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|. INTRODUCCION

l. INTRODUCCION

La nanotecnologia es una area multidisciplinaria que consiste en la creacion y
utilizacion de materiales, dispositivos o sistemas de escala nanométrica. En la
actualidad la nanotecnologia juega un papel importante en el desarrollo de
sistemas con aplicaciones biomédicas como los biomarcadores y biosensores que
facilitan el diagndstico de patologias (Klibanov, 1999).

Las nanoparticulas magnéticas (NPM) ofrecen una amplia gama de posibles
aplicaciones dentro del area biomédica (biosensores, acarreadores de farmacos,
agentes de contraste en resonancia magnética (RMD) y ultrasonido (US),
diagnéstico y en el tratamiento contra el cancer, entre otras). Primero, las
nanoparticulas tienen tamafios que pueden asemejar en dimensiones a un virus
(20-50 nm), una proteina (5-50 nm) o un gen (2 nm de ancho y 10-100 nm de
largo). Segundo, éstas al ser magnéticas (obedecen la ley de Coulomb) pueden
ser manipuladas por un campo magnético externo. Tercero, las nanoparticulas
poseen una gran area superficial, la cual puede ser modificada apropiadamente

para el ataque a ciertos sitios especificos (Tartaj, Morales et al., 2005).

Las NPM de 6xidos de hierro son particulas sintéticas de y-Fe,O3 o0 FesO4 con un
tamafio de particula entre 10-100 nm, las cuales pueden ser acompafiadas de un
recubrimiento organico o inorganico. Durante los ultimos afios, la sintesis de
nanomateriales magnéticos se ha convertido en un campo de amplio estudio. Una
variedad de métodos han sido reportados en la literatura para sintetizar NPM, tales
como el método de co-precipitacion, descomposicién y/o reduccion térmica,
microemulsion, sintesis hidrotérmica, entre otros. Las particulas resultantes
pueden ser dispersadas en un liquido, asi como, sufrir una modificacion para
estabilizarlas en una suspensién biol6gica, ademas de proveer grupos funcionales
en su superficie e impedir el ataque inmediato del sistema reticulo endotelial
(Neuberger, Schopf et al., 2005). Sin embargo, para que estas NPM cumplan con

los objetivos antes mencionados requieren ser activadas o funcionalizadas, este

ﬁ?ﬁ UNAM | FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN 14




I. INTRODUCCION 7

proceso se lleva a cabo mediante la inclusion de ciertos grupos o moléculas
organicas biocompatibles y biodegradables en su superficie; por ejemplo: dextran,
B-ciclodextrinas, acido oleico, alcohol polivinilico (PVAL), 3-aminopropil trietoxilato
(APTES), polietilenglicol (PEG), &cido poli(lactico-co-glicdlico) (PLGA), entre otros
(Feng, Hong et al., 2008a; Hong, Feng et al., 2008b; Hong, Li et al., 2008c;
Badruddoza, Hidajat et al., 2010).

En afos recientes, la funcionalizacion de las NPM ha incrementado drasticamente
sus posibles aplicaciones dentro del area clinica y de la medicina humana: por
ejemplo, el uso de ferrofluidos como agentes de contraste en RMD; ademas, se
han realizado avances usando NPM en estudios clinicos de terapia contra el
cancer en medicina veterinaria y humana, atacando tumores con campos
magnéticos externos (Neuberger, Schopf et al., 2005). Actualmente, una de las
areas de mayor desarrollo dentro de las aplicaciones de las NPM, es sin duda, el
uso como agentes de contraste dentro de la imagenologia. Hoy en dia se busca
potencializar el uso de estos agentes, mediante la inclusion de particulas
magnéticas dentro de una matriz polimérica. La obtencién de agentes de contraste
duales, en los cuales las NPM son embebidas en microburbujas gaseosas (MBG),
potencialmente pueden convertirse en un efectivo método de diagndstico por
contraste en la obtencién de imagenes por RMD y US (Yang, Li et al., 2009).

La idea del presente trabajo, es sentar las bases tecnoldgicas para el desarrollo de
sistemas coloidales constituidos por NPM de Fe304 embebidas dentro de
nanoparticulas poliméricas (NPP) y presentarlos como sistemas con potencial
aplicaciébn en el area biomédica tales como: agentes de contraste duales,
acarreadores de farmacos, entre otras; que permitan mejorar el diagnéstico y
tratamiento de algunas enfermedades en el area de medicina humana vy

veterinaria.
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1. NANOPARTICULAS MAGNETICAS.
1.1.Definicion.

Las NPM son particulas sintéticas de 6xidos metalicos (Fe, Au, Cu, Al, Ag, etc.)
con un tamafo de particula entre 10-1000 nm, las cuales pueden ser
acompafadas de un recubrimiento organico o inorganico. Estas particulas pueden
ser bien dispersas en un liquido, normalmente agua, y sufrir una modificacion para
cumplir con diferentes objetivos: 1) estabilizar las nanoparticulas en una
suspension biolégica con un pH cercano a 7.4 y a altas concentraciones de sal, 2)
proveer de grupos funcionales en la superficie de las nanoparticulas para
posteriores derivaciones, y finalmente 3) impedir el ataque inmediato del sistema
reticulo endotelial (Neuberger, Schopf et al., 2005).

El 6xido de hierro es el material mas investigado para fines biomédicos, gracias a
su gran compatibilidad con respecto a otros materiales magnéticos, tanto en su
estado puro como oxidado. Existen varios tipos de Oxidos de hierro en la
naturaleza y que pueden ser preparados en el laboratorio, hoy en dia solo la
maghemita (y-Fe,O3) y magnetita (Fes0,4) son capaces de cumplir las necesidades
requeridas para aplicaciones biomédicas. Estos requerimientos incluyen
momentos magnéticos suficientemente altos, estabilidad quimica en condiciones
fisiolégicas y baja toxicidad, sin mencionar lo facil y econdmico de los
procedimientos de sintesis disponibles para la preparacion de estos materiales. El
grado de cristalinidad, asi como la dispersibilidad en términos de tamafo y forma
de la NP son parametros criticos que afectan su rendimiento en técnicas
terapéuticas y de diagnéstico, como la obtencion de imagenes por resonancia

magnética (IRM) e hipertermia (Figuerola, Di Corato et al., 2010).

% ﬁ UNAM | FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN 16

T
LN A



Il. MARCO TEORICO 7

1.2.Generalidades de los materiales magnéticos.

Los materiales magnéticos son caracterizados por la presencia de dipolos
magneéticos generados por el giro de algunos de sus electrones. Cada uno de
estos electrones polarizados puede estar alineado de forma paralela o antiparalela
con respecto a sus vecinos en la red cristalina y este tipo de interaccion es lo que
da lugar al efecto magnético macroscopico que podemos medir. Dependiendo de
la respuesta magnética observada, podemos clasificar a los materiales magnéticos
como paramagnetos, ferromagnetos, ferrimagnetos o antiferromagnetos. Sin
embargo, dicho comportamiento es altamente dependiente del tamafio y de la
temperatura, ya que a una temperatura en particular, el comportamiento
magneético de cualquier material puede ser alterado por un ajuste en su tamafio
(Wiley, 2000).

Las propiedades magnéticas que caracterizan a todos los materiales magnéticos

son: ferromagnetismo, diamagnetismo y paramagnetismo.
1.2.1. Ferromagnetismo.

El ferromagnetismo es un fendmeno fisico en el que se produce un ordenamiento
magnético de todos los momentos magnéticos de una muestra, en la misma
direccion (Fig. 1). Un material ferromagnético es aquel que puede presentar
ferromagnetismo. La interaccion ferromagnética es aquella que hace que los

momentos magnéticos tiendan a disponerse en la misma direccion o sentido.

El ferromagnetismo no es una propiedad que depende solamente de la
composicion quimica de un material, sino que también depende de su estructura
cristalina y la organizacién microscopica. Hay aleaciones ferromagnéticas de un
metal, cuyos componentes no son ferromagnéticos, llamados aleaciones Heusler.
Por el contrario, existen aleaciones no magnéticas, como los tipos de acero

inoxidable, compuestas casi exclusivamente de metales ferromagnéticos.

9
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Fig. 1. Esquema de dominios magnéticos de un ferromagneto alineandose con un campo
creciente.

Generalmente, los ferromagnetos estan divididos en dominios magnéticos,
separados por superficies conocidas como paredes de Bloch. En cada uno de
estos dominios, todos los momentos magnéticos estan alineados. Al someter un
material ferromagnético a un campo magnético intenso, los dominios tienden a
alinearse con éste, de forma que aquellos dominios en los que los dipolos estan
orientados en el mismo sentido o direccibn que el campo magnético inductor

aumentan su tamafio (Sundaresan Rao, 2009).
1.2.2. Diamagnetismo.

El diamagnetismo es una propiedad de los materiales que consiste en ser
repelidos por los imanes. Es lo opuesto a los materiales ferromagnéticos los
cuales son atraidos por los imanes. El fendmeno del diamagnetismo fue
descubierto y nominado por primera vez en 1845 por Michael Faraday cuando vié
un trozo de bismuto que era repelido por un polo cualquiera de un iman; lo que
indica que el campo externo del iman induce un dipolo magnético de sentido

opuesto en el bismuto.

Una sustancia se dice que es diamagnética cuando puede ser menos permeable
para las lineas de fuerza magnéticas que el vacio, y en consecuencia puede tener
tendencia a desplazarse de las regiones en que la densidad de las lineas de
fuerza sea muy grande hacia las regiones en que la intensidad de campo sea mas
deébil. El campo inducido en la sustancia provoca que sea repelida (Fig. 2). Cuando
BN UNAM | FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN 18
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una sustancia presenta el comportamiento contrario se dice que es paramagnética
(Falicov, 2003).

SIN] Bl s

DIAMAGNETISMO

Fig. 2. Diamagnetismo que presenta un objeto al someterse a un campo magnético.

1.2.3. Paramagnetismo.

Un material paramagnético se caracteriza por la orientacion al azar de sus dipolos
magnéticos, los cuales solo pueden estar alineados en presencia de un campo
magneético externo y a lo largo de toda su direccion. Este tipo de materiales no
poseen la coercitividad de remanencia, lo cual significa que cuando un campo
magnético externo es apagado, los dipolos magnéticos internos se aleatorizan de
nuevo, no se requiere energia adicional para desmagnetizar el material y, por lo
tanto, el cero inicial del momento magnético neto se recupera de forma
espontanea (Fig. 3). Una nanoparticula con tal comportamiento magnético es

superparamagnética.
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Fig. 3. Paramagnetismo de un cuerpo.

Alternativamente, los dipolos magnéticos individuales en un cristal pueden
alinearse paralelamente uno con otro, por lo tanto se obtiene un mejoramiento en
la respuesta colectiva incluso en ausencia de un campo magnético externo. Esto

es conocido como ferromagnetismo (Yafet, 2003).
1.2.4. Propiedades magnéticas.

Existen tres parametros principales para describir la fuerza y la magnetizacion de
un material, los cuales son: 1) la coercitividad (Hc), este pardmetro representa la
energia minima para la inversion de la magnetizacién del material. La coercitividad
esté estrictamente relacionada con la constante de anisotropia magnética (Ku) que
determina la energia a ser superada en orden de invertir la direccion de los dipolos

magnéticos del material.

La Ku puede tener diferentes contribuciones, las cuales surgen de la simetria de la
red cristalina, la contribucion de la superficie de la cubierta de las nanoparticulas y
de la forma de las nanoparticulas; 2) la saturacion de magnetizacion (Ms), la cual

indica el valor maximo de magnetizacién que el material puede alcanzar bajo el
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efecto de campos lo suficientemente altos y 3) el remanente de magnetizacion

(MR), éste indica la magnetizacion residual al aplicar un campo cero.

S Mg
: / i
b
2 m/
He=Mg=0 — FM

- = SPM

Campo Magnético, H
Particula Ferromagnética (FM)
Particula Superparamagnética (SPM)

Fig. 4. Magnetizacion para particulas superparamagnéticas (SPM) y particulas ferromagnéticas
(FM), mostrando la coercitividad (H.), la magnetizacion de saturacion (Ms) y la magnetizacién
remanente (Mg).

Estos tres pardmetros pueden ser facilmente identificados en la curva de histéresis
generada en las mediciones de magnetizacion campo-dependiente (Fig. 4).
Metales como el Fe, Co o Ni, asi como algunas de sus aleaciones son materiales
ferromagnéticos. En contraste a la situacion ferromagnética, los dipolos
magnéticos vecinos pueden alinearse de manera antiparalela en la red cristalina,
lo cual significa que estos pueden cancelarse unos a otros. Este tipo de
intercambio magnético puede dar origen a dos situaciones diferentes: una
llamada antiferromagnetismo, cuando los dipolos magnéticos poseen el mismo
valor y por lo tanto, el material muestra una red de magnetizacion cero y otra

conocida ferrimagnetismo cuando las parejas de electrones presentan diferentes
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valores y, en este caso, los dipolos magnéticos distintos a cero seguiran

magnetizando el material, incluso en la ausencia de un campo magnético externo.

El primer caso carece de interés para aplicaciones biomédicas, debido al momento
magneético neto de cero de dichos materiales; sin embargo, la ultima opcion es
mucho mas interesante y de hecho, el 6xido de hierro (magnetita y maghemita)
pertenece a la clase de materiales ferrimagnéticos (Figuerola, Di Corato et al.,
2010).

1.2.5. Modificacion de la coercitividad con respecto al tamafio de

particulay superparamagnetismo.

