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RESUMEN

En la actualidad, el cancer se ha convertido en una de las principales causas de muerte a
nivel mundial. En particular bajo circunstancias de metastasis hepética, la esperanza de
vida es muy baja. La radioterapia, quimioterapia y la cirugia son los tratamientos méas
utilizados para luchar contra esta enfermedad. Sin embargo, en el caso del tratamiento
quimioterapéutico, existe una baja expectativa estadistica asociada al empleo de
administracion de las antraciclinas. Debido a que estos farmacos llegan practicamente a
todos los tejidos del organismo, sin diferenciar las células malignas de las sanas terminan
provocando en los pacientes una serie de efectos secundarios que dada la situacion del
paciente pueden desencadenar el deceso. En consecuencia, para los tratamientos basados
en la quimioterapia se ha vuelto un reto lograr que la concentracion adecuada llegue al
sitio de accion con el minimo de efectos colaterales. Esto mismo ha llevado a proponer
métodos alternativos de administracion de farmacos, como el uso de agentes de transporte
de liberacion sostenida. En este trabajo se realiz6 un estudio sobre un hidrogel base N,N-
dimetilacrilamida (DMA) y N-Vinilcaprolactama (VCL), con el proposito de avaluar su
aplicacion controlada para posible tratamiento de tumores hepaticos metastasicos,
basandose en las pruebas de liberacion de un farmaco que brinda citotoxicidad, como la
doxorrubicina (DOXO), a lo largo del trabajo solo se usan las abreviaciones. Ademas, en
el material compuesto (hidrogel base DMA-VCL + DOXO) se embebieron
nanoparticulas (NPs) metalicas y se verificé su radiopacidad en tejidos blandos de animal
(pollo domestico), aunado al uso de ondas de choque, se mostro parcialmente la integridad

molecular del farmaco.



ABSTRACT

The cancer has become one of the major causes of worldwide death and particularly the
liver metastasis has very low life expectations. There are several treatments against cancer,
like radiotherapy, surgery and chemotherapy. In the last case, there is a short expectation
due that the drugs like anthracyclines reach the whole body, making no differentiation
between the healthy and cancerous cells, thus causing several secondary effects and even
death. The current challenge for chemotherapy is to get the adequate anticancer drug
concentration to the action site, hence, minimize the collateral damage. This is the reason
why the use of alternative methods of dosage of drugs are needed, like the use of sustained
release transport agents. The aim of this study was to evaluate the controlled application
of an N,N-Dimethylacrylamide (DMA) y N-Vinylcaprolactam (VCL) based hydrogel for
possible treatments of metastatic liver tumors. For release tests, it is used a cytotoxic
anticancer drug like the doxorubicin (DOXO), throughout the work only abbreviations are
used. Besides, to demonstrate its radiopacity on soft animal tissues (chicken), metallic
nanoparticles (NPs) were imbibed in the DMA-VCL based hydrogel containing
doxorubicin, and in combination with the use of shock waves, showed partially the

molecular integrity of the drug.
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1. INTRODUCCION

El cancer se ha convertido en una de las principales causas de muerte a nivel mundial,
siendo el higado el sitio mas comun de metéstasis con una esperanza de vida muy baja, de
1 a5 afios [1][2]. La quimioterapia es uno de los métodos mas utilizados de tratamiento.
Sin embargo, han surgido inconvenientes respecto al control de la dosificacién una vez
que el farmaco se encuentra en el torrente sanguineo, ya que estos farmacos actlan de
forma sistémica en varios tejidos del organismo sin diferenciar entre las células sanas de
las malignas, provocando una serie de efectos secundarios a los pacientes [3]. Otro
inconveniente de las quimioterapias es debido a que las caracteristicas de superficie de los
liposomas tradicionales que se usan para administrar el medicamento, “son vistos como
cuerpos extrafios por el sistema inmune, siendo reconocidos y eliminados mediante la
fagocitosis antes de llegar al sitio de ataque tumoral ” [4]. El resultado de este proceso es
la pérdida en la capacidad del farmaco para poder alcanzar concentraciones suficientes en

el sitio de accidn [4].

Por lo que, en la actualidad se han propuesto diversos métodos para mejorar el control de
la dosificacion de farmacos, entre los cuales destaca la utilizacion de agentes de transporte
gue permiten realizar dosificaciones de liberacion sostenida. Algunos de estos agentes de
transporte son las nanoparticulas (NPs) metalicas y/o poliméricas, los hidrogeles, entre
otros. [5].

“La dosificacion de liberacion sostenida es un método que libera uno o mas farmacos de
manera continua durante periodos de tiempo fijos, ya sea sistematicamente 0 a un érgano
especifico. Las formas de dosificacion de liberacion sostenida proporcionan un mejor
control de los niveles de farmaco en plasma, menor frecuencia de dosificacion, menos

efectos secundarios y mayor eficacia” [5].

En el presente trabajo se realizaron las sintesis y caracterizaciones de materiales para la
evaluacion de una aplicacion controlada de doxorrubicina (DOXO) para posible

tratamiento de tumores hepaticos metastasicos. Proponiendo que esta liberacion se realice
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de manera local, es decir, directamente en el tumor hepatico. Utilizando una matriz
polimérica hidrofilica (hidrogel) biocompatible en la que se encuentren embebidas NPs

de magnetita que aporten radiopacidad, y un farmaco de tipo antraciclico como la DOXO.

Adicionalmente, se espera que la aplicacion de frecuencias bajas por medio de ondas de
choque acelere la transfeccion a la lesion tumoral sin dafiar el tejido sano del organismo
receptor [6]. Sin embargo, es importante determinar que no exista modificacion en la
estructura molecular de la DOXO causado por el uso de ondas de choque. Por lo que es
necesario realizar una evaluacién de integridad molecular de la DOXO mediante
espectroscopia Raman, después de aplicarle ondas de choque al farmaco y al binomio
farmaco-polimero, para establecer un rango de aplicacién de las ondas en el que se asegure
gue no existe un cambio en los grupos funcionales principales que afecte a la capacidad

citotéxica.

Tanto el hidrogel como las NPs utilizadas en el trabajo cuentan con las caracteristicas
especificas para uso terapéutico, ya que existen publicaciones donde han demostrado ser
materiales biocompatibles [7] [8]. Y con respecto al farmaco propuesto, se sabe que la
DOXO es bien conocida como agente quimioterapéutico para tratamiento de tumores
malignos, debido a que dafia el material genético de las células al igual que presenta

propiedad antiproliferativas [4].
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo general

Sintetizar y caracterizar un hidrogel base DMA-VCL acoplado con DOXO que muestre
un efecto citotoxico por liberacion local controlada del farmaco para tratamiento de

tumores hepaticos metastasicos.

Es necesario que el material generado (hidrogel base DMA-VCL + DOXO) tenga
embebidas NPs metélicas que aporten radiopacidad, y que el uso de ondas de choque (que
proponen una aceleracion de la transfeccion) no afecte la integridad molecular del

farmaco.

2.2. Objetivos especificos

1. Sintetizar los hidrogeles base DMA-VCL por el método de polimerizacion
mediante radicales libres, variando los pesos moleculares de los mondmeros.
Realizar estudios que ayuden a determinar si se llevé a cabo la polimerizacién y
copolimerizacion, por las técnicas:

a) Espectroscopia de infrarrojo (IR).
b) Analisis termogravimétrico (TGA) y calorimétrico (DSC).

2. Conocer la densidad y viscosidad de los hidrogeles, esto para conocer de qué

manera se puede distribuir y si puede ser inyectable.

3. Realizar pruebas de liberacion de la DOXO inmersa en los hidrogeles base DMA-
VCL, llevando a cabo los siguientes pasos:

a) Construir la curva de calibracion utilizando la ley de Lambert-Beer,
mediante el pico caracteristico de absorcion de la DOXO, el cual se obtiene
con ayuda del equipo de espectroscopia UV visible (UV-Vis).
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b) Cargar los hidrogeles de DOXO y con ayuda de la curva de calibracion,
obtener los cambios de su concentracion con respecto al tiempo.

¢) Realizar la liberacion de la DOXO inmersa en los hidrogeles, y con ayuda
de la curva de calibracion, obtener la concentracion liberada con respecto
al tiempo.

4. Sintetizar NPs de déxido de Fe por el método de co-precipitacién quimica, para
obtener nuestro material hidrogel + NPs de 6xido de Fe. Permitiendo que, durante
pruebas futuras, ya sean “in vitro” o “in vivo” se pueda realizar una localizacion
del hidrogel y dirigir la liberacién del farmaco. Antes, es importante caracterizar
las NPs para:

a) Determinar tamafio y forma de las NPs mediante microscopia electronica
de barrido (SEM).

b) Determinar en qué fase se encuentras las NPs mediante difraccidn de rayos
X (DRX).

5. Comparar la radiopacidad de las NPs inmersas en el hidrogel con hueso y tejido
blando, esto, a través de imagenes de rayos X.

6. Realizar una evaluacion de integridad molecular de la DOXO, para esto es
necesario:

a) Obtener los materiales compuestos de hidrogel + NPs de 6xido de Fe +
DOXO.

b) Aplicar ondas de choque al material compuesto.

c) Evaluar el material compuesto mediante Raman antes y después de las
ondas de choque.
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3. ANTECEDENTES

3.1. Carcinogénesis.

El desarrollo del cancer o carcinogénesis es un proceso multifactorial y con diversas
etapas, con lo cual ocurre una transformacion de células normales que pueden proliferar
y crecer de manera controlada a células malignas o cancerosas, en las cuales esta

regularizacion no existe [9].

Para que una célula normal cambie su fenotipo y se convierta en una célula neoplasica se
requieren varias mutaciones en varios genes y eso ocurre a través de mucho tiempo, a

veces de afos, de estar expuesto a un agente carcinogenético [10].

El cancer comienza en una célula, es decir que es de origen monoclonal. Esa célula
alterada escapa y se vuelve “andrquica”, iniciando una generacion de mas “células
anarquicas” que a su vez pueden inducir a cambios similares en las células vecinas. Pero
no solo afectan a la célula las mutaciones inducidas por los carcinégenos, sino que a lo
largo de cada division celular (que pueden llegar a 50 divisiones) se producen errores
espontaneos en cada duplicacion y los mismos se van acumulando constituyendo un factor

intrinseco de riesgo [10].
Existen dos mecanismos por los cuales los genes pueden alterarse:

a) Genético (hereditarios), es cuando se producen alteraciones estructurales del genoma
por cambios de los propios genes. Esto cambios, denominados cambios de la estirpe
germinal, se encuentran en cada una de las células de la descendencia. Y se heredan a
través de las células germinativas, que son las células reproductivas del cuerpo

(6vulos y espermatozoides) [10].

b) Epigenético (no heredables) en acciones moleculares por alteraciones de las enzimas
o de los sustratos de las mismas, tal el caso de la metilacion de las bases nitrogenadas.

Este mecanismo generalmente compromete simultaneamente los dos alelos y la
15



hipometilacion, La pérdida de metilacion (hipometilacion) puede activar oncogenes y

secuencias repetitivas, incrementando la inestabilidad cromosémica [10].

El crecimiento descontrolado de las células cancerosas es el resultado neto de la
acumulacion de alteraciones en multiples sistemas reguladores de la célula, y se refleja en
varios aspectos del comportamiento celular que hace diferenciar a las células cancerosas

de las sanas [9].

En la patologia del cancer es importante distinguir si se trata de tumores benignos o
malignos. Un tumor benigno permanece confinado en su localizacion original, sin invadir
tejido sano adyacente ni propagarse a lugares distintos de su localizacion original. Sin
embargo, un tumor maligno es capaz de invadir tejido sano adyacente y de propagarse por
el cuerpo mediante los sistemas circulatorio o linfatico. Por lo que solo a los tumores
malignos se les denomina como canceres, y en su capacidad de invadir y propagarse por

el cuerpo da lugar a la metastasis [9].

3.1.1. Progresion tumoral y metastasis

Las células tumorales producen factores angiogénicos que tienen la capacidad de inducir
nuevos vasos sanguineos, en la cual su pronostico depende del tamafio del tumor primario,
ya que se ha visto que con un diametro inferior a 0.76 mm son avasculares y no
metastaticos, mientras un diametro superior a 0.9 mm ya presenta neo-vascularizacion y

la posibilidad de estar asociado a la metastasis es muy alta [11].

La diseminacion metastasica es un evento clave en la historia natural del cancer, ya que
ella transforma una enfermedad circunscrita y potencialmente curable por un tratamiento

local, en una enfermedad generalizada cuyo tratamiento es sistémico [11].

En la historia de un cancer se pueden describir tres fases:
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a) Laprimera fase es el crecimiento local, caracterizada por la transformacién de una
o varias células de un tejido a partir de la seleccion de un clon que origina el tumor

primario [11].

b) La segunda fase es la migracion de células tumorales aisladas o0 en pequefios
grupos, originadas del tumor primario, que pueden permanecer latentes o proliferar
y dar lugar a la metastasis de inmediato, a mediano o corto plazo. La caracteristica
de esta fase es la de presentar la dificultad para descubrir las células tumorales
aisladas o en micro grupos en Organos que no son siempre los blancos de

metéstasis [11].

c) Latercera fase, caracterizada por la proliferacion de células tumorales en érganos
distantes del tumor primario. Las células tumorales de un foco metastasico pueden
migrar y formar nuevos tumores cancerigenos, constituyendo una cascada
metastasica; estos focos secundarios son formados a partir de células tumorales
que hacen suponer que son particulares, ya que han sufrido una fuerte seleccion,
en la que su velocidad de proliferacion puede ser diferente a la del tumor primario.
Asi la proliferacion puede ser lenta, ya que los nuevos focos aparecen después de
un determinado tiempo de latencia que permite una evolucién genética diferente a
la del tumor primario; el crecimiento puede ser rapido y la velocidad de
proliferacion puede ser tal que lleve a la muerte del paciente en poco tiempo, sin
dar la oportunidad de que el tumor primario alcance un tamafio que se pueda
detectar o incluso que pueda haber desaparecido, lo que puede llamarse metéstasis

sin punto de partida conocido [11].

3.1.2. Metéstasis hepética

La metéstasis hepatica (MH) es una fase avanzada del cancer, donde solamente en algunos

casos el tratamiento logra un beneficio en la supervivencia, y es proveniente de algunos
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de los canceres més frecuentes, como pulmonar, mama, pancreético, gastrico, colorrectal,

Pulmén
II
/ ' Mama | 'l
4 O £

entre otros (Figura 1) [12].

Estomago

¢
™ - )/ | Pancreas
il

" Colon

Figura 1. Tejidos principales capaces de diseminar
células cancerigenas al higado.

Hay que tener en cuenta que la MH no es lo mismo que el cancer hepético, ya que este
comienza en el higado y se le llama carcinoma hepatocelular, donde generalmente afecta
a las personas con enfermedades hepaticas como la hepatitis crénica B o C [12]. En
cambio, la MH es cancer diseminado en el higado, y se puede presentar en el momento
que se diagnostica el cancer primario o puede presentarse meses, o incluso afios después

de que se extirpa el tumor primario [12].

La MH se presenta en 40% al 50% de los pacientes adultos con neoplasias primarias, esto
debido a que el higado es uno de los blancos mas frecuentes para la diseminacion
metastasica de los tumores. Una las razones se debe a la doble circulacion sanguinea del
higado y la presencia de fenestraciones en el endotelio sinusoidal que facilitan la

penetracién de las células malignas en el parénquima hepatico [12].

Entre los pacientes que se diagnostican con tumores primarios en las zonas mencionadas
(mama, pulmon, pancreas, colon, etc.) suelen tener o desarrollar MH en un 20% a un 70%.

Donde en enfermos no tratados con MH, la media de supervivencia no supera los 21 meses
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y en general no existen sobrevivientes a los 5 afios. El pronostico y la supervivencia
dependen del volumen tumoral metastésico, de la presencia de extension extrahepética y

del grado de diferenciacion del tumor [12].

3.2. Mecanismos de administracion de farmacos desde materiales

poliméricos
En la mayoria de los sistemas de liberacion controlada, el farmaco se introduce en el
interior de un transportador, siendo éste normalmente un material polimérico. Donde la
velocidad de liberacion de la sustancia activa estd practicamente controlada por las
propiedades del polimero [13]. Sin embargo, deben tenerse en cuenta algunos aspectos
fisiolégicos y anatomicos, como el pH, el volumen de fluido, presencia de enzimas,
propiedades adhesivas y la velocidad del flujo sanguineo en la zona de administracion
[14].

El uso de estos materiales supone un gran avance en la administracion de farmacos, ya
que los sistemas poliméricos presentan la ventaja de que son capaces de mantener la
concentracion de farmaco por debajo del nivel de toxicidad o por encima del nivel minimo
efectivo a partir de una Unica dosis, asi como de liberarla de forma continua en un tiempo
determinado [13]. Sin embargo, es importante evaluar cuidadosamente las propiedades
fisico-quimicas del farmaco candidato para su empleo en sistemas de liberacion
controlada. Esta evaluacion se basa en las caracteristicas del sistema de liberacion y en la

fisiologia y/o anatomia de la zona de aplicacion en el organismo [14].

Para que la sustancia que se va a liberar alcance el lugar deseado, en primer lugar, se tiene
que producir la difusion de la misma desde la superficie de su transportador hasta el medio
que lo rodea y a partir de ahi, mediante un marcador alcanzara el lugar sobre el que debera

ejercer su efecto [13].
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A partir de numerosos estudios realizados sobre estos sistemas de liberacion controlada,
se puede concluir que existen cuatro mecanismos generales mediante los cuales es posible
clasificar los sistemas de liberacion controlada: 1) sistemas controlados por difusion, 2)
sistemas controlados quimicamente, 3) sistemas activados por un disolvente y 4) sistemas

controlados magnéticamente [13].

Debido a que, en general, la difusion esta presente en todos los sistemas de liberacion y a
que es el mecanismo predominantemente utilizado, a continuacién, se presenta una

introduccion sobre la difusion a través de polimeros.

3.2.1. Difusidn de agentes bioactivos a través de polimeros

El comportamiento de liberacion de agentes bioactivos es el resultado del fendmeno de
difusion en el polimero y de restricciones de transferencia de masa en la interface
polimero/liquido. Asi, la modificacion o el disefio de un sistema de liberacién controlada
exige el conocimiento previo del mecanismo de difusion del soluto a traves del material

polimérico [13].

Independientemente del sistema de liberacion, el coeficiente de difusion del agente
bioactivo a través del polimero depende de los parametros estructurales y morfolégicos
del mismo, asi como de la concentracién de soluto presente[13].

