (mV)

Gréfica 15. Distribucién de potencial Z de NMSP obtenida del andlisis LDV a pH= 6.4

estas dos Ultimas bandas son parecidas a las de NMS a 1040 cm™ y 1151 cm™
gue indican la presencia de vibraciones de estiramiento de Si-O-H y Si-O-Si
respectivamente,”® pero al comparar la intensidad observamos que es mayor
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Gréfica 16. Espectro ATR FTIR de NMSP.

con respecto a NMS vy los picos son méas definidos; la banda a 551 cm™
concuerda con las vibraciones torsionales y estiramiento para Fe-O en un
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rango de 582-430 cm™ para enlaces tetraédricos y octaédricos
correspondientes a magnetita.** ¢

Por otro lado los resultados de difraccion de rayos X de polvos muestran los
picos en 206 a 30.20°, 35.64°, 43.17°, 53.79°, 57.31° y 62.87° que son
semejantes a los resultados obtenidos de NM y NMS lo cual significa que la
magnetita no ha perdido su cristalinidad durante el proceso de recubrimiento y
que tanto la silica como el polimero no son cristalinos.®®
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Grafica 17. Difractograma de NMSP, obtenido a partir
de difraccién de rayos-X de polvos.
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7.2.4. Sintesis y caracterizacién de NMSPD

Partiendo de la obtencion de NMS se sintetizaron las NMSPD de acuerdo
con las condiciones propuestas por Liu.®*® En la Figura 25 se muestra el
esquema de la reaccion de sintesis utilizando doxorrubicina como molécula
molde, la cual se unira con el alcohol alilico formando puentes de hidrégeno
para asi quedar impreso en la capa polimérica.
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N
/\/OH Il Ne
HO@OH A( OH TEmPeratha amb'e”teJK ﬁ)\/ { + Acoholaiico T N .
NN
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oH + Etanol
HO AC|do i )’\
metacrilico §
Agitacion magnética Lavar con NaOH 0.1M
60 °C / 48hr yagua
e — >
Acetonitrilo

Atmosfera N,

cooge .
“OH

Figura 25. Esquema de la reaccion de sintesis del MIP utilizando doxorrubicina como molécula

molde

Una vez lavadas y secadas a baja presion se caracterizaron encontrando
que la distribucién de tamafio de particula (Grafica 18) muestra que en
promedio existe un tamafio de 10 nm y una 0=1.8, lo que indica un incremento
de 1.4+0.026 nm en el diametro de las NMS, y que, en contraste con las NMSP
hay un incremento de 0.1+0.019 nm, quiza se deba a que la doxorrubicina

NMSPD

Numero de particulas
IS4
N

1 N
0 T T
4 6 8 10 12 14 16 18

Tamafio de particula ( nm)

Gréfica 18. Distribucién de tamafio de particula de
NMSPD obtenidos con TEM.

ocupa espacio en el
recubrimiento, " en la
micrografia (Figura 26) se puede
apreciar a las particulas de
magnetita inmersas dentro de las
capas de silicatos y de polimero.

El andlisis por DLS (Gréfica
19) indica que las nanoparticulas
se encuentran aglomeradas pues
el resultado es wuna poblacion
con 423 nm en promedio, que se
deba a la interaccion con otras
particulas por medio de la unién
de puentes de hidrogeno pues
tanto el polimero formado como
la molécula de doxorrubicina
poseen grupos hidroxi o amino,
ademas los resultados de

