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Capitulo 1. Resumen

La necesidad de modificar la duracion o efectividad de los tratamientos ha llevado al desarrollo
de sistemas acarreadores de farmacos que permitan la deteccion de neoplasias. Entre los
acarreadores utilizados en diversas terapias contra el cAncer encontramos a las nanoparticulas
de o6xido de hierro, las cuales poseen una superficie facilmente funcionalizable, asi como
propiedades superparamagnéticas que permiten su uso como agentes de contraste en
resonancia magnética de imagen (MRI), en el tratamiento por hipertermia, como agentes
acarreadores y como agentes teragnosticos. Sin embargo, existen pocos productos en el

mercado que aprovechen estas caracteristicas.

Las microburbujas también han sido ocupadas en la practica clinica, debido a su capacidad de
aumento en la resolucién en la técnica de imagen por ultrasonido (US) de distintos tejidos, esta
caracteristica ha permitido llevar a cabo mejores estudios de deteccidn y caracterizacion de
tejidos cancerigenos, procesos inflamatorios, y patologias cardiovasculares. Las cubiertas de
los agentes de contraste ultrasénicos pueden ser utilizadas para transportar farmacos en el
cuerpo. Asi mismo, es posible embeber nanoparticulas magnéticas en la cubierta de las
microburbujas aumentando la susceptibilidad magnética permitiendo su deteccion por medio
de la MR, la posibilidad de llevar a cabo la confirmacion de resultados obtenidos mediante
ultrasonido y/o la liberacién de farmacos con el uso de hipertermia magnética.! El esquema 1

muestra los componentes que conforman una microburbuja magnética:

Nanoparticulas
magnéticas

Nucleo de
gas

Cubierta . . 2 gt
polimérica Esquema 1. Modelo de una microburbuja magnética.t

Esta investigacion buscé el desarrollo del sistema teragndéstico basado en microburbujas
magnéticas, para ello se llevé a cabo la sintesis de nanoparticulas magnéticas por el método
de coprecipitacion y sintesis solvotermal, se llevo a cabo la evaluacion de su dispersabilidad
en disolventes organicos y en agua, la estim6 la distribucion de tamafo de particula e
identificacion de fases cristalinas mediante difraccion de rayos X de polvos, el tamafio de
particula, morfologia y difraccién electronica mediante microscopia electronica de transmision

(TEM), su composicion mediante espectroscopia EDS, espectroscopia de absorcion atomica
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y espectroscopia FTIR, la estabilidad en dispersion acuosa mediante la medicién potencial Z y
la caracterizacion de sus propiedades magnéticas mediante el andlisis de su histéresis
magneética. Una vez se llevd a cabo la sintesis y caracterizacion de NPMs se prosiguio a la
sintesis de sistemas teragnosticos basados en microburbujas magnéticas mediante el método
de doble emulsion modificando el polimero hidrofébico de la fase interna de las burbujas, asi
como el tipo y la cantidad de NPMs incluidas en la fase interna. Se llevd a cabo la
caracterizacion de morfologia y tamafio de particula mediante dispersion dinamica de luz
(DLS), se estimo la distribucion de tamafio de particula y morfologia mediante microscopia
electronica de barrido (SEM). Se determiné su capacidad de diagndstico mediante el analisis
de eficiencia ecografica usando la comparacion de contraste en escalas de grises (MGS),
determinando la proporcion de esta respuesta en funcién de la composicion y la cantidad de
NPMs dispersas en dos polimeros hidrofobicos distintos, asi como la determinacion de la
eficiencia como sistema de liberacion farmacéutico mediante su capacidad de encapsulacién
de un farmaco quimioterapéutico en la pared de los sistemas y su liberacion in vitro simulando

condiciones fisioldgicas.

Las distintas pruebas de caracterizacion se realizaron con la finalidad de obtener evidencia de
la obtencion de un sistema teragnéstico basado en microburbujas magnéticas capaz de
aumentar la respuesta acustica y la liberacion modificada de metotrexato como agente
antineoplasico, demostrando la obtencién de un sistema capaz de mejorar la deteccion de

neoplasias mediante ultrasonido, asi como la liberacién de metotrexato.

Para llevar a cabo la sintesis se requirié la fabricacion previa de nanoparticulas de magnetita
y ferrita de cobalto con acido oleico coordinado en la superficie como recubrimiento; su
fabricacion fue mediante el método de coprecipitacion. Las nanoparticulas de magnetita
recubierta con &cido oleico (MagHBSC) fueron de 8.8 £ 1.1 nm y de -5.94 + 2.2 mV, mientras
gue para las nanoparticulas de ferrita de cobalto con acido oleico (COHBSC) fueron de 7.9 +
1.2 nm y de -3.99 + 0.5 mV respectivamente, se demostré ademas la coordinacion del acido
oleico como carboxilato en la superficie por medio de su dispersion en diclorometano y la
evaluacion de su espectro de infrarrojo por reflectancia ATR. Ademas, se obtuvieron los
difractogramas de rayos X para determinar si las nanoparticulas generadas correspondian a
las fases de la magnetita [00-019-0629], ferrita de cobalto [00-022-1086] y maghemita [00-039-
1348] segun la base de datos PDF-2 (2013) del ICDD.
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Se generaron seis sistemas para ser comparados por medio del método de doble emulsion
utilizando uno de dos polimeros hidréfobicos distintos en la capa interna: acido poli-(L)-lactico
(PLA) y carbonato de polipropileno (CPP), asi como la presencia o ausencia de dos clases de
nanoparticulas magnéticas dispersas en la fase interna de la microburbuja: magnetita o ferrita

de cobalto.

Se obtuvieron microburbujas con una capa interna de acido polilactico y una capa externa de
alcohol polivinilico con tamafno de 4.06 — 5.1 ym y un potencial zeta de -34.6 £ 0.1 mV en
ausencia de NPM’s, microburbujas con inclusiones de magnetita hidrofébica con tamafio de
4.13 - 5.2 ym y un potencial zeta de -38.1 + 1.2, y microburbujas con inclusiones de ferrita de
cobalto hidrofébica con tamafio de 4.40 — 5.6 um y un potencial zeta de -35.1 + 3.7. Asi mismo,
se obtuvieron microburbujas con una capa interna de carbonato de polipropileno y una capa
externa de alcohol polivinilico con tamafio de 5.30 — 5.6 ym y un potencial zeta de -39.9 + 4.4
mV en ausencia de NPM'’s, microburbujas con inclusiones de magnetita hidrofébica con
tamafo de 2.00 — 2.6 um y un potencial zeta de -39.8 + 0.3, y microburbujas con inclusiones
de ferrita de cobalto hidrofébica con tamafio de 5.17 — 6.6 um y un potencial zeta de -40.8
3.5 mV.

Finalmente, se llevé a cabo la correspondiente evaluacion de la liberacion de metotrexato a
partir de los sistemas imitando condiciones fisioldgicas. La cinética de liberacion demostré que
no existe diferencia significativa en la cantidad y rapidez de la liberacion de metotrexato a partir
de los sistemas poliméricos e hibridos por efecto de la composicion de la fase interna de la
microburbuja. La liberacion es un proceso de difusibn de metotrexato a partir de la capa de

PVA de los sistemas y corresponde con lo esperado para matrices erosionables esféricas.

Para llevar a cabo la evaluacién de la mejora en la capacidad de diagndstico mediante
ultrasonido, los sistemas fueron inyectados en un medio de referencia que contenia un
espécimen de fruto de Vitis vinifera y se comparé el aumento en la escala media de grises
producida en respuesta a una sefal de ultrasonido en modo B a 8.5 MHz. Los sistemas
poliméricos e hibridos sintetizados demostraron un aumento en la respuesta ecogénica, asi
como una mayor resolucion de las estructuras internas del fruto de Vitis vinifera; observando
gue los sistemas MBPLAFe y MBCPPO aumentaron la respuesta y resolucion de manera mas

efectiva.
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Considerando las propiedades magnéticas de NPM obtenidas, las propiedades farmacéuticas
como sistemas de liberacion de metotrexato, y las propiedades mecanicas de los sistemas
obtenidos se propone a las microburbujas magnéticas de MBCPPFe, MBCPPO y MBCPPCo
como aquellas mas adecuadas como sistema teragnostico basado en microburbujas

magneéticas.
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Capitulo 2. Antecedentes

2.1. Aspectos generales del cancer

Céancer es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden
afectar a cualquier parte del organismo; también se habla de tumores malignos o neoplasias
malignas. La caracteristica principal del cancer es la proliferacion acelerada de células
anormales que se extienden mas alla de sus limites habituales y pueden invadir a diversos
tejidos, en un proceso conocido como metastasis, siendo esta la principal causa de muerte por

esta enfermedad. %4

2.1.1. Etiologia

En las células cancerigenas existe la desregulacién de genes que produce una transformacién
maligna acompafiada de la disrupcién de informacion genética y la expresiéon de multiples
genes. Estos cambios aumentan la capacidad de supervivencia de las células malignas y

alteran su capacidad de proliferacioén, llevando a la formacién de tumores.?*

El entorno en que se desarrolla un tumor carece de las condiciones normales reconocidas por
la anatomia y fisiologia. La proliferacion celular y la secrecion de factores angiogénicos
contribuyen a la generacion de tejido con poca o nula organizacion, altamente vascularizados
y con una tasa de productos de eliminacion extravascular exacerbada, pues la cantidad de
factores angiogénicos en el entorno tumoral produce capilares desordenados, discontinuos y
altamente fenestrados. El grado de penetracién al endotelio del tejido y la permeabilidad

vascular dependen del tipo de cancer y de la etapa en que éste se encuentre.®

El ambiente extratumoral se encuentra congestionado con fibras de coladgeno vy
glucosaminoglicanos en una distribucion no homogénea de solutos, debido a esto el flujo
intersticial se ve disminuido para la poblacién celular, aumentando la presién osmotica del
intersticio y la tasa de farmacos excretada al parénquima, dificultando la dosificacién de
farmacos antineoplasicos.>® La mayor parte de las muertes provocadas por cancer son debidas

al crecimiento de tumores que conducen a metastasis.?*
2.1.2. Epidemiologia

2.1.2.1. Cancer en México
El cancer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial con cerca de 14

millones de casos nuevos anualmente, y un promedio de 8 millones de muertes anuales
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durante la dltima década, siendo una enfermedad que afecta a todos los paises del mundo

como se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Tasa de morbilidad por 100 000 habitantes de todo tipo de cancer excluyendo el

cancer de piel no melanoma para el afio 2012.

En México se registran cerca de 160 mil casos de cancer anualmente, con un total de
fallecimientos por tumores malignos de 82 502 habitantes en el afio 2016 segun cifras del
INEGI (“Principales causas de mortalidad por residencia habitual, grupos de edad y sexo del

fallecido, INEGI” el 07 de marzo de 2018) y su distribucién se muestra en la figura 2;

140 - = Organos digestivos
120 - 5 al i

= Organos genitales masculinos
100 - ganos g
80 - 6 o

rganos respiratorios e
60 - intratoracicos
40 - = Organos genitales femeninos
20 -
0 - = Mama

2011 2012 2013 2014 2015 2016

Figura 2. Tasa de mortalidad por tumores en México segun su localizacion anatémica

(Hombres y mujeres).

2.1.3. Métodos de diagndstico
Las personas que padecen alguna neoplasia ven disminuida la esperanza y calidad de vida de
manera proporcional al retraso del inicio del tratamiento, por ello las politicas publicas de la
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OMS han sido dirigidas a la deteccién temprana del cancer y al tratamiento en el menor tiempo

una vez se ha realizado un diagnéstico positivo de algun tipo de cancer. 78

2.1.3.1. Pruebas clinicas
Las concentraciones altas o bajas de ciertas sustancias en el organismo pueden ser un signo
de cancer, por lo que los analisis de sangre, orina, u otros fluidos del cuerpo pueden ayudar a
los médicos a dar un diagndstico. Sin embargo, aun cuando los andlisis de laboratorio son una
herramienta Gtil, estos métodos no son concluyentes en la determinacion de neoplasias y sélo

estudios de imagenologia e histologia se consideran concluyentes.’8

2.1.3.2. Biopsia
Una biopsia es un procedimiento en el que se extrae una muestra de tejido para luego ser
examinada al microscopio para determinar si hay células cancerosas. La muestra puede
obtenerse mediante agujas, endoscopio o cirugia, y se considera un método concluyente en el

diagnéstico de neoplasias.’®

2.1.3.3. Imagenologia
Las imagenes de los drganos internos son muy importantes para llevar a cabo una deteccién
temprana de neoplasias, asi como para poder llevar a cabo el seguimiento del progreso de la
enfermedad durante el tratamiento. La imagenologia ha experimentado un gran progreso
tecnolégico en afios recientes, posibilitando examenes mas avanzados y detallados de la
anatomia y fisiologia de diversos tejidos. En ocasiones la fisiologia y anatomia de los tejidos
no permiten obtener la resolucidon adecuada de las estructuras estudiadas, por lo que se han
desarrollado diversos medios de contraste que permiten mejorar la calidad del andlisis para

tener una mejor elucidacion.®1

2.1.4. Tratamiento

El tratamiento de neoplasias tiene como finalidad la eliminacidén selectiva de células o tejidos
cancerigenos antes de que ocurra la invasion de otros tejidos (metastasis). La mayor parte de
los casos son tratados con una combinacion de tratamientos entre los que destacan la cirugia,
la quimioterapia y la radioterapia, también se han logrado avances importantes en la
inmunoterapia, y la terapia hormonal. A pesar del aumento en la tasa de supervivencia de los
pacientes se ha observado la necesidad de desarrollar no solo tratamientos con mayor

efectividad sino con menores efectos adversos, ya que gran parte de estos atacan tanto a las
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células cancerigenas como a las células sanas. Es por ello que muchas terapias se realizan

en forma conjunta, disminuyendo las dosis o facilitando procedimientos quirtrgicos.%1?

2.1.4.1. Quimioterapia
La quimioterapia es un tipo de tratamiento que utiliza farmacos para detener o desacelerar el
crecimiento de las células cancerigenas. Sin embargo, la mayor parte de tratamientos
quimioterapéuticos tienen por mecanismo la interrupcion de la sintesis de acidos nucleicos o
de proteinas para disminuir la proliferacion celular, por lo que no solo elimina las células
cancerigenas, sino cualquier célula sana que se encuentre a su alcance. Esta situacion
ocasiona mayores dafios en células sanas que poseen de manera natural una mayor velocidad
de crecimiento y de division, tales como las células del tracto gastrointestinal, células epiteliales
y foliculares, ocasionando los efectos adversos tipicos entre lo que podemos encontrar la

anemia, sangrado, alopecia, infeccién, nausea y vomito, neuropatia nerviosa y dolor.*?

2.2.Metotrexato

El metotrexato es un farmaco antineoplasico analogo del acido félico que inhibe la enzima
tetrahidrofolato deshidrogenasa, la cual es necesaria para la sintesis de timildilato en la
duplicacién de DNA.'2 Ambas estructuras se muestran en las figuras 3 y 4:

~
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Figura 3. Estructura quimica del acido folico. Figura 4. Estructura quimica del metotrexato.

2.2.1. Indicacion terapéutica

El metotrexato esta indicado en el tratamiento de leucemia aguda linfocitica, coriocarcinoma
gestacional, corioadenoma destruens y la mola hidatidiforme; asi como en el tratamiento y
profilaxis de leucemia meningea. Es utilizado por si mismo o en combinacion en cancer de
mama, cancer epidermoide de cabeza y cuello, cancer de pulmén, linfoma no Hodgkin. La

dosis en adulto para el tratamiento de diversos tipos de cancer es de 20 a 60 mg/m?2.13
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2.2.2. Caracteristicas biofarmacéuticas

En adultos la concentracién plasmatica maxima se alcanza entre una hora y dos después de
la administraciéon. Por via oral a dosis de 30 mg/m? o menos, el metotrexato posee una
biodisponibilidad del 60% mientras en dosis mayores de 80 mg/m?, la absorcién es menor
debido a la saturacion de receptores. El metotrexato es metabolizado en higado y de manera
intracelular a formas poliglutamadas que son convertidas de vuelta a metotrexato por las
enzimas hidrolasas y actian como inhibidores de la hidrofolato reductasa y la timidilato sintasa.
La excrecion renal es la principal ruta de eliminacion. En la administracion intravenosa 80-90%

se elimina por orina en menos de 24 horas, y 10% por excrecion biliar.*3

2.2.3. Efectos adversos

La terapia con metotrexato esta asociada a nausea, vomito, alopecia, mucositis, neumonitis,
dafio hepéatico, inmunosupresién, supresion de la médula 6sea y toxicidad gastrica. DL50 = 43
mg/kg (Por via oral en ratas).*3

2.2.4. Caracteristicas fisicoquimicas

En la tabla 1 se resumen algunas de las propiedades fisicoquimicas del metotrexato sodico:

Tabla 1 Caracteristicas fisicoquimicas del metotrexato.3

Formula quimica C20H22NgOs

Peso molecular 454.447 g/mol

Acido (2S)-2-((4-(2,4-diaminoteridin-6-il) metil-metilamino)
benzoillamino)pentanodioico

Nombre IUPAC

Punto de fusién 195 °C
Solubilidad en agua 2600 mg/L
log P -1.85
Permeabilidad en Caco-2 -5.92
pKa (Acido carboxilico) 3.41

2.3.Sistemas de liberacion farmacéuticos

2.3.1. Sistemas convencionales de liberacion de farmacos
La mayor parte de los sistemas farmaceéuticos son formulados para liberar el principio activo
inmediatamente después de la administracion para obtener una absorcion sistémica rapida y

completa. Estos sistemas de liberacion inmediata resultan en una rapidez de absorcion
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relativamente alta, dando inicio a los efectos farmacodinamicos acompafantes, sin embargo,
después de darse la completa absorcion del principio activo, las concentraciones plasmaticas
comienzan a disminuir conforme al perfil farmacocinético del principio activo. Eventualmente
las concentraciones plasméticas llegan a ser menores a la concentracion minima efectiva
(CME), lo que resulta en la pérdida de la actividad terapéutica. Durante un tratamiento
farmacoldgico con formulaciones convencionales es necesaria la administracién de una nueva
dosis antes de alcanzar a la CME consiguiendo el efecto terapéutico durante la duracion del
tratamiento considerando que una dosis alta puede ocasionar efectos adversos si sobrepasa

la concentracién minima téxica (CMT).%4

Una alternativa a este planteamiento es la administracion de un sistema que provea de una
liberacidon sostenida de principio activo, manteniendo las concentraciones plasmaéticas en un

tiempo mayor al provisto por los sistemas de liberacién inmediata.*®

2.3.2. Sistemas liberacion modificada de farmacos

El término sistema de liberacibn modificada describe sistemas farmacéuticos que alteran el
periodo de tiempo y/o espacio, y la rapidez con que es liberado un principio activo.*® Los
sistemas de liberacion modificada pueden clasificarse en:

e Sistema de liberacion controlada con respecto al tiempo: Permiten modificar la frecuencia
de dosificacion; estos sistemas incluyen a los sistemas de liberacion prolongada, los
sistemas de liberacion retardada, y los sistemas de liberacion acelerada.

e Sistemas de liberacion dirigida a un sitio especifico: Permiten la liberacién de una cantidad
de farmaco en un sitio o tejido especifico, evitando la toxicidad ocasionada por la
distribucion no selectiva de farmaco a través del cuerpo. El direccionamiento del sistema
farmacéutico puede darse mediante el acoplamiento a moléculas reconocidas por
moléculas enddgenas, debido a las modificaciones fisioldgicas y anatomicas en el tejido
enfermo, o mediante la seleccion de la via de administracién.'6

e Sistemas de liberacion sensible a estimulos: Permiten la liberacion de farmaco en
respuesta a su entorno, por ejemplo, las modificaciones en pH, temperatura, fuerza ionica,

presién, o campo magnético.

En los Ultimos afios se han realizado diversos avances en el desarrollo de nuevos sistemas de

liberacion de farmacos siendo capaces de regular la cantidad de farmaco liberada,
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manteniendo la duracion de accion terapéutica, y/o haciendo especifico el tejido o sitio de
liberacion.’® Estos avances han llevado al desarrollo de muchos medicamentos con uno o

varios de los siguientes beneficios:

e Liberacién controlada de la cantidad de farmaco a un tiempo deseable.

e Control de la concentracion de farmaco dentro de la ventana terapéutica.
e Maximizacion de la eficacia en la relacion dosis-respuesta.

e Reduccion de los efectos adversos.

¢ Minimizacion de la frecuencia de dosificacion

e Aumento en la comodidad del paciente, asegurando una mayor adhesion al tratamiento.

El esquema 2 representa el curso temporal de la concentracion plasmatica de un mismo

farmaco administrado por distintos sistemas farmacéuticos:

mDosis tnica mDosis miltiple |-

mLiberacién prolongada ®Dosis doble
m Liberacidn controlada

Ventana terapéutica

0
=

Concentracion plasmatica

Tiempo

Esquema 2. Representacion hipotética de la concentracién plasmatica de farmaco para
distintos sistemas de liberacién. Las regiones en rojo consideran la ineficacia terapéutica

(region inferior) y la dosis téxica de farmaco (regioén superior).141°

2.3.3. Sistemas teragnaosticos

Los sistemas teragnodsticos se caracterizan por su actividad dual en el tratamiento y
diagnostico; con el desarrollo de estos sistemas se busca ser capaz de monitorear el avance
de un padecimiento y proveer de una terapia en el mismo momento. De este modo, se reduce

el tiempo de retraso en la administracién de un tratamiento, facilitando el cuidado del paciente,
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llevando un control de manera individual del régimen de dosificacion.l® Los sistemas
teragnaosticos incluyen (pero no se limitan) sistemas de liberacion farmaceéuticos acoplados a
biomarcadores de diagnostico molecular, sondas de imagenologia y de técnicas de deteccion
temprana, asi como plataformas que incorporan sistemas de contraste y componentes

terapéuticos.©

2.4. Agentes de contraste para diagndstico clinico

Los agentes de contraste permiten la diferenciacion de tejidos adyacentes a estructuras con
una alta similitud de respuesta en los analisis por imagenologia y son utilizados para obtener
una mayor certeza por los profesionales de la salud en la determinacion de alteraciones

anatémicas, morfoldgicas y/o fisiol6gicas.’-1°

2.4.1. Agentes de contraste para ultrasonido (US)

El principio basico de los agentes de contraste ultrasénicos es la creacion de muchas interfases
pequefias con alta ecogenicidad, lo que puede ser alcanzado usando microburbujas gaseosas.
Para incrementar la estabilidad de las mismas en la sangre y alcanzar un tamafo

estandarizado, éstas son recubiertas por una capa biocompatible.

