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Abreviaturas

MIP

NPM

RMI

CME
MMIPs
6MP

SLF

EPR

RES
PMIPs
TEM

SEM

FTIR
EGDMA
DLS

AIBN
NPM
MMIP-MA
MMIP-ITA
MMIP-4VP

MMIP-1VIN
MNIP-MA

MNIP-ITA

MNIP-4VP

Polimeros de impronta molecular

Nanoparticulas magnéticas

Resonancia Magnética de Imagen

Campo magnético externo

Polimeros de impronta molecular magnéticos

6 mercaptopurina

Sistema de liberacién de farmacos

Efecto Permeacion y Retencion

Sistema Reticulo Endotelial

Polimeros improntados molecularmente.

Microscopia electronica de transmision.

Microscopia electronica de barrido

Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
Dimetilacrilato de etilenglicol

Dispersion dinamica de luz

Azobisisobutironitrilo

Nanoparticulas magnéticas

Nanoparticulas magnéticas recubiertas con acido metacrilico
Nanoparticulas magnéticas hidrofébicas sin impronta molecular
Polimeros de impronta molecular magnéticos. Monémero 4-
vinilpiridina.

Polimeros de impronta molecular magnéticos. Monémero 1-
vinilimidazol.

Polimeros de impronta molecular magnéticos. No improntado.
Monomero acido metacrilico.

Polimeros de impronta molecular magnéticos. No improntado.
Mondmero acido itaconico.

Polimeros de impronta molecular magnéticos. No improntado.
Monomero 4-vinilpiridina.
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MNIP-1VIN Polimeros de impronta molecular magnéticos. No improntado.
Monomero 1-vinilimidazol.

Revoluciones por minuto

Rpm

DSC Calorimetria diferencial de barrido
TGA termogravimetria

sSS Suma de cuadrados

AIC Criterio de Akaike

MSC Criterio de seleccién de modelo
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1. Introduccion

El cancer es un padecimiento cuya caracteristica definitoria es la multiplicacion rapida de
células anormales que, al extenderse mas alla de sus limites habituales, pueden invadir
otras partes del cuerpo, proceso que se conoce como metastasis. Este padecimiento ha
sido la principal causa de muerte a nivel mundial causando 8,8 millones de muertes en
2015." En México el panorama no es distinto, ya que el cancer se mantiene como la
tercera causa de muerte, habiendo provocado en 2017 el 12% de total de las

defunciones.?

Actualmente existen distintos tratamientos contra el cancer de entre los cuales destacan
tres: cirugia, radioterapia y quimioterapia. Aunque esta ultima es la mas empleada, al no
ser especifica, trae consigo multiples efectos secundarios que afectan la calidad de vida
del paciente. Para evitar esto, se han estudiado distintos materiales que sirvan como
acarreador del farmaco a administrar, y a su vez otorguen al sistema la capacidad de
vectorizacion, liberando el farmaco en el sitio de accién y no de forma cadtica,
aprovechando las condiciones especificas del microambiente y la respuesta del material

a dichas condiciones.34

Los polimeros de impronta molecular (MIP por sus siglas en inglés) son materiales
poliméricos que imitan a los receptores bioldgicos en su capacidad de reconocimiento de
un ligando especifico.® Han tenido un gran auge en los Ultimos afios debido a su gran
versatilidad, teniendo aplicaciones en distintas areas, principalmente la quimica analitica,
sin embargo, los estudios dedicados a la entrega de farmacos, en particular en los

sistemas de liberacion inteligentes (balas magicas), tienen un futuro prometedor.®

Los dos requerimientos esenciales de un sistema de liberacion de farmaco son la
capacidad de direccionalidad al area blanco y la liberacion controlada del farmaco, lo cual
no es facil de lograr. Se cree que los MIPs son capaces de cumplir con la liberacion
controlada de farmacos, por lo que se ha mostrado un interés considerable en el

desarrollo de nuevos sistemas de liberacion de este tipo basados en MIPs.

La principal ventaja de utilizar polimeros de impronta es que las cavidades formadas en
la red polimérica durante la polimerizacién imitan a la molécula molde en tamafio, forma

y grupos funcionales. Esas cavidades entonces actian como un sitio de unién especifico
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que reconoce selectivamente a la molécula molde. Sin embargo, los polimeros de
impronta molecular tipicos por si solos carecen de caracteristicas de vectorizacion o
direccionamiento, por lo que es necesario acoplarlos a otro material que pueda proveer
esta capacidad y que sea bajo en toxicidad para el organismo. De esta forma, se
considera conveniente unir los MIPs con nanoparticulas inorganicas’, siendo los mas
predominantes los sistemas hibridos basados en la combinacién de los polimeros de

impronta con nanoparticulas magnéticas.®°

Las nanoparticulas magnéticas (NPM) son un tipo especial de nanomateriales
ampliamente usados en aplicaciones biomédicas, teniendo un rol importante debido a su
biocompatibilidad, baja toxicidad, facil modificacion de superficie y propiedades
magneéticas. A menudo, estas particulas son utilizadas para la deteccion y el tratamiento
de enfermedades, particularmente como acarreadores de farmaco, como terapéutico en
hipertermia magnética, y como agentes de contraste en resonancia magnética de imagen
(RMI).11-13

La magnetita (FesO4) es el material magnético mayormente utilizado en biomedicina y
biotecnologia debido a su baja toxicidad, facil preparacién, magnetismo vy
biocompatibilidad.'* Ademas, debido a sus propiedades superparamagnéticas en cierto
rango de tamanos, las NPM pueden ser controladas y dirigidas a la region patologica

deseada usando campos magnéticos externos (CME).

La mejora de las propiedades biomédicas y la capacidad de carga de farmaco de estas
particulas se puede lograr recubriéndolas con distintos materiales, entre los que se
encuentran los polimeros organicos, mismos que a su vez pueden ser sintetizados por la

técnica de impronta molecular.

La ventaja particular de los polimeros de impronta molecular magnéticos (MMIPs) es el
hecho de que combinan las propiedades magnéticas de las nanoparticulas con la alta
capacidad de reconocimiento de los polimeros de impronta molecular en una sola
estructura hibrida funcional, lo que permite obtener un sistema cuya entrega del farmaco
se de en el sitio blanco, disminuyendo la dosis y mejorando la eficiencia de los farmacos,

resultando a su vez en una reduccién de los efectos adversos en tejidos normales.'

La 6-mercaptopurina (6-MP), es un farmaco antineoplasico que pertenece al grupo de los

antimetabolitos. Posee propiedades inmunosupresoras y esta indicado en el tratamiento

( 1
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de la leucemia.’ Es un farmaco de clase Il (baja solubilidad y alta permeabilidad) segun
el sistema de clasificacion biofarmacéutica y tiene un tiempo de vida media de 1.5 h. La
6-mercaptopurina también posee potentes propiedades acido-base (con pKa: 2.99 y 9.5)
que ofrecen una gran variedad de sitios de union metalicos, es por ello que se ha

seleccionado como farmaco modelo para el desarrollo del presente proyecto.

Hasta ahora, hay pocos trabajos reportados que utilicen dicho farmaco para la impronta
molecular, debido a su baja solubilidad en disolventes organicos, por lo que en este
trabajo se reporta la sintesis de distintos sistemas formados por nanoparticulas de
magnetita recubiertas con distintos polimeros de impronta molecular, utilizando al
farmaco 6-MP como molécula molde, asi como su evaluacién como sistema de liberacion

de farmacos.
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2. Antecedentes

2.1 Sistemas de liberacion de farmacos.
2.1.1 Sistemas convencionales de liberacion de farmacos

Por muchas décadas, los tratamientos para una enfermedad aguda o padecimientos
cronicos han sido llevados a cabo usando varias formas de dosis farmacéuticas,
incluyendo tabletas, capsulas, supositorios, cremas, unguentos, liquidos, inyectables y
aerosoles como acarreadores. Incluso hoy, esos sistemas de liberacién son los productos

de eleccidon a menudo vistos en el mercado farmacéutico.

Este tipo de sistemas son conocidos por proveer una liberacion inmediata del farmaco,
por lo que para alcanzar y mantener la concentracién en el organismo y el rango
terapéutico efectivo necesario para el tratamiento, a menudo es necesario tomar este tipo
de sistema varias veces al dia, lo que resulta en una fluctuacion significativa en los niveles
del farmaco.'® La principal desventaja, es que los sistemas de liberacion de farmacos
convencionales van a menudo acompafados por efectos adversos sistémicos, que se
atribuyen principalmente a su biodistribucidon no especifica y a caracteristicas

incontrolables de la liberacion del farmaco.!”

2.1.2 Sistemas de liberacion modificada

Los sistemas de liberacion modificada estan disefados para mejorar la terapia
farmacéutica, ideados para permitir un mayor control en la exposicion de farmaco a través
del tiempo, ayudar al farmaco a cruzar barreras fisioldgicas, protegerlo de la eliminacion
prematura y llevarlo al sitio de accidon deseado, mientras se minimiza al mismo tiempo la

exposicion sistémica al farmaco.®

Estos sistemas ofrecen claras ventajas sobre las terapias farmacéuticas convencionales,
por ejemplo, después de la administracion de la dosis farmacéutica de un sistema
convencional, los niveles del farmaco en la sangre se elevan, llegan a un maximo y
entonces cae. Debido a que cada farmaco tiene un rango terapéutico sobre el que es
téxico y debajo del cual es inefectivo, la oscilacién de los niveles del farmaco puede
causar periodos alternantes de inefectividad y toxicidad (Figura 1). Aunque las

preparaciones de liberacion sostenida atenuan los picos y los valles, no los eliminan. En
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contraste, un sistema de liberacion controlada mantiene el farmaco en el rango

terapéutico deseado con una simple administracién (Figura 2)."°

Concentracion del farmaco

Efectos adversos

_______________ — — — — . Nivel téxico

B
....... Rango terapéutico

________ Concentracion minima
efectiva

Sin efecto terapéutico

Frecuencia de la dosis

Figura 1. Perfiles hipotéticos de la concentracion del farmaco en circulacion sistémica resultante de la
administracion consecutiva de dosis multiples de un sistema de liberacion inmediata (A1,A2,...) comparado
con el perfil de concentracion ideal de farmaco (B) requerido para el tratamiento. (Adaptado de referencia'®)

Concentracion plasmatica

Dosis doble

Concentracion toxica

/’h\ Infusion venosa

Liberacion retardada
Liberacion
Prolongada
o sostenida

- o o o =W \-Gaxtendida
Concentracién subter\apéutica

Tiempo

Figura 2. Concentraciones plasmaticas de farmaco a través del tiempo dadas por distintas formas de
administracién, asi como de formas farmacéuticas de liberacién modificada. (Adaptada de referencia 20)

Los sistemas de liberacion controlada entregan el farmaco en una cantidad

predeterminada

por un periodo de tiempo definido. En general, la velocidad de la

liberacion es determinada por el disefio de los sistemas y pueden ser (0 no)

independientes de las condiciones ambientales como el pH. Estos sistemas pueden
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también entregar farmacos por largos periodos de tiempo (dias o meses), disminuyendo

la frecuencia de la dosis.

2.1.3 Clasificacion
Basados en su sofisticacion técnica, los sistemas de liberacion de farmacos (SLF)

han sido clasificados en cuatro categorias:'®

1.- de velocidad preprogramada: la liberacion del farmaco del sistema es impuesta por
el disefio del sistema, que controla la difusion molecular del farmaco hacia el medio

circundante. Estos sistemas pueden a su vez ser clasificados de la siguiente manera:

v’ liberacién controlada por permeacion de membranas poliméricas: el farmaco es
parcial o totalmente encapsulado en un reservorio que a su vez esta recubierto por
una membrana polimérica con permeabilidad especifica.

v’ liberacién controlada por difusién a través de membranas poliméricas: este
sistema es preparado dispersando el farmaco en una matriz polimérica. El farmaco

entonces es liberado por erosion o degradacion del polimero.

2.- modulados por activacion: en este grupo de sistemas, la liberacion del farmaco se
da por la aplicacion de estimulos fisicos (presion osmatica, presion hidrodinamica,
activados magnéticamente, activados mecanicamente, activados por sonoforesis o
iontoforesis, etc), quimicos (pH, iones o hidrélisis) o bioquimicos (activados por enzimas).
La cantidad de farmaco liberado es controlado por la presencia o ausencia de dichos

estimulos.

3.- regulados por retroalimentacion: estos sistemas son activados por un agente
desencadenante (como una substancia bioquimica) y son regulados por las
concentraciones de estos mediante distintos mecanismos de retroalimentacién

(bioerosion, biorespuesta o autorregulados).

4.- dirigidos al sitio: Sistemas vectorizados mediante el uso de moléculas de
reconocimiento molecular y/o sensibles a estimulos que reconocen caracteristicas de la
enfermedad. El direccionamiento de estos sistemas puede conseguirse utilizando la
sobreexpresion de transportadores y receptores en la membrana de las células

cancerigenas, o bien, haciendo uso de estimulos externos o internos.
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2.2 Nanoacarreadores como sistemas de liberacion para el tratamiento del cancer

Un aspecto emergente en el campo de la terapia medicinal es la liberacién de farmacos
via nanoparticulas. Los nanoacarreadores farmacéuticos son descritos como
acarreadores de farmaco de tamafio submicrométrico (<200 nm de diametro

aproximadamente) con o sin caracteristicas biodegradables.?'

El uso de nanoparticulas aumenta la eficacia terapéutica con riesgos reducidos de
reacciones adversas y afiade ventajas al farmaco tales como aumento de la solubilidad,
mejora de estabilidad, tiempos de exposicidon prolongados, entrega selectiva a los sitios

de accion y disminucién de la resistencia a la permeacion.??

Se cree que los sistemas de liberacion de farmacos nanoparticulados pueden ser muy
utiles en el tratamiento de algunos tipos de cancer debido a que aumenta el efecto de
permeacion y retencion (EPR).2>2* Comparado a los tejidos normales, los tumores tienen
grandes fenestraciones en las paredes capilares que permiten el paso de las
nanoparticulas de tamafios mayores a 10 nm (Figura 3); dichas fenestraciones pueden
medir cientos de nandémetros (380-780 nm), dependiendo del tumor.?52¢ El farmaco
cargado en las nanoparticulas es de esta forma relativamente mas accesible a tejidos

tumorales comparados con los tejidos sanos.’®

Angiogénesis

Vaso sanguineo

Somtial Fenestraciones g
( < - & Y & © < J

Figura 3. Caracteristicas fisioldgicas del tejido tumoral y los vasos sanguineos que pueden evitar o
facilitar la entrega de farmacos a los nanoacarreadores.(Fuente: Antonio, G., L. Adaptado de Kobayashi,
H., 2014)
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Las particulas adecuadamente recubiertas exhiben opsonizacién reducida y bajo
aclaramiento por el sistema reticulo endotelial (RES por sus siglas en inglés) y el
aclaramiento renal es evitado cuando las nanoparticulas son mas grandes que los poros
glomerulares.?32” De esta forma, la vida media en circulacién de las nanoparticulas y su

farmaco asociado se prolonga (Figura 4).

corazon y vasos sanguineos.
Particulas/moléculas de tamano
intermedio con carga neutra o
ligeramente negativa y
caracteristicas hidrofilicas

Higado y bazo
Particulas/moléculas de gran
tamano con carga altamente

positiva o negativay con
caracteristicas hidrofobicas.

Particulas flexibles o
<6nm de carga negativa

Figura 4. Farmacocinética de agentes nanométricos. Los nanoacarreadores que pueden evadir el efecto
EPR deberian permanecer por mas tiempo en circulacién. (Fuente Antonio, G., L. Adaptado de
Kobayashi, H., 2014)%

Para asegurar el uso potencial en la clinica de estos sistemas, el material debe cumplir
con las siguientes caracteristicas esenciales: |) biocompatibilidad y biodegradabilidad
suficientes; (ll) buena estabilidad en condiciones fisiologicas; y (lll) alta capacidad de

carga de farmacos y baja toxicidad.'”28

Los aspectos clave en la ingenieria y disefio de nanoacarreadores es tratar con el tamafio
de particula, propiedades superficiales y la liberacion del farmaco para cumplir los
objetivos especificos, por lo que la caracterizacion de estos materiales es critica para

controlar su comportamiento tanto in vitro como in vivo.2!2°

Con lo anterior en mente, se han desarrollado distintos sistemas nanoparticulados para
la entrega de farmacos que incluyen liposomas, nanoparticulas de auto-ensamble,

poliméricas, lipidicas, entre otros.322
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2.3 Polimeros de impronta molecular para la liberacion de farmacos

En el caso particular de la entrega de farmacos, los polimeros de impronta molecular han
sido estudiados recientemente debido a que tienen la capacidad de controlar la liberacion
del farmaco a través de la modulacion de la afinidad entre el farmaco y el polimero.*° La
liberacion controlada por afinidad involucra cambios fisicos reversibles en el arreglo
espacial de los grupos quimicos de la red polimérica que, cooperativamente, se unen al
farmaco. Los sistemas que utilizan la técnica de impronta molecular intentan ir mas alla
en la imitacién de la habilidad de reconocimiento que tienen las moléculas naturales
(enzimas y anticuerpos), disefiando la red entera con receptores especificos capaces de

reconocer el farmaco.3°

2.3.1 Bases de la impronta molecular

Los polimeros de impronta molecular son materiales poliméricos entrecruzados que
exhiben una alta capacidad de unién y selectividad por una molécula blanco (horma o
molde) que se encuentra presente en el proceso de sintesis. En otras palabras, imitan a

los receptores biolégicos en su capacidad de reconocimiento hacia un ligando especifico.