LDV(Gréfica 20) nos muestran que el potencial Z es de 1.98 mV en promedio y
0=3.35 lo cual indica que las particulas tienden a flocular a un pH= 6.35
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El analisis infrarrojo (Gréafica 21) muestra que existen bandas a 3436 cm™
que puede deberse a la vibracion de
estiramiento de -O-H o bien la vibracion de
estiramiento de —-NH, presente en la
doxorrubicina lo cual se confirma con la banda
a 1616 cm™ correspondiente a la vibracién de
flexion de —NH,, la banda a 2981 cm™ indica la
vibracion de estiramiento para =C-H
correspondiente a los anillos aromaticos al
igual que la banda a 1579 cm™, la banda a 803
cm? corresponde a la doxorrubicina®
comprobando que el farmaco estd en la
nanoparticula, la banda 2940 cm™ corresponde
a la vibracion de tension asimétrica -CH,-,
1729 cm™ al la vibracién de estiramiento del
R.C=0 para esteres, , 1413 cm* vibracion de _ _ ) _
flexion -CH»-CO-, 1284 cm™ vibracion de Fura 26. Micrografia obtenida
torsién/estiramiento del carboxilo, 1210 cm™ por TEM de NMSPD.
vibracién de estiramiento de R-COO-R, 1113 cm™ vibracién de estiramiento
alquiléster, 1008 cm™ vibracién de estiramiento C-OH, todas pertenecientes
tanto al polimero como a la doxorrubicina, sin embargo, estas dos Ultimas
bandas son parecidas a las de NMS a 1040 cm™ y 1151 cm™ que indican la
presencia de vibraciones de estiramiento de Si-O-H y Si-O-Si
respectivamente,”® pero al comparar la intensidad observamos que es mayor
con respecto a NMS y los picos son mas definidos; la banda a 551 cm™
concuerda con las vibraciones torsionales y estiramiento para Fe-O en un
rango de 582-430 cm’ para enlaces tetraédricos y octaédricos
correspondientes a magnetita.“* ®® Debido a lo anterior se puede asegurar que
se ha logrado unir, al sistema NMS, al polimero molecularmente impreso, en el
cual se encuentra al farmaco como molécula molde. Sin embargo, esto ultimo

WF = = = = % & o « « L o .

Intensidad (%)

01 1 10 100 1000 10000
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Grafica 19. Distribucién de tamafio de particula de NMSPD, obtenida del analisis por DLS.

sera discutido mas adelante pues se lavd y posteriormente se sometidé éste
sistema a adsorcion.

55| Pagina



1000000

I . d . '
= r Potencial Z ' !
g o0m000F promedio=1.98 ' ' '
[+]
$ w0} - - 335 A ' . '
S r . ! . .

II
0 v v ' iy + ' ' 1
200 - 100 0 100 200

Potencial Zeta (mV)

Graéfica 20. Distribucién de potencial Z de NMSPD, obtenida del andlisis LDV a pH= 6.35

Por otro lado los resultados de difraccion de rayos X de polvos (Grafica 22),
son muy similares al polimero no impreso (NIP), este muestra sefiales en 26 a
30.26°, 35.64°, 43.31°, 53.75°, 57.33° y 62.87° que son semejantes a los
resultados obtenidos de NM 30.21°, 35.60°, 43.25°, 53.83°, 57.25° y 62.89° lo
cual significa que la magnetita no ha perdido su cristalinidad durante el proceso
de recubrimiento con la plantilla doxorrubicina® y que los recubrimientos no
son cristalinos.

100 —

80 -

%T

2940 551

|
3436 2981

(o}

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Gréfica 21. Espectro ATR FTIR de NMSPD.
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Grafica 22. Difractograma de NMSPD, obtenido a partir
de difraccion de rayos X de polvos.
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7.3. Estudios de adsorcién de NM. NMS. NMSP y NMSPD

Este estudio tuvo la finalidad de conocer cuanto farmaco se adsorbe por
gramo de nanoparticula. Sin embargo, dado que las NMSPD aun conservaban
la plantilla, se prosiguié a lavarlas con NaOH 0.1 M pues la doxorrubicina es
soluble en este medio. Encontrando que son necesarios 10 lavados de 10 mL
cada uno de NaOH 0.1 M para remover el farmaco, esta desorcion se puede
observar en la Gréfica 23 en la que se aprecia el nimero de lavados versus los
miligramos de farmaco desorbidos /gramo de nanoparticula, estos ultimos
valores fueron encontrados a partir de la medicibn de la concentracion
registrada en cada lavado, y es importante denotar que se lograron remover
hasta 158 mg de farmaco/g nanoparticula, pues esta cantidad representa la
suma de las concentraciones obtenidas en cada lavado. Una vez removido el
farmaco se lavaron con 10 mL de agua.