En una microburbuja con tamafo de 1-15 um cuando las ondas sonoras generadas por el
ultrasonido chocan, éstas son reflejadas desde la superficie, en un fenédmeno conocido como
dispersién retrégrada. Las ondas sonoras dispersas tienen la misma longitud de onda de las
ondas sonoras emitidas, por lo que se reconoce una conducta lineal de dispersion retrograda.
Sin embargo, cuando la presion debido a las ondas sonoras incrementa, las conductas no
lineales de las microburbujas se vuelven muy prominentes. Inicialmente comienzan a oscilar,
enviando hacia afuera oscilaciones armonicas, y después que la presion aumenta las
microburbujas se vuelven inestables y comienzan a fracturarse hasta finalmente romperse,
donde envian una sefial de alta energia (emisién acustica estimulada, EAS). Durante la
oscilacion, las microburbujas producen una sefial de eco no lineal debido a que la compresion
de las microburbujas contra la presién del contenido de gas interior es menor que su expansion

y permitiendo su deteccion por la sonda ultrasénica.®?°
Las desventajas generales del ultrasonido han sido reconocidas por diversos investigadores.

e Los tejidos estudiados pueden presentar una propagacion del ultrasonido atenuada por

tejidos circundantes tales como el tejido adiposo o el tejido 6seo, y no es posible que el
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ultrasonido sea aplicado sin agente de contraste a la obtencién de imagenes en pulmén
debido a que el aire dentro de este 6rgano impide la propagacion de ondas sonoras.

e La obtencién de imagenes es dependiente del operador y su experiencia; un sonégrafo
puede obtener imagenes con alta calidad mientras que un operador con entrenamiento
insuficiente podria obtener resultados no concluyentes.

e EIl campo de visidon obtenido en un equipo de ultrasonido es relativamente pequerio,
tipicamente, no mas de 20 — 30 cm y solo unos pocos centimetros a una resoluciéon espacial

mayor. Normalmente, se obtienen imagenes de la seccion transversal.

Al llevar a cabo una comparacion del diagnéstico a través de ultrasonido mejorado por medios
de contraste con técnicas que son consideradas mas confiables, como la MRI y la tomografia
computacional, se ha demostrado una eficacia de diagndstico con el mismo nivel de confianza
a través de un procedimiento de menor costo. Mediante un analisis costo-beneficio se
considera que el ultrasonido mejorado por medios de contraste supone una opcidn mas
adecuada que el uso de técnicas como la resonancia magnética o la tomografia
computarizada, por lo que se ha optado por el desarrollo de medios de contraste para
ultrasonido que sean asequibles en la producciébn a gran escala y que posean altas

propiedades ecogénicas.!’
2.4.2. Resolucion en imagenologia por ultrasonido

Para obtener imagenes éptimas por medio de ultrasonido debemos considerar dos aspectos
basicos en la obtencion de datos: la resolucion espacial lateral y la resolucion espacial

axial 1821

La resolucion espacial axial es la distancia minima en que se pueden diferenciar dos puntos
entre dos reflectores localizados de manera paralela a la direccion de la onda ultrasonica y es
igual a la mitad de la frecuencia en que se genera el pulso ultrasénico. Los transductores de
mayor frecuencia cuentan con materiales piezoeléctricos mas pequefios que generan una

menor longitud de pulso.

La resolucion espacial lateral es la distancia minima que puede ser distinguida entre dos
reflectores localizados de manera perpendicular a la direccion de la onda ultrasénica. La
resolucién espacial es alta cuando el ancho del haz de onda es estrecho, y los factores que

modifican el ancho del haz de onda son:
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e En el transductor el ancho del haz de onda es igual al ancho del transductor.

e El haz converge a su minimo ancho (la mitad del ancho del transductor) a una distancia
denominada longitud de zona cercana.

e Al aumentar la distancia mas alla de la longitud de zona cercana el haz diverge de manera

al doble de la longitud de onda cercana es el ancho del transductor.

La resolucion espacial lateral es mayor cuando la longitud de zona cercana incrementa pues

hay una mayor incidencia del haz sobre la muestra y esta dado por la ecuacion 1:

Diametro de la sonda?

Longitud de zona cercana = , Ecuacion 1
4xLongitud de onda

Considerando lo anterior la mejor resolucion espacial lateral se obtiene cuando??:

e Se trabaja con sondas de mayor frecuencia (menor longitud de onda)
e Las sondas estan compuestas por materiales piezoeléctricos pequefios con mayor
amortiguacion (sondas de alta frecuencia)

e Las sondas tienen una mayor apertura (mas anchas)

2.4.3. Agentes de contraste para resonancia magnética de imagen (MRI)

Mientras algunos analisis como los rayos X y las tomografias computarizadas permiten la
deteccion de diferencias anatémicas mediante la diferencia en densidad electronica de los
elementos que conforman los tejidos estudiados la MRI evalla la disposicion de protones. En
la MRI se hace incidir un campo magnético que alinea los spines de los protones de manera
paralela o antiparalela al campo, con este alineamiento ocurre una precesiéon a una frecuencia
especifica, denominada frecuencia de Larmor. Cuando se introduce una frecuencia de
resonancia en el nacleo, dentro del intervalo de la radiofrecuencia (RF), los protones absorben
energia y son excitados al estado antiparalelo; una vez desaparece el pulso de RF el nacleo

vuelve a su estado basal. Existen dos vias para que un nucleo vuelva a su estado basal:

e Relajacion longitudinal (T1): Disminuye la magnetizacion neta volviendo al estado basal.
e Relajacion transversal (T2): Se magnetiza el plano perpendicular y la magnetizacion

disminuye por desfase con el spin nuclear.

Sin embargo, debido a los costos de los equipos, instalaciones y personal médico calificado,

esta técnica de diagndstico solo es asequible para personas con altos ingresos econémicos o
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sistemas de salud de paises considerados como de primer mundo por una baja disponibilidad
de equipos, la necesidad de infraestructura costosa para su mantenimiento y la necesidad de

personal altamente especializado para su uso.’

La relajacion de un nudcleo alrededor de un centro paramagnético (1/Tows) depende de dos
términos, de la tasa de relajacién diamagnética correspondiente al disolvente en ausencia del
soluto paramagnético (1/Tiq) y la tasa de relajacion de la sustancia paramagnética (1/Tip) y se

describe en la ecuacion 2:

1 1 1 . .,
=—+— i=1,2 Ecuacion 2
Ti,obs Ti,d Ti,p

La contribucién paramagnética es linealmente proporcional a la concentracion de especies
paramagnéticas [Mp] como se muestra en la ecuacion 3:

1

=14 [M,] i=12 Ecuacion 3
Tiobs Tia

La relajacién paramagnética de los protones de agua se origina debido a las interacciones
dipolo-dipolo entre los espines proténicos y la fluctuacién del campo magnético ocasionada

por los espines de los electrones desapareados de la sustancia paramagnética.??

2.4.4. Nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas han demostrado un gran potencial en la liberacién de farmacos
debido a su capacidad de funcionalizacion de la superficie que permite llevar a cabo la
adsorcién de cantidades relativamente alta de farmacos. Estas particulas de menos de 100 nm
son empleadas bajo el estimulo de un campo magnético, pero no es sino hasta un tamafo
critico (aproximadamente tamafios menores a 20 nm)?® gue muestran comportamientos
superparamagnéticos. Es debido a esta propiedad que se han desarrollado sistemas
magnéticos nanométricos para uso en la terapia por hipertermia magnética, como sistema de
vectorizacion, como agentes de contraste en resonancia magnética de imagen, como agente
de contraste vascular, en la ingenieria de tejidos, separacion de células, o como sistemas

teragnosticos.

2.5.Magnetismo
El magnetismo es un fendmeno fisico de los imanes y las corrientes eléctricas de ejercer
acciones a distancia, tales como atracciones y repulsiones mutuas, mediado por campos

magneticos, la intensidad de corriente, y momentos magnéticos. El magnetismo es debido a la
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composicion de la materia por particulas subatomicas cargadas en movimiento y su vector es

descrito mediante el momento magnético m.?*

2.5.1. Teoria de dominios

Una propiedad de los materiales ferromagnéticos es poseer una baja magnetizacion
espontanea, la cual puede ser aumentada por la aplicacién de campos magnéticos bajos. Lo
que permite que este fendmeno ocurra es la composicion de los materiales por regiones
pequefias denominadas dominios, donde la magnetizacion local se encuentra saturada pero
no necesariamente paralela, los dominios se encuentran separados por los llamados muros de
Bloch, las cuales son un volumen estrecho de transicion entre dos dominios magnéticos como
se representa en el esquema 3, y su momento magnético total es igual a cero en ausencia de
un campo magneético externo; cuando esto ocurre se considera que se tiene un material con

multidominios magnéticos.?®

/

Esquema 3. Representacién de la transicién del momento magnético en el muro de Bloch en

un material con multidominios magnéticos.?®

Cuando un material alcanza un tamafio critico, en orden nanométrico, no existe la posibilidad
de formar transiciones entre dominios, es decir, se obtienen particulas con momentos
magnéticos independientes, y se denominan monodominios magnéticos. Diversos
investigadores han demostrado y hecho uso de la modificacion de las propiedades magnéticas
de acuerdo al tamafio de particula, mediante la sintesis de nanoparticulas que actiian como

monodominios magnéticos como se muestra en la figura 5.26-33
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Figura 5. Dependencia la coercitividad magnética conforme a la teoria de dominios.?330

Debido a este fenbmeno es que los materiales ferrimagnéticos, como la magnetita, en
particulas de tamafio nanométricos muestran un comportamiento superparamagnético en

presencia de campos magnéticos de baja intensidad como se muestra en la figura 11:

A

Panicuia ferromagnética Nenoparticula superparamaqnéica Particua ferromagnética

Nenoparticula superparamaqnéica

Esquema 4. Momento magnético de un multidominio magnético y monodominios magnéticos

en ausencia (A) y presencia (B) de un campo magnético impuesto.3°

2.5.2. Métodos de sintesis de nanoparticulas magnéticas de 6xidos de metales de transicion
a) Coprecipitaciéon

La coprecipitacion es un método de sintesis donde la adicién de hidroxidos en la presencia de
iones de metales de transicion en solucién acuosa produce la formacién de 6xidos de los
metales en las proporciones estequiometrias adecuadas. La coprecipitacion es el método de
mayor preferencia debido a la facilidad en que se llevan a cabo estas reacciones, siendo
convenientes para la sintesis de particulas de magnetita esférica a tamafio nanométrico. Este

método se prefiere, debido a que requiere una baja temperatura, se lleva a cabo en cortos
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tiempos y no es necesario utilizar solventes orgéanicos. Ademas, es posible controlar la
morfologia y composicion de nanoparticulas mediante la concentracion de iones, la

estequiometria de los iones, la temperatura de reaccion, el pH y la fuerza iénica.*

b) Microemulsiones

Las microemulsiones son ampliamente utilizadas para la sintesis de particulas con tamafio
uniforme en una emulsion agua en aceite (w/0). En este método de sintesis se utilizan agentes
tensoactivos para generar estructuras de tamafios nano o micrométricos, dentro de las cuales
se dara la reaccion de sintesis, de esta manera se logra mantener el tamafio de particula con
una baja dispersion. La formacion de precipitados es controlada por la proporcién y
composicién de la fase acuosa, la fase oleosa y tensoactivos en el medio, asi como por la

temperatura en que se lleva a cabo la asociacién de los componentes. 3435

c) Descomposicion térmica (Sintesis solvotermal)

El término “proceso hidrotermal/solvotermal” se define como la ejecucién de reacciones
guimicas en solventes contenidos dentro de recipientes sellados en los cuales se aumenta la
temperatura con un incremento en la presion autégena. Se considera hidrotermal si el
disolvente en que se lleva a cabo es agua. La sintesis por el método solvotermal es un proceso
de cristalizaciébn en solucidon que involucra dos pasos: la nucleaciébn de cristales y su
crecimiento subsecuente; mediante la modificacién de la temperatura, pH, concentracion de
reactivos y aditivos se obtienen distintos tamafios, formas, grados de cristalinidad y
funcionalizaciones de superficie.34% La nucleacion ocurre cuando la solubilidad del soluto
excede su limite en la solucion, siendo una reaccion irreversible el soluto precipita en cristales.
Una vez se da la nucleacion hay un transporte de nucleos, el acoplamiento de los mismos a la

superficie para darse el crecimiento.3’

2.5.3. Magnetita y ferrita de cobalto

La magnetita es un oxido mixto de féormula Fe3Oas, donde el oxigeno forma la red cubica tipo
espinela Y[XY]Os, X=Fe*? y Y=Fe3*, donde los corchetes denotan los sitios octaédricos (32
espacios) y los restantes los sitios tetraédricos (64 espacios). Su estructura es cubica con
dimensiones de celda de 8.3958 A, con una densidad de 5.18 g*cm™ y una dureza de 5 % en
escala de Mohs.® En la estructura de espinela el momento magnético del catiéon divalente y

los 10 us de los cationes trivalentes en los sitios octaédricos originan el momento resultante.
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La figura 6 representa la estructura cristalina de magnetita y ferrita de cobalto en sus

disposiciones posibles:

O AFe™
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Figura 6. Estructura cristalina de la magnetita y ferrita de cobalto en disposicion tetraédrica (A)

y disposicién octahédrica (B).383°

La ferrita de cobalto es un compuesto conformado por 6xidos de hierro de férmula CoFe20a4,
donde el oxigeno forma la red cubica tipo espinela inversa Y[XY]Os4, X=Co*? y Y=Fe3*.Su
estructura es ctbica con dimensiones de celda de 8.3783 A y con una densidad de 6.22 g*cm-

1y una dureza de 6 % en escala de Mohs.®°

La magnetita es un material altamente magnético, ademas de ser biocompatible vy
biodegradable, por ello es que muchas investigaciones han utilizado este material en el
desarrollo de sistemas farmacéuticos sensibles a estimulos magnéticos.383° A pesar de ello
una limitante del uso de la magnetita ha sido la poca estabilidad que posee el material ante la
oxidacion en condiciones normales de almacenamiento llevando a la formacién de maghemita
(y-Fe203, Fe®*[Fe**Fe3*23A13]04), por lo que algunos investigadores han preferido llevar a
cabo la modificacion de este material a fin de obtener sistemas mas estables como es el caso
de ferrita de cobalto. La ventaja especial del uso de ferrita de cobalto es su mayor estabilidad,
los estados de oxidacion *? en el cobalto y *3en el hierro forman una estructura especialmente
estable, impidiendo la oxidacion en estos materiales, conservando sus propiedades

magnéticas durante mayores periodos de tiempo.40-43

Las propiedades magnéticas calculadas y experimentales de diversos oxidos de hierro se

muestran a continuacion en la tabla 2:
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Tabla 2. Propiedades magnéticas de algunas ferritas.#041.43

Ferrita Te (K) Momento magnético | Momento m_agnético Satu,rgcién
(us) Calculado (us) Experimental magnética (Ms)

Fe®*[Fe?*Fe3104 858 4 4.1 480

Fe[NiFe]O4 858 2 2.3 270
F83+[F83+F93+2/3A1/3]O4 - 2.5 2.3 78

Fe[CoFe]O4 793 3 3.7 425

Fe[CuFe]O4 726 1 1.3 135

Mn[Fe2]O4 573 5 4.6 400
Zn[Fez]Oq 9 0 0 0

La letra A representa cambios para la maghemita a Fe3* en la estructura cibica donde residian

Fe?*.
2.6. Agentes de contraste para ultrasonido

2.6.1. Microburbujas

Las microburbujas (esferas gaseosas con diametro menor o igual a 10 um) han demostrado
ser sistemas dispersos capaces de mejorar la sefial ecogénica en el ultrasonido mediante la
generacion de multiples interfases de diametros micrométricos dispersados en el seno de un

|iquid0_l7,20,44,45

Cuando las ondas sonoras chocan con la superficie de las microburbujas son reflejadas en un
proceso conocido como dispersion retrograda; las ondas sonoras reflejadas tienen la misma
longitud de onda que las ondas que son incididas y se considera como la conducta lineal de
las microburbujas.!® Las microburbujas son agentes que reflejan de manera altamente efectiva
la dispersion retrégrada aumentando la intensidad de la sefial en mas de 30 dB, lo que
corresponde a un factor de x1000 en la intensidad de sonido recibida.84¢ Sin embargo, cuando
la presion acustica se incrementa la reflexion de las ondas deja de ser lineal debido a la

oscilacion de las microburbujas, inicialmente en oscilaciones arménicas

La compresién del gas dentro de las microburbujas es menor a la expansion durante la fase
de baja presion acustica, lo que provoca que la fluctuacion en el diametro de las burbujas sea
asimeétrica dando respuestas no lineales a la reflexion acustica como se muestra en la figura
7
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Presion acustica

Figura 7. Oscilacion de una microburbuja en presencia de un campo ultrasénico.

La compresion del gas ejerce una fuerza de resistencia en la microburbuja de manera
proporcional a la disminucién en su tamafio de tal forma que la incidencia de ondas acusticas
provoca la oscilacion del didmetro de las microburbujas de forma espontanea en funcion de la

ecuacion de Rayleigh-Plesset (Ecuacion 4):

PEO-P(® _ p °R z(d_R)Z wLdR | 20 g
pL =Rt &) T at TR Ecuacion 4

Donde pg(t) es la presion en el interior de la burbuja, p. (t)es la presion externa en el fluido a
una distancia infinita, p,es la densidad del liquido que rodea a la burbuja, R(t) es el radio de
la burbuja, v, es la viscosidad cinematica del fluido que rodea a la burbuja y ¢ es la tension
superficial de la burbuja.*” Considerando que no existe cambio en p,(t) y p, para un sistema
adiabatico la oscilacion en el didmetro genera presion sobre la superficie de la microburbuja,

provocando un proceso de cavitacion.

La evolucién de un radio inicial equivalente al radio en ausencia de ultrasonido R,, hasta un
radio R, cuando la presion del liquido, inicialmente p.,, decrece a un valor p,, — p,. Se asume
gue la evolucion es lo suficientemente lenta para que el gas siga una modificacion isotérmica

Ccomo se muestra en la ecuacion 5;:

20

26\ [Ro13 .,
PL =P — Pa = (poo — py(Ty) + R—:) [f] + py(Ty) — = Ecuaciéon 5
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Entonces existe un extremo local cuando p;, = p — p5. Al valor p§ se le denomina umbral de
Blake, pues si la presion en el liquido es inferior al valor critico p;, < p, — p5 no existe un radio
de equilibrio para la burbuja y fisicamente se observa el fenomeno de cavitacién, la figura 8
muestra la relacion entre el radio de una burbuja y la presion al interior generada por el gas

contenido.4849

Presiénen el
liquido (p,)

Presion de B
vapor (p,)

Radio critico
(RJ Radio

Presion
umbralde | —————___
Blake (p?)

Figura 8. Relacién radio (R) contra presion (p) para una burbuja en un liquido por efecto de

ondas acusticas.

Cuando las burbujas existen con un radio menor al radio critico estas son estables, sin
embargo, cuando R>Rc se presenta la cavitacion de la burbuja, lo que, en un medio de
contraste para ultrasonido resulta en la disminucion de la respuesta ecogénica hasta alcanzar
concentraciones por debajo del umbral de deteccion. La ecuacion 6 muestra el valor de radio

critico como se muestra en la ecuacion 6:
o

=— Ecuacion 6
3(pL—p5)

Rg

Considerando el cambio en el radio de la burbuja por la incidencia de las ondas acusticas la
presién ejercida es capaz de ocasionar la cavitacion de los sistemas una vez que la presiéon
gue ejerce el gas en su interior sobre la microburbuja ha superado la tensién interfacial (o la
resistencia mecanica para microburbujas solidas) o el aumento del radio de la microburbuja

sobrepasa el radio critico.
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2.6.2. Estabilidad de microburbujas

La desventaja de estos agentes de contraste es su falta de resistencia a los gradientes de
presion arterial y a la induccidbn de ondas acusticas que ejercen una presion en las
microburbujas que ocasionan su cavitacion y ruptura.®® La figura 9 muestra la presion de

perfusion a que soportan las microburbujas durante su recorrido en el sistema circulatorio.
120 +
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Figura 9. Presion de perfusion sanguinea en distintos segmentos del sistema circulatorio.

La distribucion de tamafio debe considerarse como un factor critico en la estabilidad de las
microburbujas, su comportamiento in vivo, y su repuesta acustica.>! Debe considerarse que en
el sistema circulatorio no es posible llevar a cabo la inyeccién de burbujas con tamafio de 0.1-
1 mm, ya que estos impedirian la adecuada vascularizacion de los tejidos, siendo capaces de
generar una embolia. Considerando que las microburbujas con tamafios micrométricos
presentan una alta ecogenicidad en el ultrasonido (suficiente para modificar de manera

significativa la deteccion visual de estructuras), se consideran sistemas de contraste 6ptimos.18

Las microburbujas con tamafios menores a 10 pum pueden viajar a través de la
microvasculatura de los pulmones con el flujo de sangre mediante la administracion
intravenosa y pasar al ventriculo izquierdo para luego permitir su paso por el musculo cardiaco
realizando una perfusiéon miocéardica. Las microburbujas con tamafios cercanos o menores a 1
UM no presentan una gran respuesta ecogénica.®>% La proporcién superficie-volumen es
mucho mayor en burbujas de menor tamaiio, por lo que tienden a perder el gas encapsulado

con mayor rapidez durante su paso por el torrente sanguineo y durante los eventos
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destructivos en el andlisis por ultrasonido (a menor tamafio de microburbuja una misma

intensidad de ultrasonido destruye un mayor nimero de las mismas).>*

Al evaluar un método de sintesis para estos sistemas de contraste debe buscarse la
disminucién de distribucion de tamafio de particula, donde sus limites inferior y superior deben
de permitir el paso libre a través de capilares en todos los tejidos, pero de tamafio suficiente

para producir una alta respuesta ecogénica. 553

La formacién de imagenes de alta resolucion requiere utilizar sondas que generen ultrasonido
de mayor frecuencia, sin embargo, cuando la potencia de las ondas es muy alta existen efectos
mecanicos sobre el tejido analizado, llegando a dafiar estructuras celulares. La FDA determiné
necesario la consideracion de un paradmetro que indicara los potenciales efectos causados por
la cavitacion en estructuras bioldgicas, por lo que todos los equipos de ultrasonido a partir de
1992 cuentan con un parametro denominado indice mecanico y se determina segun la

ecuacion 7.5

Indice mecanico (MI): P‘(MPa)/f (MHz) Ecuacion 7

Asi mismo los efectos mecéanicos del ultrasonido sobre los tejidos modifican la permeabilidad
de farmaco sobre el tejido incidido, y Sorace et al. determiné que un indice mecénico igual a 1
es oOptimo para aumentar la permeabilidad de un marcador hidrofilico en células

cancerigenas.®

La incidencia de ondas de mayor frecuencia (méaxima resolucién) pero con un indice mecanico
igual a 1 (mayor permeacion de farmaco) requiere de microburbujas con una alta resistencia
mecdnica y con alta capacidad de deformacion por efecto de la rarefaccion (considerando el
radio critico del umbral de Blake) para evitar la cavitacién siendo estables durante el mayor

tiempo de incidencia del ultrasonido.