En disolucion, la molécula molde interactua con los mondmeros funcionales y la
estructura de esos agregados o complejos es mantenida por la copolimerizacién en
presencia de una cantidad de entrecruzador en una relacion estequiométrica mucho
mayor con respecto a la horma. La molécula molde es adicionada al medio con el fin de
causar el arreglo de los monémeros como funcién de su afinidad por la horma. El arreglo
se vuelve permanente por la polimerizaciéon con un entrecruzador. Cuando las moléculas
molde se remueven de la red polimérica, se crean cavidades complementarias en tamano
y grupos funcionales a aquellas de la molécula molde. Dichas cavidades pueden volver

a unirse a la horma mostrando una alta afinidad y selectividad.*®

Después de la polimerizacion, la molécula molde es removida de la matriz polimérica,

dejando entonces cavidades con sitios de union especificos en el material (Figura 5).3"
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Figura 5. Proceso de la sintesis de un polimero de impronta molecular (Con base en Yilmaz, E., 2004).32

En la mezcla previa a la polimerizacion, la molécula molde que se encuentra disuelta,
puede interactuar con el mondémero funcional mediante interacciones del tipo covalente,
no covalente o de coordinacion. Debido a esto, la impronta molecular puede ser
clasificada en impronta covalente (enfoque pre-organizado), impronta no covalente
(enfoque de auto ensamble) o impronta de coordinacion; todo lo anterior de acuerdo con
el tipo de interacciones involucradas entre las especies en la mezcla de pre-

polimerizacién y durante las adsorciones.®

En el enfoque pre-organizado o covalente, la molécula molde es unida covalentemente a
los mondmeros previo a la polimerizacion. Después de la sintesis del polimero, esos

enlaces se rompen para formar las cavidades improntadas.

Por otro lado, en el enfoque de auto ensamble o no covalente, propuesto en 1980 por
Arshady, Mosbach y colaboradores33, la molécula molde y los monémeros funcionales
establecen interacciones del tipo puentes de hidrégeno, hidrofdbico o de transferencia de
carga antes de la polimerizacion para formar complejos estables y solubles de
estequiometria apropiada. Debido a que las interacciones son relativamente débiles, se
requieren multiples sitios de interacciéon entre la molécula molde y los mondémeros

funcionales para crear complejos fuertes. En general, este enfoque permite
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combinaciones mas versatiles de moléculas molde y mondmeros y provee cinéticas de

asociacion y disociacion mas rapidas que el enfoque de impronta covalente.’®

2.3.2 Sintesis de polimeros de impronta molecular: consideraciones importantes

Sin tener en cuenta el proceso utilizado para la sintesis del polimero, la preparacion de
los MIPs requiere de la copolimerizacién de los complejos mondémero funcional-molécula
molde con grandes proporciones del agente entrecruzador y la subsecuente remocion de
la horma para crear los sitios de reconocimiento. Entonces, ambos, el paso de
polimerizacién y el proceso de remocidn de la horma son criticos para obtener buenos
sitios de impronta. A continuacién, se describen los aspectos mas importantes que se

deben tomar en cuenta al sintetizar MIPs.

2.3.2.1 Preorganizacion

Cuando se realizan polimeros de impronta molecular con el enfoque de auto ensamble,
el punto critico a considerar es la etapa de prearreglo o preorganizacién, donde un
complejo se forma entre la molécula molde y uno o varios monomeros funcionales. Se

asume que entre mas estable o fuerte sea este complejo, mas selectivo sera el MIP.

La eficiencia de la formacion de un complejo monémero funcional-molécula molde estable
durante la etapa de prearreglo y la subsecuente obtencién de sitios de alta especificidad

y afinidad, dependen a su vez de varios factores que se mencionan a continuacion.

2.3.2.2 Molécula molde y mondmeros funcionales

Las caracteristicas requeridas para que una molécula (farmaco) pueda ser utilizada como
molécula molde en la impronta molecular, son dos: no debe tener grupos polimerizables
y debe tener una alta estabilidad en las condiciones de sintesis de la red polimérica.3* En
cuanto al mondémero funcional, se busca que tenga sitios que puedan interactuar
reversiblemente con la molécula molde para formar los sitios de unién. Los monémeros
de acrilatos son los mas comunmente utilizados debido a que facilmente participan en la

polimerizacion por radicales libres.3°
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En la literatura, usualmente se reporta la proporcidn mondémero-horma como 4:1, que
permite la existencia de complejos de diferentes estequiometrias: aquellos con la
estequiometria optima (especifica para cada par horma: mondémero funcional), aquellos
en los que el mondmero esta en exceso y aquellos sin suficiente monémero. El resultado
final es la coexistencia en el MIP de un pequefio numero de cavidades con mediana o
alta afinidad (0.5-1% de los sitios de union tedricos) y un gran numero de cavidades con

baja afinidad de unién (Figura 6).53¢

Interacciones Interacciones especificas
no especificas
Sitios de baja Sitios de alta
afinidad afinidad

Horma

MIP

Figura 6. Afinidad de los sitios de unién en los polimeros de impronta molecular heterogéneos. (Fuente:
Antonio,G. L. Adaptada de Karim, K., 2005)°

2.3.2.3 Disolvente

El disolvente no debe impedir la interaccién entre la horma y el monémero funcional y
debe impedir a su vez, la precipitacion del complejo formado.3” Esto es particularmente
critico en el caso del enfoque de impronta molecular no covalente. Los disolventes no
polares son preferidos para incrementar la probabilidad de la formacion de enlaces de
hidrogeno (limitando su uso solo por problemas de compatibilidad con algunas moléculas
molde como péptidos, oligonucleétidos, o azucares), mientras que el agua y otros
disolventes polares facilitan las interacciones hidrofébicas, aunque disminuyen la afinidad
y la selectividad de los MIPs para la molécula molde por la debilidad de las interacciones

electrostaticas y de puentes de hidrogeno.

Por otro lado, la proporcion del disolvente en la mezcla de reaccién determina la

porosidad y el tamano de los MIPs; bajas proporciones permiten la obtencion de
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polimeros altamente entrecruzados, mientras que grandes proporciones crean sistemas

porosos poco entrecruzados.36:37

2.3.2.4 Entrecruzador

El entrecruzador usualmente esta en mayor proporcidén para asegurar que las cavidades
tengan una estructura suficientemente estable para mantener la conformacion en
ausencia de la horma. Una conformacion rigida también confiere al MIP resistencia al
estrés mecanico y a los ataques enzimaticos que estos pueden sufrir durante su uso
subsecuente. Por otro lado, una alta proporcién del entrecruzador también puede impedir
la extraccion de la molécula molde después de la sintesis al crearse sitios no accesibles

al disolvente.30.38

Para optimizar la calidad de la impronta evitando el método de prueba-error, los MIPs
pueden ser disefiados racionalmente por un analisis computacional, simulando las
interacciones bajo las condiciones a las que la sintesis del polimero ocurrira.3%4% Ademas,
se pueden hacer aproximaciones de las estabilidades de los complejos caracterizando el
proceso de impronta por medio de las contribuciones energéticas de las interacciones

ligando-receptor.*’

2.3.2.5 Remocion de la molécula molde

La remocion de la horma es otro paso critico en la preparacion de los MIPs que es poco
discutido en la literatura pero que es de suma importancia pues la remocion incompleta

de la horma puede disminuir los sitios disponibles para los estudios de adsorcion.

Si la horma se extrae en condiciones extremas (calentando bajo presion, con microondas,
etc) se puede alterar la estructura de los MIPs causando hinchamiento de las redes
poliméricas durante la extraccion y el colapso durante la subsecuente desecacion,

distorsionando los puntos de unién y la fuerza de las interacciones (Figura 7).42

Por ello, a pesar de que muchas veces la eficiencia de las inmersiones del polimero en

solventes organicos o soluciones salinas (incubacién) y la extraccién continua en un
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aparato soxhlet para extraer la molécula molde, esta lejos de 100%, estos métodos de

extraccion siguen siendo los mas empleados.

Distorcion
de los sitios
| de union

Remocion
adecuada

Colapso de la
cavidad después

de la remociénf

Ruptura de
la cavidad
durante la
remocion

Figura 7. Vista esquematica de los diferentes efectos que el proceso de remocion de la molécula molde
puede causar en la estructura de las cavidades improntadas. (Adaptada de Alvarez-Lorenzo, 2013)3

2.3.3 Polimeros de impronta molecular como sistemas estimulo-respuesta

La combinacion de los sistemas estimulo-respuesta con la tecnologia de impronta
molecular provee una herramienta ventajosa: la impronta provee una alta capacidad de
carga de moléculas especificas y la habilidad de responder a estimulos externos
modulando la afinidad de las redes para las moléculas molde, dando una capacidad
regulatoria del proceso de carga/liberacion del farmaco en funcién de la naturaleza o de

la intensidad del estimulo.3°

Debido a que los sistemas de liberacion poliméricos que utilizan el enfoque de impronta
molecular en su mayoria no poseen propiedades de vectorizacion, los estudios mas
recientes se han enfocado en la obtencién de un sistema hibrido, capaz de poseer ambas

propiedades, de vectorizacién y como sistema de liberacion.

Las nanoparticulas magnéticas han tenido especial participacion en el desarrollo de estos
materiales, ya que, debido a sus propiedades magnéticas, responden a estimulos

externos como campos magnéticos externos.
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2.4 Nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas de magnetita (FesO4) y maghemita (y-Fe203) son los materiales
magnéticos mas empleados en las investigaciones y aplicaciones en nanomedicina y
biologia, incluyendo resonancia magnética de imagen (RMI), imagen de nanoparticulas
magnéticas*?, sistemas de liberacion de farmacos, hipertermia magnética e identificacion

y separacion de células.444°

Los procedimientos de sintesis, las propiedades fisicoquimicas, la toxicidad vy
biocompatibilidad, asi como los métodos de vectorizacion de los sistemas basados en
nanoparticulas de 6xido de hierro han sido revisados a fondo a lo largo de los afios en
muchos trabajos compilatorios.*6-*8 De la misma forma, las propiedades basicas de las
nanoparticulas magnéticas como tamafo, comportamiento magnético, estructura y

recubrimientos funcionales estan ampliamente reportados.4°->’

Los nanosistemas complejos de nanoparticulas superparamagnéticas de oxido de hierro
funcionalizadas y recubiertas se estan convirtiendo en las herramientas mas importantes
en la nanomedicina®® debido a que representan la mejor relacion entre buenas
propiedades magnéticas y una baja toxicidad in vitro e in vivo®3 y por su biodistribucion y

efectos terapéuticos locales al ser posible su direccionamiento®*55,

2.4.1 Superparamagnetismo

El origen del magnetismo radica en los movimientos orbitales y de espin de los
electrones, y de cémo interactuan los electrones entre si en un material. El
comportamiento magnético de los materiales se puede clasificar en cinco grupos
principalmente: diamagnetismo, paramagnetismo, ferromagnetismo, ferrimagnetismo y

antiferromagnetismo 9657

El superparamagnetismo es una forma de magnetismo que ocurre en materiales ferri y
ferromagnéticos cuando estos estan en forma de nanoparticulas lo suficientemente
pequefias (dependiendo del material). En realidad, los materiales macrométricos
basicamente contienen multiples dominios magnéticos debido a su gran tamafo. De esta

forma, las particulas suficientemente pequefas son basicamente particulas
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monodominio, que pueden ser tratadas como un momento magnético gigante, compuesto

de todos los momentos magnéticos de los atomos formando las nanoparticulas.

Las particulas superparamagnéticas se prefieren sobre las particulas ferri vy
ferromagnéticas para aplicaciones biomédicas debido a que, en ausencia de un campo
magnético, las particulas ferromagnéticas tendran una magnetizacién neta, mientras que
las particulas superparamagnéticas no exhiben magnetizacion remanente al retirarse el
campo debido al rapido regreso del momento magnético (Figura 8).58Esto puede ser un
gran inconveniente si se desea funcionalizar las nanoparticulas ya que la magnetizacion

remanente provoca la agregacion de particulas y dificulta su dispersion.

®e® | _
@@ "M\

&0
. %

Figura 8. Curva de magnetizacion tipica para particulas superparamagnéticas. En ausencia de un campo
magnético (H), los monodominios se encuentran en desorden, mientras que al aplicar un campo magnético,
los momentos magnéticos de los monodominios se arreglan en sentido del campo. (Tomado de Hervault,A.
Thanh, N., 2014)5%8

Las nanoparticulas de magnetita y maghemita son materiales ferrimagnéticos debajo de
su temperatura de Curie (850 K y 986 K respectivamente)®®, sin embargo, la magnetita
esta clasificada también como un material superparamagnético cuando son particulas de

un tamafio en el rango de 1 a 10 nm.

2.4.2 Teoria de dominio

Un material ferromagnético macroscépico, como el hierro, cobalto o niquel, tiende a
minimizar su energia espontaneamente dividiéndose en dominios magnéticos, que son
regiones que contienen momentos magnéticos acoplados en la misma direccion, y que

estan separados unos de otros por medio de paredes de dominio. Cada dominio podria
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estar entonces representado por un solo vector de magnetizacion para todos sus

momentos magnéticos por unidad de volumen.

El concepto de dominios distingue al ferromagnetismo del paramagnetismo. La estructura
de dominio de un material ferromagnético determina la dependencia del tamafo en su
comportamiento magnético. Cuando el tamafio de un material ferromagnético se reduce
debajo de un valor critico, este se vuelve un monodominio. Se asume que el estado de
mas baja energia libre de las particulas ferromagnéticas tiene magnetizacion uniforme
para las particulas mas chicas que un cierto tamafo critico (particulas monodominio), y

tiene magnetizaciéon no uniforme para particulas mas grandes (particulas multidominio).

De acuerdo con la teoria de dominio magnético, el tamano critico del monodominio se ve
afectado por muchos factores, incluyendo el valor de la saturacion magnética, la fuerza

de la anisotropia del cristal y las fuerzas de intercambio y a la forma de las particulas.

El comportamiento magnético de un material ferromagnético ante un campo magnético
aplicado esta bien descrito por un ciclo de histéresis, caracterizado por dos parametros:
remanencia y coercitividad. La coercitividad esta relacionada a la anchura de la curva y
es fuertemente dependiente del tamafo de particula. Cuando el tamafo de particula se
reduce, la coercitividad incrementa hasta un maximo y entonces disminuye hasta cero,

en ese momento dichas particulas se vuelven superparamagnéticas (Figura 9).6°

|
Superpara- | Monodominio | Multidominio

magnético

Coercitividad

)

¥
20 80
Diametro de nanoparticula (nm)

Figura 9. llustracion esquematica de la relacion coercitividad-tamafio de particulas pequefas. (Adaptado
de Akbarzadeh. Al., 2012)80
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2.4.3 Hipertermia magnética

Las células cancerigenas son sensibles a la hipertermia. Se ha observado que el proceso
de apoptosis ocurre de 42-45°C en células cancerosas a comparacion de células sanas
que resisten estas temperaturas.®! El uso de las NPMs con un campo magnético alterno
eleva la temperatura de forma localizada, sin dafar los tejidos circundantes®2. Por esta
razon, el enfoque mas estudiado es usar NPMs e involucra experimentos utilizando

magnetohipertermia.

La hipertermia del tumor puede ser llevada a cabo por dos diferentes efectos. Primero, el
aumento en la temperatura en el tumor mejora el efecto EPR promoviendo la
permeabilidad vascular®3. El segundo efecto se logra calentando a una temperatura cerca
de la temperatura de transicién de fase (Tg) de gel a liquido de los lipidos de la membrana
celular, lo que la hace mas permeable al agua y a farmacos hidrofilicos, promoviendo la
filtracion de los farmacos desde las nanoparticulas una vez acumuladas en el tumor®*.
Las NPMs dentro del tumor pueden cambiar su energia electromagnética en calor con la

ayuda de un campo magnético externo.46:58

Las particulas monodominio disipan el calor a través de pérdidas por relajacion que recae
en dos modelos: la relajacion de Néel y la relajacion Browniana (Figura 10). El mecanismo
de relajacion depende del tamano de las nanoparticulas y del material magnético (por su
constante anisotropica).®® La relajacion de Néel viene de la reorientacion de los
momentos magneéticos en la misma direccion que el campo magnético aplicado con cada

oscilacion del campo.%¢ El tiempo de relajacion de Néel, esta dado por la ecuacion 1:
kv
Ty =TgeXp |—= ). cevennnn.. 1
v=Toexp (1) (1)

donde To= 1079s, k es la constante de anisotropia, V es el volumen de la nanoparticula

magnética, ks es la constante de Boltzmann y T es la temperatura. La relajacién de Néel
es fuertemente dependiente del tamafio. Una particula mas pequefia requiere menos
energia para la rotacion de su momento magnético, en consecuencia, el mecanismo de

relajacion de Néel sera muy importante.
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La relajacion Browniana es causada por el aumento de la friccion de la rotacion de la
particula por si misma en el liquido acarreador.5866 E| tiempo de relajacién Browniana TB

esta expresado por la ecuacién 2:

3,V

donde n es la viscosidad del liquido acarreador, VH es el volumen hidrodinamico de la
particula, ks es la constante de Boltzmann y T es la temperatura. EI mecanismo de
relajacion Browniana también depende del tamafo y de igual forma es fuertemente
dependiente de la viscosidad (una viscosidad alta del liquido alentara la rotacién de las
particulas). Generalmente, la relajacion de Néel prevalece en nanoparticulas pequefas

y la relajacion Browniana en particulas grandes.