Teniendo en cuenta este razonamiento, la difusién del soluto a partir de un material
polimérico puede seguir la primera ley de Fick (1). Esta ley dice que el flujo difusivo
(Figura 2) que atraviesa una superficie (J, en mol cm s) es directamente proporcional
al gradiente de concentracion. El coeficiente de proporcionalidad se Ilama coeficiente de
difusion (D, en cm? st) [15]. Para un sistema discontinuo (membrana que separa dos
camaras) donde las particulas se difunden de una region de alta concentracion a una de

baja concentracion (por eso el signo negativo), esta ley se escribe:
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Ac

=—-D -—
J Ax

(1)

donde Ac es la diferencia de concentraciones molares y Ax el espesor de la membrana.

.o (Flujo neto)

=

2 L
Area unitaria

Figura 2. Flujo difusivo.

En caso general de una sustancia difundiéndose en todas las direcciones, la primera ley de

Fick se expresa como:
j = —-D- vc (2)

Después, Adolf Fick intuyd que la difusién de una sustancia era un fendmeno analogo a
la transferencia de calor por conduccién, por lo que se basé en la ecuacién propuesta por
el Fisico Joseph Fourier para describir la conduccion de calor para plantear una ecuacién
diferencial que describe la difusion de una sustancia en el tiempo y en el espacio [15],
obteniendo la segunda ley de Fick (3) para el caso de la difusién en una direccion:

dc 0%

- P gk (3)

y para el caso general de una sustancia difundiéndose en todas las direcciones:

ac_

— =D V2 (4)
ot ¢
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Sin embargo, las ecuaciones (3) y (4) son so6lo vélidas para el caso de medios isotropicos,
en los que la estructura y las propiedades de difusion son las mismas en cualquier punto
del sistema relativo a una posicion de referencia. En un medio no isotrépico, las
propiedades de difusién dependen de la direccion en que se miden y, por lo tanto, el

coeficiente de difusion no se puede considerar constante [13].

Tomando el caso mas favorable, considerando que el sistema se encuentra en un medio
isotropico, es decir, el coeficiente de difusion es constante y la velocidad de transferencia
a través de la unidad de area es en una Unica direccion. Y con el fin de mejorar la
prediccion realizada por la teoria de Fick, es posible considerar un coeficiente de difusion
dependiente de la concentracion [13], transformandose la ecuacion (3) en:

aCi_ d ( aCl) (5)

9t~z \Pwl) g

donde Dip (c;) es el coeficiente de difusién dependiente de la concentracion; la forma en
la que depende de la concentracion esta relacionada con las caracteristicas estructurales
del polimero que transporta el farmaco [13]. La Tabla 1 muestra algunas formas
tipicamente usadas del coeficiente de difusion [16].

Tabla 1. Ecuaciones del coeficiente de difusion de un farmaco desde diferentes tipos de
polimeros [16].

Tipo de transporte Formade D,
A2v
Poroso Dy = = (6)
&
Poroso Defy = DiwKyKy = (7)
. D;
Micriporoso # = (A=D1 + al+ BB +y25) (8)
b
k
No poroso Dy = Doexp <_ v_> (9)
f
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D3 _ s l _
No poroso Dy, = (p(qs)exp[ B(Vm) (H 1)] (10)

o * 2
No poroso (Muy hinchado) D1z _ K, <%) exp (— k"’_rs ) (11)

La ecuacion (6) estima el coeficiente de difusion a través de un polimero, en el que la
difusion se produce a través de una serie de saltos discontinuos en lugar de forma continua,

donde A es el salto difusional de la droga y v es la frecuencia de salto [16].

Los coeficientes de difusion del farmaco también se han estimado trazando analogias con
el transporte en rocas porosas, resinas y catalizadores. En estos enfoques, la difusion se
produce a través de poros llenos de agua. En tales casos, se puede usar un coeficiente de
difusion efectivo, Desr, ec. (7). En esta ecuacion, € es la porosidad del polimero y t es la
tortuosidad, que describe la geometria de los poros. El término K, es un coeficiente de
particion de equilibrio entre las concentraciones del farmaco dentro y fuera del poro. El

término K. es la reduccidn fraccional en la difusividad dentro del poro [16].

La ecuacion (8) describe la difusion de esferas a través de medios porosos. Aqui, A es la
relacion entre el radio del farmaco y el radio promedio de los poros. Dip y Dy son los
coeficientes de difusion de la esfera a través del poro y el volumen, respectivamente; a,

Yy v son constantes [16].

Después, se propuso un modelo, ecuacion (9), basado en la idea del volumen libre en
polimeros para estimar el coeficiente de difusion de un farmaco, y llegaron a una

dependencia exponencial entre ambos parametros [13] [16].

La ecuacion (10) reafirma la teoria del volumen libre y predice el coeficiente de difusion
de un farmaco a través de una matriz polimérica de una forma bastante precisa. En su
tratamiento, el coeficiente de difusiébn normalizado, es decir, el cociente entre el

coeficiente de difusion del soluto en el polimero, D213, y el coeficiente de difusion del
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soluto en el disolvente puro, D1, esta relacionado con el grado de hidratacion, H, y el

volumen libre, V¢4, ocupado por el medio de hinchamiento [13] [16].

Para la ecuacion (11), también se utilizé un modelo tedrico basado en el volumen libre de
la matriz polimérica, esto, para predecir el coeficiente de difusion del farmaco y describir

el transporte de estos en hidrogeles no porosos muy hinchados [13] [16].

3.2.2. Trabajos de modelos matematicos de liberacidn

Para el tratamiento de tumores irresecables se pueden utilizar intervenciones poco
invasivas gracias a técnicas que implican el uso de laseres, microondas y radiofrecuencia
(RF) de ablacion. La técnica por RF de ablacion se apoya del uso de implantes radioactivos
para matar células tumorales residuales. Dichos implantes radioactivos se han probado en
tejidos hepaticos con y sin ablacién. Dentro del tratamiento quimioterapéutico que
proporciona dicho implante se considera la estructura contenedora y la sustancia
quimioterapéutica, siendo de interés el uso de polimeros como estructura contenedora y

de doxorubicina como sustancia quimioterapéutica [17].

En el 2007 Weninberg et al, hicieron un estudio de modelado para simular el transporte
de doxoribicina dentro de un copolimero (D,L-lactido y glicélido) de una dimensién con
simetria cilindrica, en tumores hepéaticos no-ablativos (no extirpados) y ablativos
(extirpados). El transporte de doxorubicina al tejido tumoral desde un dispositivo de
implante se analiz6 mediante un modelo dinamico de transporte de balance de masa que
incorpora difusion y eliminacion. Los resultados obtenidos del trabajo de Weninberg
muestran las ventajas de usar modelos computacionales para estimar parametros 6ptimos
en donde se pueda predecir la farmacocinética local de medicamentos a partir de implantes

intratumorales después de la ablacion [17].
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3.3. Modelo matematico de liberacién de farmaco.

Para decretar los objetivos terapéuticos en quimioterapia se requiere anticipadamente
realizar varios ensayos clinicos, que ademas de ser costosos tienen un largo tiempo de
espera para ser evaluados. Es por ello la necesidad de implementar modelos matematicos
basados en ecuaciones diferencias ordinarias y parciales que simulen la realidad bioldgica.
Con el objetivo de explicar y comprender el fenémeno, simplificando e idealizando la
realidad, pero sin perder la correspondencia con la misma, permitiendo acortar plazos,

reducir costos y comprender mejor el proceso de carcinogénesis [18] [19].

Sin embargo, implica un problema complejo desarrollar modelos mateméticos que
describan el comportamiento de los tumores y puedan ser aplicados a la vida real. Para
ello, es importante seleccionar las variables mas adecuadas que reflejen lo maximo posible
la realidad [19].

Cabe resaltar que un modelo nunca debe sustituir la parte experimental, ya que los datos
experimentales son la fuente de riqueza del modelo y, ademas, permiten su validacion. La
investigacion necesita de ambos para comprender y tratar procesos tan complejos como

los bioldgicos [19].

3.3.1 Desarrollo del modelo matematico para posible liberacion de DOXO

Este modelo supone una poblacion heterogénea de células cancerigenas con igual
potencial de crecimiento, pero sensibles a farmacos citotoxicos.

El tratamiento consiste en una aplicacion directa de DOXO al tumor hepatico,
suministrandolo mediante un hidrogel, en el cual se encuentre inmerso el farmaco para su
liberacion prolongada, y considerando que el 100% del material activo liberado hace

efecto en las células cancerigenas, descartando el proceso de difusion.
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El modelo matematico es un sistema de tres funciones dependientes del tiempo, una
referente al crecimiento tumoral, considerando la tasa metabdlica de las células
cancerigenas y su perfusion (transporte de oxigeno); otra referente a la degradacion del
hidrogel en el que se encuentra inmerso el farmaco, por lo que es necesario considerar la
concentracion de la DOXO, asi como su accidn citotoxica y el retardo en respuesta de su
efecto farmacoldgico, también considerando que las ondas de choque ayudan a acelerar la
transfeccion; y finalmente, otra referente a la liberacion en concentracién, esta funcion
debe tener el comportamiento de una tangente hiperbdlica, ya que al inicio hay mayor
concentracion liberada y conforme pasa el tiempo esta disminuye, por lo que la funcion

debe depender de la concentracion del farmaco.

e C.(t,P, T, a.) representa la funcion de crecimiento tumoral, donde; P es la
perfusion, T,, es la tasa metabdlicay a, es la accidn citotoxica.

. D(t, Caox Qc, d,fp) representa la funcién de degradacion del hidrogel, donde;
Caox €S la concentracion de DOXO, f, es el nimero de ciclos de presién'y d es el
retardo en respuesta farmacologica.

o L(t,Caox) representa la funcion de liberacion de farmaco, donde Cg,, €S la
concentracion de DOXO.

El crecimiento de los tumores ocurre desde la transformacién de la primera célula hasta
la existencia de billones de células cancerosas. Después de treinta multiplicaciones (1

billon de células) el tumor es detectable como una masa (1 cm), ver Figura 3 [20].
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Figura 3. Proliferacion de células cancerigenas [20].

Por lo que la funcion que describe el crecimiento tumoral se puede expresar de la siguiente
manera:

Co= VyxeP Tt — q (12)

donde:

Vy es el volumen diagndstico,

eP*Tm)t  denota un crecimiento exponencial dependiente de la perfusion y de la tasa
metabdlica en el tiempo.

ac es la accion citotoxica del farmaco.

La degradacion de los hidrogeles, se expresa con una exponencial negativa, ya que la
degradacion tiene este comportamiento. Donde al inicio se tiene una velocidad de

degradacion rapida y conforme pasa el tiempo esta va disminuyendo.

1
D = Vy* e ¢4 %« Sin(P + Ty) +d, (13)
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donde:

Vy es el volumen del hidrogel,

La liberacion de farmaco se denota por un comportamiento de una funcion de tangente

hiperbdlica, la cual depende la concentracion del farmaco y la densidad del hidrogel.

— Cdox (14)
Ly = pH*tanh( , )+ a,

donde:
PH es la densidad del hidrogel,

a es el factor de correccion.

Suponiendo la coexistencia de células cancerigenas en un volumen determinado, donde el
sistema evoluciona y el volumen tumoral varia con el tiempo. Conjeturando idealmente
que la quimioterapia hace su efecto, entonces existe una reduccién del volumen, V., el

cual esta definiendo por la siguiente ecuacion:

Ve = D(t, Caonr acr f) — Ce(t, P, Ty) + Le(d, Caon, ) (15)
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4. MARCO TEORICO

4.1 Materiales inteligentes

Los materiales inteligentes son aquellos que responden a estimulos exteriores,

permitiendo que se modifiquen sus propiedades e incluso hasta su forma [21].

Existen diferentes tipos de materiales inteligentes, estos se pueden clasificar segun su
respuesta frente al estimulo que reciben, se observa un cambio en su forma, o en alguna
de sus propiedades como la conductividad eléctrica o la viscosidad, permitiendo que estos
materiales puedan ser utilizados como sensores o como actuadores [21].

Las aplicaciones que se le pueden dar a estas estructuras inteligentes se pueden encontrar
en casi todos los campos tecnoldgicos, como en la industria aeroespacial, automocion,

biomedicina etc. [22].

4.2 Polimeros

Etimoldgicamente, la palabra polimero proviene del término griego Polymerés que se
divide en los términos Poly (muchas) y Meros (partes), que significan conjuntamente
constituido o formado por muchas partes. Quimicamente, un polimero es una red de
macromoléculas constituidas por una gran cantidad de enlaces carbono-carbono con la

presencia de diferentes grupos funcionales [23].

Estas moléculas de gran tamafio, constituidas por eslabones organicos denominados
monomeros se encuentran unidos por enlaces covalentes, son las que forman lo que se

conoce como materiales plasticos y también los tejidos de los seres vivos [23].

Existen diferentes maneras de clasificar los polimeros, segln su origen o su estructura de

cadena (ver Figura 4) [23]. Estas estructuras se pueden dar de las siguientes maneras:
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e Lineal, estan formados por la repeticion del mismo tipo de union.
e Ramificado, cuando existen cadenas laterales unidas a la principal.

e Entrecruzado, cuando existen enlaces entre cadenas vecinas.

o A - ol
C\’{"f{\j—‘?; .’-1-."\'«"\
4 YO

A\,
O, ‘
*'C'i) -0_.. ™ ¢

(a) (b) ©

Figura 4. Estructuras de cadenas poliméricas, (a) polimerizacion lineal, (b)
Polimerizacion ramificada, (c) polimerizacion entrecruzada [24].

<

Hay dos clases de polimeros segun su origen, los que produce la naturaleza denominados
biopolimeros que provienen directamente del reino animal o vegetal como pueden ser las
proteinas, el caucho natural, etc. Y los que son producidos de manera artificial
denominados sintéticos o industriales, los cuales se obtienen por sintesis, ya sea en una
industria o un laboratorio, que, a su vez, se pueden clasificar como termoplasticos o

termorrigidos, segun su comportamiento al ser calentados [23].

e Termoplasticos, son aquellos que al calentarse se ablandan o funden, y son
solubles en disolventes. Estan formados por moléculas de cadena larga sin
ramificaciones, y sus enlaces no se modifican radicalmente cuando la temperatura
aumenta, razon por la que al ser sometidos a altas temperaturas, enfriados y
después recalentados, el comportamiento del polimero no se ve afectado [23].

e Termorrigidos, son aquellos que al calentarse se descomponen y no pueden
fundirse ni solubilizarse. Estan formados por estructuras tridimensionales con
reticulacion, este reticulado no permite que estos polimeros sean reprocesados una

vez que han sido conformados [23].
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4.2.1. Polimerizacion

Se denomina polimerizacidn al proceso de llevar a cabo una reaccion quimica para obtener
polimeros. En este proceso se produce la reaccién de miles de monémeros que pasan a
formar parte de una larga cadena macromolecular. Existen dos maneras de llevar a cabo
estas reacciones; polimerizacion por adicién o crecimiento de cadena y polimerizacién

por condensacion o crecimiento por pasos [25].

4.2.2. Polimerizacién por condensacion

La polimerizacion por pasos (condensado) se produce entre mondmeros que ademas
poseen grupos funcionales y se agrupan individualmente o conjuntamente, los grupos
funcionales extras son compuestos intermediarios que pueden terminar aislados al final
del proceso como subproductos, y debido a que hay menos masa en el polimero resultante
que en los mondmeros originales, se dice que el polimero esta condensado [25].

4.2.3. Polimerizacién por adicion

La polimerizacién por adicion ocurre si la molécula completa del mondémero base forma
parte del polimero final, esto, sin haber formado subproductos y los polimeros resultantes
se denominan policondensados [26]. En este proceso se genera una especie reactiva a
partir del monémero base, la cual participa en una reaccion que la autoconsume generando
otra especie reactiva similar, de modo que cada reaccion es recursiva. Las especies

reactivas pueden ser radicales, cationes o aniones [26].

4.2.4. Polimerizacion por adicién radicalar

Consiste en la descomposicién de un iniciador para la formacién de los radicales libres.

Estos pueden producirse por efecto térmico o agentes quimicos. Asi, la accién de los
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radicales libres sobre los monémeros, es la formacion de monémeros activados para la

formacion de las cadenas poliméricas [27]. Se suceden las siguientes etapas:

1. Descomposicion del iniciador (1), formando dos radicales libres (R).
2. Etapa de propagacion, nuevos monomeros se van uniendo a la cadena principal.

3. Etapa de terminacion, dos cadenas largas radicélicas se unen.

Descomp. Iniciador [ - 2R

Iniciacion Re+M—> RMe
Propagacion RM,_;*+ M —= RM,
Terminacion RM,, « + RM; = Polimero(My, )

4.2.5. Copolimerizacion

Es el proceso de polimerizacion en el cual se utilizan dos 0 mas monomeros, por lo que
fabricar copolimeros suelen ser méas complejos debido a que estan formados por mas de
un mondmero, lo que hace que estos puedan variar en su composicion y en su longitud de

secuencia [25].

Los copolimeros son estructuras poliméricas formadas a partir de distintas clases de
monomeros. Usualmente estan constituidos por minimo dos clases diferentes de
monomeros y maximo por tres. Estos, se clasifican segun su secuencia de ordenamiento
como copolimeros de bloque, de injerto o al azar. Dicha clasificacion se encuentra

representada en la Figura 5 [25].
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Copolimero de bloque

Copolimero de injerto

Copolimero al azar

Figura 5. Tipos de copolimeros [25].

4.3. Polimeros inteligentes

Los polimeros inteligentes son aquellos que experimentan cambios predecibles en sus
propiedades fisico-quimicas en respuesta a estimulos como la temperatura, el pH, la luz,
el campo eléctrico, el campo magnético, etc. Este comportamiento de estimulo-respuesta
ha impulsado el desarrollo de nuevas aplicaciones en distintos campos como la
biotecnologia, la biomedicina, las tecnologias electrénicas, etc. Por lo que en las Gltimas
dos décadas los polimeros inteligentes han tomado un papel importante en la investigacion

cientifica debido a los resultados prometedores que se han demostrado [21].

4.3.1. Polimeros reticulados (geles)

Son polimeros que poseen todas las caracteristicas normales de los solidos tales como

estabilidad de forma, resistencia a cortadura, etc. pero con la propiedad de absorber
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disolventes e hincharse hasta dimensiones mucho mayores que su tamafio en seco. El
hecho de que estos geles sean solidos permeables al disolvente se debe a la combinacion
de un solido y un liquido en equilibrio, debido a la interaccion entre los dos componentes
y por la estructura tridimensional de las cadenas poliméricas. Los geles se clasifican entre
los geles fisicos y geles quimicos, los primeros se forman por crecimiento de agregados

conectados fisicamente, y los quimicos se forman mediante enlaces covalentes [21].