130 ]
120 —
110 —
100 —
90 —
80 1

70 S

158 mg farmaco desorbido/ g nanopatrticula

60
50
40 +

30

mg farmaco desorbido / g nanoparticula

20
10 H

0 4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Ndmero de lavados con NaOH 0,1 M

Gréfica 23. Lavado con NaOH 0.1 M

Una vez lavadas, secas y caracterizadas las nanoparticulas obtenidas en las
diferentes etapas de sintesis se realiz0 el estudio de adsorcion de
doxorrubicina. Para realizarlo se colocaron 10 mg de nanoparticulas en 10 mL
de doxorrubicina 3x10™M en agua a 25 °C, esto debido a que el farmaco es
soluble en agua, y que la relacion 174 mg de farmaco/g nanoparticulas es
cercana a la cantidad removida de farmaco en NMSPD posterior al lavado en
NaOH 0.1 M que fue 158 mg doxorrubicina/g nanoparticulas. Para tomar la
muestra se siguié el método de adsorcion (Figura 27) anteriormente descrito y
la alicuota se regresaba al sistema. Para calcular la cantidad adsorbida se
utilizé la siguiente ecuacion
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FX)=X;—X; (Ec.12)

Doénde: F(X) representa los miligramos adsorbidos de farmaco por gramo de
nanoparticulas al tiempo X; X; son los mg de doxorrubicina en disolucién/g de

—
Separacion
magnética Alicuota de 2 mL
0% % 0y %000, ° _— —_—
oy Y LA
o
3 o
:..:2"-. ‘:.‘-: ::.?:
Regresar
al medio Medir a 15000 rpm
433 nm 30 min
Resuspender
%;

Figura 27. Toma de muestra para el estudio de adsorcién.

nanoparticulas iniciales; y X; son los mg de doxorrubicina en disolucién / g
nanoparticulas al tiempo X.

Encontrando que de las cinéticas mostradas en la Grafica 24, donde se
ilustra la repeticibn de tres experimentos de la adsorcion de doxorrubicina
sobre la nanoparticula:

En el caso de NM se necesitd un tiempo de 72 horas para adsorber hasta
79.99 mg de doxorrubicina por gramo de nanoparticulas como cantidad
maxima pasado este tiempo la concentracion en del medio se mantenia
constante, es importante reconocer que en las primeras 48 horas se adsorbio la
mayor cantidad de doxorrubicina.

En cuanto a NMS se encontr6 que la mayor cantidad adsorbida fue de
104.34 mg de farmaco/g nanoparticula al observar la gréafica 24 se not6 que la
adsorcion en su mayor parte ocurrio en las 24 horas seguido de una
concentracion constante en el medio de adsorcion.

Por otro lado NMSP adsorbié hasta 109.16 mg de farmaco/g nanoparticulas,
lo cual ocurrié a las 72 horas. NMSPD por otra parte adsorbié como cantidad

Tabla 4. Adsorcién méxima de doxorrubicina por gramo de nanoparticulas.

Nanoparticulas Mg de doxorrubicinal/g
nanoparticulas

NM 79.99

NMS 104.34

NMSP 109.16

NMSPD 124.46
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maxima 124.46 mg farmaco/g nanoparticulas en un lapso de 24 horas. Esta
informacion se encuentra resumida en la Tabla 4.

Adsorcién de NM
804 n
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204

mg adsorbidos/g nanoparticulas
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80 b)
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404
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mg adsorbidos/g nanoparticulas
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Gréfica 24. Cinéticas de adsorcién de: a) NM, b) NMS, c) NMSP y d) NMSPD.
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Se observlé que las nanoparticulas de magnetita sin recubrir son las que
menor cantidad de farmaco adsorben, esto se puede deber al hecho de que la
superficie de la nanoparticula estd formada por 6xido de hierro y que es una
superficie compacta poco especifica. Cuando se recubre con silicatos la
superficie aumenta su area y también cambia el tipo de interaccién, ya que
ahora seran los grupos silanoles los que predominen en la interaccioén con el
farmaco. Es conocido que los silicatos forman materiales con gran area
superficial, quiz4 esto contribuya al hecho de que las nanoparticulas NMS
muestren una mayor adsorcion con respecto a las NM.