Una combinacion de los dos tiempos de relajacion magnéticos da el tiempo de relajacion

efectivo total T de las particulas (Ecuacion 3):

=N (3)

La aplicacion de un CMA que oscile mas rapido que el tiempo de relajacion de las NPMs
causara la liberaciéon de la energia en forma de calor por el retraso en la relajacion del

momento magnético.%®

Relajacion de Néel

.---->0

Relajacion Browniana

o °
@

Figura 10. Mecanismos de relajacion que influyen en el calentamiento de las nanoparticulas magnéticas.
Modificado de (Abenojar, E. C., 2016)8”

En nanoparticulas magnéticas multi dominio (materiales ferri o ferromagnéticos), la
produccion de calor es debido a la pérdida por histéresis, que puede ser vista como la

cantidad de energia disipada durante el ciclo de magnetizacion (Figura 11).58:68
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Energia térmica

Figura 11. Curva de magnetizacion de un material ferromagnético. El area del ciclo de histéresis representa

la energia disipada durante el ciclo de magnetizacion. Modificada de (Hervault, A., Kim, N.,2014)58

Un ferromagneto esta formado por dominios magnéticos (dominios de Weiss) en los que
los momentos de los atomos estan todos paralelos entre ellos para mantener el estado
de energia mas bajo, mientras que un ferrimagneto esta formado por dominios
magnéticos con momentos magnéticos opuestos de diferentes amplitudes. Cuando un
campo magnético externo es aplicado, los dominios magnéticos tienden a alinearse en la
misma direccion que el campo aplicado. La magnetizacion de saturacién (Ms) se alcanza
tan pronto como cada momento de cada dominio se alinea en esa direccion. Cuando el
campo aplicado es removido, la magnetizacion no regresa a cero y a eso se le llama
magnetizacion remanente (Mr). Para reducir la magnetizacion a cero de nuevo, un campo
magnético con una intensidad precisa necesita ser aplicado, y esto es llamado
coercitividad (o campo coercitivo (Hc)). La curva de magnetizacion de un ferromagneto
se representa por un aro de histéresis y la pérdida por histéresis puede ser medida

integrando el area del ciclo de histéresis (Figura 11).%8

2.4.4 Magnetita

La magnetita se caracteriza por tener una estructura cristalina de espinela con iones de
oxigeno formando una red cubica empaquetada y iones de hierro localizados en los
intersticios (Figura 12). Estos intersticios pueden ser de dos formas: sitios tetraédricos (el
ion Fe esta rodeado de cuatro oxigenos) o sitios octaédricos (el ion hierro esta rodeado

por seis oxigenos) formando las dos subredes A y B respectivamente.
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La formula estructural de la magnetita es: [Fe3*]a [Fe®*, Fe?*]s0?%4

Este arreglo particular de cationes en las subredes A y B es llamado estructura de
espinela inversa, pues los espines en la subred A son antiparalelos a los de la subred
B.69

La magnetizacién de la magnetita surge del acoplamiento antiferromagnético (super
intercambio de oxigenos) entre los iones Fe3* en los intersticios octaédricos y
tetraédricos, dejando los momentos magnéticos de los iones Fe?* (en posiciones

octaédricas) como responsables de la magnetizacién de la celda unitaria.*857

O Oxi_geno
© (Fe2+, Fe3+) octaédrico
® Fel+ tetraédrico

Figura 12 Organizacién de la red cristalina de magnetita. (Adaptado de Duguet, E., 2012)70

Las principales vias de sintesis propuestas para la preparacion de nanoparticulas de
FesO4 incluyen métodos fisicos (por ejemplo deposicion en fase gas), quimicos (sintesis

sol-gel, coprecipitacion, método hidrotermal, entre otros)”"72 y microbiologicos’s.

2.5 Sistemas teragnosticos

La seguridad del paciente ha sido el principal motivo para el desarrollo de sistemas
nanoparticulados con funciones duales de diagndstico y de terapia, particularmente para
el tratamiento del cancer. Este tipo de sistemas se conocen como teragndsticos o

teracnosticos.

Las nanoparticulas magnéticas pueden utilizarse en el disefio de sistemas teragnésticos,
siendo particularmente interesante el uso de magnetita para su empleo en medicina

oncolégica debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad, facil sintesis, y su
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capacidad de direccionamiento. Actualmente existen muchos trabajos sobre el desarrollo

de sistemas magnéticos y su uso en nanomedicina.47,50.51.74-77

Los sistemas magnéticos se dirigen al sitio deseado por medio del direccionamiento
activo (modificacion de las propiedades del material)®* empleando un iman permanente
para atraer a las nanoparticulas magnéticas a una regién definida donde se promueve la
extravasacion por el aumento en su concentracién. Una vez que la extravasacion ha
ocurrido, la presencia del campo magnético mantiene a las nanoparticulas en el intersticio

del tumor, previniendo el escape del farmaco contra los gradientes de presion osmoética.

Para promover una mejora de la funcionalidad, las cinéticas de liberacion (liberacion
controlada) y la proteccion del farmaco contra la degradacion, los sistemas con
nanoparticulas magnéticas como nucleo han recibido particular atencion recientemente.
Esos sistemas nanoparticulados son candidatos interesantes que proveen plataformas

multifuncionales para aplicaciones como teragnésticos.”®

2.6 Polimeros de impronta molecular magnéticos

Los polimeros de impronta molecular magnéticos se han investigado principalmente en
el area analitica, con el fin de captar y separar ciertos compuestos de interés, de mezclas
complejas. El uso de estos sistemas permite ahorrar el tiempo de la centrifugacién de la
muestra para separar al analito, por el uso de un campo magnético externo. Propiamente
hablando, el numero de publicaciones encontradas en la base de datos Scopus hasta
octubre de 2019, muestra que se han publicado 1068 articulos que utilizan las particulas
magnéticas con algun tipo de recubrimiento basandose en la técnica de impronta

molecular.

De esta forma, los polimeros de impronta molecular magnéticos se han utilizado también
para separar compuestos toxicos de alimentos, como el trabajo de Bagheri AR. y
colaboradores, quienes desarrollaron y caracterizaron un polimero de impronta molecular
magnético para el reconocimiento de acrilamida en bisquets. Primero, sintetizaron
particulas de magnetita por coprecipitacidon y se modificd su superficie con polietilenglicol,
luego, el polimero se sintetizé utilizando propanamida como horma y quitosan como
mondémero funcional. Por ultimo, después de retirar la horma, se determiné la cantidad

de acrilamida en cinco muestras de bisquets por medio de HPLC. Para ello, se molieron
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las muestras y se extrajo la acrilamida dispersandolas en una mezcla agua/metanol. Las
muestras se centrifugaron y se separo el sobrenadante, al cual se le agregé el sistema
sintetizado. Después de se separaron las particulas magnéticamente y se pasaron a un
medio de agua/metanol para extraer la acrilamida capturada, la cual se cuantifico por
HPLC.”®

Trabajos similares, por mencionar algunos, son el de Yang C. y colaboradores, que
idearon polimeros de impronta para determinar la concentracion de quercetina en
muestras de manzanas,® o el de Chen, L. y colaboradores, que desarrollaron un sistema

MIP magnético para extraer antibioticos de tetraciclina de muestras de huevo.?"

A su vez, el trabajo directamente relacionado con este proyecto es el desarrollado por
Olivia A. Attallah y colaboradores, quienes llevaron a cabo la sintesis de un sistema MIP-
magnético para el reconocimiento del farmaco 6-mercaptopurina, esto con el fin de

utilizarlo en el analisis de muestras biologicas.

Los investigadores sintetizaron nanoparticulas de magnetita con acido oleico por
coprecipitacion, y posteriormente, la superficie se recubrié con una capa de silica. El
polimero fue sintetizado sobre estas particulas por la técnica de impronta molecular no
covalente. Para la sintesis del polimero, se utilizé 6-mercaptopurina como horma,
EGDMA como entrecruzador, AIBN como iniciador de radicales y acido metacrilico como
monomero funcional y metanol como medio de sintesis. El monémero fue seleccionado
por un método computacional. Antes de la polimerizacion, se permitié la formacion del
complejo horma-mondmero durante 12 h. La reaccion de polimerizacion se llevo a cabo
durante 24 h a 60°C, y el sistema limpio se caracterizé por medio de distintas técnicas y
a su vez, se realizaron estudios de adsorcién del farmaco y sus analogos, y se evalud la

extraccion del farmaco de muestras de plasma.

El grupo de trabajo demostré que el sistema tiene buenas propiedades de reconocimiento
para los analitos evaluados y lograron su incorporacién a un método de cromatografia de
liquidos para la cuantificacién simultdnea de 6-mercaptopurina y tioguanina, demostrando

ser exacto y reciclable.??

Al recubrir las particulas magnéticas con distintos materiales, se puede lograr la
respuesta a otro tipo de estimulos que dependan del material con el que se recubre. La

mayoria de las veces, y en el caso del enfoque en sistemas de liberacién de farmacos,
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estos recubrimientos resultan de utilidad puesto que confieren a las particulas magnéticas
una mayor estabilidad. Proteger las nanoparticulas magnéticas incrementa no solo su

biocompatibilidad, sino que también disminuye su toxicidad.?3

Como ejemplo de lo anterior, se tiene el trabajo de Dorniani, D., y colaboradores
realizaron la sintesis de un sistema de nanoparticulas de magnetita, recubiertas con
quitosan, a las que se adsorbi6 6-mercaptopurina. El grupo de trabajo evalué la eficiencia
del sistema como sistema de liberacion de farmacos sensible a pH, y también su toxicidad
en una linea celular de fibroblasto de ratén, demostrando buenas propiedades y baja

toxicidad.®

El uso de los polimeros de impronta molecular como modificadores de superficie de
nanoparticulas magnéticas, ha logrado el desarrollo de sistemas que permiten, como se
ha venido mencionando, control en la terapia vectorizada, principalmente, en el
tratamiento del cancer. De esta forma, el numero de trabajos reportados para estos
sistemas se reduce a 303, que son aquellos enfocados en la liberacion de farmacos, y la
gran mayoria de estas investigaciones se enfocan en la sintesis y caracterizacién del

sistema, y en la evaluacion de los perfiles de liberacion del farmaco.

Por otro lado, los trabajos que incluyen el uso de hipertermia magnética son todavia
menores. Entre estos trabajos se encuentra la investigacion llevada a cabo por Kubo, T.,
y colaboradores, quienes sintetizaron un sistema MIP magnético utilizando el farmaco
anticancerigeno metotrexato como molécula molde. El grupo de trabajo sintetizd
nanoparticulas de magnetita por coprecipitacion, y posteriormente, las recubrieron con
silica. Sobre la superficie de las particulas modificadas se llevé a cabo la sintesis del
polimero de impronta molecular, para lo que utilizaron acido metacrilico como momero
funcional y divinilbenceno como entrecruzador. La sintesis se realiz6 en DMSO, agitando
a 800 rpm y 40 °C por 24 h. el sistema se caracterizd y se realizaron los estudios de
adsorcion. Los estudios de los perfiles de liberacién se realizaron de dos formas distintas,
exponiendo al sistema a una temperatura de 60 °C, y aplicando un campo magnético

alterno de 600 kHz de frecuencia y una fuerza del campo magnético de 3.2 KA/m.

Los resultados mostraron que, al aplicar el campo magnético, el metotrexato se liberd

mas rapido que al exponer al sistema a temperaturas de 60 °C.8%
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Hasta la fecha, no hay trabajos publicados que estudien al sistema MIP magnético de 6-
mercaptopurina como sistema de liberacion de farmaco, y tampoco que evaluen su
comportamiento al ser expuesto a un campo magnético alterno, por lo que este trabajo

pretende ser innovador en este sentido.

2.7 Consideraciones farmacéuticas.

Al desarrollar un sistema de liberacion de farmacos, se debe considerar no solo los
materiales que lo conforman en cuanto a la respuesta esperada, seguridad y
biocompatibilidad, sino que también se deben evaluar las propiedades de superficie del
sistema, asi como la capacidad de carga del farmaco y el comportamiento que tiene el
sistema al ser expuesto bajo condiciones fisioldégicas con el fin de tener un panorama

mas certero de como se llevara a cabo la liberacion del farmaco.

En el caso particular de los sistemas de impronta molecular magnéticos, este paso de
caracterizacion es muy importante ya que, de esta forma, se puede aproximar el numero
de sitios disponibles para que el farmaco se una después de haber removido la horma
del sistema y su afinidad, asi como el perfil de liberacidn que presentara el sistema una

vez ingrese al organismo.

2.7.1 Isotermas de adsorcién

Los polimeros de impronta molecular son materiales que pueden ser adaptados
facilmente en selectividad y afinidad para una molécula especifica. Desafortunadamente,
el proceso de impronta produce una amplia distribucion de sitios de unién con distintas
afinidades de union. Esto es particularmente cierto para los polimeros de impronta no
covalente, que son los mas comunes debido a su facil preparacion y a la disponibilidad
de sus monomeros. Esta heterogeneidad disminuye las habilidades de los MIPs en casi

todas las aplicaciones analiticas.

Las principales razones que han sido sugeridas para justificar la heterogeneidad de los
sitios de impronta son: a) la naturaleza amorfa del polimero y el bajo numero de sitios

formados por el arreglo al azar durante la copolimerizacién, b) la formacion de distintos
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complejos molécula molde/mondémero funcional y c) el colapso de los sitios por la

extraccion de la molécula molde.3!

Una isoterma de adsorcién es una medida de la relacion entre las concentraciones al
equilibrio de la horma libre y unida en un cierto rango de concentracion y es faciimente
generada de los estudios de un adsorbato al equilibrio. Pueden ser obtenidas de los
estudios de adsorcion en lote, en los que un peso constante de polimero es puesto al

equilibrio en un rango de concentraciones del analito conocidas.8

Las propiedades de unidn pueden ser calculadas de la isoterma de union ajustando a
modelos especificos de unién. Para modelos homogéneos estos pueden ser
directamente estimados de los coeficientes del ajuste. En el caso de superficies
heterogéneas, la estimacion de las propiedades de unidn es mas compleja y se asume
que, a bajas concentraciones de la horma, las contribuciones de los sitios de union de
alta afinidad pueden ser evaluados y a altas concentraciones de la horma, se observan

las contribuciones de los sitios de baja afinidad.?”

Existen una gran variedad de teorias y modelos que describen el fendmeno de adsorcion,
entre aquellos que han sido aplicados para MIPs estan las isotermas de Langmuir, bi-
Langmuir, Freundlich y Langmuir-Freundlich. Cada uno de esos modelos especifica una
cierta relacion matematica entre las concentraciones unida (B) y libre (F) en la isoterma
de union. Ademas, cada modelo hace ciertas consideraciones en funcion de la
distribucion de los sitios de unién.8 A continuacion, se describen los principales modelos

utilizados para la caracterizacion de los MIP.

Isoterma de Langmuir (L). este modelo considera que: a) la adsorcion no puede seguir
mas alla después de cubrir la monocapa, b) todos los sitios de union de la superficie son
equivalentes y pueden ajustar, a lo mas, una molécula horma y c) la habilidad de una
horma para unirse a un sitio dado no depende de los sitios vecinos ocupados. Entonces
se asume que hay una sola clase de sitios de unién y que una vez que una molécula
molde se une a un sitio, ninguna otra adsorcion se puede dar en ese sitio. Si una
superficie con N sitios de unibn homogéneos con una constante de adsorcidn K es
supuesta, entonces la concentracion de la horma unida, B, respecto al numero de sitios

de unién puede ser expresada como:
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NKC

Donde B y C son la cantidad de horma unida y la concentracidn de la horma en disolucion,
respectivamente. N representa la capacidad de saturacion de la monocapa y K es la
constante de adsorcion. La isoterma de Langmuir puede ser facilmente linealizada para

obtener parametros ajustables por andlisis de regresion lineal (ecuacion 5):3

C 1 1

Las constantes N y K pueden ser determinadas graficando C/B contra C.

Isoterma bi-Langmuir. El modelo mas simple para un MIP no homogéneo es una
superficie cubierta con dos diferentes tipos de sitios de union, de alta energia y de baja
energia, que se comportan independientemente y en cada uno de los que un modelo
distinto de Langmuir aplica. De esta forma, la ecuacién de Langmuir puede ser extendida

a una ecuacion llamada isoterma de bi-Langmuir (Ecuacion 6):3

_ NKC N N,K,C
1+ K,C 1+K,C

e (6)

Donde K1 usualmente es mucho mas grande que K2 y N2 es mucho menor que Ni.

Isoterma de Freundlich. Es una isoterma de adsorciéon empirica para adsorciones no
ideales en superficies heterogéneas y también de adsorciones multicapa. Este modelo
asume una fuerte relacion entre B y F. Hay dos parametros de ajuste: my a. m es también
conocido como indice de heterogeneidad y su valor varia de cero a uno, donde 1 es una
superficie homogénea y valores cercanos a cero indican heterogeneidad. Por otro lado,
el factor preexponencial a es una medida de la capacidad (Nt) y de la afinidad (Ko) de
unién. Sin embargo, las contribuciones individuales de Nt y Ko al factor preexponencial

no pueden ser extraidas directamente sin experimentos adicionales o asunciones.
B=aF™.....c.cccce.....(7)

El modelo de Freundlich (ecuacion 7) ha sido mostrado estar aplicado generalmente a
los polimeros de impronta no covalentes ya que ofrece aproximaciones mas exactas de

las superficies heterogéneas.86:88
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Isoterma Langmuir-Freundlich (LF). Esta isoterma (ecuacion 8), es una funciéon que
describe una relacion especifica entre la concentracién al equilibrio de la molécula
huésped (horma en el caso de los MIPs) unida (B) y libre (F) en sistemas heterogéneos
con tres coeficientes de ajuste: N, a, y m. Ni, es el numero total de sitios de unidn. La
variable a, esta relacionada a los sitios de unién de mediana afinidad (ko) por ko=al™. Por
ultimo, m, es el indice de heterogeneidad, que varia de 0 a 1. Para un material

homogéneo, m=1y si m <1, entonces el material es heterogéneo.

N.aF™

Como el nombre lo implica, la isoterma de LF es una mezcla de las isotermas de Langmuir
y Freundlich y se puede reducir a cualquiera en sus limites, por ejemplo, cuando m=1, la
isoterma de LF se reduce a la de Langmuir (Ecuacion 4) en la que a, corresponde
directamente a la afinidad de union (K). Por otro lado, cuando cualquiera, F o a se
aproximan a cero, la isoterma LF se reduce a la isoterma de Freundlich (ecuacion 7). se
debe de notar la que la isoterma de LF se reduce a la isoterma de Freundlich para todos
los sistemas a bajas concentraciones. Entonces, el modelo de unién de LF es capaz de

modelar ambas superficies de union, homogéneas y heterogéneas.?’