Los geles inteligentes se clasifican en dos grupos en funcion de la naturaleza de sus
polimeros. El primer grupo consiste en polimeros no cargados, estos forman enlaces de
hidrégeno (hidrogeles) con las moléculas de agua. Un incremento de temperatura o por el
cambio de fuerza idnica, ocasiona perturbaciones de los enlaces de hidrégeno causando
separaciones de fase o contracciones en el gel. Ejemplos de este grupo son:
poli(Nisopropilacrilamida), poli(N-vinilpiperidina), poli(N-vinilcaprolactama) etc. El
segundo grupo consiste en polimeros cargados, por lo que en medios acuosos suelen ser
solubles o se encuentran en su forma de gel hinchado. En estos geles, cuando ocurre un
cambio de pH de medio o cuando se adicionan iones de bajo peso molecular, la repulsion

entre los segmentos poliméricos se reduce y esto conduce a separaciones de fase [21].

4.3.2. Hidrogeles

Los hidrogeles son redes poliméricas hidrdéfilas tridimensionales de cadenas flexibles, y
pueden ser de origen natural o sintético. Su propiedad de hidrofilia se debe a grupos como
hidroxilo (-OH), carboxilo (-COOH), amida (-CONHy>) y sulfénico (SOzH), a lo largo de
las cadenas poliméricas. Estan caracterizados por su extraordinaria capacidad de absorber
aguay otros liquidos. Su rango de absorcion puede abarcar miles de veces su peso en seco.
La flexibilidad de las cadenas de un hidrogel hace posible que se deformen para permitir
la entrada de moléculas de disolvente dentro de su estructura. Por lo que, los hidrogeles

han recibido atencion considerable a una amplia gama de aplicaciones, sobre todo en los
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medicamentos como sistemas de liberacion controlada y/o sostenida de principios activos,
sistemas terapéuticos biodegradables, lentes de contacto e implantes, entre otros [28],
[29].

Estos materiales se obtienen mediante polimerizacion y entrecruzamiento simultaneo de
uno o varios monoémeros. Las caracteristicas de estos mondmeros (tipo de grupos que lo
forman) y el grado de entrecruzamiento determinan las propiedades de hinchamiento del
hidrogel, y por tanto su aplicabilidad. En la mayoria de los casos, un solo monémero no
proporciona al mismo tiempo buenas propiedades mecénicas y gran retenciéon de agua,
por ello es necesario recurrir a la copolimerizacion [29]. Para la sintesis de los hidrogeles,
ademas de requerir de los elementos habituales para cualquier reaccion de polimerizacion,
tales como el disolvente, mondémero o mondmeros Y el iniciador, también se necesita de

un agente entrecruzante, que va a ser el responsable de la estructura reticulada del gel [29].

4.3.3. Hidrogeles como sistemas de liberacion de farmacos

Desde el punto de vista de los materiales, la tendencia es obtener materiales poliméricos
de estructura reticulada que sean capaces de cargar el principio activo y a la vez de
responder a estimulos del ambiente para conseguir que puedan liberar de manera
controlada su carga. Con el objetivo de mejorar la administracion de los farmacos,
conseguir una disminucion de la solubilidad, la degradacion, el tiempo de circulacion en
el torrente sanguineo, asi como reducir la toxicidad o controlar la penetraciéon de los

farmacos a través de las barreras bioldgicas [28], [8].

Entre los polimeros, los hidrogeles cuentan con las propiedades para ser cargados con
medicamentos como principio activo. Por ser biocompatibles y presentar propiedades de
hinchamiento en medio acuoso, entre otras caracteristicas de interés, es lo que los perfila

como una buena opcion para ser usados en la liberacion controlada de medicamentos [8].
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4.3.4. Hidrogeles base DMA-VCL

Los hidrogeles a base de los monoémeros DMA y VCL son fuertes candidatos para la
fabricacion de materiales inteligentes, debido a las propiedades responsivas que estos

pueden proporcionar.

La N,N-dimetilacrilamida (DMA) es uno los mondémeros mas utilizados para la sintesis de
los hidrogeles sensibles a la temperatura, donde se ha demostrado que la adicion de este,
en combinacidn con otros, incrementa la capacidad de absorber agua de los hidrogeles a
temperaturas mayores de 20 °C, y al desplazar la temperatura de transicion hacia valores
mayores de 32 °C disminuye la velocidad de liberacion de agua [30]. Para su sintesis, la
DMA se utiliza como agente reticulante, ya que la molécula contiene grupos reactivos que
permite injertar diferentes grupos laterales a la cadena de principal [31]. La estructura

quimica de la molécula N,N-dimetilacrilamida se observa en la Figura 6.

Grupo vinil
JJ\ /CH3

Amida
terciaria

CH3

Figura 6. Estructura quimica del monémero N,N-
dimetilacrilamida (DMA) [32].

El N-vinilcaprolactama (VCL) es otro mondémero prometedor que se utiliza para el disefio
de hidrogeles termoresponsivos debido a su biocompatibilidad y su temperatura de
solucion critica de 32—38 © C, cerca de la temperatura fisiologica. Al igual que la DMA,
la VCL es un agente reticulante, ya que también su molécula contiene grupos reactivos
que le permite producir una reaccién en cadena [33]. Su estructura quimica se muestra en

la Figura 7.

36



Carbonilo

Vinil

Figura 7. Estructura quimica del monémero
N-vinilcaprolactama (VCL) [32].

¢ Iniciacion de la polimerizacion mediante radicales libres:

Para llevar a cabo la sintesis de hidrogeles a base de los mondémeros DMA y VCL
mediante radicales libres, se requiere de un compuesto iniciador como el
azobisisobutironitrilo (AIBN). Los azocompuestos de la molécula del AIBN se
descomponen mediante el incremento de temperatura, pues a unos 70° C el nitrégeno es
liberado y se forman dos radicales 2-cianoprop-2-il, el esquema de la reaccion se puede
observar en la Figura 8 [26]. Esta descomposicion de la molécula ocurre a los 65°C en

tolueno y a partir de los 50°C en benceno [34].

HsC  CHs CHs
N <
\\C - N\,f\>< NEN + 2 H3C

N A
N7 Ca

c
~
HeC CHg N N\

Figura 8. Mecanismo de reaccion del AIBN [26].

e Entrecruzamiento:

El monomero dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA) es un metacrilico difuncional
insoluble en agua que se utiliza como agente de entrecruzamiento de copolimeros, sobre
todo en algunos hidrogeles que se usan como lentes de contacto y materiales absorbentes.

Tan solo 2 ppm de material activo aumenta el médulo de dureza, asi como mejora la
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resistencia al conjunto de compresiones (esencialmente aumentando la unidad de
reticulacion). Niveles mas altos de EGDMA continuarian aumentando la dureza y el
maodulo al mismo tiempo que plastifican la goma. Por lo que se pueden fabricar compuesto
de alto durémetro con excelentes propiedades elastoméricas [35]. Su estructura quimica

se muestra en la Figura 9.

CHs 0
O CHs;

Figura 9. Estructura quimica del iniciador EGDMA [32].

4.4. Técnicas de caracterizacion de polimeros.

4.4.1. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La DSC permite conocer las transiciones de fase que sufre una muestra cuando es
sometida a calentamiento, esto permite la identificacion cualitativa y cuantitativa de las
fases del material estudiado. También, se puede conocer informacion como el tiempo de
degradacidon y hacer un estudio de los procesos térmicos acumulados por el material [36].
La técnica se basa en someter dos crisoles, usualmente de alimina, a una rampa de
temperatura especifica mediante la cual se va suministrando energia calorifica al sistema,
el cual consta de un crisol vacio y otro que contiene la muestra. Los crisoles se conectan
en serie y por tal razon es posible utilizar el crisol vacio como referencia para ir detectando
las variaciones de temperatura en el crisol con la muestra, como se observa en la Figura
10. Cuando la muestra experimenta algun tipo transicién de fase o transicion vitrea el calor

agregado o cedido por la muestra se puede registrar como consecuencia de las reacciones
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endotérmicas o exotérmicas que tienen lugar en la muestra al momento de la transicion.

El control del horno y analisis de datos se realiza a través de una computadora [37].

Muestra Referencia

@r__ T

i L L1

t[_l
»

W (T Ty) (T, -T5)

Tm T
T
Figura 10. Esquema de las células de un equipo de DSC [38].

Cada célula del sistema est& equipada con un termopar de alta sensibilidad para la medida
de la temperatura, y con una resistencia que se encarga de mantener la célula a la
temperatura programada Tp. Las temperaturas instantaneas Tr y Tm se miden para luego
compararlas con el valor de Tp [38]. Por lo que, la energia suministrada por el sistema a
cada una de las células es una funcién lineal de la diferencia entre la temperatura

instantanea de cada célula y la temperatura programada:

Em =Wm (Tm — Tp) (16)

Er =Wr(Tr — Tp) (17)

Siendo Em y Er las energias suministradas al sistema, Wm y Wr constantes del sistema
que dependen de las caracteristicas del material, de su masa y de su capacidad calorifica
[38].

La aplicacion de la técnica DSC es ampliamente utilizada para caracterizar materiales
poliméricos [38]. Algunas de estas aplicaciones son:

» Determinacion de la entalpia de un proceso en funcion de la temperatura.

* Determinacion de pureza de los compuestos.

» Estudio de la estabilidad a la oxidacion.
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» Determinacion del porcentaje de cristalinidad de polimeros parcialmente cristalinos.

» Célculo de la temperatura de transicion vitrea.

» Estudio de cinéticas de reaccion: calculo de la energia de activacion aparente, orden de
reaccion, constantes de velocidad.

»  Determinacion del calor especifico.

+ Estudio de procesos de envejecimiento.

* Rangos de temperaturas caracteristicas.

» Estudios de compatibilidad entre polimeros.

4.4.2. Analisis térmico gravimetrico (TGA)

El analisis termogravimétrico consiste en medir el peso de una muestra duramente un
proceso de calentamiento. El equipo consta de un horno, una balanza, un soporte para
crisol, un crisol y un termopar. ElI material del crisol es normalmente de alumina

haciéndolo resistente y estable a altas temperaturas [38].

Balanza

5

Entrada gas Salida gas
de proceso \I,\ > de proceso
Termopar ___] —
CD <«— Crisol con muestra
Homo— i

Figura 11. Esquema del equipo de analisis
térmogravimétrico (TGA) [38].

El horno es llenado con un flujo constante del gas oxidante y se calienta con un perfil de

temperaturas predeterminado. La informacion que se obtiene es la ganancia o perdida de
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peso causado por los cambios quimicos y fisicos de la muestra analizada, como una

funcion del tiempo o temperatura [38].

La técnica de TGA se puede trabajar en tres distintas configuraciones dependiendo del

perfil térmico aplicado que puede ser isotérmico, cuasi-isotérmico y dindmico [39].

Las curvas termogravimétricas obtenidas al medir los cambios de masa dada una
temperatura especifica del perfil térmico proporcionan informacion respecto a la
estabilidad térmica, la composicién de la muestra, de compuestos intermedios y del
producto final de muestra residual. Por otro lado, en estudios sobre degradacion térmica,
el TGA puede servir para conocer la estructura molecular y la disposicion de las unidades

repetidas o la existencia de dobles enlaces [39].

Ahora, por comparacion es posible hacer una identificacion cualitativa, ya que cada tipo
de polimero presenta una diferente estabilidad térmica. Asi, es posible la diferenciacién
entre polimeros de acuerdo a sus caracteristicas de descomposicion, rango de
temperaturas, velocidad o energia de activacion. Por otro lado, existen polimeros que no
muestran diferencias tan marcadas haciendo més dificil su identificacion. Ademas, la
estabilidad térmica de un compuesto puede verse afectada por la presencia de otros

compuestos y por ello estos procedimientos no son muy utilizados [38].

Finalmente, por curvas especificas es posible la identificacion de compuestos dentro de
una misma familia, debido a que se pueden utilizar los datos suministrados por las curvas
termogravimétricas para este propoésito. Asi, la informacion utilizada puede ser la forma
de la curva TGA, la temperatura a la cual hay maxima velocidad de pérdida de peso, el

porcentaje de pérdida de peso y la relacion entre las alturas de los saltos [38].

4.4.3. Espectroscopia infrarroja (IR)

En 1800, la radiacion infrarroja fue descubierta por Sir William Herschel. Dicho
descubrimiento surgio del estudio que Herschel hizo de un haz de luz que pasaba a lo largo
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de un prisma y era dispersado en las componentes tipicas del arcoiris que corresponden
con el espectro del visible, ver Figura 12. Herschel observo que al medir la temperatura
en cada color desde el azul hasta el rojo habia un incremento de esta, luego al seguir
midiendo la temperatura mas alla del rojo encontré que seguia habiendo un incremento,
el cual asocio a la existencia de lo que llamé rayos no calorificos, ya que el ojo humano
no es capaz de percibir este tipo de radiacion debido a que tipicamente sélo responde
dentro del rango de las longitudes de onda que van desde los 350 nm a los 750 nm. Dichos

rayos después se conocerian como rayos infrarrojos (rayos IR) [40].

rayos rayos Onda corta
rayos ultra ’ } . r'M TV AM
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Figura 12. Espectro electromagnético con el espectro visible desglosado [41].

El espectro IR se divide en tres regiones: infrarrojo cercano (NIRS) que permite el estudio
de vibraciones armoénicas o combinadas, infrarrojo medio (MIRS) que se usa para el
estudio de vibraciones fundamentales y de rotaciones vibracionales de pequefas
moléculas e infrarrojo lejano (FIRS) que es para el estudio de &tomos pesados (vibraciones
de la red). Estas regiones en términos de sus longitudes de onda tienen los siguientes
rangos: para el NIRS va de los 0.7 pm a los 2.5 pm, para el MIRS va de los 2.5 pm a los
25 um y finalmente para el FIRS va de los 25 pum a los 300 um [40].

La espectroscopia se ocupa del estudio de la interaccion radiacion materia, para el caso de

los rayos IR dicha interaccion se da por la existencia de polaridad en los enlaces quimicos
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de una molécula, es decir, si no hay polaridad (momento dipolar) en las moléculas a
estudiar la interaccion de los rayos IR y la muestra permanece inactiva, no se puede

generar ningun espectro IR proveniente del material en estudio. [40].

4.5. Farmaco antraciclico

La doxorrubicina (DOXO) se obtuvo inicialmente de los cultivos de la variedad caesius
de Streptomyces paucetius, esta cepa fue creada por Arcamone et al. en 1969 mediante
mutacion de una cepa productora de daunorrubicina, precursor inmediato en la ruta de
biosintesis de DOXO [42]. La DOXO es un antibidtico citostatico de la familia de las
antraciclinas, y es la mas utilizada para tratamiento quimioterapéutico en pacientes que se
encuentran en fase de cancer avanzado, como podria ser la metastasis hepética. Sin
embargo, se encuentra limitada por su toxicidad que puede impedir la dosificacién

adecuada o incluso conducir a la resistencia a otros medicamentos antraciclicos [43].

4.5.1. Propiedades

La DOXO es un glucosido con caracter anfétero, ya que por un lado posee grupos
fendlicos del anillo que le aportan caracter acido y por otro lado presenta una funcion
béasica en el anillo de amino-azucar. El sistema de anillo tetraciclico le aporta a la molécula
caréacter lipofilico, pero el extremo saturado del sistema de anillos contiene varios grupos

hidroxilo adyacentes a la amino-azucar, los cuales forman un centro hidrofilico [44].

La DOXO y muchas antraciclinas comparten restos agliconico y azucar. La aglicona
consiste en un anillo tetraciclico (responsable del color rojo tipico de las antraciclinas) con
grupos quinona-hidroquinona adyacentes en los anillos C-B, un sustituyente metoxi en C-

4 en el anillo D, y una cadena lateral corta en C-9 con un carbonilo en C-13. El azucar,
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Ilamado daunosamina, se une mediante un enlace glucosidico al C-7 del anillo A y se

compone de un resto de 3-amino-2, 3, 6- tridesoxi-L-fucosiltransferasa (Figura 13) [45].

‘.\\\\ NH;
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Figura 13. Estructura quimica de la doxorrubicina (DOXO) [46].

La aglicona policiclica es esencial para la intercalacion de la DOXO entre las hebras del

ADN, estabilizada por la amino-azUcar por interacciones electrostaticas con los grupos

fosfatos cargados negativamente [44].

Algunas de las propiedades fisicas y quimicas que tiene la DOXO se presentan en la

siguiente tabla:

Tabla 2. Propiedades fisicas y quimicas de la DOXO.

Férmula condensada

C27H20NO11

Peso molecular

543.52 g/mol.

Estructura fisica

Solido cristalino

Color Rojo
Punto de fusion 230°C
Coeficiente de particion octanol/agua logKow=1.27

Alta Solubilidad

Agua (2600mgL1) a 25°C
Etanol
NaOH 0.1 M

Moderada Solubilidad

Metanol Anhidro

Insolubilidad

Solventes organicos no polares
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4.5.2. Mecanismo de accion.

El farmaco actta enlazandose a los acidos nucleicos, mediante el intercalado especifico
del nucleo de la antraciclina planar con la doble hélice del ADN. Inhibe asi la biosintesis
de &cidos nucleicos, dificultando el avance de la enzima topoisomerasa Il (enzima
encargada de desenrollar el ADN en la transcripcion), alterando la estructura del ADN e
impidiendo que se replique, en consecuencia, esto termina provocando el bloqueo de la

sintesis de nuevo material genético y su reparacion [47], [48].

Otros mecanismos de accién son los implicados en la formacion de radicales libres
hidroxilos, que propician la fragmentacion del ADN, el efecto alquilante y la peroxidacion
de lipidos celulares. Asi mismo, también parece responsable de la union a proteinas de la
membrana celular originando sobrerregulacion del receptor del factor epidérmico de
crecimiento e inhibicion de la transferrina (proteina encargada de transportar el hierro en
el plasma) [48]. El metabolismo de esta molécula también genera radicales libres de
oxigeno que causan dafio al ADN que puede dar lugar a mutaciones si no se repara
adecuadamente [45].

4.5.3. Administracion.

La DOXO se administra por via intravenosa (V) e intravesical, la cual puede ser por
inyeccion durante unos minutos, por perfusion corta de hasta una hora o continua de hasta
96 horas. La solucion se administra mediante un sistema de tubo de flujo uniforme para
perfusién intravenosa con una solucién inyectable de cloruro de sodio a 9 mg/ml (0.9%)
0 con una solucion inyectable de dextrosa a 50 mg/ml (5%) durante 2-15 minutos. No
debe administrarse via oral ya que se inactiva en el aparato digestivo, asi como la via
subcutanea, intramuscular o intratecal no son adecuadas por la necrosis tisular producida

por extravasacion [48].
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La posologia depende del tipo de tumor, de la funcion hepética y de la quimioterapia. La
eficacia es equiparable en dichos esquemas, aunque la pauta semanal esta asociada con
una menor toxicidad cardiaca. Las pautas posologicas empleadas en combinacion con
otros farmacos oscilan entre los 40 y los 60 mg/m? de superficie corporal cada tres o cuatro
semanas en perfusion continua de 30 a 60 minutos. En pacientes que no pueden recibir la
dosis completa, por ejemplo, en caso de inmunosupresién o edad avanzada, las dosis

recomendadas son de 15-20 mg/m? de superficie corporal por semana [48], [45].