En el caso de las nanoparticulas recubiertas con polimero, estas muestran
una adsorcibn un poco mayor con respecto a las que estan Unicamente
recubiertas con silicatos. Estas muestran una capacidad de adsorcion similar a
las que tienen solo silicatos, aunque la velocidad de adsorcién disminuye. La
superficie de las NMSP, esta ahora cubierta con grupos carboxilato y alcohol,
provenientes de los mondémeros funcionales, por lo que es de esperarse que la
cinética se modifique como es lo observado.

Cuando el recubrimiento polimérico es moldeado con doxorrubicina,
NMSPD, se generan huecos especificos para esta molécula, esto repercute en
gue las nanoparticulas de este tipo sean las que muestren mayor capacidad de
adsorcién del farmaco. Adicionalmente, la cinética de adsorcion aumenta,
notoriamente.

El efecto de la impresion o impronta molecular esta ilustrado en la gréafica 25,
es la cinética de adsorcion de las nanoparticulas magnéticas recubiertas con
polimero, sin moldear y moldeadas. Se hizo un ajuste a la cinética de adsorcion
usando el modelo de Peppas-Fassihi, que fue el que obtuvo mejor ajuste. Cabe
destacar que estos modelos se refieren a liberacion por lo que al aplicarlos al
proceso inverso, que es la adsorcion, el valor de la constante cinética es
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Gréfica 25. Cinéticas de adsorciéon y ajuste no lineal de doxorrubicina con NMSP y
NMSPD.
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negativo. Se encontr6 que NMSP tiene un valor k= -37.86 (R= 0.9917),
mientras que las nanoparticulas impresas con doxorrubicina, NMSPD,
muestran un valor de k= -126.85 (R=0.9876). Esto quiere decir que la cinética
de adsorcion por el efecto de tener sitios mas especificos es 3.35 veces mayor
con respecto a los sitios no especificos.

7.4. Estudio de desorcién

Una vez determinada la cantidad de doxorrubicina maxima de adsorcion que
puede adsorber cada tipo de nanoparticulas, se prosiguié a realizar el estudio
de desorcion. Este se encuentra descrito en el método estudio de desorcidon
(realizando la toma de muestra de acuerdo con la Figura 27).

Los estudios de desorcion se hicieron para todos los sistemas y con ellos se
puede conocer el mecanismo por el cual se lleva a cabo la liberacién del
farmaco desde la nanoparticula hacia el medio. Con los datos de liberacion
(cantidad de farmaco liberado en funcion del tiempo) se hacen ajustes no
lineales a diferentes modelos de cinética de liberacion entre los cuales estan
Korsmeyer-Peppas, Peppas-Sahlin, Peppas-Fassihi, los cuales evalian la
liberacion desde una matriz polimérica. La fraccion de farmaco liberada fue
calculada a partir de la ecuacion 13:

Fraccion de farmaco = QQ (Ec.13)
max
Donde Q=mg adsorbidos/g nanoparticula de cada toma de muestra y
Qma=mg adsorbidos maximos/g nanoparticula calculados a partir de las
cinéticas de adsorcion

7.4.1 Desorcion de NM

Para NM (Grafica 26) se encontré que la doxorrubicina se liberaba primero de
manera rapida y alrededor de 12 horas después de ese tiempo no se pudo
detectar mas doxorrubicina liberaba, ademas se aprecié que no se liberd la
fraccion total del farmaco si no que alcanz6 solo el 0.13.