2.7.2 Modelos cinéticos de liberacion

Cuando se disefan sistemas de liberacion modificada es importante identificar y entender
los mecanismos particulares involucrados en el proceso de liberacidon. A menudo, mas
de un mecanismo esta involucrado en un tiempo dado o diferentes mecanismos pueden

dominar en diferentes etapas del proceso de liberacion del farmaco (Figura 13).

Los mecanismos usados para alcanzar esos objetivos son diversos y complejos y
dependen de la aplicacién particular. De hecho, la mayoria pueden operar
simultaneamente o en diferentes etapas del proceso de entrega de farmaco. Un
entendimiento de esos mecanismos es muy importante cuando se disefan vy

manufacturan sistemas de liberacion controlada.®
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Figura 13. Esquema de los principales factores que pueden afectar la velocidad de liberacion del farmaco
desde un sistema de liberacién basados en polimeros degradables. (Modificado de Siepman. J., 2012)18

Existen una serie de modelos cinéticos, que describen la liberacién general del farmaco
de las formas de dosificacion. Los métodos de aproximacién para investigar la cinética
de la liberacion de farmaco de formas farmacéuticas de liberaciéon controlada se pueden
clasificar en tres categorias: métodos estadisticos, métodos dependientes del modelo y

métodos independientes del modelo.

Los métodos dependientes del modelo se basan en funciones, que describen el perfil de
disolucién. Una vez que se ha seleccionado una funcion adecuada, se evaluan los perfiles
de disolucion dependiendo de los parametros derivados del modelo. Estos modelos
incluyen: orden cero, primer orden, Higuchi, modelo de Korsmeyer-Peppas, Hixson-
Crowell, Baker-Lonsdale, Weibull, Hopfenberg, Gompertz y otros modelos de

regresion.8%%0

Modelo de orden cero: La disolucion de farmaco a partir de formas de dosificacion que
no disgregan y liberan el farmaco lentamente (asumiendo que el area no cambia que no

se alcanzan condiciones de equilibrio) puede representarse mediante la ecuacion 9:

Qr = QoKolt e v voe e ee e nn (9)
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Donde Qt es la cantidad de farmaco disuelto al tiempo t, Qo es la cantidad inicial de
farmaco en disolucion (la mayoria de las veces Qo =0) y Ko es la constante de liberacion
de orden cero expresada en unidades de concentracion/tiempo.

Modelo de primer orden: Este modelo establece una dependencia de la velocidad de
liberacion del farmaco con su concentracion. La liberacion del farmaco que sigue la
cinética de primer orden puede ser expresada por la ecuacion adaptada de Hixson y

Crowell como sigue:

4 k(es—c 10

Donde C es la concentracion del soluto al tiempo t, Cs es la concentracion de saturacion
del soluto en el medio y K es la constante de primer orden expresada en unidades de

tiempo™.
La ecuacidon 10 puede ser expresada en logaritmos decimales como:

Kt

logC =1ogCy——— oo ces s v e e .. (11)

2.303 °

Donde Cy es la concentracion inicial del farmaco, K es la constante de proporcionalidad,
y t es el tiempo. De esta forma, una grafica del logaritmo decimal de la cantidad liberada

de farmaco contra el tiempo sera lineal.

Modelo Korsmeyer-Peppas: este modelo establece una liberaciéon exponencial del

farmaco con el paso del tiempo.
fi =M. /My =at™.......ceceevevvee e (12)

Donde M¢M- es una fraccién de farmaco liberado al tiempo t, a es una constante que
incorpora caracteristicas estructurales y geométricas de la forma farmacéutica y n es el
exponente de liberacion, que es indicativo del mecanismo de liberacion como se describe

en la Tabla 1.
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Tabla 1. Mecanismo de liberacién de farmaco en funcién del valor de n.
Exponente de liberacidon (n) Mecanismo de transporte de farmaco  Tasa de liberacién en

funcion del tiempo

<0.5 Difusion (Ley de Fick) t 05

05<n<1.0 Transporte anémalo tn-1
1.0 Transporte de caso II* Liberacién de orden cero

>1.0 Super transporte de caso II* t n-1

* El proceso de liberacién es controlado por la relajaciéon de las cadenas poliméricas, la difusiéon se produce
a velocidad constante si no cambia la geometria del sistema durante el proceso de liberacion®.

Modelo Peppas-Sahlin: Este modelo es utilizado cuando se desea investigar si el
mecanismo se esta llevando a cabo por hinchamiento, en este caso, las cadenas
poliméricas se separan dando un aumento en el area de contacto con el medio,

aumentando la movilidad del farmaco. Este proceso se representa con la ecuaciéon 13:
A S N ¢ 1)

Donde ki corresponde a la difusidon y ko a la relajacion del polimero y se consideran
fendbmenos aditivos. El exponente n corresponde al tipo de difusion tomando valores

similares a los de Korsmeyer-Peppas y f; es la fraccién de farmaco al tiempo t. 92

Modelo Hopfenberg: Es un modelo matematico que correlaciona la liberacion del
farmaco de una superficie polimérica erosionable de distintas geometrias. Asume que la
liberacion es un proceso de orden cero, resultado de la combinacién de la disolucién y
erosion en la superficie del polimero y supone que la velocidad de liberacién es
proporcional al area superficial. La fraccion acumulativa del farmaco liberado al tiempo t

fue descrita como:

Donde kus es la constante de orden cero que describe el proceso de la degradacion del
polimero (erosion de la superficie), CL es la carga inicial del farmaco en el sistema, a es
la mitad del espesor del sistema (radio de la esfera) y n es un exponente que varia con

la geometria del sistema evaluado, siendo 1 para placas, 2 para cilindros y 3 para esferas.

—
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3. Planteamiento del problema

Al ser la quimioterapia (tratamiento con distintos farmacos para la eliminacién de células
cancerigenas) el método de eleccién para el tratamiento del cancer, y teniendo claro que
la principal desventaja es la liberacion inmediata del farmaco y la distribucién sistémica
no selectiva del mismo a partir de las formas farmacéuticas convencionales, la
investigacion de muchos grupos de trabajo se ha enfocado en el desarrollo de nuevos
sistemas de liberacion que sean capaces de ser dirigidos al sitio de interés y una vez ahi,

liberar el farmaco.

El uso de polimeros de impronta molecular (MIPs) como sistemas de liberacién de
farmacos es una estrategia que se ha comenzado a estudiar en los ultimos afios debido
a sus potenciales ventajas sobre otros sistemas. Estos sistemas se basan en el
reconocimiento especifico de un polimero por un farmaco, y se espera que esta
complementariedad sirva para hacer la liberacion del farmaco mas lenta y contribuir de

esta forma a la disminucién de los efectos adversos de los farmacos.

Debido a que los polimeros de impronta molecular por si mismos carecen de propiedades
de vectorizacion a un sitio especifico del cuerpo, una estrategia recientemente propuesta
es la produccion de un sistema hibrido basado en el uso de nanoparticulas magnéticas
(principalmente magnetita) recubiertas con polimeros sinterizados por medio de la
tecnologia de impronta molecular. Estos polimeros de impronta molecular magnéticos
conservan las propiedades magnéticas de la magnetita, por lo que es posible dirigirlos a

un sitio especifico utilizando un campo magnético externo.

Actualmente, el estudio de los polimeros de impronta molecular magnéticos ha crecido,
sin embargo, de los trabajos encontrados en la literatura, solo una minima cantidad
dirigen su investigacion al area de liberacion de farmacos. De esta forma, en el presente
trabajo se plantea la sintesis de distintos sistemas basados en polimeros de impronta
molecular magnéticos para el reconocimiento del farmaco antineoplasico 6-

mercaptopurina.

La caracterizacion de los sistemas proveera informacion importante sobre sus
propiedades fisicoquimicas y dara evidencias de su uso potencial como sistema de

liberacion.
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Por ultimo, este trabajo busca estudiar el efecto que tiene la exposicion de los sistemas
a un campo magnético alterno sobre la liberacidn de la 6-mercaptopurina, lo que permitira
conocer si el fendmeno de hipertermia que presentan las nanoparticulas bajo estas
condiciones es suficiente para causar un cambio en la velocidad de liberacién. Cabe
mencionar que estas propiedades no han sido abordadas por casi ningun grupo de
trabajo que reportan sistemas similares, por lo que el sistema que aqui se plantea
proveera informacion util a considerar en el desarrollo de este tipo de sistemas para la

liberaciéon de farmacos.
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4. Hipobtesis

Las propiedades de adsorcidn de particulas de magnetita de tamafno nanométrico

recubiertas con polimeros de impronta molecular, dependeran del monémero funcional.

La evaluacion del proceso de impronta permitira seleccionar al monémero que presente

las mejores caracteristicas para una adsorcion éptima de la 6-mercaptopurina. Al mismo

tiempo, se podra evaluar su potencial como posible sistema de liberacién de farmacos,

tomando en cuenta las propiedades conferidas al sistema por la presencia de la

magnetita. La hipertermia magnética modificara la velocidad de liberacion del farmaco en

los polimeros de impronta molecular magnéticos.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Sintetizar nanoparticulas de magnetita y recubrirlas con distintos polimeros, utilizando la

técnica de impronta molecular, con el farmaco 6-mercaptopurina como molécula molde.

Caracterizar los sistemas y evaluar su potencial como sistemas de liberacion modificada.

5.2 Objetivos particulares

Sintetizar polimeros de impronta molecular utilizando 6-mercaptopurina como
molde, en medios de sintesis distintos y con distintos monémeros funcionales.
Caracterizar los polimeros sintetizados con distintas técnicas analiticas y comparar
la capacidad de adsorcidén de cada polimero en distintos medios.

Sintetizar particulas de magnetita de tamano nanométrico mediante el método de
coprecipitacion, y llevar a cabo su caracterizaciéon con ayuda de las técnicas de
espectroscopia de infrarrojo, analisis elemental, difraccion de rayos X de polvos,
microscopia electrénica de transmision y de barrido, analisis elemental, dispersion
dinamica de luz, termogravimetria y calorimetria diferencial de barrido)

Recubrir las particulas con distintos polimeros mediante el método de impronta
molecular utilizando al farmaco antineoplasico 6-mercaptopurina como molécula
molde.

Iniciar la polimerizacion sobre las particulas a través de hipertermia magnética.
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Caracterizar los sistemas obtenidos con la ayuda de distintas técnicas
(espectroscopia de infrarrojo, difraccion de rayos X de polvos, microscopia
electronica de transmision y de barrido, analisis elemental, dispersion dinamica de
luz, termogravimetria y calorimetria diferencial de barrido).

Evaluar la capacidad de adsorcion de los sistemas y analizar las isotermas de
adsorcion.

Llevar a cabo los estudios de liberacion in vitro de cada sistema en condiciones
fisiologicas (pH= 7,4 y T= 37 °C), y analizar las cinéticas de liberacion del farmaco.
Comparar la diferencia en los perfiles de liberacion de cada sistema al ser
expuestos bajo la influencia de un campo magnético alterno (efecto de hipertermia

magnética).
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6. Metodologia experimental

6.1 Materiales.

Cloruro de hierro Il tetrahidratado (FeCl2*4H20, 299%), cloruro de hierro Il hexahidratado
(FeCls «6H20, >97%), dimetilacrilato de etilenglicol (EGDMA, 98%), acido metacrilico
(99%), acido itaconico (299%), 1-vinilimidazol (299%), 4-vinilpiridina (95%) y el clorhidrato
de 6 mercaptopurina (98%) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich Co. El
azobisisobutironitrilo (AIBN) fue donado por AKZO NOBEL Chemicals. S.A. de C.V. (ref.
#26 LB-837).

Los disolventes utilizados, acetonitrilo y metanol, fueron grado reactivo analitico,
adquiridos de J.T.Baker. Antes de utilizar los mondmeros acido metacrilico y 4-
vinilpiridina, asi como el EGDMA, se les paso6 por una resina removedora de inhibidor

(Alfa Aesar, cristalina).

6.2 Sintesis de polimeros de impronta molecular para el farmaco 6 mercaptopurina

Para evaluar el efecto del disolvente en la impronta molecular, asi como el efecto del
monomero en la etapa de prearreglo, se llevo a cabo la sintesis de 4 polimeros diferentes
en dos medios distintos como se describe a continuacion. Las proporciones farmaco/

monoémero funcional/ entrecruzador se mantuvieron constantes en 1:4:20.

6.2.1 MIP 6MP en metanol / acetonitrilo (3:7)

21.5 mg de 6 mercaptopurina (0.125 mmol) se disolvieron primeramente en 3 ml de
metanol (MeOH) y se agregd posteriormente 7 ml de acetonitrilo. Se agregaron entonces
0.5 mmol de mondémero funcional (43 uL de acido metacrilico, 65 mg de acido itacénico,
~45 pL 1-vinilimidazol o ~55 pL 4-vinilpiridina) y se agité. Posteriormente, se adicionaron
2.5 mmol (350 pL) de dimetilacrilato de etilenglicol (EGDMA) y 15 mg del iniciador
azobisisobutironitrilo (AIBN) agitando hasta tener una disolucion homogénea. La reaccion
se llevo a cabo a 65 °C por 24 h en atmdsfera inerte (N2).

Un vez concluida la reaccién de polimerizacion, los polimeros se sometieron a molienda

por corte a 20000 rpm (IKA, Tekmar A-10 S2) y se realizaron lavados con MeOH en un
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soxhlet durante 24 horas para remover la molécula molde (6MP). Por ultimo, después de
remover el farmaco, los polimeros se tamizaron con una malla de 200 uym para

homogeneizar el tamafno de particula.

6.2.2 MIP 6MP en metanol / cloroformo (3:7)

De la misma forma que se menciono anteriormente, 21.5 mg de 6 mercaptopurina (0.125
mmol) se disolvieron en 3 ml de MeOH y en esta ocasion se agregaron 7 ml de cloroformo
(CHCIs). Se agregaron 0.5 mmol de mondémero funcional (43 uL de acido metacrilico, 65
mg de &acido itacdnico, ~45 pL 1-vinilimidazol o ~55 pL 4-vinilpiridina) y se agitd.
Posteriormente, se adicionaron 2.5 mmol (350 yL) de EGDMA y 15 mg de AIBN y se
agitd. La mezcla de igual forma se coloco en atmadsfera inerte de N2y se dejé reaccionar
durante 24 horas a 65°C.

El procedimiento realizado para remover la molécula molde y homogeneizar el tamafio

de particula, fue el descrito anteriormente.

6.3 Caracterizacion de polimeros de impronta molecular para 6 mercaptopurina
Una vez sintetizados los polimeros, se procedidé a caracterizarlos. Para esto se utilizaron

las técnicas que se describen a continuacion.

6.3.1 Espectroscopia de infrarrojo de los polimeros de impronta molecular obtenidos

Los espectros de infrarrojo de cada polimero, asi como de sus respectivos mondémeros
funcionales, se obtuvieron de un equipo de FTIR/FIR modelo Spectrum 400 de Perkin-
Elmer de 4000 a 400 cm-'. Con esta técnica es posible confirmar la formacién de enlaces

por las caracteristicas vibracionales de cada muestra.

6.3.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Para conocer las propiedades térmicas de los polimeros, estos se sometieron a un ciclo
de calentamiento de 30 a 300°C en un equipo DSC1 Mettler Toledo con una velocidad

de 20°C/min y en atmosfera de N2 para todos los polimeros evaluados.
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6.3.3 Capacidad de adsorcion de 6MP

Con el fin de evaluar la capacidad de carga de cada polimero dependiendo del monémero
funcional, se realizé una prueba de adsorcién en distintos medios (Buffer fosfatos pH=7,4,
MeOH y en la mezcla MeOH/MeCN (3:7)).

Se pesaron por triplicado 30 mg de cada polimero y se pusieron en contacto con 10 mL
de cada disolucion de 6MP 2.5x10* M. La mezcla se mantuvo en agitacion constante a
25 °C durante 3 horas y después de este tiempo se cuantificod la cantidad de 6MP en el

sobrenadante, utilizando las curvas de calibracion descritas en el anexo 1.

6.4 Sintesis de nanoparticulas de magnetita por coprecipitacion

La sintesis de las particulas de magnetita se llevdo a cabo por el método de
coprecipitacién. Se pesaron 0.50 g de FeCl2:4H20 y 1.296 g de FeCl3*6H20 (relacion
estequiométrica 2:1) y se disolvieron en 24.5 mL de agua. La mezcla se colocd en
atmosfera de N2 y se calentd a 85°C agitando vigorosamente. Finalmente, se agregaron
10 mL de NaOH 2M para precipitar la magnetita. Al terminar la reaccioén, se realizaron
enjuagues con agua hasta tener pH de aproximadamente 7, separando las particulas

magnéticamente con ayuda de un iman de neodimio de 14000 Gauss.

Las particulas sintetizadas se secaron a 40°C durante una hora en un desecador
termostatico al vacio (Vacuo-Temp, J.P. SELECTA) y luego por 24h a temperatura

ambiente.

6.5 Sintesis de nanoparticulas de magnetita recubiertas con polimeros de impronta
molecular (MIP) para el farmaco 6 mercaptopurina (6MP)

6.5.1 Funcionalizacion de las nanoparticulas

200 mg de particulas se resuspendieron en 100 mL de acetonitrilo. Se sonicé por 10 min
y se agreg6 0.2 mmol de mondémero funcional (alrededor de 20 pL de 4-vinilpiridina, 1-
vinilimidazol y acido metacrilico y 30 mg en el caso del acido itaconico). La mezcla se
calenté a 45°C y 250 rpm durante 3 horas. Después de este tiempo, las particulas se
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precipitaron con ayuda de un iman y se retiraron los residuos de la reaccién realizando 3

lavados con acetonitrilo.

6.5.2 Sintesis del polimero de impronta usando 6MP como molécula molde

Una vez que se obtuvieron las particulas funcionalizadas con los distintos monémeros
funcionales, las particulas humedas se resuspendieron por separado en 200 mL de
acetonitrilo y se sonicod durante 10 min. Posteriormente se agregaron 3.22 mmol de
EGDMA (450 pL), 0.35 mmol de 6MP (60 mg), 0.65 mmol de cada mondémero vy al final
15 mg de AIBN (1.01x10°mol) y se agitd. La polimerizacién se llevé a cabo bajo atmdsfera
de N2, 65 °C y a 250 rpm durante 24 h.