4.5.4. Efectos adversos.

Los efectos cronicos de la DOXO son irreversibles y devastadores para el paciente,
inicialmente se presentan nduseas y vomitos en el 80% de los pacientes durante las
primeras 24 horas, pudiendo llegar a ser muy severos; la administracion de dosis bajas
semanales o infusion continua disminuyen significativamente las nauseas y vomitos
respecto al bolus intermitente. Diarrea, mucositis (estomatitis y esofagitis) 5-10 dias
después de la administracion, con posible aparicion de ulceraciones [49], miocardiopatia

toxica (aguda o crénica) e insuficiencia cardiaca congestiva en Ultima instancia [45].

4.6. Técnicas de caracterizacion de la DOXO.

La DOXO tiene propiedades espectroscopicas que permite determinar su concentracion
en disolucién, esto puede ser posible mediante un equipo de absorcion de radiacién
ultravioleta-visible (UV-Vis). El espectro UV-Vis reportado para la DOXO presenta dos
picos maximos de absorcion, 232 nm y 490nm, siendo el Gltimo el caracteristico para la
absorcion de la DOXO [50]. De igual manera, la espectroscopia Raman tiene un gran valor
en el area de investigacion de la farmacologia, ya que mediante el uso de esta técnica es

posible determinar su composicion quimica [51].
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4.6.1. Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis).

La espectroscopia UV-Vis se basa en el analisis de la cantidad de radiacion
electromagnética (en el rango de longitudes de onda del ultravioleta y visible) que puede
absorber o transmitir una muestra en funcion de la cantidad de sustancia presente [52].
Todas las técnicas de absorcion suponen que cuando una radiacion incide sobre una
muestra se produce una absorcion parcial de esta radiacion, el resto de radiacion es
transmitida. Asi analizando una u otra se puede relacionar la cantidad de especie activa

presente en la muestra [52]. De la relacion de Planck-Einstein (18):

AE = E; —Ey = hv (18)

AE es caracteristico de cada sustancia, lo que proporciona un analisis cualitativo de un

analito en una muestra [52].

La proporcionalidad entre intensidad de luz absorbida o transmitida y la concentracion de

analito viene definida por la ley de Lambert-Beer [52].

La ley de Lambert-Beer (19) permite relacionar la intensidad de luz entrante en un medio
con intensidad saliente después de que en dicho medio se produzca absorcién. Se cumple
para cualquier proceso de absorcion en cualquier zona del espectro y se basa en que cada
unidad de longitud a través de la cual pasa la radiacion absorbe la misma fraccién de
radiacion [52]. Donde dicha relacion entre ambas intensidades se puede expresar de la

siguiente manera:

—= 1074 (19)

donde Iy, lo, son las intensidades saliente y entrante respectivamente, y A es la absorbancia
[52].

Tomando logaritmos y reorganizando se obtiene la siguiente ecuacion:
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A= —logwl—1 (20)
Iy
Si tenemos una sustancia cualquiera, que absorbe en el rango ultravioleta-visible, debido
a su configuracion electrénica no lo hara a una Unica energia, sino que podra absorber en
un rango de energias con distinta eficiencia en cada una de ellas, esto da lugar al espectro
de absorcion de esta sustancia que indica la intensidad de luz absorbida de cada longitud
de onda o energia, como se muestra en la Figura 14 [52].
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Figura 14. Ejemplo de un espectro que indica la intensidad de luz absorbida para cada energia.

Asi, cada sustancia tiene un espectro de absorcion caracteristico que dependera de la

configuracion electronica de la molécula, &tomo o ion [52].

4.6.2. Espectroscopia Raman

La espectrometria Raman es una técnica con aplicacion en diversas areas investigacion
tales como la farmacologia, quimica de materiales, procesamiento de alimentos, pero
sobre todo ha tenido un gran impacto en el area de aplicaciones biomédicas ya que ayuda
a estudiar la composicién quimica in vivo e in vitro de algunos tejidos [51]. Debido a la
gran cantidad de informacion quimica que brinda, y al ser una técnica de analisis no
destructiva, permite analizar compuestos organicos e inorganicos, ya sean de especies
volatiles o no volatiles, asi como examinarlos a menudo in situ, ya sea utilizando

recipientes de vidrio, plasticos transparentes o bolsas de prueba [51].
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El fundamento fisico de la técnica consiste en la dispersion ineléstica de una fraccion de
luz incidente de la muestra, la cual sufre un cambio de frecuencia debido al intercambio

de energia con la meteria de dicha colision, segun la ecuacion de Planck (21) [53].

AE = hAv (21)

donde h es la constante de Planck y v la frecuencia del haz de luz incidente.

Un haz de luz monocromatico de frecuencia v, es incidente sobre la muestra. La mayor
parte de la luz dispersada presenta la misma frecuencia de la luz incidente (dispersion
Rayleigh), la cual no aporta informacion alguna sobre la composicién de la muestra; pero
una fraccion muy pequefia presenta un cambio de frecuencia, esta radiacién proporciona
informacidn sobre la composicién molecular de la muestra y se le conoce como dispersion
Raman [54]. Estos cambios de frecuencia son caracteristicos de la naturaleza quimica y el
estado fisico de la muestra por lo que permite identificar distintos compuestos y

caracteristicas moleculares [55].

El efecto de la técnica se puede describir como una excitacién de la molécula a un estado
de excitacion virtual emitiendo un foton con el fin de regresar a un estado fundamental; si
el choque ha sido inelasticamente entonces podemos decir que en proceso ha ganado o
perdido energia, es decir, no volvera exactamente al mismo estado si no que se encontrara
en un estado vibracién o rotacional distinto a la inicial [54]. El esquema de las

representaciones energéticas se puede apreciar en la Figura 15.
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Figura 15. Representacion energética de las diferentes posibilidades de dispersién al incidir un foton sobre la
muestra. El grosor de la linea es proporcional a la fuerza de la sefial de las diferentes transiciones [54].

Segun la frecuencia de los fotones dispersados se pueden distinguir los siguientes casos
representados:

o Dispersion Rayleigh: el choque es eléstico, la frecuencia del foton incidente y
emitido es la misma, por lo tanto, no existe ninguna variacion energética. Este
proceso no demuestra alguna informacidn espectroscépica de la muestra [55].

e Dispersion Raman-Stokes: cuando el choque es inelastico la frecuencia del foton
es menor pues ha transferido energia a la molécula, la cual se encuentra en un
estado vibracional o rotacional superior a la inicial [55].

e Dispersion Anti-Stokes: ocurre cuando existen choques inelésticos, pero con
frecuencias mayores a las del foton, en este caso la molécula no se encuentra en
un estado fundamental ya que, al proporcionar energia al foton, decae al estado de

minima energia [55].

El equipo consta de generalmente 4 componentes diferentes:
1) Fuente de excitacion.
2) Sistema de iluminacién de la muestra.
3) Sistema de seleccion de longitud de onda.
4) Detector.
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El equipo dispone de tres fuentes de excitacibn monocromaticas intercambiables, con
distinta longitud de onda, de manera que sea posible obtener distintos espectros
dependiendo de la longitud de onda incidente. La radiacion se guia mediante una fibra
Optica de excitacion y se focaliza en la zona de la muestra que se desea analizar [54]. Se
recoge la luz dispersada sefial Raman y se guia de nuevo mediante fibra dptica hasta el
detector multicanal, el cual emplea un espectrografo con el objetivo de separar las distintas
longitudes de onda y que sean detectadas simultdneamente mediante el detector CCD. El

esquema del funcionamiento del equipo se aprecia en la Figura 16.
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Figura 16. Esquema del funcionamiento del equipo Raman [54].

Para obtener informacion molecular de la muestra, son analizados los niveles de energia
vibraciones pues son caracteristicos de los atomos del enlace, de su entorno y
conformacién; estos niveles tienen frecuencias de resonancias caracteristicas, las cuales
son funcion de la masa de las moléculas y la fortaleza de sus enlaces. En la espectroscopia
Raman no es necesario un cambio en la polarizabilidad de las moléculas de la muestra; lo
que permite obtener informacion espectral complementaria sobre moléculas

homonucleares [56].

Un espectro Raman es una interpretacion de la intensidad de la luz dispersada vs el nimero
de onda, obsérvese la Figura 17, la banda central corresponde a la dispersion Rayleigh, a
la misma frecuencia que el fotdn incide y de gran intensidad, a cada lado de ella se sitlan

de manera simétrica las bandas Raman-Stoke y Raman Anti-Stoke.
51



4 Stokes Anti-Stokes w=—p
- (x10)

+912.7 912.7
1.5 4 +904.4 904.3
e 843

Rayleigh
(Laser)

Intensidad (u.a.)
1

L

0 T T T |
1000 500 0 -500 -1000

Longitud de onda (cm™")

Figura 17. Espectro obtenido de la técnica de espectroscopia Raman
graficando la intensidad contra nimeros de onda [56].

El nimero de onda se relaciona con la longitud de onda a través de la siguiente expresién
(22):

- v
T===- (22)
C

N

donde A es el numero de onda de la luz incidente, esta magnitud por lo general es

representada en cm™.

En lugar del nimero de ondas de la luz incidente es comun representar en su lugar la
diferencia del numero de ondas entre la luz incidente y emitida, situandose la banda
Rayleigh en el cero. Esto es posible ya que la frecuencia de la luz incidente no modifica
la posicion de los picos en el espectro, aunque la intensidad de la luz dispersada depende
tanto de la intensidad como de la frecuencia de la luz incidente, ademas del tamafio de
particula, densidad de empaqguetamiento (en solidos) y posicidn de observacion [54], [55],
[57]. Todo ello hace posible expresar la ecuacion (23) como:
V—7
v o= @=v) . o) (23)
Donde c es la velocidad de la luz, vo es la frecuencia de la luz incidente y v la frecuencia

de la luz dispersada por efecto Raman. Cabe destacar que, en general, la intensidad de las
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bandas Raman Stokes es mucho mayor que las bandas Raman Anti-Stokes, debido
simplemente a que segln la distribucion de Maxwell-Boltzmann, la mayoria de las
moléculas se encontraran en el estado de minima energia, y no en uno excitado, por lo
tanto, seran mas probables obtener frecuencias menores que el incidente [54], [55], [57].
Cuantitativamente, se puede expresar como la siguiente ecuacion (24):

Ni —AE

No € eKBT

(24)

donde Ni es el numero de moléculas en el estado i, AE la diferencia de energia entre los
estados i y 0, kB la constante de Boltzmann y T la temperatura. Por todo lo comentado
anteriormente, con el objetivo de facilitar la lectura del espectro, se suele representar
Unicamente la banda Raman Stokes en la parte positiva del eje, eliminando ademas la
banda de Rayleigh [54], [55], [57].

4.7. Nanoparticulas de magnetita

En mineralogia, la magnetita es una mena corriente de hierro, se halla diseminada como
mineral accesorio en muchas rocas igneas, en ocasiones formando grandes masas de
mineral y se encuentra clasificada como un material ferromagnético. Los materiales
magnéticos poseen magnetizacion de saturacién, es decir, el magnetismo méaximo al
someterse a un campo magnético externo [58], que para el caso de la magnetita es la mayor
para los 6xido de hierro, reportandose valores, en estado micrométrico, de 92 a 100 emu/g
[59]. Aunque la magnetita es un material que ha sido ampliamente estudiado debido a sus
multiples aplicaciones, actualmente sigue siendo investigada, particularmente debido a
gue este 6Oxido a tamafio nanométrico presenta propiedades Opticas, eléctricas y
magnéticas diferentes a las encontradas en escala micrométrica o superior, siendo

susceptible a nuevos estudios y usos [58].
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4.7.1. Propiedades y estructura

Quimicamente la magnetita, FesO4 es un Oxido mixto de hierro; su composicion
corresponde a 27.6% de oxigeno y 72.4% de hierro. Cristaliza en un sistema cubico
centrado en las caras (FFC de oxigenos, a=8.40 A) con estructura de espinela inversa,
como se ilustra en la Figura 18. Su relacidn estequiométrica de cationes puede expresarse
en la forma Fe3*(Fe?*Fe**)O4 con un grupo espacial Fd3m. En su celda unitaria de 56
atomos, 32 de oxigeno y 24 cationes de hierro, de los cuales 16 estan en forma férrica
(Fe**) y 8 en forma ferrosa (Fe*). Los atomos de oxigeno forman una celda unitaria ctbica
centrada en las caras y los cationes de hierro estan alojados en los espacios intersticiales;
las posiciones tetraédricas corresponden especificamente a cationes Fe3* y en las

posiciones octaédricas se alojan cationes Fe®* y Fe?* por igual [60].

® Fe*

® rer

0%

Figura 18. Estructura de espinela inversa de Fe3Os [60].

Otra caracteristica es que las propiedades magnéticas de este tipo de ferrita dependen
fuertemente del tamafio de particula. Cuando las particulas de Fe3O4 se reducen a escala
nanomeétrica, sus propiedades magnéticas decaen: la magnetizacion de saturacion, la
remanencia magnética y la fuerza coercitiva disminuyen drasticamente y, en
consecuencia, las NPs exhiben un comportamiento denominado superparamagnético. Las

particulas superparamagnéticas adquieren cierta magnetizacién cuando se aplica un
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campo magnético externo pero dicha magnetizacién se pierde cuando éste Ultimo es
retirado [60].

4.7.2. Métodos de sintesis

Estos métodos consisten en la obtencion de NPs magnéticas coloidales dispersas y
estabilizadas en un liquido portador y que presentan propiedades de fluido y magnéticas,
siendo actualmente de gran importancia tecnologica por sus diversas aplicaciones [61].

Debido a la facil oxidacién de la magnetita, se requiere de un recubrimiento para lograr
una estabilizacion de las NPs, el cual puede ser mediante moléculas de un surfactante de
cadena larga, como el &cido laurico, acido oleico, polivinilamina y surfactantes de doble
capa [61]. La tarea del surfactante es producir la repulsion entropica necesaria para vencer
la intensa atraccion de Vander-Waals de corto alcance que de otra forma resulta en una
agregacion de particulas y la consecuente inestabilidad coloidal que da lugar a la

precipitacion [61].

Numerosos trabajos han descrito aproximaciones sintéticas eficaces con sus ventajas y
desventajas (Tabla 3) para la produccién de muestras monodispersas y de alta
cristalinidad. Entre todos ellos, los mas empleados se encuentran: coprecipitacion
quimica, descomposicion térmica, Oxido-reduccion e hidrotermal. Otros métodos
interesantes son el pirdlisis laser, la sintesis hidrotermal, la microemulsién y la sintesis

sonoquimica [62].
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Tabla 3. Ventajas y desventajas de algunos de los métodos de sintesis de NPs de dxido de

hierro.

Método de
sintesis

Descripcion

Ventajas

Desventajas

Co-precipitacion
quimica

Este método consiste en
mezclar una disolucion acuosa
de sales de Fe?* y Fe®,
preferentemente a pH basico,
en una atmosfera inerte a
temperatura elevada, y la
implementacion de
surfactantes para producir
soluciones coloidales de Fe3O4
con alta dispersion [58].

Las muestras obtenidas son
directamente hidrofilicas y,
por lo tanto, estables en
medios acuosos.

Cuenta con métodos que le
ayudan a tener mayor
control [58].

El  nlimero de grupos
funcionales presentes en la
superficie para una posterior
biofuncionalizacién es
reducido, complicando la
obtencién de muestras
biolégicamente activas.

Se puede contaminar el
material facilmente [58].

Descomposicion
térmica.

Este tipo de reaccién esta
basado en procesos de
descomposicion de
compuestos organometalicos
de hierro como Fe(cup)s,
Fe(acac)s o Fe(CO)s en
disolventes organicos a altas
temperaturas y en presencia de
dodecanodiol, oleilamina y
écido oleico [63].

La presencia de ese acido

oleico permite la
funcionalizacién de las NPs
de forma covalente y

selectiva [63].

La presencia del &cido oleico
en la superficie confiere un
caracter hidrofobo a las
particulas, haciendo necesario
una segunda etapa de
transferencia a medio acuoso
[63].

Oxido-reduccion

En este método de sintesis se
pueden obtener NPs mediante
la pérdida de los electrones de
un 4tomo y su ganancia por
otro atomo. Asi, se puede tener
el agua como disolvente, la
cual puede actuar como agente
oxidante reduciendo el Hz y

Método de sintesis rapido
[64].

Desperdicio  parcial  del
material cuando se hacen mas
de dos reacciones [64].

Sintesis
hidrotermal.

como agente reductor

oxidando a Oz [64].

Este método consiste en | Permite obtener NPs de | Necesidad de autoclaves de
colocar un liquido | diversas morfologias | elevado costo y la

(generalmente agua) en un
recipiente cerrado (autoclave)
calentado por encima de su
punto de ebullicion, lo cual
genera una presion superior a
la atmosférica. De esta manera
se logra disolver o hacer
reaccionar especies muy poco
solubles en  condiciones
habituales. En la autoclave el
extremo mas caliente disuelve
los nutrientes y el extremo mas
frio sirve para formar los
cristales [65].

inusuales como nanocubos,
particulas elipticas, etc.
Crea fases cristalinas que no
son estables en el punto de
fusién. Es adecuado para el
crecimiento de grandes
cristales de buena calidad,
manteniendo  un  buen
control sobre su
composicion [65].

imposibilidad de observar el
cristal a medida que crece
[65].
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En 1999 Zhu y col. obtuvieron NPs de magnetita de 6nm por el método de co-precipitacion
mezclando FeClsz y FeCl; en relacion molar 2:1, en una disolucion acuosa de hidroxido de
amonio con agitacion vigorosa a 80°C por una hora. Estas particulas fueron recubiertas
con poliestireno, aumentando la estabilidad de la dispersion debido a la modificacién
superficial de las NPs, ya que se incrementa la probabilidad hidrofobica de la superficie.
De esta manera se reduce la agregacion de las NPs, lo cual es deseado para la mayoria de
las aplicaciones [58]. Asi, encontraron que al aumentar la razon de esos iones, el tamafo
de particula se incrementa, y al medir la magnetizacion de saturacion se encontrd que ésta
aumentd con el tamafio de particula (Tabla 4), indicando que puede deberse al

superparamagnetismo [58].