Se hizo el ajuste no lineal a los modelos antes mencionados y los resultados se
encuentran descritos en la grafica 25. Los parametros calculados para cada
modelo sugieren que la liberacion se llevé a cabo mediante difusién de Fick al
tener al parametro n menor a 0.5,%® es decir, se trata de una liberacion
controlada por difusion. Ademas, el analisis de los parametros k: a>b y k1>k2,
sugieren que no existe relajacion desde esta matriz, dado que k2 fue cercana a
0, por lo que la difusion se llevé a cabo desde una matriz homogénea. El valor
del pardmetro b es pequefio por lo que no existe un efecto de estallido en la
liberacion. Este resultado sugiere una adsorcion probablemente débil en una
superficie homogénea, es decir, predomina un solo tipo de sitios de adsorcién
sobre la nanoparticula, lo cual resulta de esperar ya que se trata de una
superficie homogénea formada Unicamente por oxido de hierro.
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Gréfica 26. Modelos de ajuste no lineal para la cinética de liberacion de NM: a) Korsmeyer-
Peppas, b) Peppas-Fassihi, c) Peppas-Sahlin. Los diferentes simbolos representan las
repeticiones del mismo experimento.

El modelo que mejor se ajusta (Tabla 5), en este caso, fue el de Korsmeyer-
Peppas, debido a que el valor de r? que es mayor los otros modelos aunque no
es cercana a 1, sin embargo, x? es pequefia y la F de Fisher es grande, por lo
gue se puede decir que los datos experimentales convergen con el modelo.

Tabla 5 Parametros calculados a partir del ajuste no lineal con los modelos de cinética de
liberacion de NM

2 2

Korsmeyer-Peppas k n r X F
y = k(x™) 0.09123 0.10038 0.6521 1.63x10™ | 1241.05631
Peppas-Fassihi a b n
y =ax")+b 0,09123 |1.00x10™* |0.10037 0.64156 1.68X10™ | 803.03643
Peppas-Sahlin k1 k2 n
y = k1(x") +k2(x?") |0,09121 |[2.01X10™ |0.10051 0.64156 1.68X10™ | 803.03393

7.4.2 Desorcion de NMS

La cinética de las NMS (Grafica 27) indicé que la doxorrubicina se liberaba
de manera rapida a las primeras 8 horas y luego se mantiene relativamente
constante en la fraccion 0.14 de farmaco liberada, se observé que no se liber6
completamente la cantidad adsorbida de farmaco. Por otro lado los modelos de
cinética de liberacion (Tabla 6) indicaron que el mecanismo sigue una difusion
de Fick (debido a que n<0.5), que el farmaco difunde desde una matriz
homogénea porque a>b y k1>k2 y, que la relajacion de esta matriz es
inexistente, por lo que el modelo de ajuste es de tipo Korsmeyer-Peppas, lo
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Grafica 27. Modelos de ajuste no lineal para la cinética de liberacion de NMS: a) Korsmeyer-
Peppas, b) Peppas-Fassihi, c) Peppas-Sahlin. Los diferentes simbolos representan las
repeticiones del mismo experimento.

cual se comprobé debido a que la r* fue méas grande, aunque no cumplié con
r’=1, sin embargo x* fue pequefia y presenté una mayor bondad de ajuste pues
la F de Fisher fue grande, por lo que podemos decir que este modelo es el que
mejor se ajusté a la cinética de liberacion de doxorrubicina para NMS.

Tabla 6. Parametros calculados a partir del ajuste no lineal con los modelos de cinética de
liberacion de NMS

2

2

Korsmeyer-Peppas k n r X F
y = k(x™) 0,09017 0,13748 0,63353 3,84 X10™ |525,40895
Peppas-Fassihi a b n
y =ax")+b 0,09022 |0 0,13738 0,62131 3,97 X10™ [338,97171
Peppas-Sahlin k1 k2 n
y = k1(x") + k2(x2") |0,09018 | 1,30 X10™® |0,13744 0,62131 3,97 X10™ | 338,97348