Al finalizar la reaccion, las particulas se separaron magnéticamente y se realizaron
lavados con acetonitrilo para remover los residuos de la polimerizacion. Posteriormente,
se realizaron lavados con una disolucion de K2CO3 0.1 M (pH= 14) para remover la 6MP,
ya que, en estas condiciones de pH, se favorece la presencia de |la especie desprotonada
del farmaco, lo que aumenta su solubilidad en agua (consultar anexo 1).

Las particulas se secaron a 40 °C con vacio durante una hora y posteriormente 24 h a

temperatura ambiente.

6.5.3 Sintesis de nanoparticulas de magnetita recubiertas con polimero sin molécula
molde (NIP)

El proceso utilizado para funcionalizar las particulas fue el descrito anteriormente. 200
mg de particulas se resuspendieron en 100 mL de acetonitrilo, se sonicé por 10 min y se
agregdé 0.2 mmol de mondémero funcional (alrededor de 20 pL de 4-vinilpiridina, 1-
vinilimidazol y acido metacrilico y 30 mg en el caso del acido itaconico). La mezcla se
calenté a 45 °C durante 3 horas a 250 rpm y se retiraron los residuos de la reaccion,

realizando lavados con acetonitrilo, precipitando las particulas con un iman.

Para esta sintesis, no se adicion6 el farmaco con el fin de no tener sitios especificos. Las
particulas funcionalizadas con los distintos monémeros funcionales, se resuspendieron
por separado en 200 mL de acetonitrilo y se sonicaron durante 10 min. Posteriormente

se agregaron 3.22 mmol de EGDMA (450 uL), 0.65 mmol de cada mondmero y finalmente
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15 mg de AIBN (1.01x10-° mol). La polimerizacion se llevé a cabo bajo atmdsfera de N2,
65 °C y a 250 rpm durante 24 h.

Al finalizar la reaccion, las particulas se separaron magnéticamente y se lavaron con
acetonitrilo para remover los residuos. Por ultimo, las particulas se secaron a 40°C con

vacio por una hora y posteriormente 24h a temperatura ambiente.

6.6 Caracterizacion de nanoparticulas magnéticas (MAG) y de los sistemas MIP y NIP

Tanto las particulas de magnetita, como los sistemas obtenidos al recubrir las particulas
con los distintos polimeros se caracterizaron para comprobar la correcta formacion del
polimero sobre las particulas, asi como para conocer las propiedades fisicoquimicas que

presenta el nuevo sistema antes de evaluar su potencial como sistema de liberacion.

6.6.1 Espectroscopia de infrarrojo y analisis elemental

La espectroscopia infrarroja se realizé en un espectrofotémetro de FTIR/FIR modelo
Spectrum 400 de Perkin-Elmer, mientras que el analisis elemental se llevo a cabo en un
Analizador Elemental Perkin EImer 2400 para CHNS. En ambas técnicas se utilizaron los

sistemas en polvo.

6.6.2 Difraccion de rayos X de polvos

La estructura cristalina de la magnetita se caracterizé con la ayuda de un Difractdmetro
de rayos X, modelo D8 ADVANCE (BRUKER AXS) en modo Theta-Theta. Con una fuente
de radiacion de CuKa y una A=1.54 A. La identificacién de fase fue llevada a cabo
utilizando el software MATCH!®.%3

6.6.3 Morfologia y tamano de particula

Una de las propiedades que es importante conocer debido a que el sistema esta pensado
para administrarse parenteralmente (a causa de las caracteristicas biofarmacéuticas de
la 6MP), es el tamafo de particula. Para ello, se utilizaron distintas técnicas que son

descritas a continuacion.
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6.6.3.1 Dispersion dinamica de luz (DLS)
La determinacion del tamafio de particula con esta técnica se realizé por triplicado en un

equipo Zetasizer Nano ZS, utilizando una celda de vidrio para las mediciones.

Las nanoparticulas se dispersaron en agua desionizada (aproximadamente 0.2 mg de
nanoparticulas/ mL) y se sonicaron durante 10 minutos, las mediciones se realizaron a
25°C.

6.6.3.2 Microscopia electronica de transmision (TEM)

La preparacion de la muestra se llevd a cabo de la siguiente manera: los distintos
sistemas se dispersaron en agua desionizada (aproximadamente 0.2 mg /mL, tiempo de
sonicacion: 10 min) y una gota de la muestra se colocé en una rejilla de soporte de cobre,
malla 200 con formvar y recubrimiento de carbono. Posteriormente, la muestra en la rejilla
se coloco bajo vacio dinamico en un desecador termostatico al vacio de dos a tres dias
antes de su observacion. El equipo utilizado fue un microscopio electrénico de
transmision marca JEOL modelo JEM-ARM200F a 200 KeV. Las imagenes obtenidas se
analizaron con ayuda de los softwares Gatan DigitalMicrograph® version 3.30.2016.0 e

ImageJ®.

6.6.3.3 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Esta técnica se llevo a cabo utilizando un microscopio electrénico de barrido SEM JEOL
JSM-7600F. Las muestras utilizadas se tomaron de las mismas dispersiones preparadas
para la observacion en TEM. Se colocdé una gota de la dispersién en una cinta de carbono
para fijar al porta muestra y se mantuvieron con vacio dindmico durante dos o tres dias

antes de su observacion.

6.6.4 Potencial Z
El proposito de esta técnica es conocer la estabilidad que los sistemas sintetizados
tendran en dispersion. La determinacion del potencial Z se llevé a cabo por triplicado en

58

—
| —



un equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical) a la par que se midi6 el tamafo de
particula por DLS, es decir, en las condiciones descritas para la determinacién del tamafo

de particula.

6.6.5 Analisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Para conocer las propiedades térmicas de los polimeros que recubren las nanoparticulas

sintetizadas, se realizaron los correspondientes analisis térmicos.

La calorimetria diferencial de barrido (DSC por sus siglas en inglés) se llevo a cabo en
un equipo DSC1 Mettler Toledo, sometiendo a las particulas a un ciclo de calentamiento
de 30 a 300°C con una velocidad de 20°C/min y en atmésfera de N2 para todos los

sistemas MIPs y NIPs.

Dado que en esta ocasion se evaluan las particulas compuestas con un centro inorganico
y recubrimiento organico, se llevé a cabo también su analisis por termogravimetria (TGA
por sus siglas en inglés) en un equipo TGA 4000 Perkin Elmer, en un ciclo de 30- 300°C
con una velocidad de 20°C/ min. Esta técnica es util para conocer la composicion organica
e inorganica de sistemas hibridos por la pérdida de peso que experimenta la muestra al

perder el material organico por combustion.

6.6.6 Magnetometria. Curvas de histéresis de los sistemas
Las propiedades magnéticas de los sistemas fueron evaluadas usando un magnetémetro
de muestra vibrante SQUID, MPMS3 (Quantum Design Inc.), a 300 K.

6.7 Sintesis del sistema hibrido por hipertermia de las nanoparticulas de magnetita.

Por otro lado, con el fin de evaluar la sintesis del recubrimiento polimérico sobre las
nanoparticulas haciendo uso de la capacidad de generar hipertermia de este material, se
llevé a cabo la sintesis del recubrimiento de nanoparticulas de magnetita con polimero,
exponiendo las nanoparticulas a un campo magnético alterno de 107 KHz y 17.7 gauss

durante la sintesis.
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La sintesis se llevd a cabo en un circuito oscilador de Mazilli de Conmutacion de voltaje
cero (ZVS) (equipo generador de campos magnéticos alternos) conectado a una fuente
de alimentacion de 40 V de salida con 15 W de potencia. Este equipo ha sido utilizado y

caracterizado previamente en el grupo de trabajo.%

El experimento se realizd en un vaso termostatado rodeado por una bobina fabricada con
tubo de cobre de 5/16 pulgadas con una N=5. La frecuencia y el campo magnético
generado fue medida con ayuda de un osciloscopio InfiniiVision 2000 serie X (Agilent)
utilizando una sonda MC162 EMC EMI RFI.

Para llevar a cabo el experimento, se pesaron 50 mg de nanoparticulas y se sonicaron
en 40 mL de acetonitrilo durante 10 min, las particulas dispersas se colocaron en el vaso
termostatado y se agregd primeramente 0.1 mmol de acido metacrilico (10 uL) para
funcionalizarlas. Se puso en operacion el equipo durante 2 h, al tiempo que las particulas
se agitaban a 250 rpm en un agitador orbital (dragon scientific, DSR-10) para evitar su

precipitacion.

Al transcurrir las dos horas, se anadid a la mezcla 0.1 mmol mas de acido metacrilico,
0.78 mmol de EGDMA (110 uL) y 10 mg de AIBN y se agitd. El sistema entonces se puso
bajo atmosfera de N2 y se colocé nuevamente en el equipo generador de campos
magnéticos alternos. Se tomaron muestras a 0 (nanoparticulas funcionalizadas) 3 y 24

horas para comprobar si la polimerizacién se habia llevado a cabo.

Al tiempo que se sintetizaban las particulas anteriores, se llevd a cabo el mismo
procedimiento para particulas control. En un vaso termostatado se colocé la misma
cantidad de nanoparticulas con las mismas proporciones de reactivos mencionados con
anterioridad, pero con la diferencia de que estas particulas no fueron expuestas al campo
magnético alterno. Esto con la intencion de descartar que la polimerizacion se lleve a

cabo en condiciones ambientales.

6.8 Caracterizacion del sistema
La caracterizacion de las particulas obtenidas con este nuevo método se llevoé a cabo

utilizando las mismas técnicas descritas para los MIPs y NIPs magnéticos
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(espectroscopia de infrarrojo a 24 h, analisis elemental, tamafo de particula y potencial
Z por DLS).

6.8.1 Cantidad de polimero formado alrededor de las nanoparticulas a través del tiempo
por TEM

Las muestras tomadas a diferentes intervalos de tiempo durante la sintesis del polimero
sobre la nanoparticula, asi como la muestra de las particulas control, se observaron en
TEM con el fin de saber si la polimerizacion se llevaba a cabo bajo esas condiciones y

encontrar el tiempo adecuado para que la reaccion se complete.

Antes de depositar las muestras a las rejillas de TEM, las muestras se sometieron a
lavados con acetonitrilo, separando con ayuda de un iman de neodimio, con el fin de
eliminar los residuos de la reaccion. Posteriormente, las particulas se resuspendieron en

agua desionizada para su deposito en las rejillas.

6.9.1 Estudios de adsorcion de los sistemas sintetizados.
Para evaluar las caracteristicas de la eficiencia del reconocimiento molecular, asi como
la capacidad de carga que tienen los sistemas sintetizados, se realizaron isotermas de

adsorcion de 6MP.

10 mg de los sistemas MIP y NIP limpios (sin farmaco) se colocaron por separado en
vasos termostatados y se pusieron en contacto con disoluciones de 6MP en MeOH/MeCN
(3:7) a distintas concentraciones entre 5x10€¢ y 6x10°°M (para un total de 10
concentraciones diferentes). La mezcla se mantuvo con agitacion constante a 250 rpm

en un agitador orbital y todos los estudios se realizaron a temperatura constante de 25°C.

Para determinar la cantidad de farmaco adsorbido por las nanoparticulas al equilibrio, se
tomaron muestras a distintos intervalos de tiempo (0.25, 0.5, 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8y 24
horas) y se midié el espectro de absorcién electrénica en la regién UV-visible,
determinando la concentracién con ayuda de la curva de calibracion del anexo 1. Con los
datos obtenidos por triplicado, se construyo la isoterma de adsorcion y se realizaron los

ajustes a distintos modelos de adsorcién.
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6.9.2 Estudios de liberacion de los sistemas

Para caracterizar el potencial de los sistemas sintetizados como sistemas de liberacion
de farmaco, se llevaron a cabo los estudios de liberacion in vitro de los mismos.

Antes de iniciar con los estudios de liberacion, 70 mg de cada sistema (MIPs sin 6MP y
NIPs) se pusieron en contacto por separado con 50 mL de una disolucion de 6MP en
medio MeCN/MeOH (3:7) con una concentracion 2x10-3M y se dejaron agitando a 250
rom manteniendo la temperatura constante a 25°C durante 12 horas para asegurar la
saturacion de cada sistema. Después de este tiempo, las particulas se separaron
magnéticamente y se lavaron con 20 mL de MeOH para separar el farmaco que no
estuviera propiamente adsorbido sobre las nanoparticulas. Por ultimo, los sistemas se

dejaron secar a temperatura ambiente durante 24 horas.

Después de cargar cada sistema con el farmaco, se realizaron sus respectivos estudios
de liberacién. Para ello, 10 mg de cada sistema cargado con el farmaco se pusieron en
contacto por separado con 40 mL de Buffer de fosfatos a pH 7,4 con temperatura
constante a 37°C (controlador de temperatura marca PolyScience) para simular

condiciones fisiolégicas. Se agité a 250 rpm en un agitador orbital.

Las cinéticas de liberacién de cada sistema se realizaron por triplicado y se obtuvieron
tomando muestras a distintos tiempos (0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 24 y 30 horas). Para
determinar la cantidad de 6MP liberado, se utilizd la espectroscopia UV calculando la

concentracion de 6MP en el medio con ayuda de la curva de calibracion en el anexo 1.

6.9.3 Estudios de liberacion con hipertermia magnética

Para evaluar el efecto que tiene la exposicion de los sistemas sintetizados ante un campo
magnético alterno, es decir, la generacion de hipertermia magnética sobre la liberacion
del farmaco, se llevaron a cabo los estudios de liberacion in vitro de los sistemas MMIP.
Se colocaron 10 mg de cada sistema por separado en un vaso termostatado con 40 mL
de buffer de fosfatos pH= 7,4. El vaso se colocé en el centro de la bobina en el equipo
generador de campos magnéticos alternos y se mantuvo temperatura de 37 °C y agitacion
a 250 rpm con el fin de evaluar unicamente el efecto de la hipertermia en la liberacién de
6MP. La toma de muestra y la cuantificacion de 6MP se realizaron como se describio

para el experimento anterior.

62

—
| —



7. Resultados y discusion

7.1 Sintesis de polimeros de impronta molecular para el farmaco 6 mercaptopurina

Se sintetizaron polimeros de impronta molecular sin nanoparticulas magnéticas con el fin
de establecer las condiciones de sintesis y las caracteristicas de dichos polimeros. Todos
los polimeros se sintetizaron como se muestra en la Figura 14 (para mas detalles

consultar la seccion de metodologia).
SH
Z =
N\
L} 6-mercaptopurina (molde)

Metanol/cloroformo (3:7) ‘ Metanol/acetonitrilo (3:7)

| C
H,C ’ BN
‘kl 2
OH Hy [o]
O "
\ © H-C OH
1 vinilimidazol Acido itacénico 4 vinilpiridina Acido metacrilico

Vi
HiC CH, o]
CH
- " H3CﬂYowoJer0H3
/ CH;

/ 0 CH,
EGDMA (entrecruzador)
AIBN (iniciador)

65°C/ 24h

b

Extraccion de horma del
polimero (soxhlet, 24h, MeOH),
secado y molienda

Figura 14. Esquema que representa de forma general los pasos llevados a cabo para sintetizar los
polimeros de impronta (MIPs).

Se obtuvieron 8 polimeros diferentes (Tabla 2) dependiendo del disolvente utilizado para

la sintesis y del mondémero funcional que compone el polimero.
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Tabla 2. Claves para los polimeros sintetizados de acuerdo con el monémero funcional y al disolvente
empleado para su sintesis.

Polimero

Mondémero funcional

Disolvente de sintesis

1-
vinilimidazol

4-
vinilpiridina

Acido
metacrilico

Acido
itaconico

Metanol/
acetonitrilo

Metanol/
triclorometano

PMIP-1VIN-
MeCN

v

v

PMIP-
1VIN-CHCl;

v

v

PMIP-4VP-
MeCN

PMIP-4VP-
CHCl3

PMIP-MA-
MeCN

PMIP-MA-
CHCls

PMIP-ITA-
MeCN

PMIP-ITA-
CHCls

7.2 Caracterizaciéon de polimeros de impronta molecular para 6 mercaptopurina

Los polimeros obtenidos se caracterizaron como se describe a continuacion:

7.2.1 Espectroscopia de infrarrojo de los polimeros de impronta molecular sintetizados

Cada polimero se caracterizé por FTIR (infrarrojo por transformada de Fourier) para

comprobar la presencia de los mondémeros funcionales en el polimero. Esta técnica es

muy util puesto que da informacion de los grupos funcionales presentes en la muestra

analizada. Los espectros de infrarrojo se presentan en las Figuras 16-19. Para comprobar

que los grupos del entrecruzador y del monémero funcional estuviesen presentes en el

espectro, y saber si se traté de una copolimerizacién, se compararon los espectros de los

polimeros con los del monémero funcional, pues éste ultimo es el encargado de formar

los sitios especificos en la impronta. Se debe tomar en cuenta ademas que la presencia

del entrecruzador en el polimero es muy grande debido a las relaciones estequiométricas

utilizadas en la sintesis, por lo que las bandas debidas al entrecruzador seran mas

intensas.

64

—

'




En la Figura 15, se muestran las principales bandas vibracionales presentes en los

polimeros, que evidencian la presencia del mondmero funcional.

En los espectros de ambos polimeros se observan bandas en 1722 cm™, que
corresponden al estiramiento C=0 del grupo carbonilo, y que se atribuye al entrecruzador;
las bandas anchas alrededor de los 3000 cm™', se pueden atribuir al estiramiento O—H
del grupo carboxilo, presente también en el entrecruzador. Las bandas presentes en 2948
y 2872 cm™' para PMIP-1VIN-MECN y en 2956 y 2887 cm-! para PMIP-1VIN-CHCI3, son
atribuidas al estiramiento C—H asimétrico y simétrico respectivamente, del grupo CHoa.
Esta banda era de esperarse en ambos polimeros debido al rompimiento de los dobles
enlaces presentes en el mondmero y en el entrecruzador, para formar enlaces de este

tipo.