Tabla 4. Valores obtenidos por Zhu et al. al cambiar la razon molar de los iones de
hierro durante la sintesis de coprecipitacion quimica [58].

Raz6n molar de Magnetizacion de VEmElrs e Tamario de
[Fe?/[Fe*] saturacion (emu/g) particula con DRX | particula con TEM
(nm) (hm)
05 37.50 5.9 55
1.0 60.57 12.8 125

Es importante agregar que las NPs de Oxido de hierro que muestran capacidades de
aplicacion biomédica necesitan poseer un tamarfio de nucleo adecuado y monodispersidad,
un didmetro hidrodinamico aceptable, magnetizacién de alta saturacién, alta estabilidad
en medios fluidos bioldgicos, ser biocompatibles y degradables con toxicidad reducida en

una escala de largo tiempo [7].

4.7.3. Toxicidad

La totoxicidad de las NPs de magnetita ha sido ampliamente explorada, y los resultados
han mostrado poca o ninguna toxicidad. Por otro lado, Karlsson et al. (2008) estudiaron
la toxicidad de las NPs (20 y 40 ug/ml ) en lineas celulares de cancer de pulmén humano,
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y no se observaron dafios en el ADN, ni efectos toxicos debido a la produccion de ROS
intracelular; sin embargo, se detectaron pequefias lesiones de ADN de tipo oxidativo [66].

En otro estudio realizado por Mahmoudi et al. (2011) informo que, en el cultivo celular,
las concentraciones de NPs de 40, nm de 500 a 1000 microgramos por mililitro
perjudicaron la proliferacion celular en células de glioma C6 y células neurales primarias,
y en un estudio farmacocinético preclinico y de seguridad, informaron que las NPs
mostraron localizacién endosomal-lisosomal que indica la via de desintoxicacion celular
normal [67]. Sin embargo, se han realizado estudios de toxicidad a diferentes dosis y en
diferentes especies: ratas, perros, monos y conejos, lo que demuestra que la toxicidad por
hierro ocurrié a niveles muy altos (arriba de los 1000 microgramos por mililitro) de

exposicion [67].

4.8. Técnicas de caracterizacion de las NPs de 6xido de Fe

La caracterizacion de las NPs se puede llevar a cabo mediante diversas técnicas, dentro
de las cuales destacan: TEM (Microscopio Electronico de Transmision), HRTEM
(Microscopio Electronico de Alta Resolucion), XRD (Difraccion de Rayos X), AFM
(Microscopia de Fuerza Atdémica), SEM (Microscopio Electrénico de Barrido), entre
otros. Estas técnicas permiten conocer el tamafio de las NPs, la dispersion o estructura de

los atomos que se aglomeran formando dichas NPs [65].

4.8.1. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Este método permite la observacion y caracterizacion superficial de materiales
inorganicos y organicos, ya que es posible examinar muchas de las caracteristicas de la
muestra y la construccion de una imagen morfoldgica, esto, a partir de un detector de
electrones secundarios y retrodifundidos como producto de la interaccion de los electrones

incidentes con la muestra [68].
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Recordando que los electrones de las capas atdbmicas que estén proximos a la superficie
podran abandonar mas facilmente la materia porque estan débilmente ligados con respecto
a los electrones de capas mas internas. Asi, los electrones incidentes que interactian con
las capas atdmicas externas produciran los electrones secundarios, resultado de aquellos
electrones que son expulsados de las capas mas externas del atomo, y los electrones
retrodifundidos, resultado de aquellos electrones que son desviados de su trayectoria por

la influencia de los ndcleos atémicos.

4.8.2. Difraccion de rayos X (DRX)

El fundamento tedrico de esta técnica consiste en producir rayos X acelerando electrones
desde un catodo, por medio de alto voltaje y hacerlos incidir sobre un blanco metéalico
(&nodo). Los electrones acelerados que poseen suficiente energia chocan con los &tomos
del metal utilizado como blanco removiendo electrones de los niveles internos,
ocasionando que los electrones de los niveles superiores cubran los lugares vacantes,
emitiendo fotones de rayos X como se muestra en la Figura 19. Debido a que los rayos X
tienen una frecuencia correspondiente a la diferencia de energia entre los dos niveles,
también son llamados radiacion caracteristica. Los rayos X generados se utilizan para

bombardear una muestra para obtener su patron de difraccion de rayos X [69].

foton de electron 40
rayos-X expulsado Zy

electron
incidente 1

Figura 19. Generacion de rayos X [69].
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4.8.2.1. Sistemas cristalinos

En la mayoria de los sélidos, las grandes fuerzas de atraccion o cohesion que existen entre
las particulas que lo componen, hacen que éstas se distribuyan regular y simétricamente

en el espacio. Estos solidos reciben el nombre de sélidos cristalinos o cristales [70].

Sélo existen siete posibilidades en cuanto a combinaciones entre los valores de los
parametros de red para un cristal. Cada uno de estos sistemas se le denomina sistema
cristalino, los cuales son: triclinico, monoclinico, ortorrombico, trigonal, tetragonal

hexagonal y ctbico [70].

4.8.2.2. Redes de Bravais

En 1848, El cientifico francés A. Bravais demostré que sélo son posibles 14 redes de
traslacion tridimensionales y homogéneas, compatibles con las caracteristicas de simetria
de cada sistema cristalino; es decir, sélo hay 14 posibilidades diferentes (Figura 20) de
asociar atomos, iones o moléculas para formar un cristal [70].

Cibica simple  Cubicacentrada  Cubica centrada
en las caras en el cuerpo

Tetragonal  Tetragonal centrada  Hexagonal
simple en el cuerpo

o

Ortorrombica  Ortorrémbica Ortorrombica Ortorrombica
simple centrada centradaen  centradaen
enel cuerpo  las bases las caras

oz oo

Romboedrica Monoclinica Monoclinica Triclinica
simple centrada en
las bases

Figura 20. Las 14 redes de Bravias.
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4.8.2.3. Indices de Miller.

En una red cristalina pueden trazarse series de infinitos planos paralelos y equidistantes
entre si, conteniendo cada uno de ellos sucesiones lineales de puntos reticulares (Figura
21). La distancia d entre dos planos consecutivos de una misma familia se denomina

distancia interplanar [70].

Figura 21. Red bidimensional mostrando
distintas familias de planos reticulares [70].

La posicién y orientacion de cada familia de planos respecto a los ejes cristalogréaficos
vienen dadas por los indices h, k y | denominados indices de Miller, y se escriben entre
paréntesis (hkl). Cada familia de planos paralelos divide a los ejes cristalograficos en un

namero entero de partes iguales [70].

Asi, los indices de Miller se utilizan para identificar la posicion de los puntos de la red,
donde generalmente se encuentran atomos, y las direcciones dentro y fuera de las celdas,

como para definir los planos formados por los atomos de una estructura dada.

Es interesante destacar que no existen en la naturaleza dos cristales con distinta

composicion que posean los mismos valores de los parametros cristalograficos. Como las
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distancias entre planos dependen de dichos parametros, puede decirse también que no
existen dos cristales que tengan todos sus espaciados iguales [70].

4.8.2.4. Ley de Bragg.

Debido al orden periddico de los atomos en los materiales cristalinos, puede ocurrir que
las ondas dispersadas se encuentren en fase y se refuercen mutuamente dando origen al
fendmeno de difraccion. Esto se cumple cuando los rayos X difractados por planos
paralelos separados por una distancia “d”, presentan una diferencia de camino recorrido
igual a un entero de la longitud de onda del haz incidente como se presenta en la Figura
22. Esto se traduce matematicamente como la ley de Bragg (25) [69].

2dsenf = ni (25)

Donde d es la distancia interplanar, 9 es el &ngulo entre los rayos incidentes y los planos
de dispersion, n es un numero entero, y A es la longitud de onda de los rayos X.
Plano de

incidencia
de la onda

Figura 22. Representacion grafica de la ley de Bragg [69].

El difractometro de rayos X tiene un arreglo entre la fuente de rayos X, la muestra y el
detector que se conoce como geometria Bragg-Brentano que se muestra en la Figura 23,
la cual esta construida en torno a un goniometro de radio fijo. El haz de rayos X procedente

del foco lineal del tubo incide sobre la muestra plana, situada en el eje del goniometro y
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una rendija situada sobre el circulo del goniémetro re-enfoca el haz de rayos X difractado
por la muestra dirigiéndolo hacia el detector, registrando la intensidad de los rayos X
recibida frente al doble del angulo de Bragg (260) [69].

Tubo de Rayos X Detector

Figura 23. Esquema de la configuracién Bragg-
Brentano 0-26 [69].

Cada vez que se satisface la ley de Bragg, el haz primario se difracta desde la muestra
hacia el detector, el cual, junto con los elementos electrénicos mide la intensidad de dicha

radiacion y la posicion angular de la reflexion se despliega en el controlador [69].

4.8.2.5. Célculo de los indices de Miller.

Para clasificar los cristales caracteristicos de la magnetita, es importante conocer los
indices de Miller correspondientes a la estructura de la celda unitaria de FesOa. El equipo
de DRX proporciona las posiciones angulares de los picos difractados, donde cada haz
difractado proviene de una familia de planos hkl. En el patrén de difraccion se grafican
las posiciones angulares de los haces difractados, en realidad dos veces el angulo de
difraccion, 26, contra la intensidad. En el difractograma de la Figura 24. Se observan los

picos caracteristicos a la magnetita [71].
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Figura 24. Difractograma caracteristico de la magnetita utilizando DRX, mostrando
los indices de Miller para los picos de mayor intensidad [72].

Comenzando por la ley de Bragg:

Zdhklsene =1 (26)

se puede observar que al obtener el &ngulo y conociendo la longitud de onda de los rayos
X incidentes, podemos conocer la distancia interplanar de la familia de planos que dio
lugar a ese haz difractado, asi, utilizando la relacién entre la distancia interplanar, los

indices de Miller y el pardmetro de red de la celda unida del sistema cubico [71].

2 2 2
1 R2+k%+1 o)

2 2
Ahi a
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Despejando de la Ley de Bragg la distancia interplanar podemos reescribir la ecuacion

como:
2 2 2 2
1 =h+k +1 =4sen9 (28)
dz. a? A2
Reacomodando:
AZ
sen’g = |— |h? + k?> + I? (29)
4q?

Dado que, para todo patron de difraccion el término entre paréntesis es constante y cada
uno de los indices de Miller son nimeros enteros, la suma de sus cuadrados también lo

sera, por lo tanto, el valor de sen?8 es proporcional a (h? + k? + 1?) [71].

4.9. Ondas de choque

Las ondas de choque se caracterizan por ser ondas acusticas de muy alta energia (viajando
a una velocidad mayor que la del sonido), estas pueden llegar a alcanzar una presion de
100 MPa a la que se le denomina “explosioén”, decreciendo posteriormente hasta la presion
atmosférica para luego disminuir hasta -10MPa [6]. En la Figura 25 se muestra una grafica

representativa de las caracteristicas de las ondas de choque.
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Onda de Choque

P+: 510 bar

P-:.90 bar

_'—___7‘" o
Tiempo

Figura 25. Grafica representativa de las caracteristicas de las
ondas de choque [6].

Por lo que se propaga al tejido a través de onda bifasica creando dos efectos:
e Directo (primario P+): Sobre zonas con cambio de densidad.

¢ Indirecto (secundario P-): Fuerzas de cavitacion, causan efecto bioldgico.

Figura 26. Representacion de la accion de una onda de
choque en contacto con tejido [6].
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4.9.1. Tipos de ondas de choque

Focal: son maés utilizadas en medicina. Generan energia alta, media y baja y se expanden
de manera convergente en un area focal con diametro 2-8 mm (optimizando el efecto

terapéutico y minimizando el efecto en tejidos circundantes) [6].

Figura 27. Onda de choque de tipo focal [6].

Radial: desarrolladas a partir de 1999, estas ondas son generadas neumaticamente y
aplicadas sobre tejidos blandos superficiales. Generan energia media-baja y se expanden

de forma divergente perdiendo energia tras su propagacion [6].

Figura 28. Onda de choque de tipo radial [6].

4.9.2. Generacion de ondas de choque.

Existen diferentes estrategias para la generacion de ondas de choque, como se representa
en la Figura 29 [6], [73]-[75]:
e Electrohidraulicos: Se trata de una bujia eléctrica contenida en un medio acuoso,

por la cual se hace pasar una corriente eléctrica de alto voltaje (14-30 kV),
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generando una burbuja de plasma que se expande de manera esférica. Posterior a
esa expansion se genera la onda de choque.

e Piezoeléctricos: Funciona impulsando simultaneamente varios cientos de
piezoelementos montados en una bandeja esférica, generando asi ondas esféricas
autoenfocantes.

e Electromagnéticos: Utiliza una bobina eléctrica para generar dos campos
magnéticos de distinta polaridad, la bobina puede ser plana o cilindrica. En el caso
de ser plana, se hace pasar por ella una fuerte corriente eléctrica que genera un
campo magnético, encima de la bobina se encuentra una membrana de metal que
es empujada por dicho campo magnético contra un volumen de agua adyacente

generando asi una onda de choque.

a) b) c)

&

g sl e

Electrohidranlica Piezoeléctrica Electromagnética

Figura 29. Diagramas de generacion de ondas de choque [75].

4.9.3. Objetivos terapéuticos

La densidad de flujo energético se refiere a la cantidad de energia transmitida por un

impulso en una superficie de 1mm? (mJ/mm?) [6], [73]-[75]

Tabla 5. Clasificacion de la densidad de flujo energético [75].

Energia Dosis
Baja < 0.20 mJ/mm?
Media 0.20-0.40 mJ/mm?
Alta > 0.40 mJ/mm?

68



4.9.4. Aplicacidn de tratamientos con ondas de choque.

Clasicamente en funcion de la energia y el foco [6], [73]-[75]:

e Ondas focalizadas

o Energia baja y media: tendinosis superficiales y sindromes musculares.

o Energia alta: tendinosis superficiales, tendinosis calcificadas,
pseudoartrosis, osteonecrosis, osteocondritis disecante.
e Ondas desfocalizadas

o Energia baja y media: heridas, ulceras, quemaduras y espasticidad.
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5. MATERIALES Y METODOS DE SINTESIS

El proyecto consiste en la sintesis de un hidrogel para posible aplicacion en liberacién
controlada de farmacos. En el cual se encuentre embebidas nanoparticulas metélicas que
le aporten radiopacidad, y su vez, un farmaco que aporte citotoxicidad. Llevando a cabo

la procedimiento que se muestra en la Figura 30.

Sintesis de los hidrogeles ) . i
DMA-VCL a diferentes Sintesis de las Nanoparticulas
concentraciones, por el método de Fe,O,, por el metodo de
de polimerizacion por radicales coprecipitacion quimica.
libres.

G _ J

|

[. Caracterizacion por DS,\

TGA e IR. 4
e Caracterizacion por
e Pruebas de densidad y DRX'y SEM.
viscosidad mediante la o
ecuacion de Poiseville. e Determinacion de
radiopacidad mediante
e Pruebas de liberacion de \_ Rayos X. )

\ farmaco mediante UV-Vis./ }
| \
. . )
Evaluacion de integridad molecular
de la Doxorrubicina en el compuesto

Doxorrubicina + Hidrogel +
Nanoparticulas de Fe,O, + Ondas

de Choque mediante Raman.

Figura 30. Diagrama de procedimiento.
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5.1. Sintesis del Hidrogel.

5.1.1. Metodologia de sintesis de los hidrogeles DMA-VCL.

Para la sintesis de los hidrogeles se requirié de los monomeros N,N-Dimetilacrilamida
(DMA) y N-vinilcaprolactama (VCL) como intermediarios de sintesis para la preparacion
de los polimeros. Para llevar a cabo la polimerizacion mediante radicales libres, se utilizo
como iniciador el 2,2’-Azobis(2-metilpropionitrilo) o azobisisobutironitrilo (AIBN). Y
como entrecruzante se utilizé el monémero imetacrilato de etilenglicol (EGDMA). Todos

los reactivos fueron marca Sigma-Aldrich®.

Se realizaron diferentes formulaciones variando la relacion de los monémeros DMA y
VCL, y a su vez variando la concentracion del iniciador AIBN. Primero se llevé a cabo la
sintesis de los hidrogeles sin entrecruzante, véase Tabla 7, para obtener polimeros con una
consistencia viscosa, y después ser realizaron afiadiendo el entrecruzante EGDMA, véase
Tabla 6.

Tabla 6. Variaciones de concentracion con respecto a la relacion molar de cada
monomero de que se utilizaron para las sintesis de los hidrogeles con entrecruzante.

Muestra Relacion Molar VCL DMA AIBN(mL)a EGDMA
[VCL(%)/DMA(%0)] (Moles) (Moles) p=0.03g/mL (Moles)
M1 100/ 000 0.0136 0 0.16 0.0008
M2 000/ 100 0 0.0135 0.10 0.0005
M3 0757025 0.0100 0.0039 0.10 0.0005
M4 025/075 0.0036 0.0160 0.20 0.0010

Conociendo el peso molecular del DMA que es de 99.13 g/mol y su densidad es de 0.962
g/ml, y el peso molecular del VCL que es de 139.19 g/mol y su densidad es de 0.3 g/ml,
se realizaron los calculos necesarios para obtener las concentraciones correspondientes

para obtener los diferentes hidrogeles con su respectiva relacion molar.
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El procedimiento que se llevo a cabo para la sintesis de los hidrogeles se encuentra descrito
en la Figura 31, y las relaciones molares que se utilizo para cada hidrogel se encuentran
la Tabla7.

Tabla 7. Variaciones de concentracion con respecto a la relacion molar de cada

monomero y variaciones de la concentracion de iniciador para la sintesis de los
hidrogeles sin entrecruzante.

Muestra Relaciéon Molar DMA VCL AIBN (mL) a
[DMA(%)/VCL(%)] (Moles) (Moles) p=0.03g/ml
MO05 100 /000 0.068 0 0.4
M08 050/ 050 0.034 0.034 0.4
M09 075 /025 0.051 0.017 0.4
M10 025 /075 0.017 0.051 0.4
M11 000/ 100 0 0.068 0.4
M12 100/ 000 0.068 0 0.2
M13 050 / 050 0.034 0.034 0.2
M14 075 /025 0.051 0.017 0.2
M15 025 /075 0.017 0.051 0.2
M17 000/ 100 0 0.068 0.2
M18 100/ 000 0.068 0 0.8
M19 050 / 050 0.034 0.034 0.8
M20 075/ 025 0.051 0.017 0.8
M21 025 /075 0.017 0.051 0.8
M22 000 / 100 0 0.068 0.8

Para la obtencion de los hidrogeles con entrecruzante también se siguio el procedimiento
de la Figura 31, solo que esta vez afiadiendo junto con los monémeros el entrecruzante
EGDMA, y de igual manera variando las concentraciones de los monémeros, en la Tabla

6 se observan las relaciones molares que se utilizaron para cada sintesis.