2.6.3. Propiedades de un agente de contraste ideal basado en microburbujas
Los agentes de contraste para ultrasonido utilizados en la practica clinica requieren cumplir

con una serie de caracteristicas para poder ser considerados seguros, algunos ejemplos son:

e Un agente de contraste debe ser inocuo para los pacientes, es decir, no debe haber efectos
adversos en el paciente a la dosis de uso normal.

e Debe estar compuesto por materiales biodegradables y biocompatibles.
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e Deben presentar periodos cortos de permanencia dentro del cuerpo humano.

Sin embargo, la eficiencia de estos agentes de contraste requiere consideraciones no
Gnicamente de su composicion sino del mecanismo de respuesta ante el ultrasonido de estos.
Idealmente la cubierta debe tener caracteristicas de flexibilidad que permitan el paso a través
de capilares, ademas de limitar de manera minima la vibracién de las microburbujas en
presencia de ultrasonido para generar las sefiales de eco, al mismo tiempo debe ser
impermeable a la transmision del gas desde interior a fin de aumentar la estabilidad de las
microburbujas. En contraposicion, debe presentar una alta resistencia a la ruptura por efecto
de la presion hidrostatica y la presion generada dentro de la burbuja durante la fase de presion

negativa del ultrasonido.®’

Existen diversos métodos de sintesis entre los que destacan la sonicacién, la formacion de
emulsiones en sistemas de alto corte, la formacion de membranas por emulsion, la impresion
de inyeccion de tinta, la atomizacion electrohidrodinamica y la formacion mediante
microfluidica.>®®® La sintesis de microburbujas por el método de doble emulsién genera
microburbujas con una doble capa polimérica lo que resulta en propiedades mecanicas
dependientes de dos distintos polimeros, propiedades de permeacion de gas, y que permite la
incorporacion de farmacos de naturaleza hidrofébica e hidrofilica. La tabla 3 muestra algunas
propiedades de los polimeros mas utilizados en la fase interna en la sintesis por doble

emulsion.:

Tabla 3. Propiedades de algunos de los posibles polimeros utilizados en la sintesis de

microburbujas mediante el método de doble emulsién.50-62

Material Médulo de |Fuerzatensil de| Elongacion de | Precio
Young (MPa) | ruptura (MPa) ruptura (%) MXN/g
Acido poli-(L)-lactico (PLA)
Mn 50,000 3500 50.0 6 1187.80
Poli-g-caprolactona (PLC)
M 45,000 1200 10.0 300 15.88
Carbonato de polipropileno
(CPP) Mn 50.000 830 21.2 330 51.99

*Los precios reportados son calculados considerando el catalogo en menudeo de Sigma-Aldrich con el envase

de mayor tamafio.

Las propiedades del carbonato de polipropileno muestran ser una propuesta con mayor

flexibilidad y menor limitacion de la vibracion —(menor médulo de Young), pero manteniendo la
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mayor resistencia a la ruptura por efecto de la presién hidrostatica (media fuerza tensil de
ruptura) y la presion generada dentro de la burbuja durante la fase de presion negativa del

ultrasonido (mayor porcentaje de elongacion de ruptura) a un costo asequible.

2.6.4. Cinética de deteccion de microburbujas magnéticas como medio de contraste en
ultrasonido

Los medios de contraste de ultrasonido son administrados en la region a estudiar por lo que

Su cinética en un organismo se asemeja a la farmacocinética de sistemas de liberacion de

farmacos inyectables convencionales como se muestra en la figura 9:

Concentracion de microburbujas

Ventana diagnostica

Tiempo

Figura 10. Representacion hipotética de la concentracion plasmatica de microburbujas para

una administracion intravenosa.

La ventana diagndstica es un intervalo donde la concentracién de microburbujas puede ser
detectada mediante el ultrasonido sin la necesidad de modificar la frecuencia del transductor,
mientras las regiones en rojo consideran el umbral de deteccion (region inferior) y el umbral de

atenuacion (region superior).

El umbral de atenuacion es una concentracion de microburbujas en donde existe una fuerte
sefial de eco hacia el transductor que provoca la aparicion de sombras por efecto de
estructuras hiperecodicas, mientras el umbral de deteccidon es la concentracibn minima de
microburbujas para poder ser observado un cambio en las ondas reflejadas hacia el

transductor.18
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La disminucion de la respuesta ecogénica a lo largo del tiempo puede ocurrir debido a la
ruptura de las microburbujas con ultrasonido, sin embargo, en ausencia de este estimulo se
observa la pérdida de gas desde el nucleo por efecto de la difusion. La rapidez en que existe
la transferencia del gas a partir del interior de la microburbuja depende de la capacidad del gas
de permear a traves de la coraza, su disolucion en el medio y su separacion del gas a partir de

la superficie de la microburbuja.

2.6.5. Microburbujas magnéticas

La construccion de una microburbuja permite la introduccion de farmacos, moléculas de
reconocimiento molecular y de particulas sin que estas interfieran con su principal actividad
como agente de contraste en ultrasonido. %4> Al introducir nanoparticulas magnéticas en la
cubierta de las microburbujas se generan sistemas hibridos no sélo capaces de aumentar la
respuesta ecogénica en la visualizacion mediante ultrasonido sino de ser detectables por
medio de la resonancia magnética de imagen, lo que permite llevar a cabo confirmacién de
resultados en estructuras cuya respuesta ecogénica no permite una buena resolucion?,
ademas de posibilitar la modificacion en la rapidez de liberacion de farmaco a partir de los

sistemas basados en microburbujas por medio de hipertermia magnética.>®

2.7.Sistemas teragnosticos en cancer

Los

2.7.1. Avances en los sistemas teragndsticos de cancer
Los sistemas teragnosticos de cancer han sido desarrollados mediante enfoques
multidisciplinarios que involucran a especialistas en la salud, en el desarrollo de farmacos y el

desarrollo de nuevos materiales para:

e Identificar nuevos biomarcadores que permitan el diagnéstico molecular de cancer.
e Nuevas sondas de imagenologia que permitan la deteccién temprana de cancer.
e Terapias antineoplasicas dirigidas por imagenologia.

e Nanoplataformas que incorporan imagenologia y componentes terapéuticos.

Los sistemas teragndsticos de cancer incluyen, pero no se limitan a biomarcadores
teragnosticos, marcadores de reconocimiento molecular, terapias dirigidas a través de

imagenologia (en el sitio de accién), y nanoplatafomas teragnoésticas. %!t
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2.7.2. Retos y nuevas perspectivas en el desarrollo de sistemas teragndsticos de cancer

La busqueda de terapias individualizadas que permitan el funcionamiento costo eficaz de los
sistemas de salud, con el menor tiempo entre la deteccion y el inicio de los procedimientos
médicos proveera de mejores resultados para los pacientes a un menor costo. A través de los
sistemas teragndsticos se busca dar respuesta a estos problemas, pues el desarrollo de
sistemas tecnoldgicos que permitan la deteccion temprana a la vez que el inicio del tratamiento
asegura una maxima efectividad en el tratamiento. Sin embargo, estos sistemas deben

superar una serie de retos como:

e Escalamiento de la sintesis: Debido a la formacién de estructuras complejas, la sintesis y
la reproducibilidad de estos sistemas puede ser un reto a nivel industria pues se debe
asegurar su calidad y efectividad.

e Disefio racional de un régimen de dosificacion: Debido a las diferencias entre los
requerimientos de diagnostico y la farmacocinética del sistema terapéutico se deberan
hacer andlisis paralelos para el establecimiento de dosis efectivas.

e Regulacién: Al no ser sistemas convencionales su regulacion es nula, lo que impedira ser
aceptados por agencias regulatorias sino hasta afios después del inicio de su registro.

e Toxicidad: Diversos analisis han demostrado la induccién de citotoxicidad, genotoxicidad,
e inmunotoxicidad por sistemas nanométricos. Las propiedades que permiten su posible
uso como sistemas acarreadores, de diagndstico o teragnésticos los que se han asociado

con estos posibles efectos secundarios.

2.7.3. Microburbujas magnéticas en cancer

A pesar de gue las microburbujas magnéticas se disefiaron originalmente para mejorar la
deteccién de estructuras en modo dual para ultrasonido y resonancia magnética de imagen,
se ha demostrado que es posible incorporar farmacos en la estructura de estos agentes para

formar sistemas teragnosticos.%3-6”

En los dltimos tres afos se ha llevado a cabo el disefio de sistemas de tipo teragnésticos
basados en microburbujas magnéticas que, ademas de aprovechar sus caracteristicas como
agentes de diagnéstico en modo dual para ultrasonido y resonancia magnética de imagen,
proponen la liberacion de farmacos a partir de los mismos en el sitio de accion para aumentar

su eficacia.
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Las ventajas de un sistema teragndstico basado en microburbujas magnéticas, considerando
el sinergismo existente entre los sistemas y la administracion de farmacos, fueron resumidas

por Lee et.al.’8 como se muestra a continuacion:

e Permeacién de la barrera hematoencefdlica: La exposicion de microburbujas al
ultrasonido ha demostrado ser capaz de debilitar las uniones entre células epiteliales de
manera local y reversible en la barrera hematoencefalica aumentando la captacion de
farmaco del torrente sanguineo.

e Terapia antineoplasica: La gran variedad de materiales que pueden componer
microburbujas magnéticas (proteinas, lipidos o polimeros) permiten cargar una amplia
gama de farmacos antineoplasicos sin que exista la inestabilidad fisica o quimica. La
vectorizacion de farmacos antineoplasicos acoplados a dichos sistemas por medio del uso
de campos magnéticos disminuye los efectos adversos de farmacos no selectivos; asi
mismo los efectos de cavitacion y sonoporacion sobre células neoplasicas han demostrado
aumentar la muerte celular de células en tumor.

e Disrupcion detrombos en sistema cardiovascular: La disrupcion de coagulos por medio
de la cavitacion y sonoporacion se ve incrementada por efecto de la inclusion de farmacos
tromboliticos para disminuir la severidad de episodios de ataques cardiacos y accidentes

cardiovasculares.

La tendencia mas reciente busca acoplar el uso de microburbujas magnéticas con sistemas
estimulo sensibles de liberacién de farmaco para disminuir los efectos adversos de muchos
farmacos antineoplasicos por efecto de su distribucion no selectiva en el organismo mediante
el reconocimiento a las modificaciones en el microambientecircundante de los

tumores.11:45,59,66

2.7.4. Agentes teragndsticos en cancer basados en microburbujas magnéticas

La necesidad de generar mejores sistemas de diagnostico asi como disminuir el tiempo que
existe entre la deteccidbn de neoplasias y el inicio de la terapia para aumentar las
probabilidades de recuperacion en un paciente, ha despertado el interés en generar técnicas
y sistemas que satisfagan estas necesidades de manera simultanea.® Por ello inicialmente

se disefiaron sistemas que aprovecharon la cavitacion de las microburbujas para:

e Aumentar la cantidad de farmaco liberada en el sitio de accion.6972
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e Causar un dafio en la pared celular de las células neoplasicas.”3"®
e Inducir un aumento en la cantidad de farmaco que es capaz de permear la barrera

hematoencefalica.’t-"8

Algunos de los trabajos mas recientes lograron condicionar la liberacion de farmaco
antineoplasico Unicamente al sitio de acciéon mediante sistemas sensibles a ultrasonido que
presentan cambios en su estructura dependientes de la intensidad y frecuencia de las

ondas.”9-82

Los sistemas mas novedosos utilizan microburbujas magnéticas para lograr la deteccion
mediante ultrasonido o resonancia magnética de imagen, asi como la liberacién de farmaco
de manera simultdnea; en su gran mayoria se acopla un farmaco hidrofébico en la capa interna
de polimero para mediar su liberacion. Estos sistemas han mostrado ser efectivos en lineas
celulares y en modelos animales, sin embargo, no se ha demostrado la estabilidad de las

microburbujas una vez que se induce el ultrasonido. 6467.83

2.8.Modelos cinéticos de liberacion de farmacos

Para llevar a cabo la caracterizacion de un sistema de liberacion farmacéutico es necesario
conocer el mecanismo por el cual lleva a cabo la liberacién. Para dicho andlisis se han
desarrollado diversos modelos que permiten expresar en ecuaciones matematicas la relacion
entre la cantidad de farmaco liberado con respecto al tiempo. Estos modelos cinéticos han sido
propuestos en torno a diversas consideraciones acerca del funcionamiento de los sistemas y
es por ello que la informacién obtenida en algunos parametros es capaz de brindar informacion

acerca del mecanismo de liberacion.8

e Modelo de orden cero: El modelo asume que la superficie del sistema permanece
constante y que el farmaco se libera continuamente de manera gradual e independiente a
la cantidad de principio activo remanente debido a que no se alcanzan condiciones de
equilibrio como se muestra en la ecuacion 8:

Wy — W, =kt Ecuacion 8
Donde Wy es la cantidad de farmaco inicial en el sistema de liberacion, W; es la cantidad
de farmaco en el sistema de liberacion a tiempo ty k es la constante de proporcionalidad.
Dividiendo la ecuacion entre Wo y simplificando se obtiene la ecuacion 9:

fi = kot Ecuacién 9
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Donde ft = 1 — (W¢YW,) y representa la fraccion de farmaco disuelto en el tiempo t y ko
representa la constante de disolucidon aparente, o la constante de orden cero.
Modelo de primer orden: El modelo asume una dependencia de la liberacion de farmaco
con respecto al area superficial del sistema de liberacion a través del tiempo de acuerdo
con la ecuacion de Noyes-Whitney modificada por Hixson y Crowell

d

dV: =k,(C; — C) Ecuacioén 10

Donde W es la cantidad de farmaco en la solucién a tiempo t, S la proporcion de area de
solido accesible a la disolucion dW/dt es el cambio en la tasa de disolucion en el tiempo ty
K es una constante de proporcionalidad.

Modelo de Hopfenberg: Este modelo describe la liberacion de farmaco a partir de sistemas

con superficie erosionable:

M

= 1-— [1 — ﬂ]n Ecuacion 11

Coao

Donde M es la cantidad de farmaco disuelta en el tiempo t, M~ es la cantidad total de
farmaco disuelto a tiempo, M¢/M- es la fraccion de farmaco disuelto, ko es la constante de
rapidez de erosion, Co es la concentracion inicial de farmaco en el sistema, ao es el radio
inicial de la esfera o cilindro o la mitad del ancho de la placa. El valor de nes 1, 2 0 3 para
una placa, un cilindro, y una esfera, respectivamente.

Modelo de Higuchi: Este modelo se desarroll6 considerando la disolucion de farmacos en
suspension a partir de linimentos, pero logra describir la cinética de liberacion de farmacos
incorporadas en matrices soélidas y semisolidas. Higuchi describe la liberacion de farmaco
como un proceso de difusion basado en la ley de Fick con una dependencia proporcional a
la raiz cuadrada del tiempo.

Mt/M = kyt'/2 Ecuacion 12
Donde M es la cantidad de farmaco disuelta en el tiempo t, M~ es la cantidad total de
farmaco disuelto a un tiempo, Mi/M- es la fraccion de farmaco disuelto y kn es la constante
de disolucion de Higuchi.

Modelo de Korsmeyer-Peppas: Este modelo semi-empirico relaciona la liberacién de

farmaco con un tiempo (t) de acuerdo con la siguiente ecuacion:

fe = Mt/M = at™ Ecuacion 13
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Donde a es una constante que incorpora caracteristicas estructurales y geométricas del
sistema de liberacion, n es el exponente de liberacion, es un indicador del mecanismo de
liberacion en funcion de t, siendo ft = M¢/M- (Fraccion de farmaco liberado).

e Modelo de Peppas-Sahlin: Este modelo considera que el mecanismo de liberacion esta
mediado por hinchamiento del material por interaccion con el medio, donde el mecanismo
se inicia una vez que al contacto del material con el medio de dispersion las cadenas se
separan dando un aumento en el area de contacto entre las fases, lo que aumenta la
movilidad del farmaco. Esta descrito por la siguiente ecuacion:

M

= kit™ + kyt" Ecuacion 14

[ce]

Donde Mt es la cantidad de farmaco disuelta en el tiempo t, M~ es la cantidad total de
farmaco disuelto a tiempo, Mi/M- es la fraccion de farmaco disuelto, ki1 es el coeficiente de
difusion y k2 es la relajacion del polimero por interacciones con el medio. El valor de n
determinado permite relacionar la liberacién de farmaco a un mecanismo de liberacién de

acuerdo con los siguientes parametros:

Tabla 4. Mecanismo de transporte de farmaco de acuerdo con el valor de n en el modelo

Peppas-Sahlin para esferas.®

Coeficiente de difusion (m) Mecanismo
Pelicula Cilindro Esfera
0.5 0.45 0.43 Difusion (Ley de Fick)
0.50<m <1.00|0.45< m <0.89|0.43<m <0.85| Transporte an6malo
1 0.89 0.85 Transporte de caso II*

* El transporte de caso Il hace referencia a la liberacion de un farmaco por efecto de la relajacién de

cadenas poliméricas previa a su difusion.8®

Para llevar a cabo la seleccion modelo se considera el coeficiente de correlaciéon (R?) mas
cercano a 1, el mayor criterio de seleccion del modelo (MSC), la menor suma de cuadrados
(SSR), y el menor criterio de Akaike (AIC).
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Capitulo 3. Planteamiento del problema

Es posible reducir y controlar el desarrollo de cancer aplicando estrategias de base cientifica
destinadas a la prevencion de la enfermedad. De detectarse de manera oportuna, muchas
neoplasias tienen una mayor probabilidad de curarse si se tratan de forma adecuada. Las
estrategias mas efectivas incluyen disminuir el intervalo de tiempo entre la deteccion y el inicio
del tratamiento, llevar a cabo el monitoreo de la evolucion de la neoplasia, y minimizar los
efectos adversos debido a la distribucion no selectiva de farmacos antineoplasicos
aumentando con ello la probabilidad de recuperacién de un paciente con un tumor sélido.En la
tltima década se han desarrollado alternativas a los medios de contraste convencionales para
la deteccion de tumores obteniendo plataformas capaces de fungir ademas como sistemas de
liberacion de farmacos antineoplasicos. ElI uso de microburbujas con un farmaco
antineoplasico como sistema teragnostico es una propuesta que surgié para mejorar la
deteccion de tumores sélidos, supervisar la evolucién y llevar a cabo la liberacion de farmacos
antineoplasicos con el menor intervalo de tiempo posible entre la deteccidén y tratamiento.
Actualmente los sistemas teragnosticos basados en microburbujas son fabricados con
materiales cuya resistencia mecanica no es adecuada para la presién acustica generada por

las sondas de ultrasonido en imagenologia durante periodos prolongados.

Este trabajo propone el uso de la modificacién del polimero hidrofébico de la capa interna de
la microburbuja magnética para mejorar la estabilidad de los sistemas durante la incidencia de
ultrasonido y la modificacion de NPMs para mejorar las propiedades magnéticas de los

sistemas.
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Capitulo 4. Objetivo general

Sintetizar y caracterizar microburbujas magnéticas compuestas por nitrdgeno como gas en el

interior, un polimero hidrofébico como fase interna, y una dispersion de metotrexato en PVA

como fase externa, asi como obtenidas mediante el método de doble emulsién, evaluar su

eficiencia como sistemas de diagndstico y como sistemas de liberacion farmacéuticos

modificando el polimero hidrofobico de la fase interna, la composicion y cantidad de NPMs.

4.1.0bjetivos particulares

Sintetizar nanoparticulas magnéticas de magnetita (FesOa4) recubiertas por acido oleico por
el método de coprecipitacion.

Sintetizar nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto (CoFe204) recubiertas por acido
oleico por el método de sintesis solvotermal y coprecipitacion.

Caracterizar las nanoparticulas magnéticas determinando los pardmetros de estructura
cristalina mediante la técnica de difraccion de rayos X de polvos, el tamafio de particula
mediante la ecuacion Debye-Scherrer, el tamafio y la morfologia mediante microscopia
electrénica de transmision (TEM), la estabilidad en dispersion acuosa mediante potencial
Z y sus propiedades magnéticas mediante la obtencion de curvas de histeresis.

Sintetizar sistemas de diagnostico basados en microburbujas poliméricas con capa interna
de &cido poli-(L)-lactico o carbonato de polipropileno, en ausencia o presencia de
inclusiones magnéticas de magnetita o ferrita de cobalto y una capa externa de alcohol
polivinilico con metotrexato por el método de doble emulsién.

Caracterizar los sistemas generados determinando su tamafio mediante dispersion
dinamica de luz (DLS), cuantificando la cantidad de nanoparticulas magnéticas incluidas
en su interior mediante espectroscopia de absorcion atémica, su morfologia mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM), asi como su evaluaciébn como sistemas de
diagndstico en ultrasonido en modo B y como sistemas de liberacién farmacéuticos.
Evaluar la liberacion In vitro de metotrexato a partir de los sistemas poliméricos e hibridos
y comparar los perfiles dependiendo de su composicion.

Caracterizar las propiedades mecanicas de peliculas modelo basadas en los sistemas
sintetizados con el uso de un texturometro.