La banda presente en 3404 cm-! en el espectro del monémero de 1-vinilimidazol (1VIN),
aunque es de baja intensidad, es representativo del estiramiento C=N en una amina
aromatica. La asignacion se confirma con la banda en 1647 cm™' del mismo espectro.
Dicha banda se observa también en el polimero PMIP-1VIN-MeCN, y no se descarta su
presencia en el polimero PMIP-1VIN-CHCIs, puesto que la banda ancha que presenta

puede estar ocultando la sefal.

Por ultimo, la bandas en 1155y 1259 cm-' en PMIP-1VIN-CHCl3z,y 1132y 1254 cm" para
PMIP-1VIN-MeCN corresponden a los estiramientos simétricos y asimétricos del enlace
C-O de grupos éster atribuidos nuevamente a la presencia del entrecruzador en el

polimero.

Finalmente, se observa la desaparicién de las bandas en 3005 y 3111 cm™ en los
espectros de los polimeros, lo cual era de esperarse puesto que estas bandas
corresponden al estiramiento C=C terminal de la estructura, mismo que es el enlace que

se espera que se rompa durante la polimerizacion por radicales libres.
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Figura 15. Espectros FTIR obtenidos para el monédmero funcional 1-vinilimidazol (negro) y para los
polimeros de impronta sintetizados en MeOH/CHCIs (3:7) (rojo) y MeOH/MeCN (3:/7) (azul)

En la Figura 16 se observan bandas parecidas a las descritas anteriormente, dado que
el mondémero 4-vinilpiridina se trata de una amina aromatica, se observan las bandas
principales en 3407 cm™' debido al estiramiento C=N, asi como el conjunto de bandas que
van de 2986 a 3068 cm™! atribuidas a la presencia de insaturados (C=C) tanto del alqueno
como de los aromaticos. Estas bandas desaparecen en los espectros de ambos
polimeros (PMIP-4VP-MeCN y PMIP-4VP-CHCIs), al romperse el enlace C=C de la 4-

vinilpiridina al polimerizar.

Por otro lado, la presencia del entrecruzador en ambos polimeros se comprueba por las
sefiales en 1721 cm™ (PMIP-4VP-MeCN) y 1723 cm” (PMIP-4VP-CHCI3), que
corresponden al estiramiento C=0 del grupo carbonilo, asi como las bandas 1128 y 1266
cm™ para PMIP-4VP-MeCN, y en 1155 y 1259 cm™' para PMIP-4VP-CHCI3 que
corresponden a los estiramientos simétricos y asimétricos del enlace C—-O de los grupos
éster del EGDMA. Las bandas anchas alrededor de los 3000 cm™' se atribuyen al

estiramiento del enlace C—H del grupo carboxilo o a la posible humedad de la muestra.
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Figura 16. Espectros FTIR obtenidos para el monémero funcional 4-vinilpiridina (negro) y para los
polimeros de impronta sintetizados en MeOH/CHCIs (3:7) (rojo) y MeOH/MeCN (3:/7) (azul)

En la Figura 17, para los polimeros que utilizan acido itaconico como mondémero funcional
(espectros rojo y azul) se observan las mismas sefales que se han mencionado
anteriormente. De esta forma, las bandas en 1722 y 1721 cm™ se asocian también al
estiramiento del enlace C=0 del grupo carbonilo presente en el polimero. Se observan
también bandas en 1129 y 1262 cm" (azul) y en 1156 y 1259 cm™' (rojo) que se asocian
al estiramiento C-O del grupo éster en el EGDMA. Las sefiales alrededor de 3400 y 3500
cm' corresponden a estiramientos O—H de los grupos hidroxilo, asociados a la presencia

de humedad en la muestra.

Para el monémero acido itacénico (negro), la seiial ancha observada en 1685 cm™' se
asocia al grupo metileno terminal (82>C=CHz) confirmada por las bandas en 899 y 1435
cm™ correspondiente a las vibraciones fuera del plano y en el plano &CH
respectivamente. Por ultimo, se observa para este mismo espectro una sefial en 3012
cm' asociada al estiramiento O-H propia de un acido carboxilico, lo que se confirma por
la serie de sobretonos que van de 2920 a 2532 cm-'.
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Figura 17. Espectros FTIR obtenidos para el monémero funcional acido itaconico (negro) y para los
polimeros de impronta sintetizados en MeOH/CHCI3 (3:7) (rojo) y MeOH/MeCN (3:7) (azul)

Finalmente, en la Figura 18, para los polimeros PMIP-MA-MeCN y PMIP-MA-CHCIs que
fueron moldeados con acido metacrilico, se observan las sefiales en 1721 cm™' para el
estiramiento C=0 del grupo carbonilo, asi como bandas en 1131y 1262 cm" (azul) y en
1155 y 1259 cm™ (rojo) que corresponden a los estiramientos C-O simétricos y
asimétricos del grupo éster del EGDMA. Se observan también la presencia de bandas
alrededor de 2900 cm-! debidas a la presencia de grupos insaturados y alrededor de 3000

cm' por la posible humedad en la muestra.

Las bandas presentes en el espectro del monémero funcional (acido metacrilico)
corresponden con las descritas anteriormente para el mondémero acido itaconico, ya que

no contienen grupos funcionales distintos y la estructura es casi la misma.
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Figura 18. Espectros FTIR obtenidos para el monémero funcional acido metacrilico (negro) y para los
polimeros de impronta sintetizados en MeOH/MeCN (3:7) (rojo) y MeOH/MeCN (3:7) (azul)

7.2.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC) de los polimeros

La técnica de DSC es un método que se fundamenta en la medicion de las modificaciones
estructurales de materiales basadas por intercambios de calor, tal como el consumo de
calor (involucrado en la fusién y descomposicion) o la emision de calor (involucrado en la

cristalizacion).

Se estudiaron las propiedades térmicas de los polimeros obtenidos con los distintos
mondémeros funcionales por DSC. Se evaluaron cuatro de los ocho polimeros
sintetizados, cada uno sintetizado con diferente monémero funcional. Los termogramas

obtenidos se muestran a continuacion.
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Figura 19. Termogramas de los cuatro polimeros sintetizados en MeOH/MeCN (3:7). Condiciones: 30-
340 °C, atmosfera de N, y velocidad 20 °C/min.

Como se observa en la Figura 19, para los cuatro polimeros sintetizados se tienen casi
las mismas caracteristicas térmicas. El pico endotérmico observado en todos los

termogramas en el rango de 67 a 82 °C, se asocia a la pérdida de humedad del material.

Se observa en todos los termogramas, un segundo proceso endotérmico (absorcion de

energia) entre 285 y 309 °C, que se asocia a la descomposicion del polimero.

Se observa que el polimero que utiliza acido metacrilico como mondémero funcional es el
que se descompone primero (a 285.88 °C), mientras que el polimero basado el 1-

vinilimidazol resiste un poco mas (descompone a 309.12 °C).

Las temperaturas de transicién vitrea (Tg) también son muy similares en todos los
polimeros, presentandose en un rango de 160-230 °C, esto es debido a que la mayor
parte del polimero esta formado por el entrecruzador (proporcion monémero funcional/
entrecruzador, 4:20), en otras palabras, en el polimero obtenido el monémero funcional

esta intercalado al azar con el entrecruzador, por lo que los cambios estructurales no
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seran suficientes para dar grandes cambios en las propiedades térmicas de los

polimeros.

7.2.3 Adsorciones de 6MP de los polimeros en diferentes medios

Una vez teniendo los polimeros de impronta molecular limpios, es decir, sin la molécula
molde, se realizaron pruebas para evaluar la capacidad maxima de farmaco que los
polimeros pueden adsorber bajo ciertas condiciones (capacidad de carga) y para evaluar

el efecto del medio en la adsorcion de 6MP.

Se evaluaron tres medios distintos: buffer de fosfatos 0.1M a pH= 7,4, metanol (MeOH) y
MeOH/MeCN. Se utilizaron disoluciones de 6MP con una concentracion inicial de 2.5x10"
4 M en cada disolvente o mezcla de disolventes, y 10 mL de las mismas se pusieron en
contacto con 20 mg de polimero (Figura 20). Se cuantifico la cantidad adsorbida de 6MP
por cada polimero a las 3 h por espectroscopia UV-vis, para lo que se realizé una dilucion

1:10 y se utilizé la curva de calibracion del anexo 1.

La razén de utilizar distintos disolventes es porque los sitios de impronta que se esperan
haber formado, reconoceran a la 6MP por interacciones débiles, tipo electrostaticas o
puentes de hidrégeno. De esta forma, si el farmaco es muy afin al medio (disolvente) que
se encuentra en exceso, sera poco probable que el equilibrio se desplace hacia la
formacion del complejo polimero-6MP. Con este tipo de estudios se puede estimar la

afinidad de la horma hacia el polimero.
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6MP(dis) + Polimero(s) — " Polimero-6MP(s) + 6MP(dis)

e o 3h
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_> ° o o .
Jemel | 25°C
0,00%, 0 i @
:.0.0 o : o. ®s o ::o:....o..
20 mg de 10 mL de 6MP Cuantificacion del
polimero 2.5X10*-4M sobrenadante

Figura 20. Estudios de adsorcion de los polimeros sintetizados en distintos medios. El experimento fue
realizado manteniendo la temperatura constante a 25°C y con agitacion magnética.

Los resultados obtenidos del experimento se muestran a continuacion:

En las Figuras 21-23 se presentan los resultados obtenidos para la cantidad de 6 MP
adsorbida (ug 6MP/g polimero) por cada polimero para cada medio de adsorcidon
evaluado. La Figura 24 muestra la cantidad de 6MP adsorbida por cada polimero en cada

experimento a modo de comparacion.

En la Tabla 3 se presentan las cantidades exactas de farmaco adsorbido, donde se
observa que la cantidad adsorbida de farmaco por cada polimero es independiente del
medio en el que se realizd la sintesis de los mismos. Con esto se comprueba que el
disolvente utilizado para la sintesis de los polimeros no afecta significativamente en el
reconocimiento del polimero hacia la 6MP por lo que la naturaleza de los sitios de
reconocimiento esta dada por las interacciones monémero funcional-6MP en la etapa de

prearreglo durante la sintesis del polimero.

Por otro lado, en cuanto al medio utilizado para las adsorciones, se observa que en el
medio de buffer de fosfatos se obtuvo una adsorcién de farmaco menor con respecto a

los otros dos medios.
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Figura 21. Cantidad de 6MP adsorbida por cada polimero en buffer de fosfatos pH= 7,4.

Figura 22. Cantidad de 6MP adsorbida para cada polimero en medio MeOH.
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Figura 23. Cantidad de 6MP adsorbida para cada polimero en medio MeOH/MeOH (3:7).

Figura 24. Cantidad adsorbida de 6MP (Q) por cada polimero en los diferentes medios de adsorcion
(MeOH, buffer de fosfatos pH=7,4 y mezcla MeOH/MeCN (3:7)). Donde A= PMIP-1VIN-CHCIs; B= PMIP-
1VIN-MeCN; C= PMIP-4VP-CHCIs; D= PMIP-4VP-MeCN; E= PMIP-ITA-CHCIs; F= PMIP-ITA-MeCN; G=

PMIP-MA-CHCIs; H= PMIP-MA-MeCN.
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Tabla 3. Cantidad media de 6MP adsorbida por los distintos polimeros sintetizados en tres medios

distintos.

Polimero

Cantidad de 6MP

adsorbida en medio
MeOH (ug/g)

Cantidad de 6MP
adsorbida en medio
MeOH/MeCN (3:7)

Cantidad de 6MP
adsorbida en medio
Buffer de fosfatos

(H9/9) pH=7,4 (ug/g)
PMIP-1VIN-CHCl3 2282.52 2350.53 536.26232
PMIP-1VIN-MeCN 2138.06 1780.29 344.91538
PMIP-4VP-CHCl3 2798.67 2956.68 839.10725
PMIP-4VP-MeCN 3179.93 3041.81 456.11202
PMIP-ITA-CHCI3 1135.30 2022.54 532.24629
PMIP-ITA-MeCN 699.99 3635.93 608.43347
PMIP-MA-CHCl3 1781.79 1492.18 472.55874
PMIP-MA-MeCN 1540.21 2140.95 1359.59227

Se realizo el analisis de varianza y una prueba de rangos multiples de los datos obtenidos
para conocer si existia diferencia significativa en la cantidad de 6MP adsorbida por el

efecto de las distintas variables evaluadas. El analisis se realizdé con ayuda del software

Statgraphics, Centurion XVL.II, y los resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Analisis de Varianza para cantidad absorbida - Suma de Cuadrados Tipo Ill. Todas las razones-F

se basan en el cuadrado medio del

error residual.

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F | Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: polimero 928784. 1 928784. 2.01 0.1608
B: monémero 4.31507E6 3 1.43836E6 6.79 0.0007
C: Disolvente 3.948E7 2 1.974E7 93.22 0.0000
INTERACCIONES
AB 1.69266E6 3 564219. 2.66 0.0584
AC 429712. 2 214856. 1.01 0.3702
BC 1.10047E7 6 1.83411E6 8.66 0.0000
ABC 6.7122E6 6 1.1187E6 5.28 0.0003
RESIDUOS 1.01646E7 48 211763.
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La tabla ANOVA descompone la variabilidad de cantidad absorbida en contribuciones
debidas a varios factores. La contribucion de cada factor se midié eliminando los efectos
de los demas factores. Los valores-P prueban la significancia estadistica de cada uno
de los factores. Puesto que hay valores-P menores que 0.05, estos factores (disolvente
utilizado y el monomero funcional), y sus interacciones, son los que tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre cantidad absorbida con un 95.0% de nivel de
confianza. Se observé también que en el medio buffer de fosfatos se tuvo una adsorcién
significativamente mas baja que en los otros medios.

La prueba de rangos multiples revelé con un 95% de confianza, que no hay diferencia
significativa en la cantidad de 6MP adsorbida por los polimeros sintetizados en distintos
disolventes, lo que se comprueba al observar el grafico de medias obtenido por el método

de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher (Figura 25).

2100

1900

1700

cantidad absorbida

1500

1300

A B
polimero

Figura 25. Gréfico de medias obtenido por el método de LSD de Fisher al 95% de confianza para la
cantidad de 6MP adsorbida (ug/g) por los polimeros sintetizados con la mezcla 3:7 MeOH/MeCN (A), y
por los polimeros sintetizados con la mezcla 3:7 MeOH/CHCIs (B).

Con los resultados anteriores en mente, se decidio utilizar acetonitrilo como disolvente
para llevar a cabo el recubrimiento de las particulas de magnetita con la técnica de
impronta molecular, tomando en cuenta que la adsorcidén en este medio es ligeramente

mayor con respecto a los otros medios.
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7.3 Sintesis de nanoparticulas de magnetita por coprecipitacion
La sintesis de las particulas de magnetita se llevd a cabo mediante el método de
coprecipitacion*®% como se describid anteriormente (ver metodologia). Se obtuvo un

polvo de color negro con un rendimiento de aproximadamente 80%.
La sintesis se llevd a cabo de acuerdo con la siguiente reaccion:
Fe?* + 2Fe3* + 80H > Fe304 + 4H20

7.4 Caracterizacion de nanoparticulas magnéticas (MAG)
Con el fin de asegurar que las particulas sintetizadas se obtuvieron con las caracteristicas
en tamafo y propiedades que se requieren para su posterior uso, se llevé a cabo su

caracterizacion por medio de distintas técnicas que se mencionan a continuacion:

7.4.1 Espectroscopia de infrarrojo
El espectro de infrarrojo obtenido para las particulas de magnetita sin ninguna clase de

recubrimiento (MAGN) se muestra en la Figura 26.

Figura 26. Espectro de FTIR obtenido para las particulas de magnetita
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Como era de esperarse, las bandas vibracionales que presentan las particulas son solo
tres, debido a que se trata de un material inorganico formado por una red con enlaces

Fe-O-Fe y son pocos los modos normales de vibracion presentes en la muestra.

De esta forma, la banda en 3358 cm-! puede ser atribuida a los estiramientos simétricos
del grupo —OH en la superficie de la magnetita, pues las particulas de magnetita son
acidos de Lewis y pueden unir moléculas de agua a su superficie. Por otro lado, la banda
en 543 cm esta bien reportada en la literatura y se atribuye a la vibracién de los enlaces

Fe-O de la magnetita.®

7.4.2 Difraccion de rayos X de polvos

Una de las formas mas usadas para caracterizar materiales cristalinos como lo es el caso
de la magnetita, es mediante la técnica de difraccion de rayos X de polvos, debido a que
cada material tiene un patron de difraccion asociado. De esta forma, la estructura
cristalina de la magnetita fue caracterizada por este método y el difractograma obtenido
(Figura 27) se analiz6 con ayuda del programa MATCH!-Phase identification from powder
diffraction ver. 3.5.0.99®, coincidiedo con magnetita de acuerdo con el PDF (Powder
Difraction File) numero 00-019-0629.

Los picos de difraccion con los indices de Miller asociados (220), (311), (400), (422), (511)
y (440) reflejan los planos cristalinos caracteristicos de la magnetita con una estructura
de espinela cubica.®® La magnetita puede oxidarse durante su sintesis si no se cuidan las
condiciones, pasando a sus formas oxidadas maghemita (Y-Fe203) o hematita (a-Fe203).
Generalmente, los picos de difraccién en los planos (113) y (210) o (213) y (210) son los
picos caracteristicos de maghemita y hematita respectivamente. Dado que esos picos no
aparecen en el patron de difraccion presentado, se descarta la presencia de diferentes

composiciones o estructuras de 6xido de hierro.%7-%
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Figura 27. Patrén de difraccion de rayos X de polvos para la magnetita sintetizada por coprecipitacion. El
area sombreada representa el pico de maxima intensidad que fue utilizado para medir el tamafo de
particula. En la esquina superior derecha se observa el ajuste Gaussiano realizado para este fin.