La finalidad de los hidrogeles con entrecruzante es realizar pruebas de liberacion de
DOXO, para esto fue necesario que antes tuvieran que lavarse en metanol y dejarse secar

a temperatura ambiente (25°C) durante una semana aproximadamente.
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Sintesis de los

hidrogeles DMA-
Preparacion de la Preparacion de la
solucion DMA solucion iniciador
v v
Purificar el monémero DMA Colocar la solucion de AIBN
para remover el inhibidor (preparada en 0.03 g/mL de
utilizando una columna metanol) en una atmosfera inerte,
removedor de hidroauinona utilizando un matraz de tres bocas
Con un matraz
de separacion, Inyectar nitrgeno
poner a gotear durante 20 minutos para
el DMA a 10 desplazar el oxigeno
gotas/minuto ‘L
v

4 I NZ\ >
- \u;f

purificar /
-\-:. (\
\ Columna
purificadora
\ 4
™~ Poner en agitacion a una
DMA °
purificado tempere}tura de 70° C
\‘y j aproximadamente
ElI VCL no es
necesario Se inyecta la solucion de los monémeros
purificar DMA-VCL, con la concentracion

calculada (Tablas 6 y 7) para obtener
grados de polimerizacién de 50000.

Dejar reaccionar la solucion
hasta observar un burbujeo y
tome una consistencia gelatinosa

A

Monémeros DMA-VCI
en reaccion

A \ul 4

Ve A

7 N

Aceitea 70 °C
k— =3

Figura 31. Proceso de sintesis de los hidrogeles.
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5.1.2. Calculos de densidad y viscosidad.

Dentro de las propiedades que se requiere comparar entre los diferentes polimeros son la
densidad y la viscosidad. Para esto, se utilizaron los polimeros sin entrecruzante llevando

a cabo los siguientes pasos.

1. El primer paso fue diluir los polimeros en agua, para obtenerlos en un estado de
viscosidad suficiente para que puedan atravesar por una columna de vidrio, y de

aqui calcular su densidad que parte de la ecuacion de Poiseuille:

V mwApR*
ST (0

donde el caudal Q determina el volumen de fluido por unidad de tiempo que
atraviesa un capilar de radio R y longitud [ entre cuyos extremos se ha aplicado

una diferencia de presiones (4p), Y 1 es la viscosidad del fluido [76].

Realizando despejes y equivalencias, se obtiene la siguiente ecuacion:

pt
PH,0t

(31)

N =MNn,o

con la cual es posible calcular la densidad de cada polimeros, y como la densidad
y viscosidad del agua ya son conocidas, entonces solo se requiere calcular las
densidades de los polimeros y los tiempos, este tiempo es el que tarda en atravesar

el polimero viscosos por una columna de altura h [76].
2. Para obtener los valores de densidad (o =, se tomaron 2 g de cada polimero en

seco y cada uno se disolvio en 10 mL de agua destilada, obteniendo el peso y

volumen total de cada polimero en estado viscoso,
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Myotal _ magua mpolimero

= 32
Vtotal Vagua Vpolimero (32)
para obtener el volumen de cada polimero (ver Tabla 8).
V. _ mpolimero
polimero — Meotal Magua (33)

Vtotal V;lgua

Tabla 8. Datos de peso y volumen de los hidrogeles DMA-VCL.

Relacion Molar Vagua Magua  Mpolimero Mot Viotat  Vpolimero

MUStia DMA@OVCL%)] (ml) (@) (9) @ (mh (m
MO05 100/ 000 10 975 2 10.62 11 22493
M08 050/ 050 10  9.75 2 11.12 16 7.16
M09 075/025 10 975 2 11.00 12 34.7
M10 025/075 10  9.75 2 10.11 12 1516
M11 000/ 100 10 975 2 1086 15 7.99
M12 100/ 000 10  9.75 2 11.03 16 7.01
M13 050/ 050 10 975 2 10.61 13 1263
M14 075/025 10  9.75 2 11.01 15 8.32
M15 025/075 10 975 2 1070 14 9.5
M18 100 / 000 10 975 2 11.12 12 4178
M19 050 / 050 10 975 2 11.04 15 8.38
M20 075/025 10  9.75 2 10.08 11  34.12
M21 025/075 10 975 2 1149 14 12.99
M22 000/ 100 10  9.75 2 10.47 15 7.23

Una vez que se tienen la masa y el volumen de cada polimero, es posible calcular

sus densidades.

Myolimero

Ppolimero = Voo (34)

polimero

3. Paraobtener los tiempos en que los polimeros disueltos en agua tardan en atravesar

por una columna de vidrio, como se muestra en la Figura 32. Colocando la
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columna de manera vertical, se le hizo pasar %> mL de cada uno de los polimeros
viscosos, tomando el tiempo que tarda en pasar por una distancia de 15 cm (ver
Tabla 9).

Figura 32. Columna de vidrio que se utiliz para medir los tiempos que tardan los polimeros en
atravesarla. La columna tiene una de longitud [ = 28.5 cm y radio R = 0.2 ¢m, a la cual se le
marco dos lineas indicando una altura h = 15 cm

Tabla 9. Célculos de densidad (ecuacion 34) y viscosidad (ecuacion 31) de los
hidrogeles DMA-VCL.

Muestra Relacion Molar Densidad Tiempo Viscosidad

[DMA(%)/VCL(%)] (g/ml) (s) (cP)
MO5 100/ 000 0.01 34 0.20
MO8 050/ 050 0.27 66 12.62
M09 075/ 025 0.05 27 1.06
M10 025/ 075 0.13 81 7.32
M11 000/ 100 0.25 9 1.54
M12 100/ 000 0.28 29 5.66
M13 050 / 050 0.15 125 13.55
M14 075/ 025 0.24 29 477
M15 025/075 0.21 27 3.88
M18 100/ 000 0.04 28 0.91
M19 050 / 050 0.23 36 5.87
M20 075/ 025 0.05 185 741
M21 025 /075 0.15 68 7.16
M22 000/ 100 0.27 5 0.94
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5.2. Preparacion de hidrogeles para liberacion de farmacos.

El proceso para obtener un sistema farmaco-hidrogel por medio de la union fisica de
ambos permitiendo que el hidrogel actie como soporte de almacenamiento y dosificacion,
se muestra en la Figura 33. De igual manera se puede obtener un sistema farmaco-hidrogel
donde el principio activo del farmaco esta unido quimicamente a la matriz polimérica [8].
Asi, independientemente del sistema, este debe ser capaz de liberar la sustancia de manera
continua y a los niveles de concentracion necesarios, es decir, alcanzar y mantener un
nivel éptimo de eficacia durante el tiempo que se requiera su accion terapéutica. El nivel
Optimo es una cantidad de farmaco en el organismo que debe estar por debajo del nivel

toxico o por encima del minimo de eficacia [8].

Entrecruzamiento quimico,
_+ 4—— Solvente  fisico o por radiacion. . el _ Polimero
S —_— (\ b, ¢ entrecruzado
74 "*4”,‘._ Polimero Sintesis )
Purificacion
Secado por
aire enfriamicnto s/ — Hidrogs hinchado
. AN
Hidrogel seco Secado — Extraibles
Carga del farmaco
Hidrogel cargado
l ,- de farmaco
( - ‘<+— Hidrogel hinchado > |
% \ Filtracion y i
" = Solucién de firmaco lavado /
[/ =\ TFiltrado
/ Secado

P

Sistema de administracion de
farmacos a base de hidrogel

Figura 33. Esquema de la obtencion de un hidrogel para la liberacion de farmacos [8].
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5.2.1. Cuantificacién de la DOXO.

Para realizar el analisis del clorhidrato de doxorrubicina (ZuclodoxMR de Zurich Pharma)
por medio de espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis), es importante conocer los picos
maximos de absorcion. La DOXO tiene dos picos maximos en 232 nm y 490 nm, siendo
el segundo el pico caracteristico y el que se utiliza para realizar la curva de calibracion.
La concentracion reportada para la medicion de la DOXO es de 1.5 mg/mL, con una
absorbancia aproximada de 0.3 u.a. en los 490 nm [50]. Lo que significa que es posible
trabajar con una concentracion mayor y seguir cumpliendo la ley de Lambert Beer. Sin
embargo la concentracién maxima para una solucion inyectable es de 2 mg/mL [77], razon

por lo que se utiliza esta concentracion para trabajar con la curva de calibracion.

Lo siguiente es encontrar el limite de cuantificacion de la DOXO por espectroscopia UV-
Vis, con una absorbancia maxima de 1.0 u.a. en los 490 nm. Asi, La curva de calibracion
se construye a partir de varias concentraciones, comenzando por 0.2 mg/mL hasta llegar
a la concentracion méaxima permitida. Para esto, se prepararon 25 mL de solucién madre
a una concentracion de 2 mg/mL de DOXO. Y de aqui se realizaron 10 disoluciones
correspondientes a diferentes concentraciones (Tabla 10) a un volumen de 10 mL,
utilizando la ecuacion (35).

CiV; = CfVf (35)

Tabla 10. Cada volumen de la solucion madre se afora a 10 mL con agua destilada, para
obtener la solucion correspondiente con la concentracion deseada.

Concentracion Volumen de la
(mg/mL) solucion madre (mL)
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
14
1.6
1.8
2.0

© 0 NOoO Ol WwWN -

[
o
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Cada disolucion fue analizada por UV-Vis para obtener los valores de absorcion en los
482 nm. En la Figura 34 se muestra el valor de absorcion para cada concentracion. Y
finalmente se hizo un ajuste lineal para obtener el valor de la pendiente y la intercepcion

de la recta. Una vez teniendo estos valores, es posible construir la ecuacién de la recta:

y =a + bx (36)

donde y seria la absorcidn, x la concentracion, b es la pendiente (b = 0.43856) y a es la
intercepcion (a = -0.02016).

Absorcién a 482 nm|

Equation y=a+bx Ajuste lineal
1.0 Weight Instrumental
-~ Residual Sum of 237512.50801
Squares
Pearson's r -
1 Adj. R-Square 1
Value Standard Error
Ab Intercept -0.02016 0.00968
084 = Siope 043856 0.00968
&
—_
< 0.6 P
=)
-~
c 1 -
Q
S 04 -
o] 7
7]
<
0.2 4
-
0.0 L———v——

T T T T T T T T 1

T T T
02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22

Concentracion (mg/mL)
Figura 34. Curva de calibracion de la DOXO.

Por lo que, despejando x de la ecuacién (36), podremos conocer la concentracion de
DOXO en la solucién madre a partir de la medida de su porcentaje de absorcién en el UV-
Vis, segun la ecuacion (37). La concentracion de DOXO en la solucion madre disminuye
debido a que, al momento de introducir el hidrogel en la solucion, este empieza a absorber

la DOXO hasta un punto de saturacion, y después sea posible liberarlo.

Absorciéon — (—0.02016)

Concentracion = 043856 (37)
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5.2.2. Pruebas de liberacion de DOXO

Para realizar las pruebas de liberacion, se preparé la solucion madre a la concentracion
méaxima permitida de DOXO, es decir, de 2.0 mg/mL. Esta solucion se repartié en 4 vasos
de precipitado de 50 mL (con 30 mL de solucién en cada uno), y a cada vaso se le afiadio

250 mg de una de las muestras de hidrogel en seco (Figura 35).

Figura 35. Muestras de los hidrogeles
en seco; a) M1, b) M2, c) M3, d) M4.

A cada solucién de DOXO con el hidrogel (Figura 36) se le realiz6 mediciones de
espectroscopia UV-Vis para ir obteniendo el porcentaje de absorcion de cada disolucion
en una longitud de onda de 482 nm (usando agua destilada como blanco), hasta observar
que los hidrogeles dejan de absorber el farmaco. Estas mediciones se realizaron primero
a intervalos de 15 minutos durante la primera hora, después cada hora durante el primer
dia, y debido a que la absorcion de DOXO se fue volviendo cada vez mas lenta, el resto

de las mediciones se realizaron cada 24 horas durante una semana.
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Ya que los hidrogeles absorbieron la cantidad maxima posible de DOXO, estos se
introdujeron en 30 mL de agua destilada, cada uno por separado. Y de igual forma se
realizaron mediciones de espectroscopia UV-Vis para obtener el porcentaje de absorcién
de cada muestra, y con esto poder calcular la concentracion de DOXO que el hidrogel va

liberando. En la Figura 37 se puede observar el diagrama del proceso de liberacion.

Carga del farmaco
Hidrogel hinchado

Hidrogel seco —
Solucién de DOXO

Filtracion y
lavado

Hidrogel cargado
. E ’ de DOXO
Sistema de Secado
administracion __,y\ o
de farmacos a ( X

Aﬁ Filirado

base de hidrogel

Liberacion de
DOXO

Agua destilada

Figura 37. Diagrama del proceso de liberacion de DOXO.
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5.3. Sintesis de NPs de Fe;0,

Se realizaron varias sintesis NPs de FesOs, todas por el método de co-precipitacion
quimica, probando con diferentes surfactantes, primero se uso polivinilpirrolidona (PVP)
por ser uno de los méas reportado en publicaciones recientes, y después se propuso utilizar

los mismos hidrogeles, esto para probar la estabilidad de las nanoparticulas.

a) Usando PVP como surfactante.

Para la sintesis de las NPs de FesO4 por medio de co-precipitacion quimica se utilizaron
los precursores metélicos cloruro férrico hexahidratado (FeCls) y cloruro ferroso
tetrahidratado (FeCl,). Y para la preparacion de la solucion reductora, como agente
precipitante, se utilizaron hidréxido de sodio (NaOH) y borohidruro de sodio (NaBHa).
Como solvente se utiliz6 agua destilada y como surfactante polivinilpirrolidona (PVP) o

también conocido como povidona (todos los reactivos fueron marca Sigma-Aldrich®).

El método de co-precipitacion comienza en la preparacion de la solucion precursora, para
eso se utilizo cloruro de Fe (I1) [LM] y cloruro de Fe (111) [LM], ambas disueltas en agua
destilada mezclandolas a una relacion de [1:2] como solucién precursora. Del mismo
modo se preparo el agente precipitante, mezclando a una relacion de [1:1] las soluciones
de hidréxido de sodio (NaOH) [1M] y borohidruro de sodio (NaBHa4) [1M], igualmente
preparadas en agua destilada. Lo siguiente fue llevar la solucion precursora a una
temperatura de entre 70-80°C, y manteniendo esta temperatura, se afiadio 1 mL de la
solucion reductora, 0 agente precipitante, cada 2 minutos hasta la obtencién de una
solucion de color negro. Una vez que la solucion se mantuvo completamente negra,
dejamos de afiadir el agente precipitante y se le afiadié 3 mL de povidona (PVP) (Figura
38).
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FeCI2 FeCl3 [1:2] NaOH:NaBH4 Adicion de PVP magnetita en agua

(Povidona)
Figura 38. Esquema del proceso de la sintesis de las NPs de 6xido de hierro.

Como ultimo paso se lavaron con agua destilada para eliminar el exceso de PVP y se
sonicaron durante 8 minutos para evitar que las NPs se aglomeren, repitiendo 5 veces este

proceso.

b) Polimeros DMA-VCL como surfactante.

Para esto, se requirié disolver los polimeros en agua destilada (2 g de polimero seco en 10
mL de agua destilada). Solamente se considero utilizar los polimeros de los extremos, es
decir, el polimero M05 (100% DMA) y el polimero M11 (100% VCL), afiadiendo 3 ml

del polimero en estado viscoso a las hanoparticulas.

5.4. Evaluacion del compuesto Hidrogel + DOXO + NPs mediante ondas de
choque

Para el desarrollo del tratamiento se realiz6 una mezcla de Hidrogel con la solucion de
DOXO en una relacién [1:1] v/v. La solucién mantuvo la viscosidad caracteristica del
hidrogel, tifiéndose de rojo por la DOXO. De la solucion de NPs dispersas se agrego el

0.5% v/v en relacion con la mezcla del hidrogel y el farmaco antineoplasico.

De la mezcla obtenida se prepararon 16 muestras en viales de 1 mL, para posteriormente
realizar caracterizacion de estas mediante Raman y asi determinar la integridad molecular
de la DOXO. En la Tabla 11 se especifica la potencia y el nimero de ondas de choque a

la que se sometio cada muestra.
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Tabla 11. Especificaciones de las condiciones para las muestras individualmente,

refiriendo a Potencia y nimero de ondas de choque.

Potencia Numero de ondas de choque
100 150 200 250
14 Al B1 1 D1
16 A2 B2 C2 D2
18 A3 B3 C3 D3
20 A4 B4 ca D4

5.5. Evaluacion de radiopacidad de las NPs inmersas en el hidrogel

La propiedad de radiopacidad en los hidrogeles sugiere un uso estereotéctico de estos.

Para determinar esta propiedad, se afiadio una concentracion de 160 mg de NPs de éxido

de Fe en polvo a los hidrogeles en estado viscoso (10 mL). Se obtuvieron imagenes de

rayos X para determinar la radiopacidad. Se colocd en una caja de Petri el compuesto

hidrogel + NPs de éxido de Fe con el hueso y tejido blando de un muslo de polio,

utilizando un alambre de estafio para determinar el area exacta del hidrogel, ver Figura 39.

Figura 39. Muestras de tejido blando y hueso de pollo utilizando un alambre de
estafio para distinguir la zona con NPs de 6xido de Fe; (a) tejido blando y hueso,
(b) tejido blando y hueso con NPs de 6xido de Fe inmersas en hidrogel.

La radiopacidad en las imagenes radiograficas se determina en una escala de grises de 8

bits, donde el valor méas bajo (negro — 0) se considera radiopaco y el valor mas alto

(blanco— 255) es considerado radiotransparente [67].
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6. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1. Caracterizacion del hidrogel.

Para realizar las pruebas de liberacion de DOXO se seleccionaron 4 hidrogeles con
diferente concentracion de monomeros, a los que se le afiadio entrecruzante. En la Tabla
6 se muestran los porcentajes de mondmeros utilizados en cada hidrogel con
entrecruzante, a los cuales se les realizo pruebas de espectroscopia IR y de calorimetria
mediante TGA y DSC. En la Tabla 7 se muestran los porcentajes de mondmeros utilizados
en cada hidrogel sin entrecruzante, a los cuales se le realizaron mediciones de densidad y

viscosidad.