Evaluar la modificacién en la respuesta ecogénica de un tejido modelo en funcion de la

composicién del sistema.
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Capitulo 5. Hipotesis de trabajo

La optimizacién de un sistema teragnostico basado en microburbujas magnéticas con un
farmaco antineoplasico es dependiente del polimero utilizado como capa interna en el método
de doble emulsion, el tipo de nanoparticulas dispersadas en el sistema, la dispersion de
farmaco en la capa externa de la burbuja y la respectiva liberacién de farmaco desde el sistema
en presencia o ausencia de estimulos de ultrasonido. Si se utiliza un polimero en la capa
interna con alta resistencia mecanica, baja permeabilidad al gas encapsulado, nanoparticulas
con la mayor respuesta a estimulos magnéticos y un polimero capaz de formar un sistema de
matriz erosionable en la superficie, entonces se podra obtener un sistema teragnéstico basado
en microburbujas magnéticas que aumente la respuesta ecogénica, con alta respuesta a la

induccion magnética y con liberacion controlada de un farmaco antineoplasico.
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Capitulo 6. Metodologia experimental

6.1. Materiales

Cloruro ferroso tetrahidratado (FeCl2:4H20, pureza >99%), cloruro férrico hexahidratado
(FeCls-6H20, pureza =99%), acido oleico (pureza 90%), Acido poli-(L)-lactico (PLA), alcohol
polivinilico (PVA) (pureza 299%, Mn 50,000), carbonato de polipropileno (PPC) (pureza 299%,
Mn 50,000) adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA); hidroxido de sodio (NaOH
pureza 295%), acetona (pureza =95%) adquirida de Distribuidora Quimica ALVI (Edo. de
México, Méx.); cloruro de metileno (CH2Cl2, pureza 99%) adquirido de J.T. Baker, agua
desionizada obtenida de un equipo Nanopure Diamond (Barnstead®), metotrexato sédico USP
donado por Laboratorios Pisa (Ciudad de México, Méx.)

6.2.Sintesis de NPMs hidrofébicas de magnetita

Para la sintesis de NPMs de oxidos de hierro se llevd a cabo una coprecipitacion con
temperatura controlada. Se agregaron 0.184 g de FeCl2-4H20 (0.925 mmol) y 0.50 g de
FeCl3-6H20 (1.85 mmol) en 9.3 mL agua con una atmoésfera de Nz, la mezcla de reaccion fue
llevada a una temperatura de 90 °C; al llegar a la temperatura de reaccion se adicionaron 3.7
mL de NaOH 2M y 0.4 mL de acido oleico; durante la adicion se formo6 un precipitado negro,
gue fue aislado mediante decantacién magnética. El precipitado se lavé dos veces mediante
sonicacion en acetona para remover el exceso de acido oleico, y fue secado a temperatura

ambiente durante una noche. La reaccion que se lleva a cabo es:
Fe?* 4+ 2Fe3* + 80OH™ — Fe;0, + 4H,0

Asi mismo, como referencia se sintetiz6 magnetita hidrofilica mediante la misma técnica sin
adicion de acido oleico, y realizando lavados en agua desionizada previa al secado durante

una noche.

6.3.Sintesis de acetilacetonato de Co (Il) y acetilacetonato de Fe (llI)
Para llevar a cabo la sintesis de NPMs hidrofobicas de ferrita de cobalto por el método de
sintesis solvotermal primero se obtuvieron los acetilacetonatos de Fe (1ll) y de Co (II) como

precursores.

Para la sintesis de acetilacetonato de Co (Il) se colocaron 4.5 mL de acetilacetona (44 mmol)

a 15 mL de una solucién con 1.6 g de hidréxido de sodio (400 mmol) manteniendo la
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temperatura por debajo de los 40°C para evitar la descomposicion y, solo cuando se formaba
un precipitado blanco, era agregada agua desionizada gota a gota. La solucién amarilla es
adicionada gota a gota con agitacion magnética vigorosa durante 10 minutos a 25 mL de una

solucion con 4.8 g de CoCl2-6H20 (20 mmol) en agua desionizada.

El precipitado fue recolectado por filtracion lavando con 50 mL de agua destilada. El sélido
hdmedo fue disuelto en una mezcla de 39 mL de etanol absoluto y 26 mL de cloroformo a
40°C, evitando la ebullicién. La solucién final se dejaba enfriar a temperatura ambiente antes

de ser colocada en un bafio de hielo, para finalmente recolectar el precipitado por filtracion.’

Para la sintesis de acetilacetonato de Fe (lll) se colocaron 250 mg de FeCl3-6H20 en 2.5 mL
de agua, con agitaciéon magnética constante. Se adicionaron 2.5 mL de una solucién acuosa
gue contiene 500 mg de acetato de sodio trihidratado, asi como 500 uL de acetilacetona. La
mezcla de reaccion permanecio con agitacion magnética durante 10 minutos a temperatura
ambiente antes de proceder a llevar a cabo su filtracion a vacio. Finalmente, el precipitado

himedo fue secado en un horno a 60°C durante 1 hora.88

6.4. Sintesis solvotermal de NPMs hidrofobicas de ferrita de cobalto

Para llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas de ferrita de cobalto se llevdé a cabo la
descomposicion solvotermal del acetilacetonato de Fe (lIl) y acetilacetonato de Co (ll). En un
matraz de tres bocas de 100 mL se colocaron 0.192 g de acetilacetonato de Co (1) (0.65 mmol),
0.459 g de acetilacetonato de Fe (Ill) (1.29 mmol), 3.6 mL de acido oleico, 3.6 mL de oleilamina

y 30 mL de 1-octadeceno.

La mezcla de reaccion se agitd magnéticamente y se desgasificé a temperatura ambiente por
al menos 30 minutos para eliminar el agua. La temperatura fue incrementada a 200°C, y se
mantuvo durante 30 minutos. Finalmente, la temperatura de la mezcla se elevé a 295°C con

una rapidez de 6 °C/min.

Para llevar a cabo las pruebas de caracterizacion, asi como su uso en la sintesis de
membranas y microburbujas, se llevd a cabo la separacién de nanoparticulas del medio de
reaccion. Por cada mililitro de mezcla de reaccion se coloco 1 mL de etanol prosiguiendo a la
centrifugacion a 2600 RCF descartando el sobrenadante. Las nanoparticulas se redispersaron

en 5 mL de diclorometano y se precipitaron agregando 1 mL de etanol. Este procedimiento de
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precipitacion-redispersion se repiti6 2 veces mas antes de finalmente redispersar las

nanoparticulas en hexano.? La reaccién que se lleva a cabo es la siguiente:
Co[CsH,0,], * 2H,0 + 2Fe[CsH,0,]; — CoFe,0, + a[CH;COCH;] + bCO, + cH,0

6.5. Sintesis de NPMs hidrofdbicas de ferrita de cobalto por coprecipitacién

Para este proceso se mezclaron 14.35 mL de una solucion 0.697 M de FeClsz-6H20 y 7.90 mL
de una solucion 0.632 M de CoCl2:6H20, ambas en 0.4 M de HCI. La mezcla fue adicionada
gota a gota a 200 mL de NaOH 1.5 M previamente ajustados a pH 12. Durante la precipitacion
se mantuvo agitacion magnética constante y se ajustaba continuamente a pH 11-12 utilizando
NaOH 1.5 M manteniendo una temperatura de 20 + 0.5 °C durante la reacciéon.®® La reaccién

gue se lleva a cabo es la siguiente:
Co?* + 2Fe3t + 80OH™ - CoFe,0, + 4H,0

El producto obtenido fue separado mediante decantacion magnética y se lavo 5 veces con
agua desionizada para la eliminacion de los precursores restantes. Las NPMs se secaron a 50

°C en vacio previo a su caracterizacion.

6.6. Caracterizacion de nanoparticulas magnéticas (NPMs)

6.6.1. Espectroscopia de infrarrojo de nanoparticulas magnéticas

La estructura quimica de las nanoparticulas magnéticas permite elucidar las interacciones que
existen entre la superficie de las nanoparticulas y un recubrimiento, su determinacion se realiz6
utilizando un espectrofotometro de FTIR / FIR Spectrum 400 de Perkin-Elmer de 4000 a 500

cm.

6.6.2. Espectroscopia de absorcion atobmica de nanoparticulas magnéticas
La cuantificacién de cobalto y hierro de las nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto se

llevo cabo en un espectrofotometro de absorcién atbmica SpectraAA 220 marca Varian.

6.6.3. Potencial Z

Para conocer la estabilidad de las dispersiones de nanoparticulas magnéticas se llevé a cabo
la determinacion de su potencial Z en agua. Esta se realizé en un equipo Zetasizer Nano Zen
3600 en una celda de vidrio en las muestras de nanoparticulas hidrofilicas dispersadas en

agua destilada (pH 7.0 £ 0.1) a 25 °C y para las muestras de nanoparticulas hidrofébicas
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dispersadas en agua se llevd a cabo agitacion manual de la celda entre cada medicién para

evitar su posible agregacion en un medio acuoso durante el tiempo de analisis.

6.6.4. Difraccion de Rayos X de Polvo

Para determinar la estructura cristalina, llevar a cabo la comparacién con una referencia
obtenida del ICDD y determinar el tamafio de particula®! se llevo a cabo el andlisis de difraccion
de rayos X de polvos de las muestras de magnetita y ferrita de cobalto mediante un
difractometro de rayos X, modelo D8 ADVANCE DAVINCI en modo Theta-Theta. De los
resultados obtenidos se llevo a cabo el calculo de tamafio de cristal mediante la ecuacion de

Scherrer.

6.6.5. Curvas de histéresis magnética de NPMs

Las curvas de histéresis de NPMs se obtuvieron den un magnetrémetro SQUID, MPMS3 de
Quantum Design Inc. utilizando una magnetizacion de 0 a 40000 Oe en el primer ciclo, de
40000 a -40000 Oe en el segundo ciclo y de -40000 a 40000 Oe en el tercer ciclo a 280 K.

6.7.Sintesis de microburbujas

La sintesis de microburbujas magnéticas con una capa externa de PVA y una capa interna de
PLA se llevo a cabo por medio de un proceso de doble emulsién (w/o/w). Se preparé una
solucién organica con PLA o CPP (0.50 g) en cloruro de metileno (10.0mL). Para generar las
burbujas de la primera emulsion se adicioné agua desionizada (1.0 mL) y Span 80 (0.5 mL) a
la solucion organica y fue sonicada (500 Watts, 20% Amplitud, Frecuencia de 20 kHz) con una
inyeccion constante de N2 por 5 minutos. La primera emulsion fue adicionada a una solucion
(10.0 mL) de PVA 5% (m/v) que incluia Tween 80 (0.5 mL) y metotrexato (0.25 mg/mL),
finalmente fue mezclada mecanicamente durante 2 horas; para formar una emulsion con

burbujas de dos capas sin el disolvente organico.*

6.8.Sintesis de microburbujas magnéticas

La sintesis de microburbujas magnéticas con una capa externa de PVA y una capa interna de
PLA se llevo a cabo por medio de un proceso de doble emulsion con deposicion interfacial
(w/olw). Se tomd una muestra de 90.0 mg del precipitado suspendiéndose en 50 mL de cloruro
de metileno formando un stock de NPMs (NPM-1). Se prepar6 una solucion organica con la
solucion NPMs-1 (1.0 mL), y PLA o CPP (0.50 g) en cloruro de metileno (10.0mL). Para generar
las burbujas de la primera emulsion se adicion6 agua desionizada (1.0 mL) y Span 80 (0.5 mL)
a la solucion organica y fue sonicada (500 Watts, 20% Amplitud, Frecuencia de 20 kHz) con
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una inyeccion constante de N2 por 5 minutos. La primera emulsién fue adicionada a una
solucion (10.0 mL) de PVA 5% (m/v) que incluia Tween 80 (0.5 mL) y metotrexato (0.25
mg/mL), finalmente fue mezclada mecanicamente durante 2 horas; para formar una emulsion

con burbujas de dos capas sin el disolvente organico.!

6.9.Aislamiento de particulas del medio de sintesis

Para llevar a cabo la separacion del sistema del medio de sintesis se llevd a cabo la
centrifugacion. Para ello se colocaron las dispersiones en una centrifugadora Sorvall Primo R,
y se llevé a cabo la centrifugacion a 300 RCF, una vez separado el botdn de la dispersion se
guardaba el sobrenadante y el boton era resuspendido en un volumen de 30 mL de agua

desionizada.®?

6.10. Cuantificacién de metotrexato en microburbujas

La eficiencia de encapsulamiento se realiz6 considerando la diferencia entre la concentracion
inicial de metotrexato en la solucién de PVA y la concentracidén en el sobrenadante después
de la separacion mediante centrifugacion, en relacion con la cantidad de sistema obtenido. La

cuantificacion se llevd a cabo utilizando la curva de calibracion descrita en el anexo |.

6.11. Liofilizacion de los sistemas sintetizados

Para llevar a cabo las siguientes pruebas se elimin6 el agua de 1 mL de muestra mediante
liofilizacién, primero se comparé el efecto de la congelacion sobre la estabilidad de los sistemas
utilizando N2 liquido para llevar a cabo la precongelacion, y la respectiva liofilizacion a -35°C y
presiéon < a 0.035 mbar por 24 horas. conservando las muestras a 4°C durante el resto de los
experimentos y comparando estos sistemas con aquellos congelados de manera convencional
en un congelador a -18°C. Ambas metodologias fueron evaluadas mediante microscopia SEM

después de finalizar su liofilizacion.

6.12. Determinacion de morfologia y tamafio de particula por microscopia SEM

Para determinar la distribucién de tamafio de particula se llevé a cabo la medicién de los
sistemas generados utilizando microscopia SEM, considerando la distribucion de tamafio de
para 100 particulas obtenidas mediante el programa imageJ® del National Insitutes of Health,
Bethesda, Maryland US y realizando la comparacion de sus parametros estadisticos mediante

el programa Statgraphics Centurion XVI.II ver. 16.2.04°.
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6.13. Evaluacion del uso de membranas de dialisis en la liberacion del farmaco
antineoplasico modelo (metotrexato)
Para evaluar si la membrana de dialisis seria una barrera limitante a la difusion se preparé una
disolucion de metotrexato sédico en solucibn PBS con una concentracion de 0.3 mg/mL,
aproximadamente la misma concentracién en que se llevaria a cabo la liberacion a partir de
los sistemas poliméricos e hibridos. Se colocé por triplicado 1.0 mL de la solucién de
metotrexato sédico dentro de una bolsa de dialisis (Celulosa regenerada, 55 kD, 7.5 mm de
diametro interno) obstruidas mediante cierres con pesos magnéticos. Los sistemas se
colocaron en vasos termostatados con 50 mL de solucion PBS pH 7.4 + 0.1 a una temperatura
de 37 £ 0.5 °C con agitacibn magnética. Se tomaron alicuotas de 2 mL a los 10, 20, 30, 40, 50,
70 y 90 minutos con reposicion de medio para determinar la eficiencia de la membrana como
barrera realizando la cuantificacion de metotrexato sédico mediante espectroscopia UV-visible

utilizando la curva de calibracién mostrada en el anexo II.

6.14. Liberacion del farmaco antineoplasico modelo (metotrexato)

El estudio de liberacién se realizo por triplicado en solucién PBS con pH 7.4 £ 0.1 a 37 £ 0.5
°C con agitacién magnética constante, colocando 1 mL de solucion PBS con 10 mg de cada
sistema en una bolsa de didlisis antes de colocarse en 49 mL de medio para un volumen final
de 50 mL. Para determinar la cantidad de farmaco liberado fueron tomadas muestras de 2 mL
durante 12 horas (0, 20, 40, 60, 90, 120, 180, 240, 360, 480, 600, y 720 min) con reposicién
de volumen a cada muestreo, considerando condiciones sink para la solubilidad de metotrexato
de 2600 mg/L; finalmente se realizé la cuantificacion de metotrexato mediante espectroscopia
UV a longitud de onda de 305.78 nm. Los datos obtenidos se analizaron mediante el macro
DDSolver 1.0 para Excel para analizar el modelo de liberacion mas adecuado para los

sistemas.®3

Para llevar a cabo la seleccion del modelo se considera el coeficiente de correlacion (R?) mas
cercano a 1, la menor suma de cuadrados (SS), el mayor criterio de seleccion del modelo
(MSC), y el menor criterio de Akaike (AIC).84

6.15. Evaluacién de los sistemas como sistemas diagnhdsticos in vitro

Para llevar a cabo la evaluacion de la respuesta ecogénica de los sistemas generados se utilizé
como tejido modelo el fruto de Vitis vinifera, y como medio de propagacion una dispersion de
gelatina al 5%. Se utilizo un sistema ecografico DM 2200 Vet de Mindray Medical International
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Co. con una sonda convexa de frecuencia central de 6.5 MHz. El analisis de repuesta
ecogeénica se realizd mediante el andlisis fotométrico de las imagenes obtenidas en modo B
considerando una regiéon de interés (RDI) fija de 760 x 530 pixeles (402800 pixeles?) y
realizando la comparacion de sus parametros estadisticos mediante el programa Statgraphics
Centurion XVLII ver. 16.2.04°.

6.16. Evaluacion de las propiedades mecéanicas de los sistemas generados

Se llevo a cabo la evaluacion de los sistemas generados por medio de membranas con la
misma composicion de polimeros que los sistemas sintetizados y se determin6 el médulo de
Young, el porcentaje de elongaciéon maximo y la fuerza de resistencia a la ruptura utilizando un
texturometro Mecmesin Multitest modelo 1-i con celda de carga de 50 N usando el software
Emperor™ (Force) ver. 1.18-305 a 0.03 mm/min usando membranas de 2 cm x 4 cm con area

de analisis de 0.0004 m? hasta un desplazamiento maximo de 50 mm.

Las membranas analizadas se fabricaron mediante el método de evaporacion de disolvente,
para lo que se fabricd una primera membrana como soporte utilizando 2 mL de una solucion
de 0.025 g/mL de PVA en agua usando moldes de silicon a 35 ° C y presion reducida, sin retirar
el primer soporte se adiciond distintos volimenes una solucion de 0.025 g/mL de polimero

hidrofébico en cloroformo (PLA o CPP) segln se muestra en la tabla 5:

Tabla 5. Proporciones utilizadas en la evaluacién mecanica de peliculas modelo basadas en

microburbujas magnéticas.

Muestra Proporcién Polimer_o Propo_rciér] d_e Polimero Prgporcién de I?V_A:
de PVA (%) | hidrofobico hidrofobico (%) Polimero hidrofébico
PVA 100 NA 0 1.00: 0.00
PVA-PLA 0.25 80 PLA 20 1.00: 0.25
PVA-PLA 1.00 50 PLA 50 1.00: 1.00
PVA-CPP 0.25 80 CPP 20 1.00: 0.25
PVA-CPP 1.00 50 CPP 50 1.00: 1.00
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Capitulo 7. Resultados y discusién

La obtencién de microburbujas magnéticas por el método de doble emulsién requiere la
sintesis de nanoparticulas magnéticas previa a la preparacion de la primera emulsion; en este
trabajo se llevé a cabo la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de magnetita obtenidas
por el método de coprecipitacion con cloruros de Fe3*y Fe?* y de nanoparticulas de ferrita de
cobalto obtenidas por el método de coprecipitacion con cloruros de Fe3* y Co?* asi como el
meétodo de sintesis solvotermal, para el cual se prepararon y caracterizaron precursores
basados en acetilacetonatos de Fe3* y Co?'. Los resultados obtenidos de la sintesis de
nanoparticulas magnéticas se muestran en los puntos 7.1, 7.2 y 7.3 respectivamente.

7.1.Sintesis de precursores para la sintesis solvotermal de ferrita de cobalto

La sintesis de acetiacetonatos de Fe (lIlI) y Co (I) se llevo a cabo obteniéndose un precipitado
cristalino de color rojo para la reaccion de Fe (Ill) con acetilacetona y un precipitado cristalino
con forma de agujas de color anaranjado para la reaccion de Co (ll) con acetil acetona.

La sintesis de ferrita de cobalto por medio de descomposicién solvotermal requiere la
obtencion de precursores basados en compuestos de coordinacion de hierro y cobalto en una
proporcién molar de Fe: Co de 2: 1. Los compuestos de coordinacién de Fe3* y Co?* pueden
presentar distintas geometrias de acuerdo con el ligante empleado y el nimero de
coordinacion, esto depende de las condiciones de sintesis. En el caso particular del ligante
acetilacetona se pueden unir al centro metalico en diversas proporciones 2:1 (geometria
octaédrica con la coordinacion de dos moléculas de agua) o 3:1 (geometria octaédrica); por lo
gue la caracterizacion mediante diversas técnicas se lleva a cabo con la finalidad de determinar

la proporcion metal-ligante y asignar una posible estequiometria de reaccion.

Una vez que se confirmé la obtencién de acetilacetonato de Fe (lll) y Co (Il) se prosiguié con
la reaccion de obtencion de nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto por medio de la

sintesis solvotermal.
7.2.Caracterizacion de precursores de la sintesis solvotermal de ferrita de cobalto

7.2.1. Andlisis de infrarrojo con reflectancia ATR (ATR-FTIR) de precursores
Para determinar si se obtuvieron los acetilacetonatos de hierro (Il) y cobalto (l) se llevo a cabo
el analisis por ATR-FTIR de los materiales obtenidos, secando las muestras a 60 °C en vacio

durante 24 horas antes de llevarse a cabo su andlisis. Los resultados de este andlisis se
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muestran en la figura 11 y la asignacion de sefiales de acetilacetona y sus complejos con Fe3*

y Co?* se sintetiza en las tablas 6, 7 y 8:

Acetilacetonato de Fe (III)|
- —— Acetilacetonato de Co (Il)|
O
c
3
-
()]
C
o
l—
' | ' | ' | ' | el | ' T ' |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 11. Espectro de FTIR de los derivados de acetilacetonato obtenidos.
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Tabla 6. Bandas del espectro FTIR del complejo de acetilacetona.

Muestra

Banda (cm™)

Grupo funcional

Asignacion de sefiales

Acetilacetona “acac"

3004 -CHs Estiramiento asimétrico vas (CH3)
2968 -CHs Estiramiento asimétrico vas (CHz)
2924 -CHs Estiramiento simétrico vs (CHs)
1728 C=0 5 (CH) / v (C-CHa)

1709 -CH2-CO-CHs vs (C-C C-O) + 0 (OH)

1616 -CH2-CO-CHs v(C-C) + v (C-0O)

1419 -CH2-CO-CHs vs (C-C C-O) + 6 (CH) + 6 (OH) + v (C-CH5)
1359 -CHs Os(CHs)

1244 -CH2-CO-CHs vs (C-C C-O) +v (C-CH3) + 6 (OH)
1170 -CH2-, -CHs O (CHBs) olefinico

1001 -CHs pr (CHa)

944 -OH y (OH)

913 -CH2-CO-CHs v (C-CH3) + v (C-O)

639 -CH2-CO-CHs T (CH2-CO-C)

510 CO-CH2-CO Deformacién de anillo

Una vez que se obtuvo el espectro FTIR de acetilacetona como referencia se prosiguio con los

precipitados obtenidos para determinar los cambios mas significativos. En los tres espectros

se observan bandas alrededor de 550 y de 650 cm?, sin embargo, la intensidad y ancho de

las sefiales se ve modificado para los precipitados obtenidos y se atribuye a la vibracion metal

oxigeno.?":%4

Tabla 7. Bandas del espectro FTIR del complejo de acetilacetona y Fe3*.