Con los resultados de rayos X de la magnetita es posible estimar el tamafo promedio de

cristalita utilizando la ecuacion de Scherrer;99:100

LK
- ﬁcose mEE omEE owEn o

oot ee . (15)

Donde, 3 es el ancho a la mitad de la altura de la sefal de maxima intensidad, K es el
factor de forma, A es la longitud de onda de la difraccion de rayos X (generalmente

A=0.154 nm), d es el tamano promedio de cristalita y 8 es el angulo de bragg en grados.

Con lo anterior, el ancho a la mitad de la altura (FWHM) para la sefial de maxima
intensidad en 35.57° de la magnetita se calcul6 con ayuda del programa OriginPro® 2016
haciendo un ajuste no lineal a un modelo de gaussiana de esta sefal, obteniéndose una
FWHM de 0.9257. De acuerdo con el modelo de Scherrer, el tamafo promedio de

cristalita fue de 9.42 nm.
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7.4.3 Tamafo de particula y potencial Z por Dispersion dinamica de luz (DLS)
Una muestra de nanoparticulas de magnetita se suspendié en agua desionizada
(concentracion de aproximadamente 2 mg/mL) y se midié el tamafio y el potencial Z en

un equipo zetasizer NanoS. Se obtuvo un tamafio promedio de 236.9 nm (Figura 28).

Figura 28. Dispersidn del tamafio de particula obtenido por la técnica de DLS para las particulas de magnetita.

Estos resultados no fueron los esperados que eran de alrededor de 10 nm, por lo que se
sugiere la formacion de aglomerados, pues en agua es facil para las nanoparticulas
formarlos debido a su bajo potencial Z (-21mV) asociado a inestabilidad en suspension
de la muestra, debido a que no es lo suficientemente negativa para provocar repulsiones
entre particulas. Este fendbmeno ha sido informado previamente en la literatura y se
sugiere que se forman cadenas, y éstas a su vez forman cumulos con un radio

hidrodindmico mucho mayor con respecto a la particula aislada.

Se obtuvo un indice de polidispersidad (PDI) de 0.439, este indice provee informacién
sobre la muestra: valores cercanos a 0 indican que la muestra se encuentra cercana a
ser monodispersa y valores cercanos a la unidad indican que la muestra presenta gran
variedad de tamanos. Esto concuerda con el grafico presentado en la Figura 28, donde

se observan dos poblaciones de particulas.
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7.4.4 Microscopia electronica de transmision

Debido a que el tamafio obtenido para la magnetita por DLS fue mayor a lo esperado, se
llevé a cabo la observacién de la muestra por microscopia electrénica de transmision
(TEM). La técnica se basa en la incidencia de un as de electrones sobre la muestra y la
imagen es formada por los electrones transmitidos a través de la muestra. Por otro lado,
las microestructuras locales como los planos cristalinos pueden ser analizadas utilizando

microscopia electronica de alta resolucién (HRTEM). 0!

Las microscopias obtenidas para la magnetita se muestran en la Figura 29 donde se
puede observar la estructura de la red cristalina. Al mismo tiempo, se realizé un analisis
de dispersion de electrones de las particulas mediante el uso del software Gatan
DigitalMicrograph® 3.01.598.0.

Figura 29. Micrografia TEM para las nanoparticulas de magnetita sintetizada por el método de
coprecipitacion. En la esquina superior izquierda se observa la dispersion de electrones.

Con las microscopias de las particulas, se calcul6 la dispersion del tamafio de particula
con ayuda del software imageJ®, obteniendo un tamafo promedio de 9.76 + 1.7 nm
(N=100) (Figura 30). Estos tamafios concuerdan con los obtenidos en otros trabajos

reportados para nanoparticulas sintetizadas por coprecipitacion.02.103
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Figura 30. Distribucion del tamafio de particula por TEM. A la derecha se muestra el ajuste gaussiano del
grafico de frecuencia de los diametros medidos de las particulas de magnetita de la micrografia de la
derecha (N=100).

7.5 Sintesis de nanoparticulas de magnetita recubiertas improntadas (MMIP) y no
improntadas molecularmente (MNIP)

La sintesis de los sistemas de impronta molecular magnéticos se realiz6 como se explico
anteriormente en la metodologia, modificando primero la superficie de las particulas con
los distintos mondmeros funcionales. La Figura 31 muestra un ejemplo de la
funcionalizacion de las nanoparticulas para el monémero acido metacrilico. Los pasos

siguientes se muestran en la Figura 32.

H,C GHE
RO
OH o=
H TP N8 o\\}CHs
O™ e-o Fe* - ~0o_ 1
Fe ~pe-OH ) ~F

—0
-~ ~ o
2 2 CH:  45°Ci3h % o cH,
magnetita Fe'OH ‘ magnetita Fel_»—q
! o+ 1% CH,
o] - 5o
’ HO CH, Acetonitrilo y)
Fe, Fe=2
Fe-g-pe-0  OH acido metacrilico Fe-.o_Fe{)o :)J CH,
1 . Fd L
OH [o] N
OH L9
H.c” CH,

Figura 31. Funcionalizacion de las nanoparticulas de magnetita con acido metacrilico.
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Figura 32. Esquema de la sintesis de los sistemas magnéticos recubiertos con polimeros de impronta
para 6MP. Para la sintesis del sistema no improntado Unicamente se evita la adicién de 6MP a la mezcla.

Posterior a las sintesis de los distintos sistemas, las particulas que fueron sintetizadas en

presencia de la 6MP (MMIPs), se lavaron para retirar al farmaco y llevar a cabo su

caracterizacion y los siguientes estudios de adsorcion.

7.6 Caracterizacion de MNIP y MMIP

Una vez que las particulas se recubrieron con polimero y que se extrajo la molécula molde
(6MP) de los MMIPs, se procedi6 a caracterizar el sistema para saber si el recubrimiento

se habia realizado correctamente y conocer a su vez, las caracteristicas del material
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hibrido obtenido. A continuacién, se describen los resultados obtenidos al someter las

particulas recubiertas a diferentes analisis.

7.6.1 Espectroscopia de infrarrojo

Se realizé el analisis por FTIR de los ocho sistemas para saber si las nanoparticulas de
magnetita tenian recubrimiento polimérico y si el mondmero, responsable del
reconocimiento de la 6MP en la impronta, se encontraba presente. Por esto, se realizo
una comparacion de los sistemas con su respectivo monémero funcional. Los resultados

de este analisis se muestran en las Figuras 33-35.

Figura 33. Espectros de FTIR para los sistemas MMIP-1VIN (negro) y MNIP-1VIN (rojo), asi como para el
mondmero funcional 1-vinilimidazol (azul).

En la figura 33 se puede observar la aparicion de bandas en 1376 cm'(rojo) y en 1334
(negro). Las bandas en 3384 cm™! (MNIP-1VIN) y en 3390 cm™' (MMIP-1VIN) se atribuyen
a la presencia del monémero funcional 1-vinilimidazol, ya que en esta region se observan
las vibraciones de tensién N—H (asimétrica y simétrica respectivamente) asociados a
aminas aromaticas. Las bandas en 1615 y 1634 cm™' confirman la asignacion anterior,

pues las bandas en estas regiones se asocian a las vibraciones de flexion N-H. Las
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sefiales en 1334 y 1376 cm™' estan asociadas al estiramiento C-H fuera del plano de

grupos metilo (-CHs) presentes en el polimero.

Finalmente, la desaparicion de las bandas en 3005y 3111 cm™' en los espectros de las
particulas recubiertas era de esperarse puesto que éstas corresponden al estiramiento
C=C en el grupo C=CHz2 de la estructura del monémero funcional, mismo que es el enlace

sensible a reacciones radicalarias.

Cabe mencionar que la intensidad de las bandas es muy baja en comparacién con la
banda en 547 cm! que es la banda caracteristica de la magnetita asociada al estiramiento
Fe-O. Esta baja intensidad de las sefiales se debe a que las proporciones polimero-
magnetita son muy diferentes, lo cual es indicativo de que el recubrimiento sobre la
nanoparticula fue menor en masa con respecto a la nanoparticula, lo que era de

esperarse.

Figura 34. Espectros de FTIR para los sistemas MMIP-4VP (rojo) y MNIP-4VP (azul) y para el monémero
funcional 4-vinilpiridina (negro).

Por otro lado, en los espectros obtenidos para los sistemas MMIP-4VP y MNIP-4VP

(Figura 34) se observan sefiales de baja intensidad que nuevamente se atribuyen a que
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el polimero que recubre la particula es muy poco, sin embargo, se logran observar

senales que no estan presentes en el espectro de FTIR de la magnetita (Figura 26).

Se observan sefiales en 1724 cm™' (MMIP-4VP) y 17237 cm” (MNIP-4VP) que
corresponden al estiramiento C=0 del grupo carbonilo, asi como las bandas 1137 y 1263
cm™ para MMIP-4VP y en 1136 y 1267 cm™' para MNIP-4VP que corresponden a los
estiramientos simétricos y asimétricos del enlace C-O de los grupos éster del EGDMA,
por lo tanto, estas sefales son indicativas de la presencia del entrecruzador en el
polimero recubriendo las nanoparticulas. Las bandas en 545 y 553 cm™! demuestran la
presencia de las particulas de magnetita al ser representativo del estiramiento del enlace

Fe-O como se ha mencionado anteriormente.

Figura 35. Espectros de FTIR para los sistemas MMIP-ITA (rojo) y MNIP-ITA (azul), asi como para el
monomero funcional acido itaconico (negro).

En la Figura 35, para los sistemas hibridos en los que se utilizé acido itaconico como
momero funcional, se observan las sefales en 534 (MMIP-ITA) y 548 cm™' (MNIP-ITA)
debida al estiramiento Fe-O de la magnetita. Por otro lado, las sefales en 1331 y 1437

cm-! para MNIP-ITA, y en 1324 y 1423 cm-! para MMIP-ITA se atribuyen a la presencia
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del grupo acido carboxilico y estan asociados a la torsion y al estiramiento del grupo

carboxilo respectivamente.

Debido a que las sefiales son de baja intensidad, no es posible asignar mas bandas que

refuten la presencia del polimero sobre las nanoparticulas.

Figura 36. Espectros de FTIR para los sistemas MNIP-MA (azul) y MNIP-MA (rojo), asi como para el
mondémero funcional acido metacrilico (negro).

Finalmente, en la Figura 36 para los sistemas MMIP-MA y MNIP-MA, se observan las
bandas en 1722 y 1724 cm™' que corresponde al estiramiento -C=0 del grupo carbonilo,
asi como bandas en 1141 y 1263 cm™ (rojo) y en 1136 y 1257 cm™ (azul) que
corresponden a los estiramientos simétricos y asimétricos del grupo C—O del EGDMA. Al
igual que en los espectros descritos anteriormente, la presencia de las nanoparticulas de

magnetita se comprueba por la sefial presente en 546 y 551 cm™".
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7.6.2 Difraccion de rayos X de polvos
La difraccién de rayos X de los sistemas se llevo a cabo con el fin de identificar si existia
algun cambio en la estructura cristalina de las particulas de magnetita después de

recubrirlas con los distintos polimeros.

Las caracterizacion de los rayos X de polvos y la identificacion de fase se llevaron a cabo
con la ayuda del software MATCH! ®. Se utilizé como referencia el PDF numero 00-019-

0629 y se observo correlacion con magnetita.

Los difractogramas obtenidos para los sistemas sintetizados se muestran en las figuras
37-40.

Figura 37. Patrén de difraccion de rayos X de polvos para el sistema MMIP-MA. En la esquina superior
derecha se observa el ajuste Gaussiano realizado al pico de maxima intensidad (drea sombreada).
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Figura 38. Patron de difraccion de rayos X de polvos para el sistema MMIP-4VP. En la esquina superior
derecha se observa el ajuste Gaussiano realizado al pico de maxima intensidad (area sombreada).
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Figura 39. Difractograma de rayos X de polvos para el sistema MMIP-MA. En la esquina superior
derecha se observa el ajusta Gaussiano realizado al pico de maxima intensidad (area sombreada).




Figura 40. Difractograma de rayos X de polvos para el sistema MMIP-MA. En la esquina superior
derecha se observa el ajusta Gaussiano realizado al pico de maxima intensidad (area sombreada).

Los picos de difraccion con los indices de Miller asociados (220), (311), (400), (422), (511)
y (440) reflejan los planos cristalinos caracteristicos de la magnetita con una estructura

de espinela cubica para todos los sistemas.

Los difractogramas de rayos X se utilizaron también para calcular el tamafo promedio de
cristalita de las nanoparticulas. Analizando los datos con ayuda del programa OriginPro®
2016 y aplicando la ecuacién de Scherrer (Ecuacion 15). Se realizé el ajuste Gaussiano
al pico de maxima intensidad de cada difractograma correspondiente al plano 311 para

obtener el ancho a la mitad de la altura.

Los tamanos de cristalita obtenidos para todos los sistemas por este método se presentan
en la Tabla 5 y se puede comprobar que la magnetita no sufre cambios estructurales

durante la sintesis del recubrimiento polimérico.
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Tabla 5. Tamafio promedio de cristalita para los sistemas sintetizados obtenidos aplicando la ecuacion de

Scherrer.

Sistema 20(°) FWHM | Diametro promedio
(hm)
MAG 35.57 0.93 9.42
MIP-4VP 35.62 0.97 9.03
MIP-MA 35.56 0.93 9.41
MIP-1VIN 35.61 0.95 9.22
MIP-ITA 35.59 0.89 9.80

7.6.3 Analisis elemental
El analisis elemental de cada sistema se llevd a cabo para conocer en qué proporcion
esta presente el material organico con respecto a las particulas. La tabla 6 muestra los

porcentajes obtenidos para los elementos carbono, nitrégeno e hidrogeno.

Tabla 6. Porcentajes en peso de C, Hy N para los sistemas sintetizados. En rojo se resaltan los sistemas
con mayor porcentaje de nitrégeno.

Sistema Carbono (%) Nitrégeno (%) Hidrégeno (%)

MAG 0.30 0.37 0.49
MMIP-MA 1.20 0.69 0.55
MNIP-MA 1.64 0.42 0.84
MMIP-4VP 2.20 0.85 0.92
MNIP-4VP 2.17 1.69 0.65
MMIP-ITA 1.04 0.52 0.58
MNIP-ITA 0.94 0.78 0.55
MMIP-1VIN 0.74 1.57 0.65
MNIP-1VIN 1.07 0.86 0.74

Esta técnica permitid corroborar la presencia de material organico en los sistemas. Se
observa que los porcentajes de C, H y N son muy pequenos, con valores de no mas del
2.2% en peso de carbono, que es el elemento principal presente en el polimero. Esto era

de esperarse, pues se busca que las particulas estén recubiertas por una capa delgada
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de polimero, por lo que su contribucién a la masa total del sistema sera minima. Por otro
lado, se comprueba la presencia de los mondmeros funcionales 1-vinilimidazol y 4-
vinilpiridina al observar los mayores porcentajes en peso para el nitrégeno en los sistemas
en los que se utilizaron dichos mondmeros en la sintesis, estos numeros estan resaltados
en rojo en la tabla. En el caso del sistema MMIP-MA, el porcentaje alto de nitrégeno, que
fue incluso mayor al obtenido en las particulas solas, se atribuye a la presencia de la 6MP

en el polimero, lo cual no es de extranar tratandose de un MIP.

Finalmente, el hecho de que los porcentajes obtenidos en las particulas de magnetita
fueran diferentes de cero se atribuye al agua de adsorcién presente en la superficie de

las nanoparticulas'®* y a residuos de disolvente.

7.6.4 Determinacion del tamano de particula y potencial Z por el método de dispersion
dinamica de luz

La determinacion del tamafo de particula para los sistemas sintetizados se llevo a cabo
haciendo dispersiones de aproximadamente 2 mg/mL de cada sistema en agua

desionizada. Las particulas se sonicaron durante 10 min antes de su medicion.

Al mismo tiempo que se midid el tamafo de particula, se llevd a cabo la medicion del
potencial Z de los sistemas con el fin de conocer su estabilidad en una dispersiéon. Los

resultados se muestran a continuacion.

Como se observa en la Tabla 7, en general las particulas recubiertas tanto MMIPs como
MNIPs presentaron tamafios de particula en el intervalo de 130 a 230 nm. Estos valores
son muy grandes considerando que el tamafio de las particulas de magnetita es de
alrededor de 10 nm por lo que se sugiere la formacion de aglomerados pues la técnica

mide el radio hidrodinamico de las particulas.'%®
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Tabla 7. Tamafio de particula y potencial Z obtenidos para todos los sistemas por la técnica de DLS.

Sistema Tamano PDI Potencial Z

promedio (nm) (mV)
MMIP-MA 193.5 0.396 -18.0
MNIP-MA 145.9 0.363 -9.4
MMIP-ITA 136.6 0.358 -11.7
MNIP-ITA 229.9 0.410 -17.5
MMIP-1VIN 141.5 0.353 -15.7
MNIP-1VIN 125.5 0.265 -26.8
MMIP-4VP 147.3 0.341 -16.0
MNIP-4VP 184.8 0.444 -16.4

El PDI en todos los sistemas fue menor a 0.5, por lo que se considera que las muestras
analizadas fueron tendian a ser poco polidispersas, es decir, se tenia una sola poblacién

de tamafos en mayor proporcion.

Finalmente, para los sistemas evaluados, se obtuvieron valores de potencial Z negativos
en todos los casos, pero nunca menor que -30 mV; de acuerdo a la literatura, se considera
que las nanoparticulas con un potencial Z entre -10 y +10 mV son casi neutras y aquellas
con potenciales Z mayores a +30 mV y menores de -30 mV se consideran fuertemente
catidénicas y anidnicas respectivamente.'%® De esta forma, los sistemas con valores entre
-30 y +30 mV, como lo es en este caso, tienden a formar aglomerados al presentar una

repulsiéon electrostatica débil entre particulas.