6.1.1. Resultados de las mediciones de densidad y viscosidad.

De los hidrogeles que se sintetizaron sin entrecruzante (Figura 40), se disolvieron en agua
para obtenerlos en una consistencia viscosa, tomando siempre el mismo peso del hidrogel
y el mismo volumen de agua, para obtener los datos necesarios que se requieren para
calcular la densidad y viscosidad de cada uno de los polimeros, obteniendo los resultados

que se muestran en la Tabla 12.

Figura 40. Polimeros en seco (M05, M08, M09, M10, M11,
M12, M13, M14, M015, M18, M19, M10, M21 y M22).
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Tabla 12. Resultados de la densidad y viscosidad de los hidrogeles base DMA-VCL.

Muestra Relacion Molar AIBN Densidad  Viscosidad
[DMA(%)/VCL(%)] (mL) (g/ml) (cP)
MO05 100/ 000 0.4 1 200
M08 050/ 050 0.4 27 1262
M09 075/025 0.4 5 106
M10 025 /075 0.4 13 732
M11 000/ 100 0.4 25 154
M12 100 /000 0.2 28 566
M13 050/ 050 0.2 15 1355
M14 075/ 025 0.2 24 477
M15 025/075 0.2 21 388
M18 100 /000 0.8 4 91
M19 050 / 050 0.8 23 587
M20 075/ 025 0.8 5 741
M21 025 /075 0.8 15 716
M22 000/ 100 0.8 27 94

Promediando la densidad y viscosidad de los hidrogeles, considerando solamente las

variaciones de la concentracion de sus monomeros, se obtienen las siguientes gréaficas.

Densidad (g/mL})

30

254
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-
-
-
=
.-
. . ;
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100 75 50 25 0 DMA (%)
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800 4
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Viscosidad (cP)

400
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= Viscosidad

v
L \
;
,
| ] ~
]
T T T T T
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100 75 50 25 0

Figura 41. Densidad y Viscosidad del copolimero base DMA-VCL a diferentes concentraciones.

VCL (%)
DMA (%)
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Como se observa en la Figura 41, el hidrogel DMA tiene mayor viscosidad que el hidrogel
VCL y ambos tienen menor viscosidad respecto a las combinaciones de concentraciones
entre DMA y VCL. Estas viscosidades son comparables entre lo que seria la viscosidad
de un aceite de motor y de la miel, con respecto a los resultados obtenidos con la

viscosidad de algunos productos comunes (Tabla 13).

Tabla 13. Viscosidades de productos comunes, referencia tomada de ATPPPLLEAL.

Viscosidades aproximadas de los productos comunes a
temperatura ambiente de 21 °C

Material Viscosidad en centipoise
SEA 10 Aceite de motor 85 a 140 cps
SAE 20 Aceite de motor 140 a 420 cps
SAE 20 Aceite de motor 420 a 650 cps
SAE 20 Aceite de motor 650 a 900 cps
Aceite Castrol 1000 cps
Miel Karo 5000 cps
Miel 10000 cps

Con respecto a la densidad, en la Figura 41 se observa que el hidrogel DMA es menos
denso que el hidrogel VCL y adicionalmente se ve que con respecto a las combinaciones
de concentraciones entre DMA y VCL se tiene una densidad intermedia entre estos dos
valores. La densidad superior del hidrogel VCL respecto al hidrogel DMA se puede
entender basado en el hecho de que los monémeros correspondientes al VCL y el DMA
tienen un peso molecular de 139.19 u y 99.13 u respectivamente, y que ademas el hecho
de que el mondémero VCL tenga un anillo y el monémero de DMA sea lineal, hace que su

geometria de enlace sugiera que el VCL tiene menor volumen que el DMA [32].

Conocer la densidad y viscosidad de los hidrogeles es importante para este proyecto, ya
que se propone introducir el hidrogel con el farmaco inmerso, directamente a tumores
hepaticos, esto, inyectando el hidrogel. Para eso, es necesario que el hidrogel fluya a través
de una jeringa y también es necesario conocer de qué manera se distribuye una vez que se
encuentra dentro del sistema.
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6.1.2. Resultados IR.

Los espectrogramas se obtuvieron de un equipo de espectroscopia IR modelo FRONTIER
MIR/NIR +SPD10 STD de Perkin Elmer, ubicado en el centro de fisica aplicada y
tecnologia avanzada (CFATA), UNAM Juriquilla. En los resultados se pueden observar
las bandas de absorcidn correspondientes a los grupos funcionales de cada monémero que
se utilizd para la sintesis de los hidrogeles, asi como de su polimerizacion y

copolimerizacion.

En la Figura 42 se muestra el mecanismo de reaccion que se lleva a cabo en la molécula
del DMA después de su la polimerizacion. Para formar las cadenas poliméricas, debe
haber un rompimiento en el doble enlace C=C del grupo vinil, permitiendo que las

moléculas (mondmeros) se unan por medio de enlaces C-C.

G I I _ i
rupo v Polimerizacion R CH—CH,
BOS A S
7V NT C=0
| Aml_da. |
CHS terciaria N
/N
CH; CH,

Figura 42. Molécula de DMA y su mecanismo de reaccion
después de la polimerizacion por radicales libres,
para formar el polimero PDMA.

Los espectros del monémero DMA y polimero PDMA se muestran en la Figura 43, y las
asignaciones de la bandas de absorcion se tabulan en la Tabla 14. Para el monémero se
tiene la banda de absorcion caracteristica para el carbonilo (C=0), que se encuentra en los
1650 cmL. La banda de absorcion para el C=C se observa en los 1608 cm™. La banda que
se encuentra en los 2930 cm™ corresponde a estiramientos alifaticos C-H. La banda de
1144 cm™ corresponde a la amida terciaria. Las bandas de absorcion caracteristicas al vinil
(=CH y =CH>) se encuentran en los 3028 cm™ y 794 cm™. La banda 1480 cm
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corresponde a vibraciones de estiramiento C-N. Y la banda 1050 cm™ corresponde a
vibraciones N-CHjs [78][79][80].

—— PDMA

2930
C-H

——DMA

Absorbancia (u.a.)

3028

3200 2800 2400 2000 1600 1200 800

Numero de onda (cm'1)

Figura 43. Comparacion del espectrograma IR del monémero DMA con el polimero PDMA.

En el espectro del polimero PDMA (Figura 43) se observa un disminucion de intensidad
en las bandas de absorcién correspondientes al grupo vinil (=CH y =CH>), que se
encuentran en los 3028 cm™ y 794 cm, en relacion al espectro del mondémero DMA. Esta

disminucion puede indicar que se llevo a cabo la polimerizacion.

Otra observacion a considerar es la sefial de 1612 cm™ del PDMA, que se encuentra muy
cercana a la banda que corresponde al enlace C=C (1608 cm™) del mondémero DMA,
diferenciandolas por un desdoblamiento que se tiene en el DMA del C=C con el carbonilo,
y que en el PDMA ya no se observa. Esta separacion del desdoblamiento en el PDMA,
puede indicar que la banda de 1612 cm™ del DMA es distinta a la banda de 1608 cm™ del
PDMA, correspondiendo enlaces C=C para el DMA y C-C para el PDMA. Este puede ser
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otro indicativo de que se llevo a cabo la polimerizacion. Sin embargo, es importante
considerar que las bandas de absorcion que se observan en la Figura 43 corresponden a

las bandas de confirmacion, por lo que estos resultados son solo una estimacion.

Tabla 14. Las asignaciones de las bandas de absorcion para el espectro IR del DMA'y
PDMA.

Longitud de onda (cm™*
Grupo funcional - (cm™)

DMA PDMA

Aliféatico C-H 2930 2930
Carbonilo (C=0) 1650 1719
C-N 1480 1480
Amida terciaria 1144 1144
N-CHs 1050 1050
Cc-C - 1612

c=C 1608 -

=CH, =CH, 3028, 794 -

En la Figura 44 se observa el mecanismo de reaccién para el monémero VCL, y al igual
que en el monémero DMA, al momento de que se lleva a cabo su polimerizacién, hay un
rompimiento en el doble enlace C=C del grupo vinil, permitiendo que las moléculas

(mondmeros) se unan por medio de enlaces C-C para formar las cadenas poliméricas.
Carbonilo
Polimerizacion N
N I:l: N~ "O
I
R—— CH—-CH, +—

Vinil

Figura 44. Molécula de VCL y su mecanismo de reaccion
después de la polimerizacion por radicales libres,
para formar el polimero PVCL.
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Los espectros del mondmero VCL y polimero PVCL se muestran en la Figura 45, y las
asignaciones de la bandas de absorcidn se tabulan en la Tabla 15. Para el monémero se
tiene la banda de absorcion caracteristica para el carbonilo (C=0), que se encuentra en los
1650 cm™. La banda de absorcion para los enlaces C=C se observa en los 1608 cm™. Las
bandas que se encuentran en los 2930 cm™ y 2833 corresponden a estiramientos alifaticos
C-H. La banda de 1438 cm™ corresponde a los enlaces —CH.. Las bandas de absorcion
caracteristicas al vinil (=CH y =CH) se encuentran en los 3990 cm™ y 1022 cm™. La

banda de 1476 cm™ corresponde a vibraciones de estiramiento C-N [81].

—PVCL

—VCL

Absorbancia (u.a.)

2990

3200 2800 2400 2000 1600 1200 800

Numero de onda (cm‘1)

Figura 45. Comparacion del espectrograma IR del monémero VCL con el polimero PVCL.

En el espectro del polimero PVCL (Figura 43) se observa un disminucion de intensidad
en las bandas de absorcion correspondientes al grupo vinil (=CH y =CH>), que se
encuentran en los 2990 cm™ y 1022 cm™, en relacion al espectro del mondémero DMA.

Esta disminucion puede indicar que se llevo a cabo la polimerizacion.
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De igual manera que en el polimero PDMA, en el polimero PVCL se observa una sefial
en 1612 cm™, que se encuentra muy cercana a la banda que corresponde al enlace C=C
(1608 cm™) del monémero VCL, diferenciandolas por un desdoblamiento que se tiene en
el monoémero, que corresponden a enlaces de C=C y de carbonilo (C=0), y que en el
PDMA se separan. Esta separacion del desdoblamiento en el PDMA, puede indicar que la
banda de 1612 cm™ del DMA es distinta a la banda de 1608 cm® del PDMA,
correspondiendo enlaces C=C para el DMA y C-C para el PDMA. Este puede ser otro
indicativo de que se llevd a cabo la polimerizacion. Sin embargo, es importante considerar
que las bandas de absorcion que se observan en la Figura 43 corresponden a las bandas de

confirmacion, por lo que estos resultados son solo una estimacion.

Tabla 15. Las asignaciones de las bandas de absorcion para el espectro IR del VCL y
PVCL.

Longitud de onda (cm™
Grupo funcional - (em™)

VCL PVCL
Alifético C-H 2930, 2832 2930, 2852

Carbonilo (C=0) 1650 1719

C-N 1476 1476

-CH: 1438 1438

C-C - 1612

Cc=C 1608 -

=CH, =CH; 3990, 1022

En la Figura 46 se muestran los espectrogramas de los polimeros PDMA y PVCL, junto
con los copolimeros P(VCL-co-DMA) 25-75 y P(VCL-co-DMA) 75-25. Se observa que
las bandas de absorcion caracteristicas de cada polimero se siguen observando en los
copolimeros. Una de las bandas de absorcion caracteristica del polimero PDMA, como la
amida terciaria (1144 cm™) y los enlaces N-CHs; (1050 cm™), se observa con mas
intensidad en el copolimero que tiene mayor porcentaje de DMA, y en el copolimero con
mayor porcentaje de VCL se atentia. Lo mismo ocurre en el VCL, donde se observa que
unas de las bandas de absorcion caracteristicas del polimero PVCL, como los enlaces —
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CH: (1256 cm™), se observa con mayor intensidad en el copolimero que tiene mayor
porcentaje de VCL, y en el copolimero con mayor porcentaje de DMA se atentia. Esto

puede ser otro indicativo de que se llevo a cabo la copolimerizacion.

| ! | ! | ! I ! | ! I ! | ! | ! |
c-C
— P(VCL-co-DMA) 25-75 07y i A1 100

CH

3

C-H
2852
2927 285

— P(VCL-co-DMA) 75-25 oo

2922 5oc,
C-H

Absorbancia (%)

3000 2700 2400 2100 1800 1500 1200 900 600

NuUumero de onda (cm'1)

Figura 46. Espectrograma IR de los polimeros PDMA y PVCL, y copolimeros P(DMA-VCL).

De la Figura 47, que corresponde a los espectrogramas IR de los hidrogeles sin
entrecruzante, de igual manera se observan las bandas de absorcion caracteristicas de cada
polimero. La banda de absorcidon que se encuentra en 1196 cm™ se observa con mas
intensidad en el polimero PVCL, y en los copolimeros P(DMA-co-VCL) va
disminuyendo, terminando por atenuarse en el polimero PDMA. Lo mismo para la banda
de absorcion que se encuentra en 1253 cm™, se observa con més intensidad en el polimero
PDMA, y en el polimero PVCL se atenda. Esto puede ser un indicativo de que se llevo a

cabo la copolimerizacion en los hidrogeles sin entrecruzante.
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Figura 47. Espectrograma IR de los polimeros PDMA y PVCL, y copolimeros P(DMA-
VCL) sin entrecruzante.

6.1.3. Resultados TGA-DSC.

Se obtuvieron los termogramas del porcentaje de masa (TGA) y del flujo calorifico (DSC)
para los hidrogeles con entrecruzante DMA-VCL, por medio del equipo TGA/DSC 2 —
METTLER TOLEDO que se encuentra en CFATA. De acuerdo con los termogramas de
la Figura 48, los polimero presentan un porcentaje de entre 5 a 10% de humedad, ya que
se puede observar esta pérdida de peso a temperaturas entre 120 y 170 °C, por encima de
la temperatura de evaporacion del agua. También se puede observar una pérdida total de
masa a temperaturas entre 420 y 440 °C, lo que significa que es la temperatura a la que el
material se degrada. Ademas, se observa que en los hidrogeles DMA-co-VCL (polimeros
M3y M4) presentan una sola curva de pérdida de masa, lo que puede indicar que se tiene

un solo tipo de hidrogel copolimerizado.
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Figura 48. Termogramas obtenidos de los hidrogeles DMA-VCL. El color rojo corresponde al flujo
calorifico (DSC). El color azul corresponde al porcentaje de cambio de masa (TGA).

6.1.4. Resultados de las pruebas de liberacion de DOXO.

Se observé que en los hidrogeles con entrecruzante tomaron una consistencia gelatinosa,
y que presentan la capacidad de hincharse en presencia de agua, aumentando su volumen
considerablemente, concluyendo que tienen la capacidad de absorber farmacos,
incluyendo la DOXO. En la Tabla 6 se muestran los porcentajes de monémeros utilizados

en cada hidrogel con entrecruzante.

En las siguientes graficas se describe el comportamiento cinético de adsorcion de DOXO
en primer y segundo orden, siguiendo la ecuacion de Lagergren de pseudo primer y

segundo orden, ver Tabla 16.
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Tabla 16. Parametros que se utilizaron para calcular el factor de correlacion (R?) y la
variacion de concertacion por unidad de tiempo (Kz).

Modelo Parametros cinéticos
Lagergren de M1 M2 M3 M4
primer orden K1 Kj 3.63 5.27 510 4.39
(min't) R 0.90 083 071 -0.67

Modelo cinético de adsorcién

In(dg-dy)

-1.8
-2.0 —
-2.2 —
2.4 _
-2.6
-2.8 —
-3.0 —
3.2 _

3.4

-3.6

T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
tiempo (min)

Figura 49. Modelo cinético (Lagergren de Pseudo primer orden) de
adsorcion de DOXO en hidrogel.
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Figura 50. Modelo cinético (Lagergren de Pseudo segundo orden) de
adsorcion de DOXO en hidrogel.

Se observa en las gréaficas de las Figura 49 y Figura 50 que el hidrogel a base de puro VCL
(M1) tiene mejor cinética de adsorcidén que el hidrogel de DMA (M2), e incluso en
combinacién, el hidrogel con mayor porcentaje de DMA (M4) no mostrd un

comportamiento coherente por lo que seria necesario repetir las pruebas con esta muestra.

Curvas de liberacién de DOXO

Después de mantener los hidrogeles en solucion de DOXO (de 3 a 4 dias), se colocaron
en agua destilada y se realizaron mediciones mediante el equipo de espectroscopia UV-
Vis, ubicado en CFATA, para obtener los datos de absorbancia. Usando la ecuacion (37)
se calculd la concentracién de DOXO que hay en determinado tiempo de cada muestra.
En la Figura 51 se tiene la gréafica de liberacion de DOXO a temperatura ambiente (25

°C), y en la Figura 52 se observan la grafica de liberacion a 37°C.
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Figura 51. Curvas de liberacion de DOXO mediante los
hidrogeles DMA-VCL a temperatura ambiente.

Se puede observar que, en los resultados de liberacion a temperatura ambiente de 25 °C,
los hidrogeles liberaron la mayor concentracion de DOXO en aproximadamente 10 horas.
El polimero PDMA fue el que menos concentracién de DOXO liberd, siendo esta de 0.15
mg/mL aproximadamente después de 80 horas. En los copolimeros se obtuvo una mejor
respuesta de liberacion, siendo el copolimero P(VCL-DMA) 25-75 que mayor
concentracion de DOXO liberd, de 0.35 mg/mL después de las 40 horas.

En las curvas de liberacion de DOXO atemperatura de 37 °C, se observo un ligero cambio,
la mayoria de concentracion de DOXO se liberé en aproximadamente 5 horas, es decir,
en la mitad del tiempo que se liber6 a temperatura ambiente. El polimero PVCL fue el que
dio mejor respuesta, liberando 0.13 mg/mL. Y para este caso, el copolimero P(VCL-
DMA) 25-75 fue el que menor concentracion de DOXO liberd, siendo de 0.10 mg/mL.
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Figura 52. Curvas de liberacion de DOXO mediante los
hidrogeles DMA-VCL a temperatura de 37 °C.

Donde estudios muestran que la concentracion maxima de DOXO que utilizan para
administrar en ratones son de 0.23 + 0.038 mg/mL via intravenosa, y la concentracion
maxima que utilizan para administrar via intratumoral es la misma para administrar via
subcutanea, siendo esta de 0.13 = 0.024 mg/mL [82]. Por lo que los resultados de
liberacion que mostraron algunos de los hidrogeles DMA-VCL se encuentran dentro de
las concentraciones que se ha administrado DOXO en ratones para realizar pruebas “in
vivo”. Sin embargo, es necesario conseguir una liberacion a temperatura corporal (37 °C)
mas prolongada, de 3 a 4 semanas. Donde los ciclos de quimioterapia por lo general duran

alrededor de 2 a 4 semanas.
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6.2. Caracterizacion de las NPs de 6xido de Fe.