Muestra Bandl? (cm Grupo funcional Asignacion de sefiales
2996 -CH3s Estiramiento asimétrico vas (CH3)
2960 -CHs Estiramiento asimétrico vas (CH3)
2920 -CHs Estiramiento simétrico vs (CHz)
1566 -CH2-CO-CHs v (C-C) + v (C-0O)
1517 -CH2-CO-CHis v (C-C) + v (C-0)
1442 -CH2-CO-CHs 5 (CH)+v (C-C)
> Torsion en modo degenerado dentro del
§ e ek plano 6gd (CHa)
% 1350 -CHs Torsién simétrica dentro del plano &s (-CHs)
L 1272 -CH2-CO-CHs v (C-CHs) + v (C-C)
1188 -CHa-, -CHs A (CH) / v (C-CHa)
1015 -CHs pr (CHa)
927 -CH2-CO-CHs v (C-C) +v (C-0)
770 -CH2-, -CHs 1 (CH)
660 -CHs, FeO v (C-CHs) + deformacién de anillo
653 -CH2-CO-CHs 1 (CH2-CO-C)
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| | 549 | FeO | Deformacién de anillo+ v (FeO) |

La sefial de estiramiento de C-O del grupo carbonilo presente a 1709 cm™ en el espectro de
acetilacetona se encuentra ausente en el espectro de Fe(acac)n, y aparecen dos sefales
nuevas en 1517 y 1462 cm en su lugar, siendo caracteristicas de la vibracion asimétrica (vas
-COO) y la vibracion simétrica(vs -COQO"), la difererencia (A-coo) de estas dos bandas puede
ser utilizada para distinguir el tipo de interaccion entre el carboxilato y el metal; si A-coo (<110
cm) se considera que corresponde a una interaccion tipo quelato bidentado, si A-coo (140-
190 cm™?) corresponde a una interaccién tipo puente bidentado y si A-coo (200-320 cm™)
corresponde a una interaccion monodentada.?’:°4 La diferencia entre la vibracién asimétrica y
la vibracién simétrica obtenida para el compuesto Fe(acac)n (A-coo: 1517-1462= 55 cm™) lo

gue indica una coordinacion con interaccion tipo quelato bidentado.

Tabla 8. Bandas del espectro FTIR del complejo de acetilacetona y Co?*.

Muestra Bandl? (cm Grupo funcional Asignacion de sefales
3404 -OH Estiramiento del enlace O-H
2990 -CH3s Estiramiento asimétrico vas(CHz3)
2961 -CHs Estiramiento asimétrico vas(CHa)
2925 -CHs Estiramiento simétrico vs(CHz)
1591 -CH2-CO-CHs v(C-C) + v(C-0)
1512 -CH2-CO-CHs v(C-C) + v(C-0)
1459 -CHz-, -CHs O(CH) + v(C-C)
~ Torsién en modo degenerado dentro del
§ 1397 -CHs plano 5dg5d(CH3)
% 1365 -CHs Torsién simétrica dentro del plano 8s(CHs)
@) 1260 -CH2-, -CHs v(C-CH3) + v(C-C)
1200 -CH2-, -CHs O(CH) + v(C-CHg)
1018 -CHs pr(CH3)
932 -CH2-CO-CHs v(C-C) + v(C-0)
767 -CHz-, -CHs 1(CH)
660 -CHs, CoO v (C-CH3) +deformacion de anillo+ v(CoO)
650 -CH2-CO-CHs (CH2-CO-C)
565 Co-O Deformacion de anillo + v(FeO)

La sefial de estiramiento de C-O del grupo carbonilo presente a 1709 cm™ en el espectro de
acetilacetona se encuentra ausente en el espectro de Co(acac)n, y aparecen dos sefiales
nuevas a 1512 y 1459 cm en su lugar, siendo caracteristicas de la vibraciéon asimétrica (vas -
COO) y la vibracion simétrica(vs -COQO"), la difererencia (A-coo) de estas dos bandas puede
ser utilizada para distinguir el tipo de interaccién entre el carboxilato y el metal.?”-%* La diferencia
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entre la vibracidén asimétrica y la vibracion simétrica obtenida para las Co(acac)n (A-coo: 1512-

1459= 53 cm™) lo que indica una coordinacién con interaccion tipo quelato bidentado.

En el espectro de FTIR del compuesto de Co?* se observan bandas caracteristicas de la
vibraciéon O-H en 3404 cm*, por esto se llevd a cabo el andlisis elemental y el andlisis térmico
de las muestras mediante termogravimetria (TG) y calorimetria diferencial de barrido (DSC)

para determinar si existia la presencia de agua en la esfera de coordinacion.

7.2.2. Andlisis térmico de precursores de la sintesis solvotermal

Para determinar si las bandas de O-H observadas en el analisis de infrarrojo de la muestra de
acetilacetonato de cobalto eran debido a la presencia de agua en la esfera de coordinacién de
dicho compuesto o debido a la presencia de humedad en la muestra, se analizé de manera
simultanea la calorimetria diferencial de barrido (DSC) y la termogravimetria (TG) para ambas

muestras como se muestran en las figuras 12 a 15:

10 y T v T v T v T v T v T v T v
- 100
8 n -
< 64 - 80
é ]
o 44
<>1<J T —~
-60 X
A 24 <
S L2
—_— ()
8 %7 40 %
8 | =
.o -2 ]
_5* J
L 44 — 20
-6 < — Co(acac), Aire|
i — Co(acac), Aire
T . ; I T I T I T I T I T T 0

I I
50 100 150 200 250 300 350 400 450
Temperatura (°C)

Figura 12. Analisis por DSC (negro) y TG (rojo) del compuesto de coordinacion obtenido de
Co?* y acetilacetona en atmosfera de aire.
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Figura 13. Andlisis por DSC (negro) y TG (rojo) del compuesto de coordinacion obtenido de
Co?* y acetilacetona en atmdsfera de Na.
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Figura 14. Analisis por DSC (negro) y TG (rojo) del compuesto de coordinacion obtenido de

T
150

Fe3* y acetilacetona en atmdsfera de aire.
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Figura 15 Analisis por DSC (negro) y TG (rojo) del compuesto de coordinacion obtenido de

Fe3* y acetilacetona en atmoésfera de No.

En el andlisis por DSC y TG del compuesto de Co?* se observa un pico endotérmico antes de
los 100°C, el cual corresponde a la pérdida de agua de la esfera de coordinacion por parte del
compuesto; asi como la descomposicion del acetilacetonato entre 250 y 400°C, dependiendo
de la presencia o0 ausencia de oxigeno para ambos compuestos.

7.2.3. Andlisis elemental de precursores de la sintesis solvotermal

Para determinar el niumero de ligantes en los compuestos de coordinacion obtenidos se llevo
a cabo el analisis elemental con los resultados presentados en las tablas 9y 10. Los resultados
muestran soélo los valores de mayor ajuste después de llevar cabo la evaluaciéon de la

composicion tedrica considerando la coordinacion con 1, 2 o 3 ligantes de acetilacetona.

Tabla 9. Analisis elemental del compuesto de coordinacién obtenido de Co(acac)n.

Co(CsH702)2=2(H20) Composicién tedrica (%) Composicién experimental (%)
Co 19.96 -
C 40.67 41.66
H 6.83 6.06
N 0.00 0.14

Tabla 10. Analisis elemental del compuesto de coordinacién obtenido de Fe(acac)n.
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Fe(CsH702)3 Composicién tedrica (%) Composiciéon experimental (%)
Fe 15.68 -
C 50.55 51.22
H 6.79 5.78
N 0.00 0.21

Los resultados de andlisis elemental concuerdan con la formacién de compuestos con Fe3*y
Co?* con 3 y 2 ligantes de acetilacetonato, respectivamente. Los resultados de ATR-FTIR,
analisis térmico y analisis elemental nos permiten proponer las reacciones mostradas en las
figuras 16 y 17 en la obtencion de precursores para llevar a cabo la sintesis de NPM de ferrita
de cobalto por descomposicion solvotermal.

Figura 17. Reaccion de sintesis de acetilacetonato de hierro Il [Fe (acac)s)].

7.3.Sintesis de nanoparticulas magnéticas

Una vez se confirmo la obtencién de los acetilacetonato de Fe (111) y acetilacetonato de Co (ll)
se prosiguié con la sintesis de nanoparticulas magnéticas de magnetita por el método de
coprecipitaciéon y de ferrita de cobalto por los métodos de sintesis solvotermal y de
coprecipitacién. En todos los métodos de sintesis se obtuvieron precipitados de color negro los
cuales fueron separados del medio de reaccion mediante decantacion magnética, lavados para
eliminar los remanentes de sus precursores y secados en un horno a 60°C a presion reducida

antes de llevarse a cabo su caracterizacion.
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7.4.Caracterizacion de nanoparticulas magnéticas (NPM’s)

La sintesis de nanoparticulas de magnetita y ferrita de cobalto tuvo como objetivo la obtencion
de materiales ferrimagnéticos con propiedades superparamagnéticas, tamafios nanomeétricos
y baja o nula coercitividad magnética, asi como la mayor saturacion magnética posible a fin de
obtener sistemas hibridos basados en microburbujas magnéticas por el método de doble
emulsion. Para ello, ademas de sus propiedades magnéticas, fue necesario obtener materiales
con mayor afinidad por disolventes organicos que por el agua por lo que se llevo a cabo la
funcionalizacién de su superficie con &cido oleico. Los productos obtenidos en las variaciones
de sintesis probadas se muestran en la tabla 11:

Tabla 11. Clave de muestras de NPM's sintetizadas.

Clave de muestra Material Método de sintesis Recubrimiento
COHFSC Ferrita de cobalto Coprecipitacion -
COHBSC Ferrita de cobalto Coprecipitacion Acido oleico
COHBSH Ferrita de cobalto Sintesis solvotermal Acido oleico
MagHFSC Magnetita Coprecipitacion -
MagHBSC Magnetita Coprecipitacion Acido oleico

7.4.1. Dispersion de nanoparticulas magnéticas

A fin de obtener sistemas hibridos basados en microburbujas magnéticas por el método de
doble emulsién se requirid evaluar si las NPMs obtenidas podian ser dispersadas en un
disolvente organico no miscible con el agua. La distribucion de las particulas obtenidas en agua

(p: 1.00 g/cm?) y diclorometano (CH2Cl2 p: 1.33 g/cm?3) se presenta en la figura 18:

COHBSH  COHFSC COHBSC COHFSC

MagHFSC. .MagHBSC - - S -

Figura 18. Distribucion de NPM de magnetita (izquierda) y NPM de ferrita de cobalto (derecha)
en agua/diclorometano.

Se llevaron a cabo estudios de potencial zeta de las particulas sintetizadas para determinar su
estabilidad cinética en suspensién. El potencial zeta de nanoparticulas MagHFSC fue de -22.1

+ 2.1 mVyde COHFSC de -34.0 £ 3.1 mV lo que indica la adsorcion de iones negativos a la
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capa de Stern a una distancia que permite la rapida agregacion. Por otra parte, en las
nanoparticulas MagHBSC el potencial fue de -5.94 £ 2.2 mV, de COHBSH de -7.89 £ 0.7 mV
y de COHBSC de -3.99 + 0.5 mV.

En el caso de las nanoparticulas hidrofilicas (MagHFSC y COHFSC), la superficie contiene
una gran cantidad de grupos hidroxilo que atraen cationes a la capa de Stern y a su vez atraen
aniones como contraiones para completar la capa difusa (por lo que se obtiene un signo
negativo), en cambio el recubrimiento con acido oleico para las nanoparticulas hidrofébicas
(MagHBSC, COHBSH y COHBSC) disminuye la cantidad de grupos hidroxilo disponibles. La
rapida agregacion indica la una baja adsorcién de iones a la capa de Stern a una distancia que
permitiese la repulsion entre particulas, es por ello que se considera que un sistema
nanoparticulado con un potencial zeta mayor a +30 mV o menor a -30 mV seré estable en

dispersion.®®

La comparacion de las NPM’s de magnetita y ferrita de cobalto en cuanto a la presencia o
ausencia de &cido oléico durante la sintesis muestra una diferencia en las caracteristicas de
dispercion en solventes polares y no polares, siendo necesario la adsorcion del acido oleico
para lograr su dispersion en diclorometano sin modificar sus propiedades magnéticas para su
posterior uso en la elaboracion de las microburbujas magnéticas mediante el método de doble

emulsion.

7.4.2. Difraccién de rayos X de polvos de NPMs

A partir de la difraccién de rayos X de polvos es posible calcular el tamafio de particula de la
muestra utilizando la ecuaciéon Debay-Scherrer®!, la cual establece que el tamafio de particula
es inversamente proporcional al ancho a media altura de la sefial de maxima intensidad en el
difractograma (FWHM, por sus siglas en inglés) y al coseno del angulo la sefial de maxima
intensidad de acuerdo a la ecuacién 15:

0.941

= Feost; Ecuacion 15

Donde A es lal longitud de onda del rayo incidente (1.541874 A para la ldmpara de Cu-K alpha),
B al ancho a media altura de la sefial de maxima intensidad (FWHM) en el difractograma y ©g

corresponde al angulo de la sefial de maxima intensidad.®!
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Figura 19. Difraccion de rayos X de polvos de la muestra de NPM-MagHFSC.

Los resultados presentados en los difractogramas de las figuras 19 a 23 fueron comparados
con la base de datos PDF-2 (2013) del JCPDS utilizando el programa MATCH!-Phase
identification from powder difraction ver. 3.5.0.99%. El difractograma de la muestra NPM- NPM-
MagHFSC tiene la reflexion de mayor intensidad a 35.44° en 26 correspondiente al plano (311),
ademas se observan el resto de reflexiones propias de la magnetita (111), (220), (222), (400),
(422), (511), (440), (531), (620), (533), (622) y (444) caracteristicas de una celda unitaria cubica
centrada en las caras. Las reflexiones de alta intensidad obtenidas son caracteristicas para

sistemas cristalinos de tamafio nanométrico.%:%7

El tamafio de particula calculado para la muestra NPM-MagHFSC es de 9.59 nm considerando
un FWHM de 0.9095, el valor de FWHM se obtuvo utilizando el ajuste gaussiano mediante el
programa OriginPro 2016 b9.3.226°.
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El difractograma obtenido se comparé con el difractograma de magnetita (00-019-0629) y con
el de maghemita (00-039-1346) obteniéndose un porcentaje de coincidencia de 100.0% para

la magnetita y de 0% para la maghemita.
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Figura 20. Difraccion de rayos X de polvos de la muestra de NPM-MagHBSC.

El difractograma de la muestra NPM-MagHBSC tiene la reflexion de mayor intensidad a
35.4653° en 26 correspondiente al plano (311), ademas se observan el resto de reflexiones
propias de la magnetita (111), (220), (222), (400), (422), (511), (440), (531), (620), (533), (622)
y (444) caracteristicas de una celda unitaria cubica centrada en las caras como es para la
magnetita. Las reflexiones de alta intensidad obtenidas son caracteristicas para sistemas

cristalinos de tamafio nanométrico.96.97

El difractograma obtenido se comparé con el difractograma de magnetita (00-019-0629) y con
el de maghemita (00-039-1346) obteniéndose un porcentaje de coincidencia de 80.9% para la

magnetita y de 19.1% para la maghemita. La diferencia en los porcentajes obtenidos se

63



adjudica a la modificacién del pH por la adicién de acido oléico durante la sintesis; pues en un

pH mas cercano a la neutralidad se propicia la formacién de maghemita.®®

El tamafio de particula calculado para la muestra NPM-MagHBSC es de 10.55 nm
considerando un FWHM de 0.8268, el valor de FWHM se obtuvo utilizando el ajuste gaussiano

mediante el programa OriginPro 2016 b9.3.226°.
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Figura 21. Difraccion de rayos X de polvos de la muestra de NPM-COHBSH.

El difractograma de la muestra NPM-COHBSH tiene la sefial de mayor intensidad a 36.0234°
en 20 correspondiente al plano (311), ademas se observan el resto de reflexiones propias de
la ferrita de cobalto (111), (220), (222) (400), (422), (511), (440), (531), (620), (533), (622) y
(444) caracteristicas de una celda unitaria cubica como es para la ferrita de cobalto. Las
reflexiones de alta intensidad obtenidas son caracteristicas para sistemas cristalinos de

tamafio nanométrico.%6:97
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El difractograma obtenido se comparé con el difractograma de CoFe204 (00-022-1086) y
magnetita (00-019-0629) obteniéndose un porcentaje de coincidencia de 76.0% para CoFe204

y de 24.0% para la magnetita.

El tamafio de particula calculado para la muestra NPM-CFHBSH es de 8.4 nm considerando
un FWHM de 1.0400, el valor de FWHM se obtuvo utilizando el ajuste gaussiano mediante el
programa OriginPro 2016 b9.3. 226°.
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Figura 22. Difraccion de rayos X de polvos de la muestra de NPM-COHFSC.

El difractograma de la muestra NPM-COHFSC tiene la sefial de mayor intensidad a 36.2710°
y es asociada al plano (311) en 26 correspondiente al plano (311), ademas se observan el
resto de reflexiones propias de la ferrita de cobalto (111), (220), (222), (400), (422), (511),
(440), (531), (620), (533), (622) y (444) caracteristicas de una celda unitaria cubica centrada
en las caras como es para la ferrita de cobalto. Las reflexiones de alta intensidad obtenidas

son caracteristicas para sistemas cristalinos de tamafio nanométrico.?6-%7
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El difractograma obtenido se comparé con el difractograma de CoFe204 (00-022-1086) y
magnetita (00-019-0629) obteniéndose un porcentaje de coincidencia de 100.0% para

CoFe204y de 0.0% para la magnetita.

El tamafio de particula calculado para la muestra NPM- COHBSH es de 11.5 nm considerando
un FWHM de 0.7600, el valor de FWHM se obtuvo utilizando el ajuste gaussiano mediante el
programa OriginPro 2016 b9.3. 226°.
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Figura 23. Difraccion de rayos X de polvos de la muestra de NPM-COHBSC.

El difractograma de la muestra NPM-COHBSC tiene la sefial de mayor intensidad a 36.2921°
y es asociada al plano (311), asi como sefiales asociadas a los planos (111), (220), (222) (400),
(422), (511), (440), (531), (620), (533), (622) y (444) caracteristicas de una celda unitaria cubica
centrada en las caras como es para la magnetita; ademas de mostrar sefales anchas y con

ruido, lo que es caracteristico para sistemas cristalinos de tamafio nanométrico. 67
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El difractograma obtenido se compar6 con el difractograma de CoFe204 (00-022-1086) y
magnetita (00-019-0629) obteniéndose un porcentaje de coincidencia de 100.0% para

CoFe204y de 0.0% para la magnetita.

El tamafio de particula calculado para la muestra NPM-CFHBSC es de 8.87 nm considerando
un FWHM de 0.98568, el valor de FWHM se obtuvo utilizando el ajuste gaussiano mediante el
programa OriginPro 2016 b9.3. 226°.

7.4.3. Caracterizacion por microscopia electronica de NPMs
Se llevé a cabo la microscopia electronica de transmision de los cinco tipos de NPMs

sintetizados y se muestran en las figuras 24 y 25:

MagHFSC

Figura 24. Micrografias TEM de nanoparticulas de magnetita obtenidas por el método de

coprecipitacion.

Figura 25.Micrografias TEM de nanoparticulas de ferrita de cobalto obtenidas por el método

de sintesis solvotermal y por el método de coprecipitacion.

67



Mediante el andlisis de las micrografias de las NPMs con el programa ImageJ® (N:25) se
determinaron tamafos de particula de 8.8 + 1.1 nm para MagHFSC, 8.7 = 1.1 nm para
MagHBSC, 7.9 + 1.2 nm para COHBSH, 8.2 £ 1.4 nm para COHFSC y 8.0 £ 1.5 nm para
COHBSC. Esto confirma la obtencion de NPMs tanto por el método de coprecipitacion de

magnetita, como de coprecipitacion y sintesis solvotermal para ferrita de cobalto.

Las micrografias obtenidas de nanoparticulas sintetizadas en presencia de acido oleico
muestran una diferencia en el contraste en la regidén cercana a las nanoparticulas que no se
logra observar en las nanoparticulas sintetizadas en ausencia de acido oleico y se atribuye a

la adsorcion de este en superficie.

Las figuras 26 y 27, ilustran la microscopia TEM de la MagHBSC y COHBSC respectivamente,
donde se puede observar claramente la red cristalina de estas nanoparticulas. A partir de la
informacion obtenida de la difraccion de rayos X de polvos de las muestras se realizd un
andlisis de difraccion de electrones usando el software Gatan DigitalMicrograph® 3.01.598.0,
asignando los indices de Miller, obteniéndose las distancias interplanares, y el eje de zona

para cada muestra.

Figura 26. Micrografia TEM y difraccion de electrones de nanoparticulas magnéticas de

MagHBSC con eje de zona [044].
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Figura 27. Micrograﬂ'a TEM y difraccion de electrones de nanoparticulas magnéticas de

COHBSC con eje de zona [044].

El andlisis de espectroscopia EDS para las muestras de NPMs se llevd a cabo en cumulos de
muestras observadas por medio de microscopia SEM para obtener una proporcidbn mas
representativa del total de material obtenido. Los resultados muestran la diferencia de cobalto
en la composicién de ambos materiales observandose una proporcion cercana a 2:1 del area
bajo la curva para COHBSC y ausencia en MagHBSC. Las figuras 28 y 29 presentan los

resultados obtenidos para las muestras de MagHBSC y COHBSC respectivamente.

Spectrum 1

T
1 2
Zom 1 Electron Image 1 ull Scale 558 cts Cursor: 0.000 keV

Figura 28. Espectroscopia EDS para camulo de NPM-MagHBSC.
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Figura 29. Espectroscopia EDS para camulo de NPM-COHBSC.

7.4.4. Curvas de histéresis de NPMs
Se estudio la magnetizacion en funcion del campo para todas las nanoparticulas, en la figura

29 se pueden observar esos resultados.