La reduccion en el tamafio de los materiales magnéticos muestra interesantes
ventajas que los hacen mas adecuados para técnicas terapéuticas y diagnésticas
comparadas con sus contrapartes a granel. Los pardmetros magnéticos como la
coercitividad de las nanoparticulas puede ser modificada por una disminucion en
su tamafio, consecuentemente, su papel biomédico puede ser optimizado para sus
requerimientos practicos. Por otra parte, una mayor reduccion del tamafio por
debajo de un cierto valor del radio, llamado radio superparamagnético (Rsp),
induce una transicibn magnética en particulas provocando que, tanto las
nanoparticulas  ferro- 'y ferrimagnéticas (FM), se conviertan en
superparamagnéticas y como ya se menciond, posean altos momentos
magnéticos bajo el efecto de un campo magnético, careciendo de un momento
magnético remanente, el cual estara presente cuando el campo magnético externo
sea retirado. Esta propiedad se traduce en una ventaja significativa, sobre todo en
experimentos in vivo: la falta de coercitividad, o en otras palabras, el momento
magnético neto cero de las nanoparticulas una vez concluidas las medidas del
diagnéstico o terapia puede evitar la acumulacion potencial de las particulas que
podrian facilmente causar la formacion de embolias en los vasos sanguineos
(Figuerola, Di Corato et al., 2010).
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1.2.6. Superparamagnetismo.

El superparamagnetismo es una propiedad asociada a la nanoestructura de los
materiales magnéticos y surgen cuando la energia térmica es suficientemente alta
para sobrepasar la energia de estabilizacion de la particula (Fig. 5) explicando
como la coercitividad de las nanoparticulas varia cuando su tamafio disminuye,
hasta que el estado superparamagnético es alcanzado (Figuerola, Di Corato et al.,
2010).

Dominio simple Multi-dominio
h —-€~ >

idad, Hc

vl

Coercit

Tamario de particula, d

Fig. 5. Variacion de la coercitividad (Hc) de nanoparticulas magnéticas con el tamafio.

1.3. Magnetita.

La magnetita es un mineral ferrimagnético constituido por 6xido ferroso-diférrico
(Fe;0,) con férmula quimica Fe®*(Fe®*"),04, uno de varios 6xidos de hierro. El

nombre IUPAC del producto quimico es éxido de hierro (ll, IIl) y su nombre comudn
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es oOxido ferroso férrico. La formula para magnetita también puede ser escrita
como FeO(Fe;03), que es una parte de Wustite (FeO) y una parte de hematita
(Fe203). Esto se refiere a los estados de oxidacioén de las diferentes especies de
hierro en una estructura, no en una solucion. La temperatura de Curie de la
magnetita es de 858 °K (585 °C, 1085 °F).

Es un mineral de color negro o marrén con un brillo metalico. Debe su nombre a la
ciudad griega de Magnesia. Su fuerte magnetismo se debe a un fenémeno de
ferrimagnetismo: los momentos magnéticos de los distintos cationes de hierro del
sistema se encuentran fuertemente acoplados, por interacciones
antiferromagnéticas, pero de forma tal que en cada celda unitaria resulta un
momento magnético no compensado. La suma de estos momentos magnéticos no
compensados, fuertemente acoplados entre si, es la responsable de que la

magnetita sea un iman.
1.3.1. Propiedades.

La magnetita es el mineral mas magnético de todos los minerales que existen
naturalmente en la Tierra. Trozos de magnetita naturalmente magnetizados,
llamados piedra iman, atraian pequefios trozos de hierro, y asi fue como los
antiguos pobladores notaron por primera vez la propiedad del magnetismo.
Magnetitas fueron utilizadas como una forma temprana de brdjulas magnéticas. La
magnetita normalmente forma parte de las rocas, por lo que ha sido una
herramienta fundamental en el paleomagnetismo, una ciencia importante en el
descubrimiento y comprensiéon de la tecténica de placas, ademas de los datos
historicos para la magnetohidrodinamica y otros campos cientificos. Las relaciones
entre la magnetita y otros minerales ricos en 6xidos de hierro como la ilmenita,
hematita y ulvoespinela han sido muy estudiadas, asi como las complicadas
reacciones entre los minerales y el oxigeno influyen en el como y cuando la

magnetita conserva registros de los campos magnéticos de la Tierra.
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La magnetita reacciona con el oxigeno para producir hematita. Por lo general, las
rocas igneas contienen los granos de dos soluciones sélidas , una entre magnetita
y ulvoespinela, y la otra entre ilmenita y hematita. La composiciones de los pares
de minerales se utilizan para calcular la cantidad oxidante del magma (es decir, la
fugacidad del oxigeno en el magma) y una serie de condiciones oxidantes se
encuentran en los magmas y el estado de oxidacién ayudan a determinar como

podrian evolucionar los magmas por cristalizacion fraccionada .

1.3.2. Cristalinidad.

La magnetita (Fe3O4) ha atraido la atencibn como un material espintronico
particularmente interesante debido a su alta temperatura de Curie de 858 °K. A
temperatura ambiente y presion atmosférica normal se cristaliza en una estructura
de espin cubica centrada en las caras, que se ilustra en la Fig. 6 (a).
Curiosamente, esta es la Unica estructura de cristales de magnetita en la que se
conocen con certeza las posiciones de los atomos. Cuando se enfria, la magnetita
se somete a la transicién Verwey alrededor de 122 °K, que se caracteriza por una
fuerte caida en la conductividad en dos érdenes de magnitud que se acomparia de

una distorsion del enrejado con menor simetria del espin cubico.

Fig. 6. (a) Estructura de espin clbica centrada en las caras de la magnetita. (b) Ampliaciéon de un

tetraedro y un octaedro adyacentes que comparten un atomo de oxigeno. Grandes esferas

tet oct

marcadas por Fe ™~ y Fe " representan los atomos de hierro en subredes tetraédricas y octaédricas

9' "UNAM | FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN 25

et v



http://en.wikipedia.org/wiki/Igneous_rock
http://en.wikipedia.org/wiki/Igneous_rock
http://en.wikipedia.org/wiki/Solid_solution
http://en.wikipedia.org/wiki/Magma
http://en.wikipedia.org/wiki/Oxygen
http://en.wikipedia.org/wiki/Mineral_redox_buffer
http://en.wikipedia.org/wiki/Fractional_crystallization_%28geology%29

Il. MARCO TEORICO 7

coordinadas, respectivamente. Los atomos de oxigeno se muestran como pequefias esferas
verdes. Los parametros de red una en el plano (001) y ¢ en la direccién perpendicular a él son
idénticos en condiciones de equilibrio, pero difieren de los sistemas tetragonal. La simetria mas
baja en este caso también conduce a la distincion entre atomos (0%, O*) axial y ecuatorial. Las
flechas indican las direcciones de desplazamiento de los atomos de oxigeno, desde sus posiciones

ideales por un parametro U interno > 0 (Lu, Salabas et al., 2007).

1.4.Sintesis de nanoparticulas magnéticas.

Las NPM han sido sintetizadas con un gran niumero de composiciones y fases,
incluyendo éxidos de hierro como: Fe30, y y-Fe,03 (Neveu, Bee et al., 2002; Sun
Zeng, 2002), metales puros de Fe y Co (Park, Kim et al., 2000), ferromagnetos
como: MgFe;04, MnFe,04, y CoFe 04, etc. (Chen, Rondinone et al., 1999). En las
Gltimas décadas, se han desarrollado muchas investigaciones para la sintesis de
NPM, especialmente durante los ultimos afios, muchas publicaciones han descrito
rutas eficientes en el control del tamafio y forma, alta estabilidad, y particulas

monodispersas. Algunos de los métodos mas populares incluyen:

~ Co-precipitacion.
~ Descomposicién y/o reduccién térmica.
~ Microemulsién.

~ Sintesis hidrotérmica.
1.4.1. Método de co-precipitacion.

El método de co-precipitacion es una forma facil y conveniente de sintetizar 6xidos
de hierro a partir de soluciones acuosas de sales de Fe?/Fe®* por la adici6n de
una base en condiciones inertes a temperatura ambiente o0 a elevadas
temperaturas. El tamafio, forma y composicion de las NPM depende mucho del
tipo de sales utilizadas (cloruros, sulfatos, nitratos), la relaciéon Fe*/Fe*, la
temperatura de reaccion, el pH y la fuerza ionica del medio. En esta sintesis, una

vez que las condiciones han sido corregidas, la calidad de las NPM es altamente
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reproducible. La saturacion magnética es determinada experimentalmente en un
rango de 30-50 emu-g™, lo cual es bajo en comparacién al de referencia que es de
90 emu-g*. Las NPM no son muy estables bajo condiciones normales, y son
facilmente oxidadas a maghemita. Desde que la maghemita se considera un
ferrimagneto, la oxidacion es el menor de los problemas. Por lo tanto, las NPM
pueden ser sujetas a la oxidacién deliberada para convertirlas en maghemita.
Esta transformacion se logra mediante la dispersion en medio 4cido, ademas de
nitrato de hierro (lll). Las particulas de maghemita obtenidas son quimicamente

estables en medio &cido y alcalino.

Sin embargo, incluso si las particulas de magnetita se convierten en maghemita
después de su formacion inicial, el desafio experimental en la sintesis de FezO,4
por co-precipitacion se encuentra en el control del tamafio de particula y, por lo
tanto, lograr una distribucion de tamafio de particula estrecha. Puesto que la
temperatura de bloqueo depende del tamafio de particula, una distribucion amplia
en el tamafio de particula dard lugar a una amplia gama de temperaturas de
bloqueo, ademas de un comportamiento magnético no ideal para muchas
aplicaciones. Las particulas preparadas por el método de co-precipitacion por
desgracia tienden a ser bastante polidispersas. Es bien sabido que la presencia de
una breve explosion de nucleacion y crecimiento controlado posterior son cruciales
para producir particulas monodispersas. El control de estos procesos es la clave

en la produccién de nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro monodispersas.

Recientemente, avances significativos en la preparacion de nanoparticulas de
magnetita monodispersas, de diferentes tamafios, se han realizado mediante el
uso de aditivos organicos como agentes de estabilizacion y/o reduccion. Por
ejemplo, las NPM con tamafios entre 4-10 nm pueden ser estabilizadas en
solucion acuosa al 1% p/v de PVAL. Sin embargo, cuando usamos PVAL el 0.1%
molar de grupos carboxilos actian como agentes estabilizantes, por lo que las

nanoparticulas de magnetita se obtienen en forma de racimos en agrupaciones de
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precipitado (Lee, Isobe et al., 1996). Este resultado indica que la seleccion del

surfactante es un importante tema para la estabilizacion de las NPM.

Los efectos de algunos aniones organicos, como los carboxilatos y los iones
hidroxilo, en la formacion de oxidos de hierro u oxihidroxidos han sido estudiados
ampliamente (Kandori, Kawashima et al., 1992). Para la formacion de complejos
superficiales se requiere de ambos, grupos carboxi desprotonados asi como
grupos a-hidroxi desprotonados. Recientes estudios han mostrado que el acido
oleico es el mejor candidato para la estabilizacion de Fe3O,4 (Willis, Turro et al.,
2005). El efecto de los iones organicos en la formacion de 6xidos metalicos u
oxihidréxidos se puede racionalizar por dos mecanismo competitivos. La quelacion
de los iones metalicos puede impedir la nucleacién y conducir a la formacion de
particulas mas grandes porque el niumero de nucleos formado es pequefio y el
sistema estd dominado por particulas en crecimiento. Por otro lado, la adsorcién
de aditivos sobre los ndcleos y el crecimiento de los cristales pueden inhibir el

crecimiento de las particulas, lo que favorece la formacion de unidades pequenias.
1.4.2. Descomposicién y/o reduccion térmica.

Inspirado en la sintesis de nanocristales semiconductores de alta calidad y 6xidos
en medios no acuosos por descomposicién térmica (Murray, Norris et al., 1993;
Peng, Wickham et al., 1998), se han desarrollado métodos similares para la
sintesis de NPM con control sobre la forma y tamafio. Nanocristales magnéticos
monodispersos con un tamafio mas pequefio pueden ser sintetizados a través de
la descomposicion térmica de compuestos organometalicos en disolventes
organicos de alto punto de ebullicibn que contengan surfactantes como
estabilizantes (Sun, Zeng et al., 2003; Redl, Black et al., 2004). Los acidos grasos,
el acido oleico, y hexadecilamina a menudo se utilizan como surfactantes (Samia,
Hyzer et al., 2005). En principio, las proporciones de los reactivos de partida
incluidos los compuestos organometalicos, surfactantes y solventes son los

parametros decisivos para el control del tamafio y la morfologia de las NPM. La
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temperatura y el tiempo de reaccion, también pueden ser cruciales para el control

preciso del tamafio y la morfologia.

Si el metal en el precursor es cero valente, como en carbonilos, la descomposicion
térmica inicialmente conduce a la formacion del metal, pero dos etapas del
procedimiento pueden utilizarse para producir nanoparticulas de éxido también.
Por ejemplo, el pentacarbonilo de hierro se puede descomponer en una mezcla de
octil éter y acido oleico a 100 °C, la adicion de oxido de trimetilamina (CH3)sNO
como un oxidante suave a temperatura elevada, resulta en la formacion de
nanocristales monodispersos de y-Fe,O3; con un tamafio de aproximadamente 13
nm (Hyeon, Lee et al., 2001). La descomposicion de los precursores con los
centros de metales catidonicos conduce directamente a los 6xidos, es decir, Fez0g,,
si [Fe(acac)s] se descompone en presencia de 1,2-hexadecanodiol, oleilamina, y

acido oleico en éter de fenol (Sun, Zeng et al., 2003).

El método de descomposicion térmica también se utiliza para preparar
nanoparticulas metalicas. La ventaja de las nanoparticulas metalicas es su mayor
magnetizacion en comparacion con los éxidos metélicos, lo cual es especialmente

interesante para los medios de almacenamiento de datos.
1.4.3. Microemulsion.