7.4.3 Desorcion de NMSP

En cuanto a la cinética de desorcion de NMSP (Grafica 28) se pudo observar
gue la liberacion fue rapida hasta las 8 horas alcanzando alrededor del 0.13 de
fraccion liberada de farmaco y después una desorcion aparentemente nula. Por
otra parte en el ajuste a los modelos de liberacién se pudo observar que las
NMSP liberaban mediante difusion de tipo Fick pues el parametro n fue menor
a 0.5 (Tabla 7), ademas se observo que para el caso del modelo Korsmeyer-
Peppas y Peppas-Fassihi la difusion se llevo desde una matriz polimérica
debido a los valores de k y a>b, también en las nanoparticulas no existié efecto
estallido de liberacion pues el valor de b fue pequefio. En contraste el modelo
de Peppas-Sahlin mostré que la liberacidén se llevaba a cabo por la relajaciéon
de la matriz (k2>K1), que puede ser posible puesto que es un recubrimiento
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Gréfica 28. Modelos de ajuste no lineal para la cinética de liberacion de NMSP: a)
Korsmeyer-Peppas, b) Peppas-Fassihi, ¢) Peppas-Sahlin. Los diferentes simbolos
representan las repeticiones del mismo experimento.

polimérico que podria hincharse y relajarse para la liberacion, ciertamente
estos modelos nos ofrecieron bastante informacion de como se da la liberacion,
sin embargo, el modelo que mas se ajusté es el de Korsmeyer-Peppas al tener
una r* mas grande aunque no semejante a 1, pero la x? fue la mas pequefia y la
F de Fisher la que mejor bondad de ajuste tiene.

Tabla 7. Parametros calculados a partir del ajuste no lineal con los modelos de cinética de
liberacion de NMSP

Korsmeyer-Peppas k n v’ X F
y = k(x") 0,08428 0,14087 0,65721 3,35 X10™ | 533,28671
Peppas-Fassihi a b n
y=ax+b [0,08435 [9,78X10™° |0,14155 0,64572 3,46 X10%" | 343,99311
Peppas-Sahlin k1 k2 n
y = k1(x") + k2(x2") | 8,05 X10™® | 0,08444 0,07013 0,64577 3,46 X10™ | 344,03545

7.4.4 Desorcion de NMSPD

En el caso de NMSPD se quiso ver como se comportaba el sistema
utilizando agua por un lado (puesto que en las nanoparticulas anteriores el pH
fue cercano a 6) y en un buffer de fosfatos a pH=7.4 caracterizandolos
individualmente para observar a que modelo de cinética se ajustaban y de qué
manera se llevaba a cabo la liberacion.

En la cinética de liberacion de NMSPD con agua se le midié el pH que fue
6.3 (Grafica 29) se observo que el farmaco se liberaba rapidamente y luego de
incrementa de manera constante la cantidad de farmaco desorbida, alcanzando
a las 580 horas una fraccion de 0.2 de farmaco liberado, ademas se vio que no
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se liber6 completamente. Con los resultados de la Tabla 8 se puede decir que
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Gréfica 29. Modelos de ajuste no lineal para la cinética de liberacion de NMSPD con agua
(pH=6.3): a) Korsmeyer-Peppas, b) Peppas-Fassihi, ¢) Peppas-Sahlin. Los diferentes
simbolos representan las repeticiones del mismo experimento.

el farmaco difunde siguiendo un comportamiento de tipo Fick puesto que n<0.5,
que se presentd el fenbmeno de estallido al guardar cierta relacion el
pardmetro b/a=0.331 y que la liberacién se presenta en su mayoria por difusion
desde una superficie homogénea pues k1/k2 =1.617, sin embargo, también
existe relajacion de la matriz polimérica pues k2=0.01558, en suma se puede
decir que la liberacion se dio por una difusion de tipo Fick acompafiada de un
efecto estallido provocado quizd debido a la rapida difusion del farmaco
adsorbido superficialmente y relajacion de la matriz polimérica, con esto
podriamos decir que el modelo que se ajustaria mejor tendria cuatro
parametros(difusién de Fick, difusion debida a caracteristicas estructurales,
efecto estallido y relajacién de la matriz), sin embargo se encontré que la r?fue
mas grande para el modelo Peppas-Fassihi y la X*la mas pequefia, pero el que
presentd mejor bondad de ajuste fue Korsmeyer-Peppas con una F de Fisher
mayor a los otros modelos, esto debido a que este modelo es un modelo
general del cual se derivan los otros dos modelos.