80 - 80 -
60 60 -
o 40 o 40
= 3
£ £
2 204 2 20-
-4 | —
he] e
& 0 0
8 8
B 2
5 -204 5 -204
© (V]
= =
-404 -40
60 4 -60
—— CoFe,0, HB SC —— CoFe,0, HF SC
-80 T ¥ T ¥ T ¥ T ¥ T 3 -80 T Y T ¥ T ¥ T Y T
-40000 -20000 0 20000 40000 -40000 -20000 0 20000 40000
80 - Campo magnético (Oe) 80 - Campo magnético (Oe)
60 60
o 40 o 404
3 3
B £
L 204 2 204
{1 c
S S
8§ 0 8§ 0
N N
2 2
5 -204 5 -204
(] ©
= =
-40 - -40 4
-60 4 -60
—— CoFe,0, HB SH ——Fe,0, HBSC
-80 T ¥ T v T ¥ T T 1 -80 T y T v T T T
-40000 -20000 0 20000 40000 -40000 -20000 0 20000 40000
Campo magnético (Oe) Campo magnético (Oe)

Figura 30. Curvas de histéresis de NPM a 280 K.
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Las curvas de histéresis de las NPM muestran un comportamiento similar al
superparamagnetismo para la ferrita de cobalto obtenida mediante sintesis por coprecipitacion;
mientras que para la ferrita de cobalto hidrofébica obtenida mediante sintesis solvotermal y
magnetita hidrofébica obtenida mediante coprecipitacion se observan un poco de histéresis,
esto corresponde a comportamientos de materiales con multidominios magnéticos. La
coercitividad encontrada en las muestras con histéresis se muestra en la tabla 12. La
magnetizacion es mayor para las particulas hidrofilicas, como era de esperarse, ya que la
masa de las particulas hidrofébicas contiene también al oleato coordinado en superficie, lo que

provoca el fendmeno de diluciébn magnética.

Tabla 12. Propiedades fisicas de NPM sintetizadas.

o Tamafo ec. . Saturacién Coercitividad

Material Tamano Scherrer Potencial magnética magnética (Oe)

TEM (nm) (nm) Z (mV) (emulg)
MachFS 87+1.1 9.6 221+21 i °
Mag(';BS 88+1.1 10.5 5.94+22 25.14 1184.66
COHBSH | 79+1.2 8.4 -7.89+0.7 44.83 1215.24
COHFSC | 82+14 11.5 -34.0+3.1 65.32 30.93
COHBSC | 8.0+15 8.9 -3.99+0.5 52.89 30.03

De manera macroscoépica los productos obtenidos de la sintesis por coprecipitacién y la
sintesis solvotermal de ferrita de cobalto no muestran cambio en el polvo negro obtenido, sin
embargo, el producto de la sintesis por coprecipitacion de magnetita muestra un cambio a un
color marrén con el paso del tiempo debido a la posible oxidacién de este material a

maghemita. 40-43

Las nanoparticulas de ferrita de cobalto mantienen durante un mayor tiempo sus propiedades
superparamagnéticas por lo que se consideran mejores candidatos en su uso para deteccion

mediante resonancia magnética de imagen y para la generacién de hipertermia.*?

Los resultados obtenidos por difraccién de rayos X de polvos, espectroscopia atbmica y por
las curvas de histéresis magnética muestran la obtencién de nanoparticulas de ferrita de
cobalto con alta pureza por medio del método de coprecipitacion y con presencia de magnetita
por el método de sintesis solvotermal. Por medio del método de sintesis hidrotermal es

probable que ocurra la reaccién lateral de formacion de magnetita, tal como ocurre en la
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sintesis llevada a cabo por Sun et al. ® en condiciones experimentales similares excepto por

la ausencia de acetilacetonato de cobalto (II).

7.4.5. Espectroscopia atobmica de NPMs de ferrita de cobalto

Para cuantificar la proporcion de hierro y cobalto de las NPMs se llevé a cabo la espectroscopia
atomica de NPMs de ferrita de cobalto esperando una proporcion 2:1 de Fe: Co considerando
una férmula minima de CoFe204. Los resultados de las tres muestras de ferrita de cobalto se

muestran en la tabla 13:

Tabla 13. Resultados de espectroscopia atomica en el analisis de NPMs.

Elemento Concentracion (ppm) Porcentaje (%) hieprrr?)p'ocr:glt?z;to
NPM-COHBSH
Hierro 180068.28 70.07
Cobalto 76927.00 29.93 2.34:1.00
Suma 256995.28
NPM-COHFSC
Hierro 404178.41 66.90
Cobalto 199936.52 33.10 2.02:1.00
Suma 604114.83
NPM-COHBSC
Hierro 414178.39 67.44
Cobalto 199936.45 32.56 2.07:1.00
Suma 624114.84

La tabla 13 muestra concordancia con la proporcion esperada de hierro:cobalto (2:1) en el caso
de las NPM-COHFSC y NPM-COHBSC, sin embargo, en la muestra de NPM-COHBSH se
observa una desviacion a esta proporcién misma que se atribuye a la formacion de magnetita

durante su sintesis.

7.4.6. Andlisis de infrarrojo con reflectancia ATR. (ATR-FTIR) de NPMs

Una vez se confirmd que se obtuvieron los materiales con propiedades cercanas al
superparamagnetismo, tamafios nanometricos y baja o nula coercitividad magnética, asi como
la mayor saturacion magnética posible y una mayor afinidad por disolventes organicos que por
el agua por lo que después de llevar a cabo la funcionalizacién de su superficie con acido
oleico se llevaron a cabo estudios de FTIR para verificar y comprender el mecanismo de
adsorcion del acido en la superficie de las NPMs hidrofobicas mediante la comparacion con

las nanoparticulas hidrofilicas y el acido oléico utilizado para su sintesis.
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Los resultados de FTIR de NPMs de magnetita hidrofilica e hidrofobica obtenidas por medio

del método de sintesis por coprecipitacion se muestran en la figura 31 y la tabla 14:
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Figura 31. Analisis de ATR-FTIR de NPMs de magnetita.

El espectro de absorcién del acido oleico muestra dos sefiales agudas en 2922 y 2854 cm™
atribuidas al estiramiento asimétrico y el estiramiento simétrico de CHz respectivamente, estas
sefiales también se encuentran en el espectro de las NPMs de magnetita hidrofébica
(MagHBSC) en 2920 y 2851 cm™.En el espectro del &acido oleico la sefial a 1708 cm™ se
atribuye al estiramiento del doble enlace del grupo carbonilo, junto con dos sefiales; una ancha
en 1246 cm™ y otra mas débil en 1424 cm, debido a la torsién y estiramiento del grupo
carboxilo. La torsién de O-H del grupo carboxilo en el plano y fuera del mismo aparecen a 1412

y 938 cmt respectivamente.
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En el espectro de MagHBSC la sefial asimétrica y la sefial simétrica de estiramiento de -CHoz-
se desplazan a 2920 y 2851 cm™ respectivamente. Las moléculas de &cido oleico se
adsorbieron en la superfice del solido, por lo que las sefiales caracteristicas se desplazaron a
un region de frecuencias menor a la indicada por la cadena hidrocarbonada.?’ Este fendmeno
sugiere la obtencién de una monocapa en la superficie de las nanoparticulas con un alto
empaquetamiento de moléculas de adsorbato en estado cristalino. Es importante observar que
la sefial de estiramiento de C-O del grupo carboxilo presente a 1708 cm™ en el espectro de
acido oléico se encuentra ausente en el espectro de las NPMs, y aparecen dos sefiales nuevas
a 1560y 1424 cm™ en su lugar, siendo caracteristicas de la vibraciéon asimétrica (vas -COO") y
la vibracién simétrica(vs -COQO"), la difererencia (A-coo) de estas dos bandas puede ser utilizada
para distinguir el tipo de interaccién entre el carboxilato y el metal; si A-coo (<110 cm?) se
considera corresponde una interacciéon tipo quelato bidentado, si A-coo (140-190 cm)
corresponde a una interaccion tipo puente bidentado y si A-coo (200-320 cm™t) corresponde a
una interacciéon monodentada.?’:°* La diferencia entre la vibracién asimétrica y la vibracién
simétrica obtenida para las NPM COHBSC (A-coo: 1560-1424= 136 cm™) lo que indica una
coordinacion con interaccion tipo puente bidentado. Este resultado se explica debido a que las
secuencias de union de los acidos carboxilicos en la superficie de las nanoparticulas fue una
combinaciéon de moléculas unidas de manera simétrica y de moléculas que se unieron con
angulo a la misma. Se demuestra una fuerte adsorcion con la aparicion de la sefial a 1089 cm-

! del estiramiento C-O por un enlace sencillo. La tabla 14 resume estos resultados:

Tabla 14. Asignacion de bandas observadas en el espectro de FTIR de NPM de magnetita

Material | Banda (cm™) ; Grupo Asignacion de sefiales
uncional
2922 -CHa2- Estiramiento asimétrico de -CHa-
o 2854 -CHz- Estiramiento asimétrico de -CHa-
3 1708 C=0 Estiramiento del carbonilo
[e) 1464 -COOH Torsion en el plano del dimero del carboxilo
= 1412 C=0 Torsion/estiramiento del carboxilo
3 1284 C=0 Torsion/estiramiento del carboxilo
< 938 -COOH Torsion fuera del plar!o del dimero del
carboxilo
MagHFS 3385 O-H Estiramiento del enlace O-H
C 582 FeO v (FeO)
n 3393 O-H Estiramiento del enlace O-H
% O 2920 -CHz- Estiramiento asimétrico de -CHa-
=X 2851 -CH2- Estiramiento asimétrico de -CHa-
= 1560 -COO- Vibracién asimétrica (uas -COO")
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1424 -COO Vibracion simétrica(us -COO")
1019 C-O Estiramiento de enlace sencillo C-O
556 FeO v (FeO)

Se realizaron estudios de FTIR de los acetilacetonatos de hierro (IIl) y cobalto (II), asi como de
acido oleico para verificar y comprender el mecanismo de adsorcion del acido en la superficie
de las NPM de ferrita de cobalto hidrofébica obtenida mediante sintesis solvotermal

comparando los espectros los cuales corresponden a la figura 32.
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Figura 32. Analisis de ATR-FTIR de NPMs de ferrita de cobalto hidrofébica obtenida mediante

sintesis solvotermal.

El espectro de absorciéon del acido oleico muestra dos sefiales agudas en 2926 y 2853 cm

atribuidas al estiramiento asimétrico y el estiramiento simétrico de CH2 respectivamente, estas
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sefiales también se encuentran en el espectro de las NPMs de ferrita de cobalto en 2920 y
2853 cm™.En el espectro del &cido oleico la sefial a 1708 cm™ se atribuye al estiramiento del
doble enlace del grupo carbonilo, junto con dos sefiales; una ancha en 1304 cm™ y otra mas
débil en 1412 cm?, debido a la torsién y estiramiento del grupo carboxilo. La torsién de O-H
del grupo carboxilo en el plano y fuera del mismo aparecen a 1464 y 935 cm™! respectivamente.

En el espectro de COHBSC la sefial asimétrica y la sefial simétrica de estiramiento de -CHo-
se desplazan a 2920 y 2853 cm™ respectivamente. Las moléculas de &cido oleico se
adsorbieron en la superfice del sélido, por lo que las sefales caracteristicas se desplazaron a
un region de frecuencias menor a la indicada por la cadena hidrocarbonada.?’ Este fenémeno
sugiere la obtencion de una monocapa en la superficie de las nanoparticulas con un alto
empaquetamiento de moléculas de adsorbato en estado cristalino. Es importante observar que
la sefial de estiramiento de C-O del grupo carboxilo presente a 1708 cm en el espectro de
acido oléico se encuentra ausente en el espectro de las NPMs, y aparecen dos sefiales nuevas
a 1520 y 1401 cm™? en su lugar. La diferencia entre la vibracion asimétrica y la vibracion
simétrica obtenida para las NPM COHBSC (A-coo: 1520-1401= 119 cm™) lo que indica una
coordinacion con interaccion tipo quelato bidentado. Este resultado se explica debido a que las
secuencias de union de los acidos carboxilicos en la superficie de las nanoparticulas fue una
combinacion de moléculas unidas de manera simétrica y de moléculas que se unieron con
angulo a la misma. Se demuestra una fuerte adsorcion debido a la aparicién de la sefial a 893

cm del estiramiento C-O por un enlace sencillo.

Se realizaron estudios de FTIR de acido oleico para verificar y comprender el mecanismo de
adsorcion del acido en la superficie de las NPM de ferrita de cobalto hidrofobica obtenida
mediante coprecipitacion mediante la comparacion con las nanoparticulas hidrofilicas y el

acido oléico utilizado para su sintesis, los cuales corresponden a la figura 33.
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Figura 33. Andlisis de ATR-FTIR de NPMs de ferrita de cobalto obtenida mediante

coprecipitacion.

El espectro de absorcién del acido oleico muestra dos sefiales agudas en 2926 y 2853 cm™
atribuidas al estiramiento asimétrico y el estiramiento simétrico de CHz respectivamente, estas
sefiales también se encuentran en el espectro de las NPMs de ferrita de cobalto en 2919 y
2851 cm™.En el espectro del 4cido oleico la sefial a 1708 cm™ se atribuye al estiramiento del
doble enlace del grupo carbonilo, junto con dos sefiales; una ancha en 1304 cm™ y otra mas
débil en 1408 cm™, debido a la torsion y estiramiento del grupo carboxilo. La torsiéon de O-H
del grupo carboxilo en el plano y fuera del mismo aparecen a 1466 y 936 cm™ respectivamente.
En el espectro de COHBSC la sefial asimétrica y la sefial simétrica de estiramiento de -CHo-
se desplazan a 2919 y 2851 cm™ respectivamente. Las moléculas de &cido oleico se

adsorbieron en la superfice del solido, por lo que las sefiales caracteristicas se desplazaron a
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un region de frecuencias menor a la indicada por la cadena hidrocarbonada.?’ Este fenémeno
sugiere la obtencion de una monocapa en la superficie de las nanoparticulas con un alto
empaquetamiento de moléculas de adsorbato en estado cristalino. Es importante observar que
la sefial de estiramiento de C-O del grupo carboxilo presente a 1708 cm™ en el espectro de
acido oléico se encuentra ausente en el espectro de las NPMs, y aparecen dos sefiales nuevas
a 1554 y 1408 cm-*.La diferencia entre la vibraciéon asimétrica y la vibracién simétrica obtenida
para las NPM COHBSC (A-coo: 1554-1408= 146 cm™) lo que indica una coordinacién con
interaccion tipo puente bidentado. Este resultado se explica debido a que las secuencias de
union de los acidos carboxilicos en la superficie de las nanoparticulas fue una combinacion de
moléculas unidas de manera simétrica y de moléculas que se unieron con angulo a la misma.
Se demuestra una fuerte adsorcion debido a la aparicion de la sefial a 976 cm! del estiramiento

C-O por un enlace sencillo. La tabla 15 resume los resultados obtenidos:

Tabla 15. Asignacion de sefiales observadas en el espectro de FTIR de NPM de cobaltoferrita.

Material | Banda (cm™) ¢ Grupo Asignacion de sefales
uncional
2922 -CHa2- Estiramiento asimétrico de -CHaz-
K 2852 -CH2- Estiramiento asimétrico de -CHa-
(3] 1708 C=0 Estiramiento del carbonilo
g 1461 -COOH Torsion en el plano del dimero del carboxilo
° 1412 C=0 Torsion/estiramiento del carboxilo
< 1283 C=0 Torsion/estiramiento del carboxilo
934 -COOH Torsién fuera del plano del dimero del carboxilo
3354 O-H Estiramiento del enlace O-H
COHFSC 562 FeO, CoO v(FeO), v(CoO)
3323 O-H Estiramiento del enlace O-H
(Ln) 2919 -CHa- Estiramiento asimétrico de -CHaz-
m 2851 -CH2- Estiramiento asimétrico de -CHz-
o 1554 -COO Vibracién asimétrica (uas -COO")
@) 1408 -COO- Vibracion simétrica(us -COO")
976 C-O Estiramiento de enlace sencillo C-O

La coordinacion de acido oleico con el hierro o el cobalto en la superficie de las nanoparticulas
magnéticas disminuye la intensidad de carga debido a la disminucién en grupés hidroxilo
disponibles como grupos electrodonadores y se refleja en la disminucion del valor absoluto de
potencial Z en las NPMs recubiertas como se muestra en la tabla 12. El esquema 5 representa
la forma en que se coordina el acido oleico en un atomo de hierro de una particula de

magnetita, el mismo fenbmeno se puede presenta en los esquemas 6y 7:
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Esquema 5. Representacion de la coordinacion de acido oleico en superficie de una

nanoparticula de MagHBSC.
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Esquema 6. Representacion de la coordinacion de &cido oleico en superficie de una
nanoparticula de COHBSH.
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Esquema 7. Representacion de la coordinacion de é&cido oleico en superficie de una
nanoparticula de COHBSC.

Los tres tipos de nanoparticulas muestran una efectiva dispersion en cloruro de metileno, por

lo que todas pueden ser incluidas en la fase hidrofébica para la sintesis de microburbujas, sin
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embargo, la sintesis de nanoparticulas con mezcla de fases en el caso de COHBSH dificulta
observar los efectos del tipo de NPM sobre las propiedades de las microburbujas por lo que

se decidio continuar evaluando microburbujas sintetizadas s6lo con MagHBSC y COHBSC.

7.5.Sintesis y caracterizacion de sistemas poliméricos e hibridos

La sintesis de microburbujas (MB) se llevo a cabo en ausencia de nanoparticulas magnéticas
(9), en presencia de nanoparticulas magnéticas de ferrita de cobalto hidrofébica (Co) o en
presencia de nanoparticulas magnéticas de magnetita hidrofébica (Fe) tanto de acido Poli-L-

lactico (PLA) y de carbonato de polipropileno (CPP) como se muestra en la tabla 16:

Tabla 16. Claves de sistemas poliméricos e hibridos con metotrexato sintetizados.

Tipo de nanoparticula magnética (NPM)

Maanetita Ferrita de

Ausente viag P cobalto

hidrofébica . P

hidrofébica

, . _ Acido poli-L-lactico | MBPLA® MBPLAFe MBPLACOo
Polimero hidrofébico Carb o d

(Capa interna) arbonato d€ -\ \;scpp@ | MBCPPFe MBCPPCo
polipropileno

Una vez se llevo a cabo la sintesis de los seis sistemas propuestos se prosiguié su separacion
del medio mediante centrifugacion, los residuos de PVA y metotrexato que no coalecieron con

los sistemas fueron guardados para llevar a cabo su cuantificacion.

7.5.1. Porcentaje de carga de metotrexato en sistemas poliméricos e hibridos

La cuantificaciébn de PVA se realiz6 mediante gravimetria tomando alicuotas iguales para el
sobrenadante considerando la cantidad de metotrexato en el medio, las cantidades de

metotrexato remanentes se muestran en la tabla 17:

Tabla 17. Cantidad de PVA Adsorbida por los sistemas poliméricos e hibridos sintetizados.

Sistema Masa d_e sistema Masa d_e PVA P,roporcién PYA_:
obtenida (mg) adsorbida (g) Polimero hidrofébico
MBPLAO 494.6 0.8721 1.76
MBPLAFe 481.7 0.8542 1.77
MBPLACo 482.2 0.8735 1.81
MBCPPO 492.7 0.8436 1.71
MBCPPFe 486.5 0.8592 1.77
MBCPPCo 481.2 0.8629 1.79

La cuantificacion de metotrexato en los residuos de sintesis se realiz6 mediante

espectroscopia UV-Visible; sin embargo, se observa una modificacion del méaximo de
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absorcién, asi como del ancho del pico debido a la interaccion entre las cadenas de PVA y

metotrexato'® como se presenta en la figura 34.

1.2 4

— MBPLAO
—— MBPLAFe
1.0 —— MBPLACo
I I —— MBCPPO
7 sl —— MBCPPFe
g — MBCPPCo
g 10 —— Metotrexato
S 06
L
(@]
wn
S o4
0.2-
0.0 ,

T T ) T v T g T g T Y T v y 1
200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Longitud de Onda (nm)

Figura 34. Espectro de UV Visible de los sobrenadantes obtenidos mediante la centrifugacion

de los sistemas poliméricos e hibridos.

Para llevar a cabo la cuantificacion de metotrexato en los sobrenadantes se llevé a cabo una
curva de calibracion mediante la técnica de adiciones estandar utilizando metotrexato sodico
USP como estandar interno para los 6 sistemas de manera independiente. Y los resultados se

muestran a continuacion en la tabla 18:

Tabla 18. Eficiencia de carga de metotrexato en la sintesis de sistemas poliméricos e hibridos

basados en microburbujas.

Sistema Masa d_e sistema .I\./Iasa de met_otrexato / Porcentaje de carga
obtenida (mg) miligramo de sistema (mg) (%)
MBPLAO 494.6 0.0316 62.52
MBPLAFe 481.7 0.0314 60.50
MBPLACo 482.2 0.0309 59.60
MBCPPO 492.7 0.0318 62.67
MBCPPFe 486.5 0.0319 62.08
MBCPPCo 481.2 0.0319 61.40

Los sobrenadantes no contienen las microburbujas, pero estan compuestos por los restos de

PVA y metotrexato, y en todos ellos se observa la formacion de geles de alta viscosidad. Para
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evitar la generacién de residuos peligrosos y aprovechando la viscosidad de los
sobrenadantes, se considera que estos podrian ser administrados en los sitios cercanos a
tumores para llevar a cabo la oclusion de su microvasculatura, disminuyéndose la captacion
de nutrientes mientras se libera metotrexato por medio de su difusién desde la oclusién
formada, es decir, las dispersiones de PVA-metotrexato posiblemente funcionen como agentes
embolizantes (ej. dispositivo Contour™) ademas de fungir como sistema de liberacion de

metotrexato.101

7.5.2. Microscopia electronica de sistemas poliméricos e hibridos

Se llevo a cabo la determinacion de distribucién de tamafio de particula y morfologia mediante
microscopia SEM de los 6 sistemas poliméricos e hibridos sintetizados. Para ello se colocé
una dispersion acuosa de los sistemas y se llevo a cabo su congelacion utilizando nitégeno
liquido previo a su liofilizacién en los portaobjetos del microscopio electrénico. Las micrografias
obtenidas se muestran a continuacién en la figura 35 y los histogramas de distribucion de
tamafio de particula en la figura 36:
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Figura 35. Micrografias SEM de sistemas poliméricos e hibridos mediante congelacién con
nitrégeno liquido.
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Para llevar a cabo la comparacion de las distribuciones de tamafio de particula para los
sistemas poliméricos e hibridos se llevd a cabo una evaluacién del ajuste a diversas
distribuciones y se presenta en la tabla 19 comparando la distribucién con mejor ajuste con el

ajuste obtenido por la distribucion normal:

Tabla 19. Ajuste de datos no censurados de distribucién de tamafio de particulas para sistemas
poliméricos e hibridos. En negro se presenta la distribucion que mejor modela los datos

obtenidos, mientras en rojo se representa el ajuste a una distribucién normal.