Una microemulsién es una dispersion isotropica termodindmicamente estable de
dos liquidos inmiscibles, donde se estabiliza el microdominio de uno o ambos
liquidos por una pelicula interfacial de moléculas surfactantes. En la
microemulsion agua en aceite, la fase acuosa se dispersa como microgotas (10-50
nm de didmetro) rodeadas de una monocapa de moléculas de surfactante en la

fase continua de hidrocarburos.
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Fig. 7. Elaboracion de NPM por microemulsion.

Al mezclar dos microemulsiones idénticas de agua en aceite en las que se
contengan los reactivos, las microgotas continuamente chocan, se unen, se
rompen de nuevo, y finalmente precipitan en forma de micelas. Por la adicion de
solventes, como acetona o etanol, a las microemulsiones, el precipitado puede ser
extraido por filtracion o centrifugacion de la mezcla. En este sentido, una
microemulsion puede ser utilizada como un nanoreactor para la formacién de

nanoparticulas (Fig. 7).

Utilizando la técnica de microemulsion, las nanoparticulas pueden ser preparadas
como esferoides, pero también como una seccién transversal rectangular o tubos.
Aunque muchos tipos de nanoparticulas magnéticas se han sintetizado de manera
controlada usando el método de microemulsion, el tamafio de las particulas y las
formas por lo general varian en un amplio rango relativo. Por otra parte, la ventana
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de trabajo para la sintesis de microemulsiones suele ser bastante estrecha y el
rendimiento de las nanoparticulas es bajo en comparacion con otros métodos,
tales como la descomposicion térmica y co-precipitacion. Grandes cantidades de
disolvente son necesarias para sintetizar cantidades apreciables de material. Por
ello no es un proceso muy eficiente ni sencillo de escalar (Lu, Salabas et al.,
2007).

1.4.4. Sintesis hidrotérmica.

Recientemente se reporté un método generalizado para sintetizar una variedad de
diferentes nanocristales por una reaccion liquido-solido-solucién (Figuerola, Di
Corato et al., 2010). El sistema consta de linoleato del metal (sélido), una fase de
acido linoléico (liquido), y una solucién de agua-etanol a diferentes temperaturas
de reaccion en condiciones hidrotérmicas. Esta estrategia se basa en una
transferencia de fase y el mecanismo de separacion que ocurre en las interfaces
entre un liquido y un sdlido, y la solucién presente durante la sintesis. En este
método se utilizan habitualmente las mezclas de reaccion de varios componentes,
incluyendo el etilenglicol, acetato de sodio y polietilenglicol, para dirigir la sintesis.
El etilenglicol se utiliza como agente reductor del punto de ebullicion, lo cual era
conocido del proceso de poliol para producir nanoparticulas monodispersas del
metal o de oxidos metalicos; el acetato de sodio como estabilizador electrostatico
para prevenir la aglomeraciéon de las particulas; y el polietilenglicol como

surfactante contra la aglomeracién de las particulas (Tartaj, Morales et al., 2005).
1.4.5. Ventajas y desventajas.

Las ventajas y desventajas de los cuatro métodos de sintesis se resumen
brevemente en la Tabla 1. En cuanto a la simplicidad de la sintesis, la co-
precipitacion es la ruta preferida. En términos de control de tamafio y morfologia
de las nanoparticulas, la descomposicion térmica parece el mejor método

desarrollado hasta la fecha. Como alternativa, las microemulsiones también
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pueden ser utilizadas para sintetizar nanoparticulas monodispersas

con diversas morfologias. Sin embargo, este método requiere una gran cantidad
de disolvente. La sintesis hidrotérmica es un método relativamente poco explorado

para la sintesis de nanoparticulas magnéticas, aunque permite la
sintesis de nanoparticulas de alta calidad. Hasta la fecha, las NPM
preparadas a partir de co-precipitacion 'y descomposicion térmica

son los métodos mejor estudiados y se pueden preparar a gran escala.

Tabla 1. Ventajas y desventajas de los métodos de sintesis de NPM (Lu, Salabas et al., 2007).

) Temperatura o » Control
Método de } ) . Distribucion o
. ) Sintesis de reaccion Solvente . de Rendimiento
sintesis de tamafio
(°C) forma
Muy simple,
condiciones
L ambientales, Relativamente Alto-
Co-precipitacion 20-90 Agua Bueno
atmasfera estrecha escalable
inerte,
minutos.
Complicado,
Descomposicién atmosfera Compuestos Muy Alto-
o ] 100-320 . Muy estrecha
térmica inerte, orgéanicos bueno escalable
horas-dias.
Complicado,
. . condiciones Compuestos | Relativamente .
Microemulsién : 20-50 . Bueno Bajo
ambientales, organicos. estrecha
horas.
} ) Simple, altas
Sintesis ) Muy .
) o presiones, >220 Agua-etanol | Muy estrecha Medio
hidrotérmica bueno
horas-dias.
La estabilidad coloidal de las NPM sintetizadas por los métodos antes

mencionados, Yya sea por repulsion estérica o electrostatica, depende de los
estabilizadores, tales como acidos grasos o aminas y la polaridad del disolvente
utilizado. Por ejemplo, las nanoparticulas de magnetita sintetizadas a través de co-
precipitacion fueron estabilizadas por fuerzas de repulsién electrostatica, porque

las particulas tienen carga positiva (Bee, Massart et al., 1995). Sin embargo, las

S ,
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nanoparticulas sintetizadas por descomposicion térmica son, en general,
estéricamente estabilizadas en un disolvente organico por acidos grasos o

surfactante (Sun Zeng, 2002).
1.5.Proteccidn y estabilizacion de nanoparticulas magnéticas.

Aungque ha habido muchos acontecimientos importantes en la sintesis de
nanoparticulas magnéticas, el mantenimiento de la estabilidad de estas particulas
durante mucho tiempo sin aglomeracidbn o precipitacion es una cuestidon
importante. La estabilidad es un requisito fundamental para casi cualquier
aplicacién de nanoparticulas magnéticas, especialmente los metales puros, como
el Fe, Co y Ni y sus aleaciones, los cuales son muy sensibles al aire. Por lo tanto,
la principal dificultad para el uso de metales puros o aleaciones surge de su
inestabilidad frente a la oxidacién con el aire, y la susceptibilidad a la oxidacién se
hace mas alta cuanto mas pequefias son las particulas. Por lo tanto, es necesario
desarrollar estrategias eficaces para mejorar la estabilidad quimica de
nanoparticulas magnéticas. El método mas sencillo parece ser la proteccién con
una capa que es impenetrable, de modo que el oxigeno no pueda llegar a la
superficie de las particulas magnéticas (Fig. 8). A menudo, la estabilizacion y

proteccion de las particulas estan estrechamente vinculadas entre si.

Todas las estrategias de proteccion dan como resultado nanoparticulas
magnéticas con una estructura base en la superficie, es decir, la nanoparticula
magnética esta cubierta por una concha para aislar el nucleo contra el medio

ambiente.

Como alternativa, las nanoparticulas magnéticas también se pueden dispersar en
una matriz densa, por lo general en polimeros, silice o carbono, para formar
compuestos, que también impidan, o al menos minimicen, la aglomeracion y la
oxidacion. Sin embargo, las nanoparticulas se fijan en el espacio una con respecto

a la otra, lo que a menudo no se desea. Por el contrario, los nanocristales
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protegidos individualmente son libremente dispersables y estables en una

variedad de medios debido a la proteccion que les rodea.

OXIGENO

a) Oxidacion de NPM en presencia de oxigeno

o P o

OXIGENO

= >

Recubrimiento

b) Protecciéon de NPM para prevenir la oxidaciéon por presencia de oxigeno

Fig. 8. Esquema representativo de la oxidacién de NPM en presencia de oxigeno (a), asi como la
prevencion de tal fenémeno por la proteccién de las NPM mediante la incorporacion de un
recubrimiento protector (b).

1.5.1. Pasivacion superficial por oxidacion moderada.

Un enfoque muy simple para proteger a las particulas magnéticas es inducir a una
oxidacion controlada de un nucleo del metal puro, una técnica muy conocida es la
pasivacion de catalizadores sensibles al aire. Esta oxidacion se puede conseguir
por varios métodos. El control de la capa de 6xido, que tiene un alto impacto en el
intercambio de sistemas parciales, asi como en un espesor bien definido del

nacleo ferromagnético y la capa antiferromagnética son deseables. Por otra parte,

’j’&i‘ :
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la correlacion directa de la estructura y el magnetismo en las particulas pequefas

puede ser determinante.
1.5.2. Surfactante y recubrimiento polimérico.

Los surfactantes o polimeros se emplean a menudo para neutralizar la superficie
de las nanoparticulas durante o después de la sintesis para evitar la aglomeracion.
En general, la repulsion electrostatica o repulsion estérica se puede utilizar para
dispersar las nanoparticulas y mantenerlas en un estado coloidal estable. Para
ejemplo, las nanoparticulas de magnetita sintetizada a través de la co-
precipitacién de Fe?* y Fe*" en soluciones de amoniaco o NaOH son generalmente

cargadas negativamente, lo que resulta en la aglomeracion.

En general, los surfactantes o polimeros pueden ser anclados quimicamente o
fisicamente adsorbidos en nanoparticulas magnéticas para formar una capa
simple o doble, que crea fuerzas de repulsién (principalmente repulsion estérica)
para equilibrar las fuerzas electromagnéticas y de van der Waals atractivas que
actlan sobre las nanoparticulas. Por lo tanto, por la repulsion estérica, las
particulas magnéticas se estabilizan en suspension. Los polimeros que contienen
grupos funcionales, tales como acidos carboxilicos, fosfatos y sulfatos, se pueden
unir a la superficie de la magnetita (Fig. 9). Algunos polimeros adecuados para el
revestimiento incluyen polipirrol, polianilina, polimetiliden malonato, y los
poliésteres, como el acido poli(lactico), acido poliglicdlico, poli-e-caprolactona y sus
copolimeros. Al modificar la superficie de las nanoparticulas magnéticas con
ciertos polimeros biocompatibles se pretende estudiar la posibilidad de emplearlos
como acarreadores de farmacos dirigidos magnéticamente y como agentes de

contraste para resonancia magnética (Yang, Park et al., 2006).
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Fig. 9. Recubrimiento polimérico de NPM.

1.5.3. Revestimiento de metales preciosos.

Los metales preciosos se pueden depositar en nanoparticulas magnéticas a través
de reacciones de microemulsion, transmetalaciéon redox u otros métodos, para
proteger las particulas contra la oxidacion. Estas particulas son estables al aire y
se pueden dispersar en disolventes organicos tipicos. El oro parece ser una capa
ideal debido a su baja reactividad. Sin embargo, se encontré que el recubrimiento
directo de particulas magnéticas con oro es muy dificil, debido a la naturaleza
diferente de las dos superficies. Los avances realizados recientemente han
resultado en la sintesis de nanoparticulas de hierro recubiertas por oro con un
tamafio de alrededor de 11 nm y una capa de oro de 2-5 nm de espesor (Fig. 10).
Estas particulas de hierro recubiertas de oro son estables bajo condiciones
acuosas neutras y acidas. El recubrimiento se logré mediante una reaccién de

sustitucion parcial en un disolvente aprético polar (Lu, Salabas et al., 2007).

Proteccion de NPM por particulas de oro

Fig. 10. Recubrimiento de NPM con metales preciosos de oro.
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1.5.4. Recubrimiento de silice.

Una cubierta de silice no solo protege a los centros magnéticos, sino también
puede evitar el contacto directo del nucleo magnético con agentes adicionales
vinculados a la superficie de la silicona evitando asi las interacciones no
deseadas. Los recubrimientos de silice tienen varias ventajas derivadas de su
estabilidad en condiciones acuosas (por lo menos si el pH es suficientemente
bajo) por su facil modificacion de superficie como un facil control de las
interacciones entre particulas, tanto en la solucion y dentro de las estructuras, a
través de la variacion del grosor de la cascara (Fig. 11). Sin embargo, la silicona
es inestable en condiciones basicas, ademas, la silice puede contener poros a

través de los cuales el oxigeno u otras especies podrian difundir.

¢
NPM PROTECCIGN DE NPM CON SILICE

SILICE

Fig. 11. Esquema representativo de una proteccion con silice.

1.5.5. Revestimiento de carbono.

Inmediatamente después del descubrimiento de los fulerenos, se constaté que los
metales carbono-encapsulados o carburo de nanocristales de metal pueden ser
generados por el proceso de Kretschmer (Figuerola, Di Corato et al., 2010). Desde
entonces, muchos estudios han demostrado que en presencia de nanoparticulas
de metales (Co, Fe, Ni, Cr, Au, etc.), las estructuras del carbono grafito, como los
nanotubos de carbono y las ciclodextrinas, se forman por la ablacién por laser y la

irradiacion de electrones. Las capas de grafito bien desarrolladas ofrecen una
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barrera efectiva contra la erosion y la oxidacion. Estos hechos indican que es
posible sintetizar nanoparticulas magnéticas recubiertas de carbono, que son
térmicamente estables y tienen una alta estabilidad contra la oxidacion vy lixiviacion

acida, que es crucial para algunos (Lu, Salabas et al., 2007).
1.6.Funcionalizacion y Biocompatibilidad de las NPM.
1.6.1. Funcionalizacion.