Tabla 8. Parametros calculados a partir del ajuste no lineal con los modelos de cinética de
liberacion de NMSPD

Korsmeyer-Peppas k n r’ X F
y = k(x") 0,03943 |0,27122 |0,97107 [1,11X10™ |4995,44392
Peppas-Fassihi a b n
y=ax"+b [0,03087 |0,01023 |0,30414 [0,97169 |[1,08 X10* |3403,48616
Peppas-Sahlin k1 k2 n
y = k1(x" +k2(*) | 0,0252  |0,01558 (0,17617 |0,97142 |1,10X10™" |3371,48508
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Las NMSPD en buffer de fosfatos pH=7.4 presentaron una liberacion
aparentemente rapida (Gréfica 30) y luego constante hasta las 528 horas
donde se alcanzé una fraccion de 0.45 de farmaco liberado. Por otro lado los
modelos de ajuste (Tabla 9) mostraron que el sistema difundia por medio del
mecanismo tipo Fick n>0.5, que ademas no se presenté el efecto de estallido
debido a b=0, pero que si existio relajacion de la matriz ya que k2>k1, lo que
nos diria que los sitios formados durante el proceso de impresion molecular
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Gréfica 30. Modelos ajuste no lineal para la cinética de liberacion de NMSPD a pH=7.4: a)
Korsmeyer-Peppas, b) Peppas-Fassihi, c) Peppas-Sahlin. Los diferentes simbolos
representan las repeticiones del mismo experimento.

fueron ocupados y que en la liberacion con fosfatos se promueve una mayor
relajacion comparada con la liberacion en agua, sin embargo el modelo que
mejor se ajusté fue el de Korsmeyer-Peppas al ser r® la mas cercana a 1, x°
mas pequefa y la F de Fisher mas grande, aunque de los otros modelos el que
mas se ajusta es en el que interviene la relajacion de la matriz, es decir, el
modelo Peppas-Sahlin, debido a la matriz polimérica.

Tabla 9. Parametros calculados a partir del ajuste no lineal con los modelos de cinética de
liberacion de NMSPD a pH=7.4

Korsmeyer-Peppas k n ¢’ X F
y = k(x") 0,18888 |0,12502 |0,9468 4,00 X10" |8676,16219
Peppas-Fassihi a b n
y=ax"+b [0,18928 |0 0,12484 |0,94616 |4,05x10™ |5715,97415
Peppas-Sahlin k1 k2 n
y = K1(x") + k2(x?") [ 2,12 x10'® |0,18888 |0,06253 |0,94619 |[4,05x10* |5718,33231
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Tabla 10. Parametros calculados para el ajuste no En resumen se encontro
lineal Peppas-Sahlin de las diferentes nanoparticulas. gue todas las nanoparticulas

i podian absorber
Modelo: Peppas-Sahlin_y = k1™ +k2(x™) | qoyorrubicina y que todas
— ik k2 — liberaban el  farmaco
0,09121 2.01X10™ | 0.10051 mediante difusién de tipo
NMS 0,09018 1,30 X10% | 0,13744 Fick n<0.5 como lo muestra
NMSP " la Tabla 10 en la que se
8,05 X10 0,08444 | 0,07013 reportan los valores para el
NMSPD PHZ6.3 1 0 0252 0,01558 | 0,17617 aJIUSte Peppas_-sah:m que eSi
_ . el que mejor ilustra e