Muestra Distribucion N‘”T‘e”’ de L_og_ ) KS D
parametros Verosimilitud

Gamma 2 -204.675 0.05084

MBPLA® Normal 2 -209.607 0.07343

Gamma 2 -212.032 0.06601

MBCPP@ Normal 2 -217.583 0.08869
Birnbaum-

MBPLAFe Saunders 2 LU STy

Normal 2 -216.523 0.1292

Weibull 2 -216.728 0.04556

MIECEHE Normal 2 -219.777 0.06594
Birnbaum-

MBPLACOo Saunders 2 -193.686 0.08111

Normal 2 -221.583 0.2106

Weibull 2 -236.201 0.0507

HEEIFPED Normal 2 -237.995 0.06382

*Nota: Un mejor ajuste a modelo se presenta con el mayor Log de Verosimilitud y menor KS D.

El ajuste de las distribuciones de tamafio de particula de los sistemas poliméricos e hibridos
muestra distribuciones no paramétricas por lo que se llevd a cabo la comparacion mediante
los diagramas de cajas y bigotes, asi como las pruebas estadisticas correspondientes y se

muestra en la figura 37

MBPLAO
MBPLAFe
MBPLACo . -

1 1 1 1 1 1 1
0 3 6 9 12 15
Tamafio de particula (micrémetros)
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Figura 37. Diagrama de cajas y bigotes para distribuciones de tamafio de particula de los

sistemas poliméricos e hibridos.

En la figura 37 se observan diferencias de los valores de varianza y de las medianas por lo

que se llevé cabo la prueba de verificacion de la varianza y la prueba de la mediana de Mood

(debido a que las muestras de MBPLA® y MBPLACo muestran puntos anémalos) mediante el

programa Statgraphics Centurion XVL.1I ver. 16.2.04°. Los resultados se muestran en las tablas

20y 21:

Tabla 20. Resultados de la prueba de verificacion de la varianza para las distribuciones de

tamafio de particula de los sistemas poliméricos e hibridos.

Comparacion Sigmau Sigmaz Prueba de F Valor-P
MBPLAO / MBCPPO 1.978 2.142 0.853 0.4288
MBPLAO / MBPLAFe 1.978 2.120 0.871 0.4926
MBPLAO /| MBCPPFe 1.978 2.190 0.816 0.3132
MBPLA® / MBPLACo 1.978 2.230 0.787 0.2352
MBPLAO / MBCPPCo 1.978 2.627 0.567 0.0051
MBCPPO / MBPLAFe 2.142 2.120 1.021 0.9162
MBCPPO / MBCPPFe 2.142 2.190 0.957 0.8277
MBCPPO / MBPLACO 2.142 2.230 0.923 0.6914
MBCPPO / MBCPPCo 2.142 2.627 0.665 0.0435

MBPLAFe /| MBCPPFe 2.120 2.190 0.937 0.7467
MBPLAFe / MBPLACo 2.120 2.230 0.904 0.6156
MBPLAFe / MBCPPCo 2.120 2.627 0.651 0.0338
MBCPPFe / MBPLACo 2.190 2.230 0.965 0.8578
MBCPPFe / MBCPPCo 2.190 2.627 0.695 0.0714
MBPLACo / MBCPPCo 2.230 2.627 0.720 0.1041

Tabla 21. Resultados de la prueba de la mediana de Mood para las distribuciones de tamafio

de particula de los sistemas poliméricos e hibridos [a: 0.05].

~ . LC inferior LC superior
Muestra | Tamafio de muestra| ns< n> | Mediana 95.0% 95_8%
MBPLAO 100 49 51 4.70 4.1 51
MBCPPO 100 51 49 4.60 4.1 5.2
MBPLAFe 100 45 55 5.05 4.4 5.6
MBCPPFe 100 43 57 5.05 4.3 5.6
MBPLACo 100 84 16 2.30 2.0 2.6
MBCPPCo 100 31 69 5.85 5.2 6.6

Estadistico = 63.6664 Valor-P = 2.11842E12
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A pesar de mantener constantes las proporciones de los componentes y las condiciones de
sintesis para los seis sistemas, se observa una diferencia en la distribucion de tamafo de
particula. Esta variacion se atribuye al trabajo resultante de la modificacion de la tension
interfacial por efecto de la composicion de la fase interna de la microburbuja segun describe la
ecuacion 16, como fue desarrollada para el modelo de Young para el equilibrio interfacial:102

dw = ApdV = i—de Ecuacion 16

Durante el andlisis de microscopia SEM de los sistemas poliméricos e hibridos se logré
observar la degradacion de los polimeros que componen a las microburbujas como se muestra

en la figura 38:

Figura 38. Progresion en el proceso de erosion de MBCPPO. El tiempo en que se realizaron

las micrografias por muestra fueron A: 0s,B: 8s,C:29s.D:54s,E: 85s,yF: 114 s.

La erosion de los polimeros en la microburbuja debido a la incidencia del haz de electrones
permite observar un nucleo hueco que confirma la obtencion de microburbujas mediante la

inyeccion de N2 durante la formacion de la primera emulsion.

En la imagen A, se observa una particula al parecer sélida que no presenta erosion, sin
embargo, a medida que el tiempo que el haz de electrones incide en la particula aumenta se
observa claramente un nucleo de menor densidad (figura 37 B a D). En la imagen E ya se ha

alcanzado la méaxima erosion observandose ademas incrustaciones al interior de la
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microburbuja los cuales pueden atribuirse a las NPM’s, por ultimo, en F se observa el colapso
de la microburbuja. Cabe destacar que las imagenes en las micrografias de la figura 37 no
estan en la misma escala debido a que se hicieron los acercamientos cuando se observo la

erosion, se hicieron asi para observar méas claramente cada paso de la erosion.

Los sistemas obtenidos mostraron flotabilidad a pesar de estar compuestos por polimeros de
mayor densidad que el agua (PLA 1.21-1.43 g/cm?3, CPP 1.26 g/cm®y PVA 1.19 g/cm?), lo que

confirma la obtencion de sistemas con un nucleo hueco.

7.5.3. Potencial zeta de sistemas poliméricos e hibridos
Se llevo a cabo la medicion de potencial Z de los sistemas poliméricos e hibridos y se muestra
en la tabla 22 junto con su distribucién de tamafio de particula:

Tabla 22. Tamafio y potencial zeta de sistemas poliméricos e hibridos.

Material Tamafo SEM (um) [a:0.05] Potencial Z (mV)
MBPLAO 4.06-5.1 -34.6+0.1
MBPLAFe 4.13-5.2 -38.1+1.2
MBPLACo 4.40-5.6 -35.1+£3.7
MBCPPO 530-5.6 -39.9+44
MBCPPFe 2.00-2.6 -39.8£0.3
MBCPPCo 5.17-6.6 -40.8 £ 3.5

Considerando que las muestras de los sistemas poliméricos e hibridos fueron dispersadas en
agua, el metotrexato que se encuentra adsorbido y disperso en la capa externa de los sistemas
tiene una carga negativa en 99.90% del metotrexato (calculado mediante el programa
MarvinSketch 17.22.0° de Chemaxon Ltd., como se muestra en la figura 39, lo que provee de
una alta densidad de carga comparada con la que podria ser observada de estar compuesta

Gnicamente por PVA casi neutro como en las nanoparticulas obtenidas por Andreasen et al.1%3

(o] (o}
o]
e o
H
H,C o
NH, Sn
N
N =
/‘\\ N
H,N N N

Figura 39. Especie predominante de la solubilizacién de metotrexato en agua a pH: 7.
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La intensidad de carga, asi como el signo de la misma es congruente con la suposicion de que
a pesar de existir variaciones en la composicion de la fase interna de los sistemas poliméricos
e hibridos la superficie de las microburbujas no muestra cambios significativos para todos los

sistemas.

7.6.Evaluacion de los sistemas poliméricos e hibridos como sistemas terapéuticos in
vitro

Para llevarse a cabo la evaluacion de los sistemas generados como sistemas de liberacion

farmacéuticos se llevé a cabo una prueba preliminar del impacto de la membrana de dialisis

en la cinética de liberacion de metotrexato con la finalidad de demostrar que la membrana no

constituye una barrera importante para la difusion y su cuantificacion.

La figura 40 muestra que la difusién de farmaco libre a través de la membrana es cercana al
100% en 2 horas, lo que representa que la membrana no impide la difusion del farmaco, por lo
que puede considerarse que es apropiada para la prueba de liberacién.1%* Asi mismo no
existen modificaciones en el espectro de UV-Visible del farmaco libre por lo que se considera
la membrana no representa un factor significativo en la selectividad para la cuantificacion del

farmaco libre.
100

©
o
|

[e2]
o
|

N
o
|

Equation y=a+b'x 1
Plot Metotrexato liberado |
Weight No Weighting |
Intercept 523926+ 433119 |
Slope 1.01427 £ 00874 |
Residual Sum of Squares 368.39431 |
Pearson's r 097498 |
R-Square(COD) 095059

Adj. R-Square 0.94353
o= 7" 77—
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tiempo (min)

Metotrexato liberado (%)

N
o
|

Figura 40. Liberacion de metotrexato libre a partir de la bolsa de dialisis.

Para llevar a cabo la evaluacibn como sistemas terapeuticos se llevéd a cabo la liberacion de
metotrexato a temperatura constante en solucion PBS pH 7.4 £ 0.1 a 37 £ 0.5 °C simulando

condiciones fisiolégicas para cuantificar la liberacién del farmaco y se evalud la cinética
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mediante diferentes modelos cinéticos de liberacion. Para llevar a cabo la cuantificacion de
farmaco liberado del sistema se realiz6 una curva de calibracion mediante espectroscopia UV-
Visible, donde se determind un pico maximo de absorcion a 307.11 nm durante 12 horas. La

figura 41 muestra la cinética de liberacion promedio para los seis sistemas:
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Figura 41. Cinética de liberacion promedio para los sistemas poliméricos e hibridos.

Antes de evaluar la dependencia de la liberacibn de metotrexato y su relacion con las
caracteristicas de los sistemas sintetizados como sistemas de liberacién de farmacos se llevo
a cabo la comparacion de los perfiles de liberacion mediante la prueba de f2 en toda

permutacion. La prueba de f2 se llevo a cabo siguiendo las recomendaciones del documento:

“FDA. Guidance for Industry: SUPAC-MR: Modified Release Solid Oral Dosage Forms Scale-
Up and Postapproval Changes: Chemistry, Manufacturing, and Controls; In Vitro Dissolution

Testing and In Vivo Bioequivalence Documentation. In. Rockville, MD, 1997.”

En la tabla 23 se muestran los valores de f2 obtenidos, asi como la similitud o diferencia entre
los perfiles de liberacion de los seis sistemas poliméricos e hibridos sintetizados utilizando
mismas condiciones y tiempos de muestreo con soOlo un punto por arriba del 80% de
metotrexato liberado en todos los sistemas. La prueba de f2 no reconoce diferencia al cambiar
el perfil de prueba y el de referencia, sin embargo, la prueba de f2 es sensible al nimero de
puntos evaluados, en especial una vez se ha alcanzado la meseta (la FDA recomienda el uso

de un solo punto una vez se ha alcanzado la meseta).
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Tabla 23. Prueba de f2 para todas las combinaciones de sistemas poliméricos e hibridos.

Comparacion
(Referencia / Prueba)

Valor de f2

Similitud de perfiles de

liberacion

MBPLAO / MBCPPO

71.77

Existe similitud

MBPLAQ / MBPLAFe

76.78

Existe similitud

MBPLAO / MBCPPFe

54.64

Existe similitud

MBPLA® / MBPLACo

63.01

Existe similitud

MBPLA® / MBCPPCo

77.18

Existe similitud

MBCPPO / MBPLAFe

65.68

Existe similitud

MBCPPO / MBCPPFe

60.34

Existe similitud

MBCPPO / MBPLACO

75.19

Existe similitud

MBCPPO / MBCPPCo

71.94

Existe similitud

MBPLAFe / MBCPPFe

56.55

Existe similitud

MBPLAFe / MBPLACoO

61.94

Existe similitud

MBPLAFe / MBCPPCo

84.54

Existe similitud

MBCPPFe / MBPLACo

71.78

Existe similitud

MBCPPFe / MBCPPCo

58.30

Existe similitud

MBPLACo / MBCPPCo

65.76

Existe similitud

En ninguna de las permutaciones de la prueba de f2 se detecta diferencia, por lo que se

prosiguié a comparar el ajuste de la cinética de liberacion con los modelos matematicos para

determinar el mecanismo de liberacién como se muestra en las figuras 42 a 47 para los seis

sistemas de manera independiente.

Junto con los graficos de ajuste a modelo se muestran los pardmetros estadisticos

determinados para cada uno de ellos marcando en color rojo aquel gue se considera como el

modelo mas adecuado para la descripcion de los datos experimentales las tablas 24 a 29

muestran estos resultados.
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Figura 42. Modelos cinéticos de liberacién promedio de MBPLA®O.
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Tabla 24. Parametros estadisticos promedio de los modelos de liberacion de MBPLABO.

Microburbujas poliméricas de acido poli-(L)-lactico (MBPLA®)

Modelo Cinética de C_lnetlca de Higuchi | Hopfenberg Korsmeyer Pepp:_:\s
orden cero | primer orden -Peppas | -Sahlin
Parametros ko ki ki kg, N ke, N kl’mkz’
Rsqr 0.8599 0.9899 0.9589 0.9984 0.9798 0.9947
MSC 1.63 4.26 2.86 6.00 3.40 4.89
AIC 93.45 61.87 78.70 41.05 72.17 54.40
SS 2043.05 147.87 599.00 23.69 294.35 77.25
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Figura 43. Pardmetros estadisticos promedio de los modelos de liberacion de MBPLAFe.
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Tabla 25. Parametros estadisticos promedio de los modelos de liberaciéon de MBPLAFe.

Microburbujas de acido poli-(L)-lactico con NPM de magnetita (MBPLAFe)

Modelo Cinética de C.lnetlca de Higuchi | Hopfenberg Korsmeyer Peppgs
orden cero | primer orden -Peppas | -Sahlin
Parametros ko ki Kn kug, N kkp, N kl’mkz’
Rsqr 0.8677 0.9796 0.9626 0.9902 0.9838 0.9890
MSC 1.68 3.55 2.94 4.12 3.62 3.84
AIC 92.55 70.11 77.41 63.32 69.33 66.64
SS 1894.94 292.00 536.63 140.60 231.81 157.05
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Figura 44. Paradmetros estadisticos promedio de los modelos de liberacion de MBPLACo.
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Tabla 26. Parametros estadisticos promedio de los modelos de liberacion de MBPLACoO.

Microburbujas de acido poli-(L)-lactico con NPM de ferrita de cobalto (MBPLACO0)

Modelo Cinética de C.lnetlca de Higuchi | Hopfenberg Korsmeyer Peppgs
orden cero | primer orden -Peppas | -Sahlin
Parametros ko k1 Ku kus, N kkp, N kl’mkz’
Rsqr 0.8685 0.9958 0.9648 0.9967 0.9860 0.9954
MSC 1.69 5.20 3.01 5.27 3.77 4.80
AIC 90.32 48.22 74.46 47.36 65.37 53.06
SS 1572.83 49.75 420.69 39.92 167.02 55.52

94




Figura 45. Modelos cinéticos de liberacién promedio de MBCPPO.
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Tabla 27. Parametros estadisticos promedio de los modelos de liberacién de MBCPP®O.

Microburbujas poliméricas de carbonato de polipropileno (MBCPP@)

Modelo Cinética de C.lnetlca de Higuchi | Hopfenberg Korsmeyer Peppgs
orden cero | primer orden -Peppas | -Sahlin
Parametros ko ki ki kg, N ke, N kl'mkz’
Rsqr 0.8493 0.9963 0.9695 0.9970 0.9855 0.9964
MSC 1.55 5.25 3.15 5.30 3.72 4.97
AIC 92.65 48.24 73.47 47.70 66.60 51.55
SS 1912.25 47.22 387.15 38.36 184.53 45.34
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Figura 46. Modelos cinéticos de liberacion promedio de MBCPPFe.
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Tabla 28. Parametros estadisticos promedio de los modelos de liberacion de MBCPPFe.

Microburbujas de carbonato de polipropileno con NPM de magnetita (MBCPPFe)

Modelo Cinética de C.lnetlca de Higuchi | Hopfenberg Korsmeyer Peppgs
orden cero | primer orden -Peppas | -Sahlin
Parametros ko k1 Ku kus, N kkp, N kl’mkz’
Rsqr 0.8973 0.9796 0.9497 0.9833 0.9822 0.9853
MSC 1.96 3.58 2.66 3.63 3.58 3.61
AIC 86.94 67.56 78.51 66.92 67.54 67.10
SS 1200.29 238.62 588.00 194.92 207.35 171.48
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Figura 47. Modelos cinéticos de liberacion promedio de MBCPPFe.
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Tabla 29. Parametros estadisticos promedio de los modelos de liberacion de MBCPPCo.

Microburbujas de carbonato de polipropileno con NPM de ferrita de cobalto (MBCPPCo)

Modelo Cinética de C.lnetlca de Higuchi | Hopfenberg Korsmeyer | Peppas
orden cero | primer orden -Peppas | -Sahlin
Parametros ko k1 kn kug, N kkp, N kl’mkz’
Rsqr 0.8588 0.9866 0.9668 0.9921 0.9851 0.9925
MSC 1.61 3.97 3.06 4.34 3.70 4.30
AIC 92.79 64.45 75.40 60.00 67.75 60.51
SS 1932.48 183.29 453.96 108.01 204.06 101.62
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Los modelos con mejor ajuste en los seis sistemas fueron el de Hopfenberg (que considera la
liberacion a partir de una matriz erosionable y cuyo coeficiente n esta dado en funcion de la
geometria del sistema) y Peppas-Sahlin (cuyo coeficiente m esta relacionado al mecanismo

de transporte del farmaco hacia el medio). La tabla 30 sintetiza los valores de constantes

obtenidos para ambos modelos:

Tabla 30. Modelos de liberacion que muestran mejor ajuste en los sistemas evaluados.

Microburbujas poliméricas de acido poli-(L)-lactico (MBPLA®)

Modelo Ecuacion Constantes determinadas
M, " kHB n
Hopfenberg M_oo =1- [1 - Coao] 0.001 2 890
i _— m m kl, k2 m
Hegipetrstillln e FAE 2t -39.8, 26.9 0.397
Microburbujas de &cido poli-(L)-lactico con NPM de magnetita (MBPLAFe)
Modelo Ecuacion Constantes determinadas
M, " kHB n
Hopfenberg T [1 - Coao] 0.001 2587
i _— m m kl, k2 m
PEppEs el e FAE 2t -25.4,16.5 0.187
Microburbujas de acido poli-(L)-lactico con NPM de ferrita de cobalto (MBPLACO)
Modelo Ecuacion Constantes determinadas
M, kot 1" kHB n
Hopfenberg T 1- [1 - Coao] 0.003 9602
: Mt _ om m ki, ko m
Feippes=selilin T el 245, 16.1 0.392
Microburbujas poliméricas de carbonato de polipropileno (MBCPP®)
Modelo Ecuacion Constantes determinadas
M, ot 1" kHB n
Hopfenberg 1\4_0o =1-1- Coao] 0.003 11.938
: _ ki, ko m
el = ot + ket 1.0, -0.001 0.836
Microburbujas de carbonato de polipropileno con NPM de magnetita (MBCPPFe)
Modelo Ecuacion Constantes determinadas
Hopfenb M, " kHB n
optenberg M, LT [1 - Coao] 0.001 4.201
i _— m m kl, ko m
Peppas-Sahlin e, (At -13.4,8.3 0.223
Microburbujas de carbonato de polipropileno con NPM de ferrita de cobalto
(MBCPPCo)
Modelo Ecuacion Constantes determinadas
M, ot 1" kHB n
Hopfenberg T 1- [1 - Coao] 0.001 3531
Peppas-Sahlin ki, k2 m
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M
M—t= Kit™ + Kot™ -18.5,12.3 0.404
Para los seis sistemas se observa un valor de n cercano o superior a 3 para el modelo de

Hopfenberg por lo que se considera la liberacion de farmaco se da a partir de un sistema tipo
matriz erosionable con geometria esférica. A pesar de que el modelo de Hopfenberg muestra
un mejor ajuste estadistico mostrando la erosion de los sistemas con el paso del tiempo, este
no explica el mecanismo de paso del metotrexato a partir de los sistemas hacia el medio, por
lo que el modelo de Peppas-Sahlin resulta complementario en la descripcion del mecanismo

de liberacion

Los resultados de la tabla 30 muestran valores de correlacién altos para el modelo de Peppas-
Sahlin y en su mayoria un coeficiente m menor a 0.43; al considerar una esfera (como lo
demuestran las micrografias de SEM realizadas para los seis sistemas y el ajuste al modelo
de Hopfenberg) se puede asegurar que el mecanismo de transporte de metotrexato a partir de

los sistemas depende de la erosion de las microburbujas.

Considerando la distribucion de metotrexato Unicamente en la capa externa de las
microburbujas (obtenida de la segunda fase acuosa en el método de sintesis de doble
emulsién) podemos suponer que el unico componente de los sistemas poliméricos e hibridos
sintetizados que interviene en la liberacion de metotrexato es el PVA de la capa externa que
es un polimero liofilico en soluciones acuosas por lo que se espera que exista una relajacion
de las cadenas para llevarse a cabo el transporte a partir de la matriz tanto del farmaco como
de las cadenas poliméricas (ancladas Unicamente por interacciones enlazantes no covalentes).
La relajacion de las cadenas por interaccion con el medio provoca su separacion del sistema
ocurriendo la erosion y la liberacion del farmaco. Al mismo tiempo, el modelo de Peppas-Sahlin
indica que el probable mecanismo de transporte del farmaco es dependiente en mayor medida,
de la difusion del metotrexato desde cada uno de los sistemas; estos resultados son

consistentes con lo esperado al considerar el método de sintesis de los sistemas.

Los resultados obtenidos mediante los modelos de liberacién de farmacos evaluados y la
prueba de f2 muestran que no existe diferencia en el mecanismo y la rapidez de liberacion de
metotrexato a partir de los seis sistemas poliméricos e hibridos por efecto de la composicion
de la fase interna de la microburbuja, considerando el método de sintesis, la morfologia, y la
distribucion de tamafio de particula se concluye que la liberacibn de metotrexato sélo es

dependiente de la capa de PVA (capa hidrofilica).
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El esquema 8 es el modelo de liberacién de metotrexato disperso en la fase externa de los

sistemas poliméricos e hibridos sintetizados por medio de la erosion de la microburbuja:

Frente de difusién °
Frente de [ S B

hinchamiento"_,.- ° o Frente de erosion
[

Polimero hidrofilico
(PVA)
Farmaco antineoplasico
(Metotrexato)

Ndcleo de gas

® Nanoparticulas
hidrofébicas

® Metotrexato

Polimero hidrofébico (PLA/CPP)
Nanoparticulas hidrofébicas

Esquema 8. Modelo de liberaciébn de metotrexato desde sistemas poliméricos e hibridos

basados en microburbujas.