Como se mencioné anteriormente, una cubierta protectora no soélo sirve para
proteger a las nanoparticulas magnéticas contra la degradacion, sino también se
puede utilizar para funcionalizar con ciertos componentes especificos, como las
especies cataliticamente activas, diversos farmacos, sitios de union especificos u
otros grupos funcionales. La separacion facil y la colocacién controlada de las
nanoparticulas magnéticas funcionalizadas por medio de un campo magnético
externo permiten su aplicacion como soportes de catalizadores, en los procesos
de enzima inmovilizada y la construccion de sistemas bio-electrocataliticos

magnético-controlables (Fig. 12) (Dias, Hussain et al., 2011).
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Fig. 12. Informacion general de las posibles modificaciones en la superficie de las nanoparticulas
de o6xido de hierro. La superficie estd recubierta con polimeros anfifilicos o de lucha contra la
contaminacion biolégica para mejorar la biocompatibilidad de las nanoparticulas y aumentar el
tiempo de circulacién de la sangre (superior izquierda); ligandos especificos o anticuerpos que
pueden fijarse en la superficie para desarrollar un sistema de objetivo activo especifico (parte
superior derecha ), con el fin de obtener compuestos de imagenes multimodales magnéticos
fluorescentes, llamados fluoroforos organicos, los cuales pueden estar conjugados en la superficie
de las nanoparticulas a través de moléculas espaciador o que se pueden incluir en una carcasa
protectora (inferior izquierda); agentes terapéuticos pueden estar asociados a la superficie de las
nanoparticulas a través de interacciones electrostatica o por enlaces covalentes, la liberacién que
responde a los estimulos puede ser operada por un cambio en el pH o por la accién enzimética
(inferior derecha) (Dias, Hussain et al., 2011)
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1.6.2. Biocompatibilidad de las nanoparticulas de 6xido de hierro.

Cuando una nanoparticula se introduce en el cuerpo, varios aspectos pueden
poner en peligro su estabilidad. En primer lugar, fisiolégicamente el medio tiene
diferente fuerza i6nica en comparacion con el agua ultra pura utilizada
principalmente en los laboratorios: con el aumento de la fuerza ionica de la
solucién suprimira la doble capa eléctrica alrededor de las particulas cargadas, lo
qgue resulta en una acumulacion parcial o total del sistema. Un comportamiento
similar se puede observar por las particulas una vez que entran a un
compartimento especifico del cuerpo, debido a una variacion en el pH con
respecto al medio en el que las nanoparticulas son inicialmente dispersadas.
Ademas, cuando las nanoparticulas se inyectan en la sangre, ocurre una
adsorcion no especifica por medio de las proteinas del plasma en la superficie de
las nanoparticulas. Este fendmeno, conocido como opsonizacion, es mas notorio
en las particulas de tamafio nanométrico, debido a dos efectos principales: la alta
proporcion de superficie-volumen, asi como las fuerzas de atraccion entre las
nanoparticulas magnéticas. Cuando este fenbmeno se produce, se observa una

rapida depuracion de las nanoparticulas (Lu, Salabas et al., 2007).

Para evitar tales efectos, varios polimeros sintéticos y naturales, incluyendo
dextran, los polietilenglicoles y la polivinilpirrolidona (PVP), se han introducido a la
superficie de las nanoparticulas. Estas moléculas del polimero se han empleado
para recubrir nanoparticulas preformadas de Oxido de hierro preparadas por
métodos no hidroliticos o en ocasiones como estabilizadores durante la sintesis a

través de métodos convencionales de co-precipitacion.

La presencia de una capa de polimero estable a menudo mejora la
biocompatibilidad a largo plazo de los sistemas basados en éxido de hierro. Esta
caracteristica hace que las nanoparticulas de 6xido de hierro sean adecuadas

para el seguimiento de los experimentos que requieren monitoreo y la proyecciéon
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de imagen de hierro en células por largos periodos (Figuerola, Di Corato et al.,
2010).

1.7.Aplicaciones biomédicas de NPM.

El disefio de nanoparticulas magnéticas para aplicaciones biomédicas impone
varias restricciones. Como se ha descrito, ademés de requerir de alta calidad en
las propiedades magnéticas, con el fin de obtener el maximo efecto con la dosis
minima aplicada (para el diagndstico y tratamiento) se requiere tener bajo control:
el tamafo de las nanoparticulas en general, la composicion, la estabilidad coloidal
y funcionalizacion de superficie. Las nanoparticulas de éxido de hierro sintetizadas
por métodos no hidroliticos han ampliado la gama de las nanoparticulas para
aplicaciones biologicas, pero el uso de estos compuestos en la medicina se ha
enfrentado a nuevos aspectos cruciales. El caracter no soluble en agua de las
nanoparticulas magnéticas preparadas por esta sintesis ha requerido mas
modificaciones quimicas de la superficie de las nanoparticulas con el fin de
garantizar la seguridad y la buena dispersabilidad en medios acuosos (Mahmoudi,
Sant et al., 2010).

1.7.1. Orientacion especifica de las nanoparticulas de 6xido de hierro.

Teniendo en cuenta el tamafio y la superficie, las nanoparticulas de oOxido de
hierro pueden dirigirse a un tumor por orientacion pasiva y activa. El primer modo
se basa en la acumulacién de nanoparticulas en los tejidos tumorales gracias a las
estructuras vasculares con fugas y poros del sistema sanguineo capilar en la
region del tumor. Esta mayor permeabilidad en el sitio del tumor, acompafiado por
un efecto de retencion debido al pobre drenaje linfatico, ha sido explotada para la
entrega de los diferentes sistemas de principios activos, incluidas algunas

formulaciones a base de 6xido de hierro.
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El objetivo hacia el tumor se basa en la funcionalizacién de la superficie de las
nanoparticulas con un ligando de alta especificidad hacia las células cancerosas.
Diferentes proteinas, antigenos, péptidos y vitaminas se han unido en la superficie
de las nanoparticulas y estudios in vitro realizados con estas nanoparticulas de
oxido de hierro funcionalizadas han demostrado una mejor absorcidn en
comparacion con las nanoparticulas no-funcionalizadas (Figuerola, Di Corato et
al., 2010).

1.7.2. Nanoparticulas de oOxido de hierro como sistemas de

administracion inteligente de farmacos.

Una de las aplicaciones de las NPM es la entrega de farmacos gracias al tamafio
pequefio de las nanoparticulas de 6xido de hierro y, por lo tanto, la disponibilidad
de una gran superficie junto con la posibilidad de dirigirlas a través de campos
magnéticos; convierte a las NPM en sistemas funcionales para la entrega de
agentes terapéuticos. Farmacos y moléculas de genes se han administrado a

través de las nanoparticulas de 6xido de hierro.

Cuando la interaccion electrostatica se proyecta a través de una variacién en el pH
del medio circundante, las moléculas de farmacos son puestas en libertad. Este
principio ha sido aprovechado para lograr una liberacion de doxorrubicina en el
ataque de los tumores cancerosos. El andlisis in vivo por imagenes por resonancia
magnética (IRM) y la caracterizacion de o6rganos extirpados de animales, en
comparacion con la administraciéon de doxorrubicina libre, revelaron una regresion
del tumor, sin ningun tipo de toxicidad sistémica tipica de este medicamento contra

el cancer (Fan, Gao et al., 2011).
1.7.3. IRMy US basada en compuestos de 6xido de hierro.

En principio, el uso de un agente de contraste para IRM permitiria la captura de la

situacion del paciente en una etapa pre-quirdrgica, mientras el codigo optico
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representaria una guia adecuada para lograr una mayor resolucién espacial
durante la cirugia. Trabajos anteriores han demostrado este potencial de las
nanoparticulas de oxido de hierro magnético. Distintos tipos de moléculas de
colorante se hayan adheridas a la superficie de las nanoparticulas (cianinas,
fluoresceinas, rodaminas, cumarinas, oligotiofenos, porfirinas, etc.), que emiten
tanto en el rango visible (por lo tanto conveniente para la proyeccion de imagen en
células in vitro) como en la regién del infrarrojo cercano (adecuado para el estudio

in vivo).

Un problema comun basado en la unién de una molécula de colorante en la
superficie de las nanoparticulas es el enfriamiento sustancial de fluorescencia del
colorante causado por los fendmenos de transferencia de energia entre el oxido
de hierro y el colorante. Para superar este problema, el encapsulamiento de las
moléculas de colorante en una cubierta polimérica o dentro de una cubierta de
silice permite ajustar la distancia entre las nanoparticulas y los colorantes, y por lo
tanto, ayudar a preservar la funcion optica del colorante. Por otra parte, la
utilizacién de moléculas como el espaciador polietilenglicol es también eficaz en el
distanciamiento de los restos fluorescentes en la superficie de las nanoparticulas
de 6xido de hierro.

Sistemas alternativos multimodales de 6xido de hierro para resonancia magnética
y las técnicas de obtencion de imagenes han sido reportados recientemente. Se
han descrito sistemas de doble proyeccién de imagen a base de nanoparticulas de
oxido de hierro recubiertas con PEG y funcionalizadas con un anticuerpo

monoclonal que se radiomarca con I'* (Mahmoudi, Sant et al., 2010).
1.7.4. Nanoparticulas de 6xido de hierro como agentes de contraste.

En afios recientes, la funcionalizacion de las nanoparticulas de éxido de hierro ha
incrementado drasticamente sus posibles aplicaciones dentro del area clinica y de

medicina humana, estas particulas han desempefiado un papel muy importante en
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el uso de ferrofluidos como agentes de contraste en resonancia magnética
diagnostica, los cuales son utilizados rutinariamente dentro del campo del
diagnostico. Ademas, se han realizado avances usando nanoparticulas de 6xido
de hierro en estudios clinicos de terapia contra el cancer en medicina veterinaria y
humana, atacando tumores solidos con campos magnéticos externos (Neuberger,
Schopf et al., 2005), pero con algunos efectos adversos, como hipertermia,

necrosis tisular e incluso la muerte.
1.8. Métodos de preparacion de NPP.

Los métodos de preparacion de NPP pueden ser clasificados en dos grandes
categorias: polimerizacion y emulsién de mondmeros o dispersién de un polimero
preformado. Los métodos de preparacion de NPP a partir de polimeros

preformados pueden ser clasificados en cuatro grupos:

a) emulsificacion-evaporacion.
b) “salting out”
c) desplazamiento de solvente

d) emulsificacion-difusion.

Estas técnicas son similares en el sentido que involucran una solucién organica
que contiene los componentes de las NP’s y que funcionan como una fase interna
durante la preparacion, y una solucién acuosa que contiene un estabilizante y que
constituye el medio de dispersion de las NP’s (Quintanar-Guerrero, Allemann et
al., 1998).

1.8.1. Método de emulsificacion-difusion.

Las NPP se obtuvieron mediante un nuevo proceso basado en una técnica de
emulsificacion-difusién involucrando la participacion de solventes parcialmente

miscibles en agua. El método de preparacion consiste en emulsionar una solucion
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organica de polimero (saturado con agua) en una solucién acuosa de un agente
estabilizador (saturado con solvente) utilizando agitadores convencionales,
seguido por una destilacion directa del disolvente. La técnica se basa en el
desplazamiento rapido del disolvente de la fase interna a la externa lo que provoca
la agregacion del polimero. Se cree que la formacién de nanoparticulas ocurre
debido a la rapida difusién del disolvente produciendo regiones de sobresaturacion
cerca de la interfaz, donde las nanoparticulas se forman debido a Ila
transformacioén interfacial y la agregacion de polimero que se produce en estas
areas de interface. El uso de este método permite preparar pseudolatexes de
polimeros biodegradables y no biodegradables tales como acido poli(D, L-lactico)
y policaprolactona, Eudragit E® en acetato de celulosa con acetato etilico o 2-
butanona parcialmente soluble en agua y disolventes de alcohol polivinilico o
poloxamero 407 como agente estabilizador (Quintanar-Guerrero, Allemann et al.,
1999).

cOL °
1 [~ Solucién organica . \;\'v‘ ® R
Polimero y material N
de interes en soivente
no miscible en agua.

< § f@)-
Solucién acuosa l
Agua y estabilizante
O

Fig. 13. Representacion esquematica de la preparacion de NPP por el método de emulsién-
difusién por desplazamiento directo del disolvente.
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1.9. Tendencia actual.

Actualmente, una de las areas de mayor desarrollo dentro de las aplicaciones de
las nanoparticulas de oxido de hierro, es sin duda, el uso como agentes de
contraste dentro de la medicina diagnéstica y como acarreadores de farmacos.
Hoy en dia se busca potencializar el empleo de estos agentes, mediante la
inclusién de particulas magnéticas dentro de la matriz polimérica, con el fin de
obtener agentes de contraste duales para aumentar la posibilidad de detectar una
propiedad, ecogenicidad o electromagnetismo, en la obtencién de imagenes por
resonancia magnética y ultrasonido (Yang, Li et al., 2009). Para la obtencion de
dichos sistemas es importante considerar la forma correcta de preparar
microesferas estables (Liu, Yang et al., 2006) y la inclusibn de dichas
nanoparticulas en matrices poliméricas que formen parte de dichas

microparticulas (Khan, 2008).

La obtencién de agentes de contraste duales, en los cuales las nanoparticulas de
oxido de hierro son embebidas en las microburbujas gaseosas, potencialmente
pueden convertirse en un efectivo método de diagnostico por contraste en la
obtencion de imagenes por resonancia magnética y ultrasonido (Yang, Li et al.,
2009).

%ﬁ UNAM | FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN 46




[5)

[ll. OBJETIVOS

1. OBJETIVOS
1. Objetivo general

+ Desarrollar y optimizar el método para sintetizar nanoparticulas magnéticas
(NPM) de Fe3O,4, para su posterior caracterizacion e inclusion en nanoparticulas
poliméricas (NPP), para su posible implementacion en sistemas con aplicaciones

biomédicas.
2. Objetivos particulares

% Desarrollar y optimizar el método de sintesis de NPM de Fe3O4 con la

finalidad de obtener nanoparticulas de un tamafio entre 10-100 nm.

« Caracterizar las NPM obtenidas en: identidad, tamafio, forma vy

magneticidad.

% Funcionalizar las NPM mediante la adicion de acido oleico en su superficie,
para favorecer su posterior inclusiéon en las NPP.