NMSPD pH=7.4 16 .
2,12 X10 018888 | 0,06253 | |1 0canismo por el que se

libera el farmaco de todas
las nanoparticulas (no es el que mejor se ajusta), y en esta tabla se puede
observar que NM y NMS desorben la doxorrubicina desde una superficie
homogénea (k1), que NMSP y NMPSD presentan un fenémeno de estallido en
la liberacion. Por otra parte en las NMSPD uno esperaria el mismo
comportamiento en ambas, pero se observé que las que no tenian buffer,
presentaron ambos fendmenos, en contraste con las de pH=7.4 que solo
liberaron mediante relajacion polimérica. Ademas la constante n es 2.817 veces
mas grande cuando esta en buffer de fosfatos lo que se traduce en una
liberacion més rapida, y debido a esto liber6 mas cantidad de farmaco como se
puede observar en la grafica 3, esto es muy probable que se deba a que los
iones fosfato promuevan la desorciébn al aumentar la fuerza idnica de la
suspension. Cabe mencionar que NMSPD liberé por mas tiempo como se
ilustra en la misma gréafica pues el tiempo en que se registré la ultima medicion
fue a las 600 horas comparado con las otras nanoparticulas en las que a las 12
horas la concentracion liberada se mantenia constante.

Fraccion de farmaco

§ B NMSPD pH=7,4
A NMSPD pH=6,3
- Ajuste no lineal Peppas-Sahlin NMSPD pH=6,3
—— Ajuste no lineal Peppas-Sahlin NMSPD pH=7,4

\ \ \
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Grafica 31. Cinéticas de desorcién para NMSPD ajustadas al modelo Peppas-Sabhlin.
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8. Conclusién

Se logré sintetizar y caracterizar nanoparticulas magnéticas y cubrirlas en
superficie con silicatos, recubiertas con un polimero derivado de acrilatos vy, el
mismo pero molecularmente impreso con doxorrubicina como molécula molde.

Se caracterizaron las NM, NMS y NMSP se observdo como cambian: en su
composicién segun los resultados del andlisis ATR FTIR, pues al evolucionar
en las etapas de sintesis aparecen diferentes bandas de adsorcién que indican
la presencia del producto deseado; en cuanto a difraccion de rayos X no se
observé cambio en la estructura de la magnetita; hubo cambio en el tamario, ya
que el andlisis TEM mostr6 que existia un crecimiento debido al producto
formado en las etapas de sintesis alcanzando asi un tamafio promedio de 10
nm en NMSPD; en el potencial Z de igual manera se observd un cambio en
todos los pasos.

En la adsorcion de doxorrubicina por las nanoparticulas, se observé que
todas las nanoparticulas sintetizadas en este trabajo mostraban adsorcion de
farmaco, sin embargo las que mostraron una mayor adsorcién fueron NMSPD;
y en desorcion de doxorrubicina se observdé que ningun sistema libero
completamente el farmaco adsorbido, aunque NMSPD mostré una mayor
fraccion de farmaco liberada y seguia desorbiendo en un mayor lapso de
tiempo. Por lo tanto NMSPD mostro las caracteristicas que deseamos en este
trabajo, ser magnéticas, que estén funcionalizadas con silicatos, que estén
recubiertas, que adsorban doxorrubicina y que la liberen, con esto podemos
decir que podrian funcionar como un sistema de liberacibn de farmaco
prolongado y dirigido magnéticamente haciendo que el tratamiento del cancer
sea localizado, ciertamente para asegurar esto se tendrian que hacer estudios
utilizando campos magnéticos alternos, modificando temperatura, pH y ademas
realizarlo in vitro e in vivo.
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9. Perspectivas

En este trabajo se utilizd6 doxorrubicina, sin embargo, la molécula molde
podria ser cambiada eligiendo algun otro farmaco, ofreciendo asi versatilidad
en cuanto a los sistemas que se podrian conseguir.

Es conveniente que se realicen estudios para evaluar de qué magnitud y
frecuencia debe ser el campo para atraer la mayor cantidad de nanoparticulas
hacia el sitio de accion y lograr la hipertermia.

Se recomienda realizar un perfil de liberacidén, pues si se evalla pH y
temperatura se podria saber hasta qué momento se ha liberado la fraccion de
farmaco total, ademas esto apoyaria los resultados obtenidos en este trabajo.

El estudio in vivo e, in vitro en cultivos celulares, es necesario, pues de él
dependera si funciona como un sistema de liberacion

Otro estudio que podria realizarse es el de reologia pues de esta manera
podrian conocerse las propiedades mecéanicas que soportarian las
nanoparticulas para poder determinar la ruta de administracion en conjunto con
los estudios in vivo e in vitro.
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