Las NPs de d6xido de Fe fueron analizadas mediante el equipo de microscopia electrénica
de barrido (SEM Hitachi SU8230), que se encuentra en CFATA. En la Figura 53 se puede
observar que las NPs presentan estabilidad, ya que después de dejarlas inmersas en agua
destilada después de los lavados, siguen siendo superparamagnéticas. Finalmente, se

pusieron a secar obteniendo polvo de magnetita (Figura 54).

Figura 53. Sintesis de NPs de 6xido de hierro inmersas en agua destilada. En las imagenes se
puede observar el efecto de un campo magnético externo.

Figura 54. NPs de magnetita en polvo; (a) Polvo de magneité: ‘(b)
Polvo de magnetita sometido a un campo magnético.

Como se observa en las Figura 54, las nanoparticulas muestran un cambio antes y después
de acercarlas a un campo magnético (iman), demostrando que son estables a la oxidacion

y superparamagnéticas aun después de lavarse y secarse.
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6.2.1. Resultados de las mediciones en SEM.

Se realiz6 un analisis elemental (EDS) a la sintesis de las NPs de 6xido de hierro, en la

Figura 55 se observan los picos representativos que indican la presencia de los elementos

de oxigeno y hierro.
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Figura 55. Espectro EDS obtenido de las NPs de 6xido de hierro. Realizado con una energia

primaria de 15 keV y un &ngulo de inclinacién de 30°.

Para conocer el tamafio y forma de las nanoparticulas se tomaron micrografias SEM. En

la Figura 56 se observa que las NPs tienen una morfologia esférica con un tamafio

promedio de 30 nm, y que se encuentran aglomeradas. En la Figura 57 se muestra una

imagen del mapeo conjunto mostrando los elementos de oxigeno y hierro, siendo estos lo

gue componen la magnetita.

Fe304NPs 3.0kV 3.4mm x500k SE(U)

R - LA B e e s
100nm § Fe304NPs 3.0kV 3.4mm x400k SE(U) 100nm

Figura 56. Micrografia SEM de las NPs de dxido de Fe obtenidas mediante el método de co-precipitacion
quimica con una ampliacién: A) 3.4 mm x500k y B) 3.4 mm x400k mas una energia de 3 kV.
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Figura 57. Imagen de mapeo para los
elementos que componen a la muestra.
6.2.2. Resultados de las mediciones en DRX.

En la Figura 58 se muestra el difractograma obtenido de las nanoparticulas, la indexacién

de los picos de difraccion indican la presencia de magnetita (FesOas).
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@ 2018 International Centre for Diffraction Data. All rights reserved.
*ALRO2.bd (User Experimental Pattern) Fe3 04-01-075-0448 (Calc, Intensity. 104.0%)

Figura 58. DR-X obtenido de las NPs de ¢xido de hierro, usando PVP como surfactante.
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En la Figura 59 se observa el difractograma obtenido de la sintesis de las NPs de 6xido de

Fe usando el polimero M05 (DMA) como surfactante, este analisis presenta los picos

caracteristicos que indican la presencia de magnetita.
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Figura 59. Difractograma de las NPs usando el polimero M05 como surfactante.

En la Figura 60 se observa el difractograma obtenido de la sintesis de las NPs de 6xido de

Fe usando el polimero M11 (VCL) como surfactante. En este analisis se puede observar

que el difractograma presenta bastante ruido, sin embargo, se logran observar los picos

caracteristicos que indican la presencia de magnetita.
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Figura 60. Difractograma de las NPs usando el polimero M11 como surfactante.
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6.3. Analisis del material compuesto mediante espectroscopia Raman

6.3.1. Resultados del analisis de la DOXO

La muestra del farmaco DOXO se analizé6 mediante el equipo de espectroscopia Raman
del CFATA. Estos resultados se obtuvieron en colaboracion del trabajo realizado por

estudiantes de la Universidad Tecnoldgica de Tulancingo.

Muestra de DOXO
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4000 A

3000+

2000 4

Intensidad (u.a.)

1000 4
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3000 2500 2000 1500 1000 500 0
Corrimiento Raman (em)

Figura 61. Espectrograma obtenido por Raman de la DOXO.

En la Tabla 17 se muestra el nimero de banda de absorcion, longitud de onda y el grupo
funcional determinados a partir del espectrograma de la Figura 61, y que se pueden

relacionar con la molécula de la DOXO (ver Figura 62).
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NH.

Figura 62. Molécula de la DOXO con el niumero de banda
correspondiente al grupo funcional sefialado en la tabla 17.

Tabla 17. Andlisis al farmaco DOXO, mostrando nimero de banda de absorcién, longitud

de onday el grupo funcional determinado.

No. banda | Longitud de onda (cm™) Grupo funcional
1 2938 (CH2)
2 2914 (CH2)
3 1639 Amina primaria (C2-NHz)
4 1576 Aromético (Ar)
5 1449 (R-CHs)
6 1300 Vibracion de C-C en ciclicos
7 1245 (CI-CHy)
8 1211 (Ar-OH)
9 1139 Enlace Carbono-Oxigeno-Carbono (C-O-C)
10 1084 (CH20H)
11 878 Enlace Carbono-Oxigeno-Carbono C-O-C
12 793 Enlace Carbono-Cloro (C-Cl)
13 649 Amina primaria (C2-NH2)
14 506 Enlace Silicio-Oxigeno-Silicio (Si-O-Si)
15 437 Enlace Silicio-Oxigeno-Silicio (Si-O-Si)
16 350 Enlace Carbono-Cloro (C-Cl)
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El espectro de la Figura 61 presenta bandas de absorcion caracteristicas de la DOXO,
como son los grupos (C2-NH2) y (Ar) ubicados en las bandas 1639 cm™ y 1576 cm™;
también se obtuvieron grupos (CH.) en las bandas ubicadas en 2938 cm™ y 2914 cm™, asi
como grupos (R-CHs) en 1449 cm™. Las bandas mas pronunciadas, como son el nimero
11 y 15, ubicados en los 878 cm™ y 437 cm™, son atribuidos a los enlaces (C-O-C) y (Si-
O-Si) respectivamente de la presentacion hidrolizada del farmaco. Los enlaces del cloro,

como los ubicados en las bandas 7, 12 y 16, pueden atribuirse al excipiente del farmaco.

6.3.2. Resultados del andlisis del material compuesto

El material compuesto DOXO + hidrogel + FesO4 se analizd bajo la espectroscopia
Raman, en la Figura 63 se muestra el espectrograma obtenido donde se grafica la

intensidad contra el nmero de onda.
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Figura 63. Espectrograma obtenido de la espectroscopia
Raman del material compuesto.
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Donde la Tabla 18 se muestra el nimero de banda de absorcidn, la longitud de onda y el

grupo funcional determinado obtenidos a partir del espectrograma de la Figura 63.

Tabla 18. Analisis al material compuesto, mostrando numero de banda, longitud de onda
y el grupo funcional determinado.

No. banda | Longitud de onda (cm™) Grupo funcional
1 2952 (CH2)
2 2842 Enlace Oxigeno-Metilo (O-CHz)
3 2716 (R-CHs)
4 2479 (CI-CHy)
5 1755 Doble enlace Carbono-Oxigeno (C=0)
6 1619 Acido Carboxilico (RC=00H)
7 1525 Doble enlace carbono (C=C)
8 1457 Anillo Aromaético (Ar)
9 1329 Sal organica
10 1250 (Ar-OH)
11 1020 (Ar-OH)
12 604 Enlace Carbono-Cloro (C-Cl)
13 550 Boro
14 444 Enlace Halogenuro-Metal-Oxigeno (X-Me-0O)
15 389 Enlace Halogenuro-Metal-Oxigeno (X-Me-O)
16 346 Enlace Halogenuro-Metal-Oxigeno (X-Me-0O)
17 325 Enlace Halogenuro-Metal-Oxigeno (X-Me-0O)
18 287 Enlace Halogenuro-Metal-Oxigeno (X-Me-O)
19 220 Cadena aliciclica

Este resultado no permite realizar un analisis que ayude determinar la integridad molecular
de la DOXO, ya que el hidrogel enmascara en el espectro la zona importante que permite
observar las bandas de absorcion caracteristicas de la DOXO. Por lo que seria dificil poder
determinar a través de esta muestra, despues de aplicarle ondas de choque, que no existen

cambios estructurales en la molécula. Sin embargo, se logran ver algunas bandas que
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pueden corresponder a grupos funcionales de la DOXO, como las bandas 1457 cm?y
1250 cm™.

6.3.3. Resultados del andlisis del material compuesto sometido a ondas de choque

En las Figuras 64, 65, 66 y 67 se muestran los resultados obtenidos mediante
espectroscopia Raman del material compuesto sometido a diferentes nimeros de ondas de

choque, y el andlisis de estos en las Tablas 19, 20, 21 y 22.

e Muestra sometida a 100 ondas de choque con potencia 14:

Muestra Al

1600 4 1
1400 -
1200 4
‘= 1000 -

800

600

Intensidad (uv.a.

400

200 H

T T T I
2000 1500 1000 500 0

Corrimiento Raman (cm!)

T T
3000 2500

Figura 64. Espectrograma obtenido de la espectroscopia Raman del material
compuesto sometido a 100 ondas de choque (muestra A1) con potencia 14.
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Tabla 19. Analisis del material compuesto sometido a 100 ondas de choque (muestra Al)
con potencia 14, mostrando nimero de pico, longitud de onda y el grupo funcional
determinado.

No. pico Longitud de onda (cm™) Grupo funcional
1 2947 CH2
2 2843 Enlace Oxigeno-Metilo (O-CHs)
3 2484 (CI-CH2)-
4 1613 Acido Carboxilico (RC=00H)
5 1527 Doble enlace Carbono-Carbono (C=C)
6 1452 Anillo aromatico (Ar)
7 1253 (Ar-OH)
8 1016 (Ar-OH)
9 742 Enlace Carbono-Cloro (C-Cl)
10 630 Boro
11 560 Enlace Carbono-Cloro (C-Cl)
12 346 Enlace Halogenuro-Metal-Oxigeno (X-Me-O)
13 288 Enlace Halogenuro-Metal-Oxigeno (X-Me-O)

e Muestra sometida a 150 ondas de choque con potencia 14:

Muestra Bl

1400
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- 1000
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800

600 4
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200

04

3000 2500 2000 1500 1000 500 0
Corrimiento Raman (cm!)

Figura 65. Espectrograma obtenido de la espectroscopia Raman del material
compuesto sometido a 150 ondas de choque (muestra B1) con potencia 14.
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Tabla 20. Analisis del material compuesto sometido a 150 ondas de choque (muestra B1)
con potencia 14, mostrando numero de pico, longitud de onda y el grupo funcional
determinado.

No. Pico | Longitud de onda (cm™) Grupo funcional
1 2947 CH;
2 2843 Enlace Oxigeno-Metilo (O-CHs3)
3 2484 (CI-CHy)-
4 1622 Cetona (RC=0OR)
5 1527 Doble enlace Carbono-Carbono (C=C)
6 1452 Anillo aromatico (Ar)
7 1253 (Ar-OH)
8 1016 (Ar-OH)
9 740 Enlace Carbono-Cloro (C-Cl)
10 630 Boro
11 564 Enlace Carbono-Cloro (C-CI)
341 Enlace Halogenuro-Metal-Oxigeno (X-Me-
12 0)

e Muestra sometida a 200 ondas de choque con potencia 14:

Muestra C1

2000 +
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1000 -
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Corrimiento Raman (cm)

Figura 66. Espectrograma obtenido de la espectroscopia Raman del material
compuesto sometido a 200 ondas de choque (muestra C1) con potencia 14.
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Tabla 21. Analisis del material compuesto sometido a 200 ondas de choque (muestra C1)
con potencia 14, mostrando numero de pico, longitud de onda y el grupo funcional

determinado.

No. pico | Longitud de onda (cm™) Grupo funcional
1 2945 CH»
2 2843 Enlace Oxigeno-Metilo (O-CHs)
3 1622 Cetona (RC=0R)
4 1537 Doble enlace Carbono-Carbono (C=C)
5 1452 Anillo aroméatico (Ar)
6 1253 (Ar-OH)
7 1016 (Ar-OH)
8 742 Enlace Carbono-Cloro (C-CI)
9 630 Boro
10 570 Enlace Carbono-Cloro (C-CI)
Enlace Halogenuro-Metal-Oxigeno (X-
11 340 Me-0)

e Muestra sometida a 250 ondas de choque con potencia 14:

Muestra D1
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Figura 67. Espectrograma obtenido de la espectroscopia Raman del material
compuesto sometido a 250 ondas de choque (muestra D1) con potencia 14.
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Tabla 22. Analisis del material compuesto sometido a 250 ondas de choque (muestra D1)
con potencia 14, mostrando nimero de pico, longitud de onda y el grupo funcional

determinado.

No. Pico Longitud de onda (cm™) Grupo funcional
1 2945 CH;
2 2843 Enlace Oxigeno-Metilo (O-CHz)
3 2484 (CI-CHy)
4 1622 Cetona (RC=0R)
5 1537 Doble enlace Carbono-Carbono (C=C)
6 1452 Anillo aromatico (Ar)
7 1253 (Ar-OH)
8 1016 (Ar-OH)
9 740 Enlace Carbono-Cloro (C-Cl)
10 630 Boro
11 560 Enlace Carbono-Cloro (C-Cl)
12 342 Enlace Halogenuro-Metal-Oxigeno (X-Me-0)

Se puede observar en los espectogramas de las muestras Al, B1, C1 y D1 se siguen

observando las bandas de absorcion correspondientes a los grupos funcionales, anillo

aromatico (Ar) en 1452 cm™ y Ar-OH en 1253 cm™. Esto puede indicar que después de

aplicarle ondas de choque al material compuesto, no produce cambios estructurales.

En la Figura 68 se presentan los espectrogramas obtenidos mediante espectroscopia

Raman de las muestras con el material compuesto DOXO + hidrogel + FesO4 sometidas

a ondas de choque con diferentes potencias, agrupados segun la potencia aplicada.
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Figura 68. Comparacion de los 16 espectros obtenidos del material
compuesto variando la potencia y el nimero de ondas de choque.
a) Potencia 14 (A1-100, B1-150, C1-200 y D1-250).
b) Potencia 16 (A2-100, B2-150, C2-200 y D2-250).
c) Potencia 18 (A3-100, B3-150, C3-200 y D3-250).
d) Potencia 20 (A4-100, B4-150, C4-200 y D4-250).
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Los espectrogramas obtenidos por el analisis Raman al material compuesto, posterior a su
tratamiento con ondas de choque, no hay aumento o disminucion en la intensidad del
Raman después de someterlos a las ondas de choque, lo que puede significar que mediante
esta técnica no se aprecian cambios significativos en los grupos funcionales del material
compuesto. Sin embargo, no permite establecer un rango de aplicacion, ya que no es
posible asegurar que no existe cambio en la citotoxicidad de la DOXO, sino hasta realizar
otras técnicas de caracterizacion complementaria que proporcione la informacién
necesaria que se requiere para identificar cualquier modificacion en la distribucion
espacial de los &tomos que conforman la estructura de la molécula, y confirmar que ésta

modificacion puede o no generar una alteracion en la funcién citotoxica del farmaco.

6.4. Resultados de la evaluacion de radiopacidad

Las imagenes se obtuvieron por el equipo de rayos X de la clinica universitaria UVM. En
la imagen de la derecha (rayos X) se puede distinguir en la zona marcada con una (b), (que

es donde se encuentra el hidrogel con las NPs de Oxido de Fe) unos puntos que

corresponden a las NPs, debido a su radiopacidad (Figura 69).

Figura 69. Radiografia del hidrogelcon NPs de Fe en tejido blando y hueso de pollo; (a) zona sin hidrogel,
(b) zona con hidrogel con NPs inmersas.

Esto permite utilizar las NPs de 0xido de Fe en hidrogeles como marcador, ayudando a
detectar la regidn en que se encuentra el hidrogel y, por ende, poder determinar la zona

donde se libera el farmaco.
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7. CONCLUSIONES

De los hidrogeles sintetizados se observd, mediante los espectrogramas IR, una
disminucion en las bandas de absorcion correspondientes al grupo vinil, que se encuentra
en los mondmeros DMA y VCL. También que existe una relacion en el aumento y
diminucion de las bandas de absorcion, con el aumento y diminucion en los porcentajes
de los mondmeros. Agregando que, mediante TGA, se observo solo una curva de
degradacion en los hidrogeles. Estos resultados pueden indicar que hubo polimerizacion

y copolimerizacion de los monémeros.

Se obtuvieron resultados de liberacion de DOXO, con dosis de liberacion comparables a
las concentraciones de DOXO que se han utilizado para realizar pruebas en ratones.
Considerando que la mayor de liberacion del farmaco a temperatura de 37 °C, fue a la
mitad del tiempo (aproximadamente 5 horas), que la mayor liberacion del farmaco a
temperatura ambiente (25 °C). Este resultado puede ser contraproducente, ya que, lo que
se busca es una mayor prolongacién (de 3 a 4 semanas) de liberacion a la temperatura
corporal (37 °C). No obstante, es necesario realizar mas pruebas para observar un mayor

patron.

En el material compuesto (hidrogel + NPs de 6xido de Fe) se determind que las NPs le
aportan la caracteristica de radiopacidad. Esto podria permitir observar la zona en la que

se encuentra y se distribuye el hidrogel, y asi, dirigir la liberacién del farmaco.

Mediante los espectrogramas obtenidos por Raman, no se apreciaron cambios
significativos en los grupos funcionales del material compuesto (Hidrogel + DOXO + NPs
de 6xido de Fe) después de aplicar las ondas de choque, sin embargo, es necesario realizar
mas pruebas (como resonancia magnetica nuclear y espectroscopia de masas) para

determinar que las ondas de choque no afecta la integridad molecular del farmaco.
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8. TRABAJO FUTURO

Realizar méas pruebas complementarias, como resonancia magnética nuclear y
espectroscopia de masas, que ayuden a evaluar la integridad molecular de la
DOXO inmersa en el hidrogel DMA-VCL més NPs de éxido Fe, antes y después
de aplicar ondas de choque al material compuesto.

Realizar pruebas de liberacién de la DOXO inmersa en el hidrogel DMA-VCL,
variando la temperatura y el pH.

Realizar pruebas de liberacion en cultivo de células de la DOXO inmersa en el
hidrogel DMA-VCL.

Presentar las bases necesarias para un posterior desarrollo de un modelo
matematico. Con el cual se espera que ayude a predecir la dosis de DOXO que se
requieren para llevar a cabo su liberacion de manera intratumoral, tratandose de

casos con metastasis hepética.
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