¢ Incluir las NPM dentro de la matriz polimérica de NPP, preparadas mediante

el método de emulsificacion-difusion por desplazamiento directo del disolvente.

< Determinar la cantidad de FezO, incluida en las NPP mediante la
cuantificacion espectrofotométrica de un complejo colorido de Fe?" y 1,10-

Fenantrolina.
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% Polimeros y surfactantes

> Alcohol Polivinilico (PVAL), Mowiol® 4-88; Glomarza, México.
> Acido poli(lactico  co-glicélico) (PLGA) 50:50, Lakeshore
Biomaterials®; Brookwood Pharmaceuticals, EUA.

+ Reactivos

Cloruro Férrico Hexahidratado ACS; Fermont, México.
Cloruro Ferroso Tetrahidratado; J.T. Baker, México.
Hidroxido de Amonio ACS; Fermont, México.

Citrato de Sodio; J.T. Baker, México.

Acido Sulfarico Concentrado; Fermont, México.

Acido Oleico puro; Drogueria Cosmopolita, México.
1,10-fenantrolina monohidratada; Sigma-Aldrich, EUA.
Clorhidrato de Hidroxilamina; Sigma-Aldrich, EUA.
Acetato de Sodio; J.T. Baker, México.

vV V.V V V V V V V VY

Sulfato Ferroso Amoniacal Hexahidratado; Sigma-Aldrich, EUA.
% Solventes

> Agua desionizada; Milli-Q®, Francia.
» Cloroformo GR; Fermont, México.

> Acetato de Etilo GR; Reactivos Analiticos, México.
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% Equipos e instrumentos

> Balanza Analitica; Boeco® BBC32, Alemania.

> Ultrasonicador; Brasonic® Branson 3200, EUA.

> Microscopio Electrénico de Transmisién; JEOL® JEM-2010, Japén.

> Contador Submicrénico de Particulas; Nanosizer® N4Plus, Coulter,
EUA.

> Parrilla Eléctrica con Agitacién; Cimarec®, Thermoline, EUA.

> Rotavapor, Laborota® 4000, Heidolph, Alemania.

> Ultracentrifuga, Optima® LE-80K, Beckman, EUA.

> Espectrofotémetro UV/Vis; Cary® UV 500, Varian, Australia.

> Agitador Mecanico; Ultraturrax®, IKA, EUA.

> Difractémetro de Rayos X para polvos; Siemens® D5000, EUA.

> Mufla; Blue M® M15A-2A, Electric Company, EUA.

> Agitador mecanico de velocidad variable, Caframo; Heidolph® RZR 1,

Alemania.

> Magnetémetro de gradiente de campo alternado; MicroMag® 2900,
Alemania.

> Medidor de susceptibilidad magnética; KappaBridge® KLY3, EUA.

% Gases

> Nitrogeno
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El siguiente diagrama muestra el resumen de la metodologia experimental en este

trabajo.

—>

sintesis de NPM

Efecto del % de citrato
de sodio 0.1 M como
estabilizador coloidal.

Efecto de la cantidad
de NH,OH 5 M en el
proceso de sintesis.

v

Efecto de la cantidad de
AO sobre la naturaleza
lipofilica de las NPM

Inclusion de las NPM en
las NPP
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Caracterizacion

Tamario de particula

Morfologia

Difraccion de Rayos-X
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Preparacion de los sistemas
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Fig. 14. Diagrama de flujo experimental.
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1. Sintesis de las NPM por el método de co-precipitacion.

Se sintetizaron NPM de FezO4 por el método de co-precipitacion. Para la
elaboracion de las nanoparticulas se utilizaron dos sales de Fe (FeCl3-7H,O y
FeCl,-4H,0) en una proporcion molar 2:1, las sales fueron puestas dentro de un
reactor en atmosfera libre de oxigeno lograda por medio del burbujeo continuo con
nitrégeno. La mezcla se agitd6 de manera constante a 1800 rpm a una temperatura
de 70 + 5°C, posteriormente se adicion6 una solucion de NH,OH 5 M, hasta un pH

cercano a 9.

La reaccién se llevo a cabo en presencia de citrato de sodio 0.1 M utilizado como
agente estabilizante para prevenir la agregacion entre las particulas e hidrato de
hidrazina para prevenir la pronta oxidacion de las particulas por la eliminacion del
oxigeno remanente en el medio, ademas de garantizar una conservacion de la
atmaosfera de nitrégeno y como co-precipitante para obtener Fe;O4 (Hong, Li et al.,
2008) (Fig. 15).

NITROGEND NITROGENO NITROGENO

1800 RPM 1500 RPM 1800 RPM

NHOH S\

CITRATO DE
SODIO 0F M

>

JOMINUTOS

FeCly+ FeCl (2:1) No—
AGUA wy Ane THl)
DESOXIGENADA

INICIO DE SINTESIS FIN DE SINTESIS

Fig. 15. Esquematizacion del proceso de sintesis de NPM.
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1.1. Efecto del % de citrato de sodio como estabilizador coloidal.

Se determiné el efecto de la cantidad de citrato de sodio en la prevencion de la
agregacion entre las particulas de hierro. Para la realizacion de esta prueba se
utilizé una solucion de FeClz-7H,0O 0.0625 M y FeCl,-4H,0O 0.0315 M con una
relacion molar 2:1 a las mismas condiciones de sintesis; 70 + 5 °C, 1800 RPM y
atmosfera libre de oxigeno, variando el porcentaje de citrato de sodio 0.1M con

respecto a la relacién molar total de Fe en un 5, 10, 15, 25, 30 % como se muestra

en la Tabla 2.

Tabla 2. Evaluacién del efecto del % de Citrato de sodio en la sintesis de NPM.

CANTIDADES DE REACTIVO POR SISTEMA

REACTIVO
1 2 3 4 5

Fe (I/Fe (l)* 10/10 mL | 10/20 mL | 10/10 mL 10/10 mL | 10/20 mL

Agua 30 mL 30 mL 30 mL 30 mL 30 mL

NH;OH 5 M 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL
Cit. deNa 0.1 M 2.35 mL 4.7 mL 7.05 mL 11.75 mL 14.1 mL
Temperatura 70x5°C | 70x5°C | 70+5°C | 70£5°C | 70x5°C
Agitacion 1800 RPM | 1800 RPM | 1800 RPM | 1800 RPM | 1800 RPM

*La relacion molar total de Fe es de 0.0047 moles por sistema.

Cada sistema es evaluado en tamafio y aspecto para determinar el efecto que

tiene el Citrato de Sodio sobre las particulas obtenidas.

évﬁ
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1.2. Efecto de la cantidad de NH,OH 5 M en el tamafio y aspecto de las
NPM.

Otro de los factores importantes a controlar durante el proceso de sintesis es la
concentracion de la base empleada como agente precipitante. Para este caso solo
se evalud el efecto de la cantidad de NH,OH a una concentracion de 5 M. Para
determinar la cantidad Optima de base necesaria en la sintesis de NPM se
adicionaron cantidades de 5 ml en intervalos de 2 minutos tomando una muestra
de 1 mL después de cada adicion de NH,OH, a las condiciones de 70 + 5°C, 1800
RPM y atmésfera de Na.

En esta prueba se evaluo tanto el tamafio como el aspecto y oxidacion de las NMP

en cada una de las adiciones de la base.
2. Caracterizacion.
2.1. Tamafio de particula.

La determinacion del tamafio de las NPM se realiz6 empleando un contador
submicrénico de particulas (Nanosizer® N4Plus, Coulter, USA) a un angulo de 90°.
Todas las medidas se hicieron por triplicado para calcular el tamafio de particula

promedio y el indice de polidispersion (IP).
2.2. Morfologia.

Se observo la morfologia de las NPM por medio de microscopia electronica de
transmisién (MET) usando un microscopio JEM-CX100 (JEOL® JEM-2010,
Japon.). Una gota de suspension de la NPM fue colocada sobre una rejilla de
cobre con una cubierta de Formvar® durante 2 minutos. El exceso de la solucion
fue removida usando papel filtro y las rejillas fueron secadas al aire hasta su

observacion.
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2.3. Difraccion de rayos x.

Para la identificacién de Fe3O4 las particulas obtenidas y previamente liofilizadas
fueron sometidas a un analisis por difraccion de rayos X, proporcionando
aproximadamente 100 mg de NPM liofilizadas para ser analizadas en un

difractémetro de rayos X para polvos (Siemens® D5000, USA).
2.4. Magneticidad.

Para caracterizar la magneticidad de las NPM se realizaron dos pruebas a los
liofilizados de particulas: 1) se evalud la susceptibilidad magnética colocando en
una cajita de plastico una cantidad conocida de NPM, la cual fue analizada en un
medidor de susceptibilidad magnética (KappaBridge® KLY3,USA); 2) se obtuvo la
curva de histéresis correspondiente a materiales magnéticos con la ayuda de un
magnetémetro de gradiente de campo alternado (MicroMag® 2900, Alemania),
para lo cual se pesé una cantidad conocida de NPM dentro de contenedores
disefiados para la realizacion de esas determinaciones. Estas pruebas se
realizaron en el Laboratorio de Paleomagnetismo y Magnetismo de Rocas del
Centro de Geociencias de la UNAM ubicado en Juriquilla, Querétaro.

3. Funcionalizacion de las NPM con acido oleico.

La funcionalizacion de las NPM se realiz6 por la adicion de AO puro en una etapa
critica durante el proceso de sintesis a las mismas condiciones; 1800 RPM, 70 £ 5
°C, atmésfera de N,. Las NPM funcionalizadas fueron recuperadas con fracciones
de 10 mL de cloroformo hasta completar un volumen final de aproximadamente 50

mL.
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3.1. Efecto de la cantidad de AO puro sobre la naturaleza lipofilica de las
NPM.

Se prepararon 5 lotes de NPM modificando la cantidad adicionada de AO en
cantidades crecientes de 50, 100, 150, 200 y 250 mg. Las NPM funcionalizadas
son recuperadas Yy liofilizadas. Para evaluar la naturaleza de las particulas se

realizé una prueba in vitro como se indica a continuacion.

En esta prueba se evalu6 la afinidad de las NPM funcionalizadas por la fase
acuosa u organica en sistemas que contienen agua y cloroformo con relacion a la
cantidad de AO empleada para la funcionalizacion, mediante una

resuspendibilidad de las NPM liofilizadas, como se muestra en la Fig. 16.

N T N 27N e e

N — N~ N S N

— L — p— — L p—

— — S— S p— S
AGUA

-  w S i e

CLOROFORMO

vy W ¥ T ¥ ¥
mg AO 0 50 100 150 200 250

Fig. 16. Afinidad de las NPM funcionalizadas con &cido oleico hacia la fase organica o acuosa.

Con esta prueba se determiné la cantidad oOptima de AO para modificar
completamente la naturaleza hidrofilica de la superficie de las NPM para su

posterior implementacion en sistemas con aplicaciones biomédicas.
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4. Inclusion de las NPM en las NPP.
4.1. Preparacion de los sistemas NPM-NPP.

La preparacion de las NPP se llevd a cabo por el método de emulsificacion-
evaporacion de solvente (Quintanar-Guerrero, Allemann et al., 1999) para lo cual
se saturaron aproximadamente 250 mL de acetato de etilo y 250 mL de agua
desionizada en un embudo de separacion con agitacion moderada por
aproximadamente 5 minutos. Transcurrido ese tiempo las fases fueron separadas;
se disolvié la cantidad necesaria de PVAL en la fase acuosa previamente saturada
con acetato de etilo para obtener una solucion del polimero al 5 %.

Por otro lado, se pesaron 150 mg de PLGA y disolvieron en 20 mL de acetato de
etilo con agitacion magnética moderada hasta la completa incorporacion del
polimero, después de la incorporacion del polimero se adicionaron cantidades
conocidas de las NPM. Esta solucion se emulsificé en 40 mL de PVAL al 5 % a
16000 RPM durante 5 minutos.

Para la obtencién de los sistemas NPM-NPP, se retird6 el solvente a presion
reducida en un rotaevaporador hasta un volumen aproximado de 20 mL, el cual
fue recuperado y resuspendido en agua. Las NPM-NPP fueron centrifugadas a
20000 RPM en una ultracentrifuga (Optima® LE-80K, Beckman, USA). El
sobrenadante fue desechado y la pastilla resuspendida en agua desionizada con

agitaciéon magnética durante toda la noche (se realizaron tres lavados).

La pastilla formada en el ultimo lavado fue resuspendida en 5 mL de agua
destilada y la dispersion colocada en un vial, congelada a -15 °C vy liofilizada
durante 48 horas. El procedimiento de preparacion de las NPP se resume

esquematicamente en la Fig. 17.
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16000 RPM
S 5 minutos
Solucion organica
[5) OOCP PLGA, NPM y acetato
%900 de etilo (20 mL) @

Solucién acuosa de @ o8

Solucion acuosa
PVAL al 5% (40 mL)

Emulsificacion

NPM-NPP

Evaporacion

Fig. 17. Esquematizacion del proceso de preparacion de los sistemas NPM-NPP.

4.2. Inclusién de las NPM en la matriz polimérica de las NPP.

La inclusion de las NPM dentro de la matriz polimérica de las NPP se realizo
afadiendo cierta cantidad del liofiizado de nanoparticulas de magnetita
funcionalizadas con AO en el acetato de etilo que contiene el PLGA con agitacién
magnética moderada hasta la completa incorporacion del polimero. Se continud la

preparacion de las NPP como se explico previamente.

4.3. Determinacion de la cantidad de FesO4 incluido en las NPP.

a. Curvade Calibracion.

La cuantificacion de Fe3O, se llevo a cabo por medio de una reaccion colorimétrica

por espectrofotometria UV-Visible por la formacion de un complejo colorido entre
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la 1,10-ortofenantrolina y el Fe con un estado de oxidacion de +2 en un intervalo
de pH de 6 - 9, por lo que, para la cuantificacion se necesito la presencia de la
especie ferrosa lo cual se consiguié por una completa reduccion con clorhidrato de

hidroxilamina.