La cinética de liberacion demostré que no existe diferencia significativa de la liberacion de
metotrexato a partir de los sistemas poliméricos e hibridos por efecto de la composicién de la
fase interna de la microburbuja. La liberacion es un proceso de difusién de metotrexato a partir

de los sistemas y corresponde con lo esperado para matrices erosionables esféricas.

7.7.Evaluacién ecogénica de los sistemas poliméricos e hibridos

Para llevar a cabo la evaluacion como sistemas de contraste en ultrasonido de los sistemas
poliméricos e hibridos sintetizados se llevé a cabo la evaluacion de la modificaciéon en la
respuesta ecogénica del mismo medio con la inclusion de un fruto de vitis vinifera. con una
sonda convexa de frecuencia central de 6.5 MHz y para comparar se llevo a cabo la misma
evaluacion en un medio control en ausencia de nano o microparticulas como se muestra en

las figuras 48 y 49:
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Figura 48. Ultrasonido en modo B de sistemas poliméricos e hibridos con metotrexato.




Medio de dispersion Frirto de Vitis vinifera (control)

Figura 49. Ultrasonido en modo B de medio control.

El andlisis de repuesta ecogénica se realizd mediante el analisis fotométrico de las imagenes
obtenidas en modo B considerando una region de interés (RDI) fija y realizando la comparacion
de sus parametros estadisticos considerando la distribucion de utilizando comparacion de
distribuciones no paramétricas debido al uso del modelo de Nakagami propuesto por Shankar
et al considerando el modelo de ultrasonido cuantitativo para tejido suave.%>1% | os resultados

obtenidos se muestran en la figura 50 y su comparativo en la tabla 31.:
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Figura 50. Gréafico de medianas de la respuesta ecogénica de los sistemas poliméricos e
hibridos sintetizados.
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Tabla 31. Resultados de la prueba de verificacion de la varianza para las distribuciones de

respuesta ecogeénica de los sistemas poliméricos e hibridos.

Comparacion Sigmau Sigmaz Prueba de F Valor-P
Medio / Control 3948.97 3483.01 1.285 0.0455
Medio / MBPLAO 3948.97 2377.23 2.759 0.0000
Medio / MBPLAFe 3948.97 2462.87 2.571 0.0000
Medio / MBPLACOo 3948.97 3432.37 1.324 0.0255
Medio / MBCPP©@ 3948.97 1961.59 4.053 0.0000
Medio / MBCPPFe 3948.97 1886.82 4.380 0.0000
Medio / MBCPPCo 3948.97 1924.16 4.212 0.0000
Control / MBPLAO 3483.01 2377.23 2.147 0.0000
Control / MBPLAFe 3483.01 2462.87 2.000 0.0000
Control / MBPLACo 3483.01 3432.37 1.030 0.8153
Control / MBCPPO 3483.01 1961.59 3.153 0.0000
Control / MBCPPFe 3483.01 1886.82 3.408 0.0000
Control / MBCPPCo 3483.01 1924.16 3.277 0.0000
MBPLAO / MBPLAFe 2377.23 2462.87 0.932 0.5724
MBPLAG / MBPLACo 2377.23 3432.37 0.480 0.0000
MBPLAO / MBCPPO 2377.23 1961.59 1.469 0.0022
MBPLAO / MBCPPFe 2377.23 1886.82 1.587 0.0002
MBPLAO / MBCPPCo 2377.23 1924.16 1.526 0.0008
MBPLAFe / MBPLACo 2462.87 3432.37 0.515 0.0000
MBPLAFe / MBCPPO 2462.87 1961.59 1.576 0.0003
MBPLAFe / MBCPPFe 2462.87 1886.82 1.704 0.0000
MBPLAFe / MBCPPCo 2462.87 1924.16 1.638 0.0001
MBPLACo / MBCPPo 3432.37 1961.59 3.062 0.0000
MBPLACo / MBCPPFe 3432.37 1886.82 3.309 0.0000
MBPLACo / MBCPPCo 3432.37 1924.16 3.182 0.0000
MBCPPO / MBCPPFe 1961.59 1886.82 1.081 0.5353
MBCPPO / MBCPPCo 1961.59 1924.16 1.039 0.7585
MBCPPFe / MBCPPCo 1886.82 1924.16 0.962 0.7546

Al observar el grafico de medianas y las ultrasonografias obtenidas se puede asegurar que el
aumento en la respuesta ecogénica es proporcional a un aumento a la escala media de grises
tal como reporta Shankar et all%, estos cambios son deseados para un medio de contraste
para ultrasonido y miden la eficiencia en la respuesta ecogénica amplificada debido a la
aplicacion de los sistemas sintetizados. El aumento en la varianza no es algo deseable en el
analisis cuantitativo de ultrasonido para tejido en condiciones normales, sin embargo, las
ultrasonografias muestran que el aumento de la varianza es debido a la respuesta aumentada

por el medio de contraste distribuido a lo largo del tejido lo que permitiria observar la
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microvasculatura en tumores solidos y llevar a cabo el monitoreo en la evolucién de neoplasias

Ccomo se muestra en la tabla 32:

Tabla 32. Resultados de la prueba de la mediana de Mood para las distribuciones de respuesta

ecogénica de los sistemas poliméricos e hibridos [a: 0.05].

Tamano de : LC inferior LC superior

Muestra Muestra n<=| n> Mediana 95.0% 95.0%

Medio 256 172 | 84 20.5 12.82 40.73
Control 256 144 | 112 28.5 6.82 176.18
MBPLA®O 256 103 | 153 | 562.0 235.27 662.18
MBPLAFe 256 117 | 139 | 333.0 94.45 775.19
MBPLACo 256 115 | 141 | 342.0 103.27 452.37
MBCPPO 256 120 | 136 | 276.0 71.54 1060.67
MBCPPFe 256 128 | 128 | 135.0 50.54 525.11
MBCPPCo 256 125 131 | 176.5 33.63 570.84

Estadistico = 49.6875 Valor-P = 1.66358E8

Los sistemas poliméricos e hibridos sintetizados demostraron un aumento en la respuesta

ecogeénica, asi como una mayor resolucion de las estructuras internas del fruto de Vitis vinifera;
observando que los sistemas MBPLAFe y MBCPPO aumentaron la respuesta y resolucion de

manera mas efectiva.

7.8.Evaluacion mecéanica de modelos de membranas basadas en los sistemas
poliméricos e hibridos

Para determinar los efectos que tienen el tipo de nanoparticulas magnéticas sobre la

disposicion estructural de los polimeros en la capa interna de la microburbuja durante la

sintesis de estas, se llevd a cabo la determinacion de los termogramas de los seis sistemas

generados, asi como de los termogramas de PVA, PLA, CPPy PCL.

El fendbmeno de la transicion vitrea es un proceso de no equilibrio y tiene un caracter cinético.
Este hecho se manifiesta en las medidas de DSC, donde la Tg que se obtiene depende de la
historia térmica de la muestra, particularmente de la velocidad de enfriamiento que es la que
determina el estado inicial vitreo del polimero que se va a estudiar, asi como la de la posterior
velocidad de calentamiento del aparato durante la obtencién del termograma. Por ello, se
realiza el experimento con dos corridas iniciales, una de calentamiento y otra de enfriamiento
en condiciones iguales para cada sistema y asi asegurar borrar la memoria térmica. Los

termogramas obtenidos se muestran en las figuras 60 a 69 del anexo |I.
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Las figuras 50 a 54 muestran las peliculas formadas por PVA, PLA y CPP, en la figura 50 se
muestra la obtencion de particulas de PLA que no lograron coalecer para formar una pelicula
a 25°C y a 35°C donde se observa la formacion de una pelicula discontinua por parte del PLA,
mientras que las peliculas de CPP se forman sin discontinuidades aparentes a ambas

temperaturas.

Figura 51. Pelicula de PLA fabricada a 25°C.

Figura 52. Pelicula de CPP fabricada a 25°C.
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Figura 54. Pelicula de PVA-PLA fabricada a 35°C.
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Figura 55. Pelicula de PVA-CPP fabricada a 35°C.

En las condiciones de sonicacién en que se llevo a cabo la sintesis se observa la ebullicién del
diclorometano; este cambio ocurre por la conversién de la energia del ultrasonido a calor tal
gue se llega a proveer al diclorometano de la energia requerida para alcanzar su temperatura
de ebullicion (33°C, 0.76 atm a 2250 m sobre el nivel del mar para la Ciudad de México);
considerando entonces que la maxima temperatura alcanzada es de 33°C y observando que
las temperaturas de transicion vitreas determinadas por DSC para PLA es de 41.2°C (Anexo
Il figura 60) y para CPP es de 29.4°C (Anexo lll figura 61), se puede considerar que el CPP
se encuentra por encima de su temperatura de transicion vitrea permitiendo la movilidad de
cadenas del material para formar una red estable que permite la formacion de peliculas
continuas,'%/1%8 mientras que el PLA no alcanza la temperatura de formacién de pelicula
produciendo defectos macroscopicos en una pelicula que impiden su estabilizacion mecanica

para la 6ptima deteccién mediante ultrasonido.

Las caracteristicas observadas macroscopicamente se observan a si mismo en algunas de las

particulas obtenidas a escala micrométrica como se muestran en las figuras 56 y 57:
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Figura 56. Micrografia SEM de MBPLAFe.
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Figura 57. Micrografia SEM de MBCPPCo.

Es importante considerar que se busca obtener microburbujas con una pelicula continua para
impedir la permeacion de gas desde su interior durante el tiempo de estadia en el cuerpo
humano sin modificaciones en su capacidad ecogénica, por lo que se consideran mas

apropiadas las microburbujas formadas por CPP.

Para determinar las propiedades mecanicas de estas peliculas se utiliz6 el método de la ASTM

International:

“‘“ASTM D882-02, Standard Test Method for Tensile Properties of Thin Plastic Sheeting, ASTM
International, West Conshohocken, PA, 2002.”

Considerando los célculos de modulo de Young, fuerza tensil de ruptura y porcentaje de
elongacion a la ruptura propuestos en este método. Los resultados obtenidos se muestran en
la tabla 33:
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Tabla 33. Propiedades mecanicas de peliculas modelos basadas en los sistemas poliméricos

e hibridos sintetizados.

Material Modulo de | Fuerzatensil de | Elongacion de | Trabajo de ruptura
Young (MPa) | ruptura (MPa) ruptura (%) (Nm)

PVA 2.18+0.15 2.39+0.38 65.83 £4.01 0.11181 + 0.005
PVA-PLA 0.25 1.38 £ 0.54 1.40£0.33 10.83 +0.76 0.02554 + 0.002
PVA-PLA 1.00 1.41 £0.09 1.51+0.06 61.25 +6.16 0.07855 + 0.016
PVA-CPP 0.25 1.63 +0.01 2.04 + 0.02 71.17 £0.76 0.08189 + 0.017
PVA-CPP 1.00 250+0.14 2.75+0.28 156.25 + 6.43 0.19270 £ 0.005

Los resultados obtenidos consideran que aquellas peliculas preparadas con carbonato de
polipropileno tienen mejores propiedades mecéanicas en comparacion con aquellas preparadas
con acido poli-(L)-lactico al requerir un mayor trabajo y una mayor fuerza para llevar a cabo su
ruptura soportando un mayor porcentaje de elongacion, sin embargo, si la proporcion de
PVA:CPP es cercana 1:1 se observa un aumento en el médulo de Young, mismo que puede
causar una interferencia durante la fase de rarefaccion de microburbujas bajo el estimulo del
ultrasonido y se requiere evaluar cual es la proporcidon mas adecuada para obtener la mayor

respuesta ecogénica.

Capitulo 8. Conclusiones
Se obtuvieron nanoparticulas de magnetita y ferrita de cobalto con un recubrimiento de &cido
oleico coordinado en superficie mediante sintesis solvotermal y/o coprecipitacion,

Las nanoparticulas magnéticas obtenidas fueron capaces de ser dispersadas en CH2Clz, para
su inclusion en la capa interna de microburbujas magnéticas sintetizadas por el método de

doble emulsién.

El tamafio y potencial zeta de las nanoparticulas de magnetita recubierta con acido oleico
fueronde 8.8 + 1.1 nmy de -5.94 + 2.2 mV, mientras que para las nanoparticulas de ferrita de
cobalto con acido oleico fueron de 7.9 £ 1.2 nm y de -3.99 + 0.5 mV respectivamente. Ambos
tipos de nanoparticulas obtenidas demostraron ser capaces de ser dispersadas en cloruro de
metileno e incluidas en la capa interna de microburbujas sintetizadas por el método de doble

emulsion.

La magnetizacién de nanoparticulas magnéticas demostré que las nanoparticulas de ferrita de

cobalto mantienen sus propiedades magnéticas a lo largo del tiempo por lo que se consideran
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mejores candidatos en su uso para deteccion mediante resonancia magnética de imagen y

para la generacion de hipertermia.

Se obtuvieron microburbujas con una capa interna de acido polilactico y una capa externa de
alcohol polivinilico con tamafio de 4.06 — 5.1 ym y un potencial zeta de -34.6 £ 0.1 mV, con
inclusiones de magnetita hidrofébica con tamafio de 4.13 — 5.2 um y un potencial zeta de -38.1
+ 1.2, y con inclusiones de ferrita de cobalto hidrofébica con tamafio de 4.40 — 5.6 um y un

potencial zeta de -35.1 + 3.7.

Se obtuvieron microburbujas con una capa interna de carbonato de polipropileno y una capa
externa de alcohol polivinilico con tamafio de 5.30 — 5.6 ym y un potencial zeta de -39.9 £+ 4.4
mV, con inclusiones de magnetita hidrofébica con tamafio de 2.00 — 2.6 yum y un potencial zeta
de -39.8 £ 0.3, y con inclusiones de ferrita de cobalto hidrofébica con tamafio de 5.17 — 6.6 um

y un potencial zeta de -40.8 + 3.5 mV.

No existi6 diferencia significativa en los porcentajes de carga ni en los perfiles de liberacion de
metotrexato a partir de los seis sistemas, por lo que se considera que la carga y liberacién de
metotrexato en microburbujas sintetizadas mediante el método de doble emulsién no es un

proceso dependiente de la composicion de la fase hidrofobica de la microburbuja.

Los seis sistemas poliméricos e hibridos mostraron una liberacion de metotrexato completa
alrededor de las 12 horas, con un mecanismo mediado por el proceso de erosion de la fase

externa de la microburbuja y la difusién del farmaco hacia el medio.

Las peliculas preparadas con carbonato de polipropileno tienen mejores propiedades
mecanicas en comparacion con aquellas preparadas con acido poli-(L)-lactico al requerir un
mayor trabajo y una mayor fuerza para llevar a cabo su ruptura soportando un mayor

porcentaje de elongacién

Los sistemas poliméricos e hibridos sintetizados demostraron un aumento en la respuesta

ecogénica, asi como una mayor resolucion de las estructuras internas del fruto de Vitis vinifera;
observando que los sistemas MBPLAFe y MBCPPO aumentaron la respuesta y resolucion de

manera mas efectiva.

Considerando las propiedades magnéticas de NPM obtenidas, las propiedades farmaceéuticas

como sistemas de liberacion de metotrexato, y las propiedades mecanicas de los sistemas
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obtenidos se propone a las microburbujas de MBCPPFe, MBCPPO y MBCPPCo como aquellas

mas adecuadas como sistema teragnostico basado en microburbujas magnéticas.

Capitulo 9. Perspectivas

a)

b)

c)

d)

e)

Evaluar el uso de microfluidica y modificacion de proporcién de tensoactivos para la
produccién de microburbujas en la distribucion de tamafios de microburbujas magnéticas.
Evaluar los efectos de la exposicién de los sistemas generados a un campo magnético
alterno sobre la liberacion de metotrexato.

Determinar la ventana de deteccion de microburbujas magnéticas con metotrexato en
ultrasonido en modo B y en modo Doppler en modelos in vitro e in vivo.

Calcular la dosis y tiempos de administracion en la terapia de tumores solidos considerando
la ventana terapéutica de metotrexato, la cantidad de metotrexato por gramo de
microburbujas magnéticas, la cinética de liberacion y la ventana de deteccion en ultrasonido
en modo B y en modo Doppler.

Evaluar el uso de los residuos de PVA en la sintesis de microburbujas magnéticas por

meétodo de doble emulsiébn como posible agente embolizante en modelos in vitro y ex vivo.
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Capitulo 11. Anexos

Anexo |. Curva de Calibracion de metotrexato sédico en agua

Espectro de UV-Visible Metotrexato sédico USP
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Figura 58. Espectro de UV-Visible de metotrexato sddico en agua.

Tabla 34. Curva de calibracion de metotrexato sédico en agua.

Concentracioén Absorbancia a Absorbancia a Absorbancia a

(mg/mL) 302.18 nm 302.18 nm 302.18 nm

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
0.024 0.950 0.950 0.957
0.020 0.777 0.785 0.784
0.016 0.616 0.604 0.612
0.012 0.426 0.420 0.420
0.008 0.280 0.270 0.282
0.004 0.122 0.120 0.118
0.000 0.004 0.005 0.006

0.8

0.6

0.4

0.2

Absorbancia a 302.18 nm (u.a.)

Gréfico del Modelo Ajustado
Absorbancia a 302.18 nm (u.a.) = -0.0284762 + 40.1429*Concentracién (mg/mL)
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Figura 59. Curva de calibracion de metotrexato sédico en agua.
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Regresién Simple - Absorbancia a 302.18 nm (u.a.) vs. Concentracion (mg/mL)

Variable dependiente: Absorbancia a 302.18 nm (u.a.)
Variable independiente: Concentracion (mg/mL)

Modelo lineal: Y = a + b*X

Coeficientes

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto -0.0284762 0.00829745 -3.43192 0.0028
Pendiente 40.1429 0.575325 69.7743 0.0000
Andlisis de Varianza
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Raz6n-F |Valor-P
Modelo 2.16579 1 2.16579 4868.45 |0.0000
Residuo 0.00845238 19 0.000444862
Total (Corr.) 2.17424 20

Coeficiente de Correlacion = 0.998054
R-cuadrada = 99.6112 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 99.5908 porciento

Error estandar del est. = 0.0210918
Error absoluto medio = 0.0169161

Estadistico Durbin-Watson = 1.31628 (P=0.0398)

Autocorrelaciéon de residuos en retraso 1 = 0.258155

La salida muestra los resultados de ajustar un modelo lineal para describir la relacién entre

Absorbancia a 302.18 nm (u.a.) y Concentracion (mg/mL). La ecuacion del modelo ajustado

es

Absorbancia a 302.18 nm (u.a.) = -0.0284762 + (40.1429*Concentracion (mg/mL))

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacién

estadisticamente significativa entre Absorbancia a 302.18 nm (u.a.) y Concentracion (mg/mL)

con un nivel de confianza del 95.0%.
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Anexo Il. Curva de Calibracion de metotrexato en buffer salino de fosfatos (PBS) pH:

Figura 60. Espectro de UV-Visible de metotrexato sédico en solucién PBS pH: 7.4.

5 Espectro de UV-Visible de Metotrexato sédico USP

Absorbancia (u.a.)

200

T T
300 400

Longitud de onda (nm)

Tabla 35 Curva de calibracion de metotrexato sédico en solucion PBS pH: 7.4

Concentracion Absorbancia a Absorbancia a Absorbancia a
(mg/mL) 307.11 nm 307.11 nm 307.11 nm
Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
0.024 0.950 0.950 0.957
0.020 0.777 0.785 0.784
0.016 0.616 0.604 0.612
0.012 0.426 0.420 0.420
0.008 0.280 0.270 0.282
0.004 0.122 0.120 0.118
0.000 0.004 0.005 0.006
Gréfico del Modelo Ajustado
Absorbancia a 307.11 nm = -0.0293095 + 40.1726*Concentracion

o ' ' ' ' ' .
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Figura 61. Curva de calibracion de metotrexato sédico en solucién PBS pH: 7.4
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Regresién Simple - Absorbancia a 307.11 nm (u.a.) vs. Concentracién (mag/mL)

Variable dependiente: Absorbancia a 307.11 nm (u.a.)
Variable independiente: Concentracion (mg/mL)

Modelo lineal: Y = a + b*X

Coeficientes

Minimos Cuadrados Estandar Estadistico
Parametro Estimado Error T Valor-P
Intercepto -0.0293095 0.00846624 -3.46193 0.0026
Pendiente 40.1726 0.587028 68.4339 0.0000
Andlisis de Varianza
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razon-F |Valor-P
Modelo 2.169 1 2.169 4683.19 |0.0000
Residuo 0.00879976 19 |0.000463145
Total (Corr.) 2.1778 20

Coeficiente de Correlacion = 0.997978

R-cuadrada = 99.5959 porciento

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 99.5747 porciento

Error estandar del est. = 0.0215208
Error absoluto medio = 0.0172902

Estadistico Durbin-Watson = 1.24772 (P=0.0268)

Autocorrelaciéon de residuos en retraso 1 = 0.292227

La salida muestra los resultados de ajustar un modelo lineal para describir la relacion entre

Absorbancia y Concentracion. La ecuacion del modelo ajustado es

Absorbancia a 307.11 nm (u.a.) = -0.0293095 + 40.1726*Concentracion (mg/mL)

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0.05, existe una relacién
estadisticamente significativa entre Absorbancia y Concentracién con un nivel de confianza

del 95.0%.

130



Anexo lll. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de sistemas poliméricos e hibridos.
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Figura 62. Calorimetria diferencial de barrido de alcohol polivinilico. Tg: 45.73 °C
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Figura 63. Calorimetria diferencial de barrido de acido poli-(L)-lactico. Tg: 41.56 °C
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. Calorimetria diferencial de barrido de carbonato de polipropileno. Tgi: 26.29 °C,
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Calorimetria diferencial de barrido de poli-(¢)-caprolactona. Tm: 57.56 °C
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Flujo de calor -> exo (mW)

Figura 66.
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Figura 67.
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Flujo de calor -> exo (mW)

Figura 68.
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Figura 70. Calorimetria diferencial de barrido de MBCPPFe. Tg1: 26.71 °C, Tgz: 44.59 °C
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