Para la curva de calibracién se pesaron exactamente 20 mg de sulfato ferroso
amoniacal hexahidratado con una pureza de 99.9999 %. Esta cantidad se disolvié
en agua y se llevé a un volumen de aforo de 250 mL en un matraz volumétrico
(STD). Para la elaboracion de la curva se preparé una solucién de acetato de
sodio, pesando 10 g y disolviéndolo en agua llegando a un volumen de 100 mL;
otra solucion de clorhidrato de hidroxilamina, para lo cual se pesaron 5.0 g y se
solubilizaron en 50 mL; y por ultimo, 25 mg de 1,10-ortofenantrolina en 25 mL de

agua. La preparacion de los sistemas se realiz6 de acuerdo a la Tabla 3 por

triplicado.
Tabla 3 Curva de Calibracién de Fe?".
SISTEMAS
REACTIVOS
BCO 1 2 3 4 5 6
10.0
STD 0O mL O5mL | 1.0mL | 3.0mL | 5.0 mL | 7.0 mL L
m
Acetato de
_ 20mL | 20mL | 20mL | 20mL | 20mL | 20mL | 2.0 mL
sodio
1,10-

_ 25mL | 25mL | 25mL | 25mL | 25mL | 25mL | 2.5 mL
Fenantrolina

Clorhidrato de
hidroxilamina

10mL | 2.0mL | 2.0mL | 1.0mL | 1.0mL | 1.0mL | 1.0 mL

Volumen de
. 25mL | 25mL | 25mL | 25mL | 25mL | 25mL | 25 mL
aforo

BASE -
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Para considerar adecuada ésta curva de calibraciéon se determind el coeficiente
de variacion (C.V.), el cual debe de ser <2 %, asi como un coeficiente de
correlacion (R?) >99 % (CIPAM, 2006).

b. Preparacion de la Muestra.

Se pesO exactamente la cantidad de muestra conocida y se disolvié en
aproximadamente 1 mL de acido sulfurico concentrado llevando a la marca de
aforo en un matraz volumétrico de 100 mL, enseguida se tomd una alicuota con
pipeta volumétrica de 5 mL y se ajustdé el pH de la solucién entre 6 y 9 con
solucion de acetato de sodio adicionando 1 mL de clorhidrato de hidroxilamina y
finalmente, se agregaron 2.5 mL de 1,10-Ortofenatrolina; llevando la solucion a
una marca de aforo en un matraz volumétrico de 25 mL. Se dejo reposar la
solucién por aproximadamente una hora y se ley6 frente a un blanco a 510 nm
(cada cuantificacién se hizo por triplicado). Se determinaron los mg de Fez0,4 por

sistema.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION.
1. Sintesis de las nanoparticulas por el método de co-precipitacion.

Se lograron sintetizar NPM de Fe3zO4 por el método de co-precipitacion utilizando
FeCl3-6H,0 y FeCl,-4H,0 como fuentes de hierro en una proporcion molar 2:1 en
solucién acuosa, se utiliz6 NH,OH como base para poder precipitar la magnetita
en un pH cercano a 9. La reaccion se realizé en condiciones especiales, pues se
tuvo que proporcionar una atmosfera libre de oxigeno por medio del burbujeo de
nitrébgeno para prevenir una pronta oxidacion de las NPM; ademés, el
procedimiento fue sometido durante todo el tiempo de sintesis a una agitacion
constante de 1800 RPM con la ayuda de un agitador mecéanico de velocidad
variable. Se adicion¢ citrato de sodio 0.1 M en una etapa critica del método de
sintesis para prevenir la agregacion entre particulas. La reaccion de sintesis se

basa en el siguiente modelo (Lu, Salabas et al., 2007):
2Fe3* 4+ Fe?* + 80H~ — Fe30, + 4H,0

Las nanoparticulas fueron centrifugadas a 9072 x g y lavadas con agua
desoxigenada tres veces. Estas NPM fueron resuspendidas en la minima cantidad
de agua desoxigenada, congeladas a -20 °C vy liofilizadas durante 48 h a una
presion de <100 pbar. Las particulas fueron recuperadas y almacenadas en viales

de vidrio con papel parafilm (Fig. 18).

Una prueba preliminar que se realizé fue la de exponer las particulas obtenidas a
un campo magnético externo de baja intensidad con la finalidad de apreciar
visiblemente si las NPM presentaban caracteristicas magnéticas. Esta cualidad
pudo observarse al colocar un iman a aproximadamente 2 cm del vial que
contenia las NPM, las cuales fueron atraidas hacia el iman de manera tal que

pudo ser apreciado a simple vista (Fig. 19).
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Iman NPM

Fig. 18. NPM sintetizadas por el método de Fig. 19. Evaluacioén de la magneticidad de
co-precipitacion. las NPM obtenidas.

Las NPM liofilizadas fueron utilizadas posteriormente para la caracterizacion y

otras pruebas.

1.1. Efecto del % de citrato de sodio como estabilizador coloidal.

Se determind la influencia del citrato de sodio para prevenir la agregacion entre las
particulas y, por lo tanto, el efecto en el tamafio de las particulas sintetizadas. Se
vario la cantidad de citrato de sodio 0.1 M con respecto a la relacibn molar de Fe
proporcionada por las fuentes de hierro utilizadas. Las NPM fueron evaluadas en
tamafio por triplicado, relacionando la cantidad de citrato empleada con respecto
al tamafio de particula. Los resultados se muestran en una grafica % de citrato de
sodio 0.1 M vs tamafio de particula (nm) (Tabla 4 y Gréfico 1.). Ademas se
muestra un analisis de intensidad de pico de las NPM vs tamafio de particula (nm)

de cada una de las muestras analizadas (Fig. 20).
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Tabla 4. Efecto del % de citrato de sodio 1 M en el tamafio de particula de las NPM sintetizadas.

% Citrato de Tg?r?igﬁlge Promedio indice de Desviacion
sodio1 M Nanosizer®(nm) aritmeético (nm) polidispersion Estandar (nm)
159.8
5% 142.0 152.20 0.108 9.18
154.8
214.8
10% 197.5 194.20 0.446 22.43
170.3
98.3
15% 169.3 122.00 0.435 40.96
98.4
161.5
25% 126.4 139.27 0.580 19.33
129.9
80.1
30% 76.8 78.67 0.726 1.69
79.1
250 -
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£
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<
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w
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o
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PORCENTAIJE DE CITRATO DE SODIO 0.1 M

Gréfico 1. Distribucion de tamafio de particula por efecto del % de citrato de sodio 0.1 M.

*Las determinaciones para 0 % de citrato de sodio fueron mayores a 1,000 nm, por lo tanto no se

consideraron (barra de error representa la desviacion estandar).
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SDP INTENSIDAD DE PICO
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1.4

0.8

INTENSIDAD
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1 2 3 4367510 20 3040 B0 100 200 300 500 1000
TAMARO (nm)

L [

MPR con 5% CitMa

MPM con 10% Citha
MPM con 15% Citha
MPM con 25% Citha
MPM con 0% Citha

Fig. 20. Distribucion del tamafio de particula en funcién de la cantidad de citrato de sodio 0.1 M.

Los resultados indican que el estabilizante coloidal empleado ejerce un efecto
sobre el tamafio de las NPM, debido a la cantidad de citrato de sodio adicionado
en el método de sintesis. Se observo una reduccion de manera significativa, tan
solo con el 5 % de citrato de sodio, el tamafio de las NPM disminuy6 de > 1,000
nm a un tamafio promedio entre 140-160 nm. Al ir adicionando cantidades
crecientes de citrato de sodio se siguié observando una disminucién en el tamafio

de las particulas hasta llegar a un tamafio promedio de 78 nm; sin embargo, se
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presume que este tamafo corresponde a pequefios agregados unidos por fuerzas

magnéticas o electrostaticas.

La disminucién en el tamafio de las NPM por efecto de la cantidad de citrato de
sodio 0.1 M, es debido a una estabilizacion electrostatica al adicionar cargas
positivas en el medio proporcionadas por los iones de sodio, las cuales se
interponen y evitan la atraccion electromagnética al interponerse entre las
particulas cargadas negativamente por la presencia de grupos OH superficiales;
ademas es sabido que los iones organicos afectan la formacion de aglomerados
de Oxidos metdlicos por dos procesos: 1) la quelacion de estos iones con iones
metélicos previenen la nucleacion entre las particulas, 2) la adsorcién de estos
iones en el ndcleo se lleva a cabo por una inhibicion hidrolitica en el crecimiento
de los nucleos. (Bee, Massart et al.; Lu, Salabas et al., 2007). Teniendo las NPM
estabilizadas fueron centrifugadas para eliminar el exceso de iones Na®, se

lavaron con agua desoxigenada y liofilizadas para su posterior funcionalizacion.

1.2. Efecto de la cantidad de NH,OH 5 M en el tamafio y aspecto de las
NPM.

Se evaluo el efecto de la cantidad de NH4OH a una concentracién de 5 M sobre el
tamafio y aspecto de las NPM. Para dicha evaluacion fue necesaria la realizacion
de un lote de nanoparticulas a las condiciones pre-establecidas (Fe**/Fe®" 2:1,
atmosfera de N,, 70 £ 5° C, 1800 RPM, 30 % de citrato de sodio) y la adicién de
NH,OH 5 M en intervalos de 5 mL cada 10 minutos. Se tom6 una muestra de
aproximadamente 1 mL después de cada adicion de hidréxido de amonio y se
colocdé dentro de un vial diluyendo con agua desoxigenada. Las muestras
obtenidas fueron evaluadas en tamafio por medio de un Nanosizer® para obtener
el tamafio de particula promedio (Gréfico 2), ademas de una evaluacién visual de

las nanoparticulas (Fig. 21).
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1200

TAMANO DE PARTICULA (nm)

200

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
CANTIDAD DE NH,OH 5 M (mL)

Gréfico 2. Efecto de la cantidad de NH,OH 5 M sobre el tamafio promedio aritmético de particula
(barras representan la desviacion estandar).

5 110 115 210 215 310 35 40 45 50

| | | J

l
CANTIDAD DE NH4OH 5 M (mL)

Fig. 21. Evaluacion del aspecto de las NPM por efecto de la cantidad de NH,OH 5 M.

Como se muestra en el Gréafico 2, de la misma manera que la cantidad de citrato

de sodio juega un papel importante en el tamafio de las NPM, lo es la cantidad de
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NH4OH empleado como agente precipitante. Como se puede observar hay un
intervalo en el cual se obtienen particulas de un tamafio aceptable, mostrando
claramente el efecto de la base utilizada, este intervalo va de los 10 a los 20 mL
de hidréxido de amonio 5 M. Comparando este resultado con la evaluacion de
aspecto mostrado en la Fig. 21, se puede observar que en este intervalo las
particulas obtenidas presentan las caracteristicas de la magnetita, puesto que se
observa una suspension de color negro, al contrario de las obtenidas por debajo y
por encima de este intervalo donde toman una color de naranja a café, esto podria

indicar que se trata de maghemita u otro 6xido de hierro (Lu, Salabas et al., 2007).

El efecto del hidroxido de amonio esta ligado a la cantidad de oxigeno presente en
el medio, debido a que la reaccién es llevada en condiciones “anaerobias” (en
ausencia de oxigeno), por lo tanto, al adicionar grandes cantidades de hidroxido
de amonio, segun su reaccién de disociaciéon (Ecuacion 1.), el equilibrio se
desplaza a la formacién de agua no desoxigenada lo que provoca la formacion de
iones O libres, los cuales se encargan de oxidar a la magnetita a maghemita,

dandole el aspecto de color café.
NH,OH < NH; + H,0 Ecuacion 1.

Con estos resultados se puede comprobar que existe una relaciéon entre la
cantidad y base empleada con el tamafio de particula en el proceso de sintesis de
las NPM. Determinado el rango en el cual se obtienen resultados favorables, es
facil estandarizar las cantidades 6ptimas en concentracion y cantidad de la base
empleada.

2. Caracterizacion.

Para obtener ciertas caracteristicas de las NPM sintetizadas, estas fueron

sometidas a diferentes evaluaciones como lo son: tamafio de particula, morfologia,
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difraccion de Rayos-X y pruebas para determinar algunas propiedades

magnéticas.
2.1. Tamafio de particula.

El tamafio de particula fue analizado por un equipo contador submicronico de
particulas, Nanosizer® N4Plus, se realizé un anélisis de intensidad de pico de las
NPM vs tamafio de particula (nm), por medio del cual se determin6 el tamafio
promedio de las particulas obtenidas con las condiciones Optimas de sintesis
segun las pruebas anteriores. Las condiciones utilizadas para la elaboracion de las
NPM fueron: fuentes de Fe**/Fe?" en una relacién molar 2:1, una temperatura de
reaccion de 70 + 5 °C, una agitacion mecanica a 1800 RPM, citrato de sodio en un
30 % con relacion a la cantidad molar de las fuentes de Fe, 20 mL de NH4,OH 5 M,
agua desoxigenada y lo mas importante, una atmosfera libre de oxigeno. Las
particulas obtenidas bajo estas condiciones se evaluaron en tamafio obteniéndose

los resultados que se muestran en la Fig. 22 y la Tabla 6.

SDP INTENSIDAD DE PICO
ALDO, NPM con 30% DE CITNA

0.6 [

INTENSIDAD

06 -]

04

1 2 3 4567810 20 3040 60 100 200 300 500 1000
TAMARO (nm)

Fig. 22. Distribucion de tamafio de particula para las NPM sintetizadas.
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Tabla 5 Evaluacion de tamafio de particula para las NPM obtenidas.

Sisterma Tamaiio de Zarticula
Nanosizer™ (nm)
i 90.1
2 76.8
3 80.0
4 79.1
PROMEDIO 81.5
DESV. STD. 5.89

Como se puede observar en la Tabla 6 y la Fig. 22 se lograron obtener NPM con
tamafio promedio de 81.5 nm de didmetro y desviacion estandar de 5.89 nm,
gracias a la optimizaciéon en el método de sintesis, puesto que evaluaciones
previas mostraban tamafios > 1000 nm. Sin embargo, y como se mostrara en la
evaluacion morfologica, se plantea la hipétesis de que dichos resultados son
referidos a pequefias aglomeraciones de particulas de tamafios menores, puesto
gue en la mayoria de la literatura consultada el tamafio de las particulas es
determinado por técnicas microscopicas (Willis, Turro et al., 2005; Khan, 2008);
cabe sefalar que las NPM fueron sonicadas en su Ultima etapa de manufactura
para tratar de disgregar los aglomerados formados, observandose una
disminucién considerable en el tamafio gracias a este proceso fisico debido a que
este método influye directamente en el tamafio de particula de algunos materiales

con interacciones interparticulares (Bilati, Allemann et al., 2003).
2.2. Morfologia.

En la Fig. 23 se muestran las micrografias obtenidas por MET de las NPM

sintetizadas a las condiciones establecidas mediante las pruebas anteriores.
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B

Fig. 23. Micrografias obtenidas por MET de las NPM sintetizadas. A. 50000x; B. 75000x.

El objetivo de observar las NPM por MET fue la de poder elucidar la morfologia de
las particulas obtenidas y la forma en la que estan distribuidas y si de verdad se
trata de aglomerados de particulas mas pequefias, como se menciond en la
evaluacion del tamafio de particula y, de igual manera, corroborar el tamafio de

particula obtenido.

Como se puede observar en las imagenes obtenidas, las particulas muestran una
morfologia esférica en agrupaciones pequefias, por lo que se puede inferir que el
tamafio de particula obtenido por el contador submicrénico de particulas se refiere
al radio hidrodinamico de las particulas (Gomez-Lopera, Plaza et al., 2001). El tipo
de microscopia y la resolucién obtenida no permite hacer un andlisis detallado del
tamafio de la particula, sin embargo, considerando el aumento y basandose en
observaciones hechas con el mismo aumento a nanoparticulas poliméricas
desarrolladas en nuestro laboratorio y observadas a la misma magnificacion, es
posible inferir que las particulas obtenidas en realidad presentan un tamafio
cercano a los 10 nm. La microscopia electrénica de alta resolucion (HR-TEM, por
sus siglas en inglés) resulta la técnica mas socorrida en la caracterizacion de

nanoparticulas ceramicas de tamano inferior a los 100 nm.
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2.3. Difraccion de Rayos-X.

Una de las pruebas mas importantes a realizar, sin duda es la de identificacion de
cualquier material o sustancia, en este caso la difraccion de rayos X nos permite
identificar un material. En el caso de las NPM, la bibliografia nos dice que pueden
existir tres diferentes formas de Oxidos de hierro hematita (Fe,Os), magnetita
(FesO4 y maghemita (y-Fe;Os), cada uno con propiedades y caracteristicas
diferentes. El objetivo de esta prueba fue la comprobacion de la obtencion de
magnetita como Oxido de hierro de interés para la elaboracion de estas NPM,

como se muestra en la Fig. 24.
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Fig. 24. Difractograma de Rayos-X de polvos (XRPD). A) NPM sintetizadas; B) Patron de

comparacion correspondiente a magnetita.

Como se puede observar en la Fig. 24, correspondiente al difractograma de las
NPM sintetizadas obtenido en el difractémetro de rayos X para polvos (Siemens®
D500), es posible identificar 6 picos de difraccion a 26, caracteristicos y que
confirman la presencia de magnetita, a 30.1, 35.4, 42.9, 52.7 57.5 y 62.7 tal y
como se muestra en la literatura (Khan, 2008).
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2.4. Magneticidad.

Para la caracterizacién de las NPM con respecto a sus propiedades magnéticas se
requirio del apoyo del Laboratorio de Paleomagnetismo y Magnetismo de Rocas
del Centro de Geociencias, UNAM, en Juriquilla. Estas pruebas fueron realizadas
al liofilizado de NPM.

a) Susceptibilidad magnética.

Es bien sabido que toda sustancia, al ser colocada en un campo magnético
externo, experimenta una magnetizacién. La susceptibilidad magnética (x) es una
de las propiedades inherentes de la materia y nos permite describir la forma y
grado de magnetizacion de cualquier sustancia al ser colocada en un campo
magnético. El valor de susceptibilidad magnética puede ser positivo si la
magnetizacion de la muestra refuerza el campo (paramagnético), o negativo, si se
opone al campo (diamagnético). La susceptibilidad magnética puede determinarse

mediante una balanza de Gouy. (M. Sosa, 2004).

Para la determinacion de la susceptibilidad de las NPM se utiliz6 un equipo
KappaBridge® KLY3, obteniéndose los siguientes resultados para 0.1322 g de
NPM no funcionalizadas; ademas de 0.1040 g de una muestra de NPM

funcionalizadas, por triplicado (Tabla 6.).

Tabla 6. Mediciones de susceptibilidad magnética para NPM no funcionalizadas y funcionalizadas.

NPM no NPM
funcionalizadas funcionalizadas
x10° m*/Kg x10° m*Kg
15.96 5.156
15.84 5.156
16.03 5.157
PROMEDIO 15.94 5.16
DESV. STD. 0.0961 0.0006

% ﬁ UNAM | FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN 71

T
LN A

o)



o]

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se puede ver en la Tabla 6, la susceptibilidad magnética de las NPM se ve
disminuida de manera considerable por la presencia del &cido oleico superficial,
esto debido a la presencia de una capa aislante que se interpone entre el nlcleo
de las NPM y el campo magnético externo, por lo tanto, a mayor cantidad de acido
oleico adherido a las NPM influira inversamente en la capacidad de las particulas
para ser objeto de una magnetizacion (Gémez-Lopera, Plaza et al.,, 2001;
Figuerola, Di Corato et al., 2010).

b) Curva de histéresis.

La curva de histéresis es un andlisis muy importante ya que nos da varios
pardmetros para describir la fuerza y la magnetizacion de un material, como ya se
dijo en el marco tedrico. Los valores que se pueden obtener de una curva de este
tipo son la coercitividad (Hc), la magnetizacién de saturacion (Ms) y el remanente
de magnetizacion (M;). Se analizaron dos muestras de NPM, una que estaba
funcionalizada con acido oleico y otras, no funcionalizadas. Las muestras fueron
analizadas por un magnetémetro de gradiente de campo alternado (MicroMag®

2900, Alemania), obteniendo el siguiente resultado (Fig. 25).

| |
+20 |- i
M; 0.07492 Am?/Kg
= M, 0.05793 Am?/Kg o S
X ol Ms 8.533 Am?4/Kg |
<
=
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o
8 H. 126.6 pT
7}
- H. 257.8 uT |
=
3
-20 ‘—"”/ e NPM funcicnalizadas
| ——=NPM no funcionalizadas
LS | A A ) A A A A |

A 0 “1
Campo magnético, H (Teslas)

Fig. 25. Curvas de histéresis para NPM funcionalizadas con acido oleico y NPM no funcionalizadas.
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Como se observa en la Fig. 25, la grafica representa las curvas de histéresis para
NPM previamente funcionalizadas con AO y NPM no funcionalizadas, estas
Gltimas presentando valores mayores de Ms, 19.98 Am%Kg, en comparacién con
las que presentaban AO, 8.533 Am?%Kg, lo cual indica que las particulas sin algin
recubrimiento poseen una mayor capacidad de saturacion. De la misma manera
se compararon los valores de M, en donde las NPM funcionalizadas presentan un
valor de 0.05793 Am%Kg en comparacién al 0.07492 Am?Kg de las NPM no
funcionalizadas, lo cual indica la magnetizacion remanente cuando el campo
externo se acerca a 0, la cual es casi nula en ambos casos, dicho comportamiento
se asemeja a resultados reportados en la literatura (Gomez-Lopera, Plaza et al.,
2001).

Para la coercitividad se observo una relacion a la inversa a la mostrada por la Mg
y la M, en este caso la NPM con acido oleico presentaron una mayor
coercitividad, 257 uT, que las NPM no funcionalizadas, 126.6 pT, esto por una
sencilla razén relacionada con el tamafio de las particulas. Al ser particulas no
funcionalizadas, quiere decir, que las NPM se encuentran solas y que su tamafio
es menor con comparacion a las particulas funcionalizadas en las cuales el
tamafo es mayor debido a la presencia de AO en la superficie. La coercitividad
nos habla de la energia minima necesaria para la inversién de la magnetizacion

del material (Figuerola, Di Corato et al., 2010).
3. Funcionalizacion de las NPM con AO.

Una de las etapas criticas, para la implementacion de las NPM con fines
biomédicos, es la modificacion de su superficie por la adicion de compuestos o
moléculas organicas e inorganicas. Esta modificacion debe cumplir ciertos
objetivos, entre los mas importantes se pueden citar: la estabilizacién de las NPM
a ciertas condiciones semejantes a las fisioldgicas e impedir el ataque del sistema

inmune para cumplir con fines terapéuticos o diagndsticos.
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Para este trabajo se utilizO acido oleico puro como agente modificante de la
superficie de las NPM, esta modificacion fue lograda agregando en primera
instancia 0.3 mL de AO puro a un lote de nanoparticulas sintetizadas, las cuales
fueron recolectadas en cloroformo, obteniéndose dos fases como se muestra en la
Fig. 26.

CLOROFORMO B

A

Fig. 26. Funcionalizacion de NPM. A) Separaciéon de NPM en cloroformo; B) Esquema demostrativo
de la adsorcién de AO en la superficie de las NPM.

Es bien sabido que el 6xido de hierro magnético preparado por el método de co-
precipitacion posee un gran numero de grupos hidroxilo en la superficie de
contacto con la fase acuosa. Los grupos —OH en la superficie de las particulas de
Fe;O, reaccionan facilmente con la cabeza de acidos carboxilicos de las
moléculas de acido oleico. El exceso de acido oleico es posteriormente absorbido
como acido oleico pre-enlazado para formar una capa hidrofobica. Cuando las
NPM se ponen en una soluciéon de NH4OH, la capa externa de AO en la superficie

de Fe30,4 se transforma en una sal de amonio de acido oleico, que modifica las

.’-i‘;\ :
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NPM para que estas puedan existir en una dispersion acuosa debido a que la

superficie de las particulas ahora es hidrofilica (Khan, 2008).

3.1. Efecto de la cantidad de AO puro sobre la naturaleza lipofilica de las
NPM.

Se determind el papel que desempeiia la cantidad de AO adsorbido en la
superficie de las NPM en relacion a la modificacion de su naturaleza hidrofilica al
adicionar cantidades crecientes de AO puro. Se elaboraron lotes de las NPM
adicionando diferentes cantidades de AO (desde 50, 100, 150, 200 y 250 mg) en

un punto critico del proceso de sintesis.

Estas particulas fueron recuperadas en aproximadamente 50 mL de cloroformo,
posteriormente se adiciond cierta cantidad de las NPM funcionalizadas de cada

lote, obteniéndose el resultado que se muestra a continuaciéon (Figura 27).

CLOROFORMO ?
-

0 50 100 150

L l | 1
I

CANTIDAD DE AO EMPLEADA PARA LA FUNCIONALIZACION DE LAS NPM'S (mg)

250

200
1 J

Fig. 27. Evaluacion de la lipofilicidad de las NPM vs. Cantidad de AO puro adsorbido.

La Fig. 27 muestra la modificacion de la superficie de las NPM dependiendo de la

cantidad de AO; como se puede observar, las NPM son de naturaleza hidrofilica lo
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cual indica que pueden ser resuspendidas en agua; sin embargo, para los fines
propuestos en este trabajo es necesaria la modificacién de este comportamiento,
por lo tanto, deben comportarse como particulas lipofilicas.

La modificacion superficial se logré gracias a la implementacion de AO puro en
cantidades crecientes, se puede observar que en cantidades menores a 100 mg,
la cantidad de AO no es suficiente para modificar por completo la naturaleza de las
particulas; sin embargo, en 100 mg se puede observar que la parte organica del
sistema (cloroformo) muestra una apariencia turbia, indicativo de la presencia de
particulas ya funcionalizadas. También, podemos decir que por encima de
cantidades de 150 mg, existe una completa saturacion superficial de las NPM lo
cual se comprueba por la completa deposicion en la fase que contiene cloroformo.
Ademas de estas cantidades, se realizaron pruebas con cantidades mayores a
300 mg, sin embargo, se presentd la complicacibn de que los sistemas
presentaban la formacién de espuma, debida a la formacién de un jabdén o
detergente mediante una reaccion de saponificacién entre el hidroxido de amonio

y un acido graso, en este caso, acido oleico.

Por lo tanto, podemos decir que es posible la modificacion de las NPM por medio
de AO puro en un intervalo de 150 a 300 mg, pero por encima de estas cantidades
no es posible obtener sistemas homogéneos debido a la generacion de un jabén y

a la agitacion.
4. Inclusion de las NPM en NPP.
4.1. Preparacion de las NPP.

Se incluyeron NPM en NPP obtenidas mediante un método previamente
establecido en nuestro grupo de trabajo (Mendoza-Mufioz, Pifion-Segundo et al.).
Se prepararon sistemas de NPP como se muestra en la Fig. 17 afladiéndose cierta

cantidad de NPM previamente funcionalizadas en la fase que contiene el PLGA y
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acetato de etilo para poder formar una recubierta polimérica sobre las

nanoparticulas, y de esta manera facilitar su inclusién en las NPP.

Visiblemente es posible apreciar que las NPM se incluyeron en las NPP, debido a
una modificacion en el color de la emulsion; debido a que la emulsién obtenida sin
las particulas metalicas es de un color blanco, mientras que los sistemas que
contienen las NPM presentan una coloracion café con variacion en la intensidad
de color dependiendo de la cantidad de particulas afiadidas (Fig. 28), por lo tanto,

es factible la obtencion de sistemas formados por NPM-NPP.
4.2. Inclusién de las NPM en la matriz polimérica de las NPP.

Se prepararon 100 mL de una suspension de NPM funcionalizadas con AO a una
concentracion de FezO,4 de 26.31 pg/mL en cloroformo. La suspensién anterior se
utilizé para la preparacion de los sistemas NPM-NPP con cantidades crecientes de
las NPM de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mL. Los sistemas fueron elaborados en las
mismas condiciones y de manera rapida debido a que el cloroformo puede

evaporarse y con eso, modificar la cantidad de Fe3O4 agregada.

1
CANTIDAD DE NPM ANADIDAS A LAS NPP {mL)

Fig. 28. Maodificacién de la cantidad de NPM afiadidas a cada sistema de NPP.

‘Ji UNAM | FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN 77

AR
Byt vy



o]

VI. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3. Determinacion de la cantidad de Fe;O4 incluido en las NPP.

a. Curvade calibracién.

Para la cuantificacion de Fe3O,4 en los sistemas que contienen a las NPM se
elabor6 una curva de calibracion. Se utiliz6 sulfato ferroso amoniacal
hexahidratado 99.999 % (Sigma-Aldrich, USA) como estandar, para la realizacién
de una cuantificacion espectrofotométrica a 510 nm. La cuantificacion de las
muestras es llevada a cabo por la disolucién en acido sulfarico concentrado en
presencia de clorhidrato de hidroxilamina, utilizando acetato de sodio para ajustar
el pH; ademés, se emple6 1,10-fenantrolina monohidratada para la formacién del

complejo colorido que nos ayudé a la determinacion de Fe.

La reaccion entre el ion ferroso y la 1,10-fenantrolina para formar un complejo que
va de color naranja a rojo en un pH entre 6 y 9, es utilizado como un método

sensible para la determinacion de hierro (Sandell, 1959) (Fig. 29).

Fe?* + 3 FEN > Fe(FEN)z2*

Fig. 29. Representacion esquemaética de la formacion del complejo FEN-Fe (Sandell, 1959).

e n
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La absortividad molar del complejo [(Ci2HsN2)sFe]**, es 11,100 a 508 nm. La
intensidad de color depende del pH en un rango de 2 a 9. El complejo es muy
estable y la intensidad de color no cambia apreciablemente por largos periodos,
obedeciendo la Ley de Beer (Sandell, 1959). El hierro debe encontrarse en su
estado ferroso y para esto se adiciona un agente reductor antes del desarrollo de
color. La hidroxilamina, en su forma de clorhidrato, puede ser utilizada para reducir

cualquier i6n férrico que esté presente segun la siguiente reaccion:
2Fe3* + 2NH,0H + 20H- - 2Fe?** 4+ N, + 4H,0

El pH debe ser ajustado a un valor entre 6 y 9 mediante la adicion de acetato de
sodio (Furman, 1952).

Para la curva de calibracién se pesaron 0.0205 g de estandar de Fe?* con 1 mL de
acido sulfurico concentrado dentro de un matraz volumétrico de 250 mL. Se llevo a
la marca de aforo con agua desoxigenada. Posteriormente se elabordé cada

sistema de acuerdo a la Tabla 3 (Fig. 30).

SISTEMAS

Fig. 30. Sistemas utilizados para la curva de Calibracién en la cuantificacion de hierro mediante la
formacién de un complejo con FEN.

.":;_-1 ~ .
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Cada sistema fue leido por triplicado a 510 nm, los resultados obtenidos son

mostrados en la Tabla 7 en la que se determin6 el C.V.; ademas del Grafico 3

donde se hace el analisis de linealidad de la misma.

Tabla 7 Curva de Calibracién de Fe*".

SISTEMA ABSORBANCIA CONCENTRACION )

(Mg/mL) (ABS/CONC)

0.0379 0.1618

1 0.0387 0.2343 0.1652

0.0385 0.1643

0.0769 0.1641

2 0.0774 0.4686 0.1652

0.0771 0.1645

0.2384 0.1696

3 0.2321 1.4057 0.1651

0.2365 0.1682

0.3776 0.1612

4 0.3752 2.3429 0.1601

0.3803 0.1623

0.5519 0.1683

5 0.5517 3.2800 0.1682

0.5527 0.1685

0.7897 0.1685

6 0.7813 4.6857 0.1667

0.7904 0.1687

DESV.STD 0.0029

PROMEDIO 0.1656

C.V. (%) 1.7650

La Tabla 7 muestra los resultados obtenidos en la elaboracion de la curva de

calibracién del ion Fe?*, cada punto fue preparado por triplicado. Se determind el

%
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coeficiente de absortividad molar y se obtuvieron algunos parametros estadisticos
como la desviacion estandar, el promedio y con ello el C.V., el cual es de 1.765 %,
lo cual es <2 % (CIPAM, 2006), por lo tanto, es factible el uso de esta curva de

calibracion para la cuantificacién de hierro en las muestras.

Grafico 3. Curva de Calibracion para la cuantificacion de Fe®* mediante espectrofotometria y sus
parametros de regresion.

0.9
0.8

0.7 /
0.6
0.5

. =
0.1 ././

0 1 2 3 4 5

CONCENTRACION (ug/mL) v =0.1685x-0.0033
R?=0.9994

ABSORBANCIA

El Grafico 3 muestra la representacion gréfica de las lecturas obtenidas en
absorbancia vs concentracion, del cual se obtuvo la ecuacion de la linea recta y el
coeficiente de correlacion el cual muestra un valor >99 %. Este criterio, junto con
el C.V. <2 % son parametros suficientes para considerar util esta curva de

calibracion.
b. Preparacion de la muestra.

Para la determinacion de la cantidad de FezO, incluida en las NPP, los sistemas
fueron colocados en un vial de manera individual, congelados a -20°C vy liofilizados
durante 48 h a una presion <100 pbar. Posteriormente los sistemas liofilizados
fueron pesados con exactitud dentro de un crisol, el crisol con la muestra fue
expuesto a la flama de un mechero para quemar toda la materia organica presente
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llevando la muestra hasta la obtencion de cenizas, las cuales fueron colocadas en
una mufla previamente calentada a 300 °C durante 2 horas para la incineracion

completa.

Transcurrido el tiempo, los crisoles fueron sacados de la mufla y enfriados a
temperatura ambiente, posteriormente se adicion6 1 mL de &cido sulfarico

concentrado para la recuperacion del hierro presente.

La muestra con &acido sulfurico fue llevada a la marca de aforo en un matraz
volumétrico de 100 mL con agua desoxigenada, enseguida se tomo una alicuota
con la ayuda de una pipeta volumétrica de 5 mL y este volumen se coloc6 dentro
de un matraz volumétrico de 25 mL, a continuacion se adicion0 la cantidad
suficiente de acetato de sodio para que la solucion se encuentre en un rango de
pH entre 6 y 9, ajustado el pH se adicion6 1 mL de clorhidrato de hidroxilamina, y
finalmente, se agregaron 2.5 mL de 1,10-ortofenantrolina llevando cada sistema a
la marca de aforo con agua desoxigenada. Se dej6é reposar la muestra por

aproximadamente una hora para la garantizar el desarrollo completo de color.

En la Tabla 8, se muestra la cantidad de mg de Fe3;0O4 afadido por sistema de
NPM-NPP; mientras que en la Tabla 9 se muestran los resultados obtenidos de la
cuantificacion, la cual fue realizada a 510 nm por triplicado en un

espectrofotometro UV-Visible.

Tabla 8. Cuantificacién de Fe embebido en las NPP por espectrofotometria.

SISTEMA N%AAANX:Q?:[E)IDDES mg de Fe30,
NPM-NPP adicionados
(mL)

1 0.2 0.6314

2 0.4 1.2629

3 0.6 1.8943

4 0.8 2.5258

5 1.0 3.1572
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En la Tabla anterior se muestra la cantidad de Fe;O, adicionado a cada uno de los

sistemas NPM-NPP para poder hacer una comparacién de la cantidad incluida.

Tabla 9. Cuantificaciéon de Fe;O, embebido en las NPP.

PESO DE mg DE Fe;O, _ _
SISTEMA | MUESTRA | ABS EMBEBIDOS X % X
o) EN LAS NPP (mg) EMBEBIDO (%)
0.1363 0.0686 10.8720
1 82.3 0.1352 0.0681 0.0684 10.7864 | 10.8331
0.1359 0.0684 10.8409
0.1734 0.0869 6.8801
2 67.1 0.1702 0.0853 0.0862 6.7555 6.8282
0.1726 0.0865 6.8490
0.1786 0.0894 4.7219
3 80.9 0.1727 0.0865 0.0880 4.5687 4.6431
0.1754 0.0879 4.6388
0.2001 0.1000 3.9599
4 42.3 0.2007 0.1003 0.1002 3.9716 3.9664
0.2005 0.1002 3.9677
0.8152 0.4025 12.7481
5 44.5 0.8267 0.4081 0.4051 12.9272 | 12.8296
0.8194 0.4045 12.8135

En la Tabla 9 se observa la cantidad de FesO, embebida en las NPP obtenida

después del procesamiento de la muestra, asi como la determinacién del

porcentaje incluido con referencia a la cantidad previamente adicionada, los cuales

se representan en los Graficos 4 y 5, respectivamente.
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Gréfico 4. Comparacion entre la cantidad agregada y embebida de Fe;0O, en las NPP.
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Gréfico 5. Comparacion del porcentaje de Fe;O, embebido en los sistemas NPM-NPP.

En el Gréafico 4 se observa la cantidad de Fe3O, embebida en las NPP con
respecto a la cantidad previamente afiadida, en la cual podemos confirmar lo que
se observa en la Fig. 30, en la que se observan los sistemas NPM- NPP
elaborados con una variacion en la intensidad de color en relacion a la cantidad de
las NPM afadidas, por lo tanto, podemos decir que aunque en cantidades muy
pequefias es posible observar la relacion entre el color de los sistemas y la
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cantidad de Fe30,4 cuantificada que va de menos a mas; sin embargo, al calcular
el % de Fe30, embebido en cada uno de los sistemas (Grafico 5.) se puede

observar que no hay una relacion clara entre las preparaciones.

En este caso podemos concluir que a mayor cantidad de las NMP adicionadas a
las NPP, mayor sera la cantidad atrapada por cada uno de los sistemas, por otro
lado, no fue posible determinar una cantidad de saturacion de los sistemas debido
a las cantidades empleadas; sin embargo se requiere de una prueba visible como
lo es HR-TEM para la visualizacién y confirmaciéon de la inclusion de las NPM en
las NPP.
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Se logro sintetizar particulas magnéticas de FezO4 de tamafio nanométrico (<10
nm) mediante el método de co-precipitacion en atmadsfera libre de oxigeno por
burbujeo de nitrogeno. Las nanoparticulas obtenidas se caracterizaron en:
tamafio, morfologia, identidad (XRPD) y algunas propiedades magnéticas
(susceptibilidad magnética y curva de histéresis), comprobandose su identidad
quimica y su comportamiento superparamagnético. De la misma manera fue
posible optimizar el método de sintesis, por una variacidon en la cantidad de

hidréxido de amonio, citrato de sodio para la obtencion de las NPM.

Las NPM obtenidas por el método de sintesis desarrollado se funcionalizaron
satisfactoriamente con AO; estas NPM funcionalizadas se incluyeron en la matriz
polimérica de las NPP, formada por PLGA, para posteriores aplicaciones
biomédicas de diagndstico y tratamiento de algunas enfermedades.

Fue posible determinar la cantidad de Fe3O,4, correspondiente a las NPM, que fue
embebido en las NPP por medio de una cuantificacion espectrofotométrica UV-
Visible, mediante la formacién de un complejo colorido formado por Fe?* y 1,10-
Fenantrolina, lo cual nos permitié saber el % de Fesz04 que es atrapado dentro de

la matriz polimérica de las NPP.

En general, se obtuvieron NPM de Fe;O,4 de un tamafo menor a 10 nm, las cuales
fueron caracterizadas, funcionalizadas con AO e incluidas dentro de un sistema
NPM-NPP para aplicaciones biomédicas en medicina humana y veterinaria como

agentes de contraste, acarreadores de farmacos, entre otros.
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VIIl. PERSPECTIVAS

Dentro de las perspectivas para este trabajo esta el estudio de otras variables en
la sintesis que influyen en el tamafio y estabilidad de las particulas como lo es la
temperatura y la modificacion de la atmosfera con argén, asi como una
caracterizacion mas extensa. Otro de los puntos a tratar seria el poder separar los
aglomerados de particulas (observados por MET) por métodos fisicos como lo es
el ultrasonido, para que de esta manera, se pudieran obtener nucleos aislados con

la capacidad de ser funcionalizados y empleados para fines biomédicos.

Realizar observaciones por HR-TEM de las NPM y de los sistemas elaborados
para la comprobacion de la inclusion de las NPM en las NPP de manera visual, asi
como poder observar la morfologia de estos sistemas y el tamafio de las

particulas.

Continuar con estudios in vivo de los sistemas ya optimizados, para determinar la
viabilidad de emplear estos sistemas en el area de la medicina veterinaria y
humana como agentes de contraste; ademas, de poder utilizar estos sistemas
como acarreadores de farmacos y otras aplicaciones biomédicas como lo es el

diagnéstico y tratamiento del cancer.
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