7.6.5 Microscopia electronica de transmision (TEM) y de barrido (SEM)

Para tener una mejor visualizacion de los sistemas sintetizados y una idea mas certera
de los tamafos de particula, se llevo a cabo la observacion de las muestras por TEM y
SEM. El analisis de las micrografias obtenidas se realiz6 con el software Gatan
DigitalMicrograph® 3.01.598.0. Se observaron aglomerados de alrededor de 50 nm. Al
mismo tiempo, se realizé un analisis por contraste z para comprobar la presencia del
polimero pues las imagenes obtenidas permiten diferenciar fases de acuerdo con el peso

atoémico del material que lo compone.
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Las micrografias de los sistemas se muestran a continuacion.

14.32 nm

Figura 42. Micrografias TEM del sistema MMIP-4VP por contraste z. a) cao oscuro y b) campo claro.
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Figura 43. Micrografias de TEM para el sistema MMIP-1VIN por la técnica de contraste z. a) campo

oscuro y b) campo claro.

7_.52 nm

a)

o
8.08 nm

Figura 44. Micrografias de TEM para el sistema MMIP-ITA por la técnica de contraste z. a) campo oscuro
y b) campo claro.

En las Figuras 41-44, se observan en general, nanocompositos formados de
aglomerados de nanoparticulas recubiertas con polimero. La técnica de contraste z en
campo oscuro y campo claro permite diferenciar las fases presentes en el material. Para

todos los sistemas, a la izquierda (Figuras 41-44 a), la fase del material con mayor peso
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atomico se muestra mas brillante que los de menor peso atomico y en las imagenes de
la derecha (Figuras 41-44 b), la fase de mayor peso molecular se observa mas oscura.
Debido a que el hierro tiene un peso molecular mucho mas grande que el carbono
(elemento predominante en el polimero) se asume que el halo difuso alrededor de las
particulas es el polimero. El grosor del recubrimiento polimérico no fue uniforme en todos
los casos, observandose de entre 8 y 10 nm, encontrando en algunos casos valores mas
grandes (14.32 nm en el sistema MMIP-MA)

—— 100nm IIM-UNAM
X 100,000 10.0kv SEI SEM WD 7.9mm

Figura 45. Micrografia de SEM para el sistema MMIP-MA.

La Figura 45 muestra la micrografia de SEM para el sistema MMIP-MA. Para todos los
sistemas se obtuvieron micrografias similares. Se observan aglomerados de estructuras
de formas irregulares debido a la presencia del polimero por lo que no es posible realizar
un analisis estructural de las particulas, ni obtener dispersiones del tamafio de particula
con este método.

7.6.6 Espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS)
Un analisis semicuantitativo de la cantidad de polimero que recubria las nanoparticulas

se llevd a cabo por medio de la técnica EDS. Cuando el haz de electrones interacciona

96

—
| —



con la muestra, esta ultima emite rayos X caracteristicos que son colectados por un
detector EDS especial y con los que se pueden realizar analisis elementales. Con esta
técnica se obtienen proporciones con respecto al peso atdmico de los elementos
presentes en la muestra. A continuacién, se presentan los resultados obtenidos para el
sistema MMIP-MA.

o [N

] 5 10 15 20 25 E] 3 keV

O Kal Fe Kal

M 25am ! 25nm F25mm !

Figura 46. Analisis por espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDS) para el sistema MMIP-MA.
a) espectro de rayos X generado al escanear la imagen. b) imagen de STEM utilizada para realizar el
analisis. Se realiz6 el mapeo de la distribucion y la proporcion relativa (intensidad) de C, O y Fe. ¢) Mapeo
de carbono, d) Mapeo de oxigeno y e) Mapeo de hierro.

En la Figura 46 se observan los elementos presentes en la muestra MMIP-MA. EI EDS
se realizé buscando los elementos que demostraran la presencia de las nanoparticulas y
del recubrimiento, por lo que se tienen imagenes del mapeo de hierro, carbono y oxigeno.
Con esto se demuestra que el recubrimiento observado en las imagenes de STEM es
polimero. La cantidad de hierro en la muestra es suficiente para que en la imagen “e” se
aprecie la concentracion de hierro de las nanoparticulas, sin embargo, a pesar de que el

contraste z muestra claramente la capa polimérica, los mapeos de carbono y oxigeno “c”

97

—
| —



y “d” respectivamente de la Figura 46, muestran solo ruido de fondo y no se define nada
sobre las nanoparticulas, esto se debe a que la masa del polimero es proporcionalmente

pequefia, con respecto al 6xido de hierro, por esto la resolucion no es suficiente.

7.6.7 Analisis térmico (TGA y DSC)
Una vez que se demostré la presencia del recubrimiento polimérico sobre las
nanoparticulas de magnetita por las técnicas anteriores, se llevo a cabo el analisis de las

propiedades térmicas de los polimeros sobre la nanoparticula.

Debido a que el sistema que se pretende disehar esta direccionado a la liberacion de
farmacos, es de suma importancia caracterizar el polimero que recubre las
nanoparticulas para conocer su estabilidad. Siendo asi, se llevaron a cabo estudios de

termogravimetria (TGA) y de DSC, cuyos resultados se muestran a continuacion:

Figura 46. Analisis térmico por calorimetria diferencial de barrido para magnetita sin recubrir.

En la Figura 46, se muestra el correspondiente analisis de DSC para la magnetita. Se
observan dos picos pequenos de naturaleza exotérmica, la cual puede asociarse al
desprendimiento de agua fisisorbida (pico en 146°C) y quimisorbida (en 360°C) como

reportan algunos autores.'0”
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Figura 47. Analisis térmico por calorimetria diferencial de barrido (DSC) para los sistemas hibridos a base
de distintos monémeros funcionales. Tomando en cuenta que cada par MMIP-MNIP fue sintetizado en las
mismas condiciones y con las mismas proporciones de mondémero funcional y entrecruzador, se asume
que las propiedades térmicas no cambian entre si tratandose del mismo polimero.

Por otro lado, la Figura 47 muestra los termogramas de DSC para los sistemas formados
por los cuatro distintos monémeros funcionales evaluados. En todos los casos, se
observa la presencia de un pico exotérmico entre 314 y 366°C, que se atribuye a la
cristalizacion u oxidacion del polimero, seguido por un pico endotérmico que se atribuye
al proceso de descomposicidon, pues las temperaturas observadas son muy altas y
ademas, se han reportado temperaturas de descomposicion de 400 °C en otros
trabajos.'%8, Estas temperaturas no fueron tan altas en los polimeros sintetizados sin
nanoparticulas (referirse a la Figura 19), por lo que se puede decir que el polimero sobre
las nanoparticulas se estructura de forma distinta que como lo hace sin interaccion de las

nanoparticulas, lo cual modifica las propiedades térmicas.
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7.6.8 Analisis termogravimétrico

El TGA se puede utilizar para conocer la relacion entre la masa del material y la
temperatura y para evaluar la estabilidad térmica y la composicion de un material. Para
observar diferencias en la pérdida de peso entre los sistemas MNIPs y MMIPs, estos
ultimos se analizaron sin retirar el farmaco del polimero. A continuacion, en la Figura 47,

se presentan los resultados de este analisis para todos los sistemas.

Para todos los sistemas se observa una pérdida de peso de alrededor del 2% entre 100
y 120°C, lo cual se asocia a pérdida de disolvente de la superficie de los sistemas.'%®
Posterior a la primera caia de la curva se observa una segunda pérdida de peso que se
vuelve mas pronunciada y que es debida a la descomposiciéon del material organico

presente en la muestra.

Los sistemas MMIPs perdieron mas masa que los MNIPs, lo cual se atribuye a la
presencia del farmaco en el polimero. Los sistemas MMIP-4VP y MMIP-MA presentaron
una mayor pérdida de peso con respecto a los otros sistemas MMIP, siendo del 12%
contra alrededor del 6% para MMIP-1VIN y MMIP-ITA. Esto puede deberse a que estos
sistemas tienen una mayor cantidad de farmaco adsorbido o a que el polimero que
recubre las particulas se encuentra presente en mayor cantidad. Esto ultimo se pudo
comprobar con las microscopias presentadas anteriormente, en donde se observaron

nanocompositos con una capa de polimero mas gruesa en estos sistemas.

Por ultimo, se observa que las temperaturas de descomposicion de los MMIP-1VIN vy
MMIP-ITA se desplazan con respecto a sus respectivos NIP, lo cual se puede atribuir a
que la presencia del farmaco provoca una mayor estabilidad en el polimero al interactuar

mejor con la red polimérica.
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Figura 47. Resultados obtenidos de TGA para los distintos sistemas. Condiciones: 20°C/min, 30-600°C

7.7 Sintesis del sistema hibrido por hipertermia de las nanoparticulas de magnetita.

Cuando las particulas superparamagnéticas como la magnetita son sometidas a la
presencia de un campo magnético alterno, presentan el fendmeno de hipertermia
magnética. Este fendmeno puede ser aprovechado para iniciar la reaccion de
polimerizacién en la superficie de la nanoparticula y asi obtener sistemas mejor definidos
en el recubrimiento superficial de la nanoparticula. Se espera que el calentamiento de las
particulas alcance temperatura suficiente para iniciar la formacién de radicales libres a
través de la descomposicion del iniciador (AIBN) en la mezcla de reaccion, cuando se

realiza la sintesis del recubrimiento polimérico.

De esta forma, se realiz6é la sintesis del sistema NIP-HPT sometiendo la mezcla de
reaccion reportada anteriormente en la metodologia, a un campo magnético alterno de

107KHz y 17.7 gauss y a temperatura ambiente y sin la presencia de la 6MP. La reaccion
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se llevo a cabo durante 24 h, tiempo por el que se mantuvo aplicado el campo magnético
alterno. Después de este tiempo las particulas se lavaron para retirar los residuos de la

reaccion y se llevo a cabo su caracterizacion.

7.7.1 Caracterizacion del sistema
Las técnicas utilizadas para caracterizar este sistema fueron las mismas que se han
descrito anteriormente. Se presentan a continuacién los resultados obtenidos para cada

una de dichas técnicas.

7.7.1.1 Espectroscopia de infrarrojo (24 h) y analisis elemental.
Para comprobar si se habia llevado a cabo el recubrimiento polimérico de las
nanoparticulas con este nuevo método, se realizé un analisis por espectroscopia de

infrarrojo y el analisis elemental. Los espectros obtenidos se muestran en la Figura 48.

Figura 48. FTIR para magnetita (negro), mondémero funcional acido metacrilico (azul) y para el sistema
MNIP-MA-HPT.

La presencia de las nanoparticulas de magnetita se comprueba por la sefal presente en

552 cm', asociada al estiramiento del enlace Fe-O de la magnetita.

Por otro lado, la sefial en 3395 cm™' que presenta el sistema NIP-HPT se debe al

estiramiento O—H del grupo acido carboxilico, misma que se confirma por la aparicion de
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la banda en 1608 cm'. Se observa ademas la aparicion de otras sefiales que son de baja

intensidad y anchas, por lo que se dificulta su asignacion a vibraciones especificas.

Al realizar el analisis elemental del sistema NIP-HPT se obtuvieron los siguientes
porcentajes en peso: C, 2.8 %, N, 0.24 % e H, 0.7 %. Con este analisis se confirmé la
presencia de polimero sobre las nanoparticulas al haberse obtenido un porcentaje de
carbono (elemento principal en el polimero) mayor que el reportado anteriormente para

la magnetita que es de 0.295 %.

7.7.1.2 Difraccion de rayos X

Con el fin de comprobar que la estructura cristalina de la magnetita no sufrié cambios tras
haber sido expuesta al campo magnético alterno, se llevo a cabo el analisis de rayos X
de polvos para el sistema NIP-HPT. El difractograma obtenido (Figura 49) se analiz6 con
ayuda del programa MATCH!-Phase identification from powder diffraction ver. 3.5.0.99®,

dando magnetita de acuerdo con el PDF numero 00-019-0629.

Figura 49.Patrén de difraccion de rayos X de polvos para el sistema NIP-HPT. En la parte sombreada se
muestra el pico de méaxima intensidad utilizado para el ajuste Gaussiano que se observa en la esquina
superior derecha.
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Los picos de difraccién con los indices de Miller asociados (220), (311), (400), (422), (511)

y (440) reflejan los planos cristalinos caracteristicos de la magnetita.

Se realiz6 el ajuste Gaussiano al pico de maxima intensidad en 35.59° con ayuda del
software OriginPro ® obteniendo un ancho a la mitad de la banda de 0.89592. Los datos
se sustituyeron en la ecuacion de Scherrer y se obtuvo de esta forma un tamafo promedio

de cristalita de 9.73 nm.

7.7.1.3 Tamano de particula por dispersién dinamica de luz

Se determind el tamafio de particula y el potencial Z del sistema NIP-HPT a 3 y 24 horas
(NIP-HPT-3H y NIP-HPT-24H), de las particulas control a 1 y 24 horas (CNT-1H y CNT-
24H), asi como de las particulas funcionalizadas con acido metacrilico (FUN-HPT) por
DLS. Las muestras se resuspendieron en agua desionizada y se sonicaron por 10

minutos antes de su medicién. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Resultados de tamario de particula y potencial z obtenidos por DLS.

Sistema Tamafo (nm) PDI Potencial z
FUN-HPT 640.1 0.566 -18.7
CNT-1H 474.7 0.470 -15.1
CNT-24H 651.7 0.504 -0.2
NIP-HPT-3H 648.0 0.598 -13.7
NIP-HPT-24H 669.3 0.504 -14.5

Para todas las etapas de la polimerizacion por hipertermia y para las particulas control
(sin uso de hipertermia) se obtuvieron tamafos de alrededor de 600 nm. Se observa un
ligero aumento del tamafio de particula conforme aumenta el tiempo de la sintesis

(funcionalizadas: 640 nm; después de 3 horas: 648 nm y después de 24 horas: 669 nm).

El PDI obtenido en todos los casos fue cercano a 0.5 o mayor, o que indica

polidispersidad de las muestras analizadas. Por ultimo, el potencial Z de todas las
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muestras fue negativo y nunca menor que -30 mV, lo que indica que las particulas son

inestables en dispersion y tienden a aglomerarse.

7.7.1.4 Cantidad de polimero formado alrededor de las nanoparticulas a través del tiempo
por TEM

Se tomaron muestras de las particulas a t=0, t=1 h y t=24 h mientras se llevaba a cabo la
sintesis del polimero por hipertermia y se realizé su observacién por TEM. El tiempo cero
se refiere a las particulas de magnetita funcionalizadas con acido metacrilico, es decir,
después de haber estado en contacto con acido metacrilico y con exposicion al campo
magnético de 107 KHz y 17.7 gauss durante dos horas. Para las muestras de 1y 24 h,
se tomaron 2 mL de la mezcla de reaccion y se realizaron tres lavados con acetonitrilo

separando magnéticamente las particulas para remover los residuos.

Las micrografias obtenidas se muestran a continuacion:

Figura 50. Particulas de magnetita funcionalizadas con acido metacrilico con hipertermia magnética.
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Figura 51. Imagenes de contraste z del sistema NIP-HPT después de 1 hora de reaccion.

El recubrimiento polimérico en las particulas funcionalizadas (Figura 50) se observo de
un grosor menor que para las particulas polimerizadas con hipertermia por una hora
(Figura 51), pasando de aproximadamente 4.5 nm a 7 nm por lo que se puede decir que
la reaccion de polimerizacion fue exitosamente inducida por el efecto de la hipertermia
magnética de las nanoparticulas. En las imagenes obtenidas para una hora de reaccion,
se observa la formacion de una gran cantidad de polimero que no recubre de forma

uniforme los aglomerados de nanoparticulas.

Se observé que a las 24 horas (Figura 52) habia formacién de grandes aglomerados de
particulas recubiertas por polimero de alrededor de 300 nm e incluso se encontraron

estructuras formadas por polimero con nanoparticulas incrustadas (ver anexo 2).
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Figura 52. Micrografia de TEM para el sistema NIP-HPT después de 24 horas de reaccion con
exposicién al campo magnético alterno.
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Figura 53. Analisis EDS para el sistema sintetizado por hipertermia NIP-HPT después de 24 horas de

reaccion.
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El analisis de EDS realizado sobre el sistema NIP-HPT que se muestra en la Figura 53
a) demostro la presencia de polimero recubriendo las nanoparticulas. En c), d) y e) las
regiones de color representan las zonas en donde se encuentran presentes los atomos
de oxigeno, carbono y hierro respectivamente. Se observa que la region de mayor
intensidad en c) y d) se sobreponen con el hierro. Los porcentajes obtenidos para cada
elemento por esta técnica son: carbono: 50.35%, oxigeno: 37.58% vy hierro: 11.07%.
estos resultados concuerdan con la imagen mostrada anteriormente, donde se observa

una capa de polimero muy gruesa.

7.7.2 Magnetometria. Curvas de histéresis de los sistemas

Las propiedades magnéticas de los sistemas sintetizados fueron estudiadas por
magnetometria de muestra vibracional. Las curvas de histéresis de todos los sistemas a
300 K se muestran en la Figura 54. Como se puede observar, no hay una histéresis
apreciable en ninguna de las muestras, lo que sugiere que los sistemas son

superparamagnéticos.

Figura 54. Curvas de histéresis a 300 K para todos los sistemas MIP y para la magnetita.
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Los valores de magnetizacion de saturacion de los sistemas fueron de aproximadamente
60 emu/g, mientras que, para las particulas de magnetita sin recubrir, se obtuvo una
magnetizacion de saturacion de aproximadamente 100 emu/g, es decir, la magnetizacién
de saturacion disminuye en los sistemas recubiertos, lo que coincide con otros trabajos

reportados.8?

Al ser el valor de magnetizacion dependiente de la masa, se puede decir que

aproximadamente un 40% de la masa de los sistemas MMIP evaluados es polimero.

7.8 Estudios de adsorcion de los sistemas sintetizados con y sin el uso de hipertermia
magnética.
Los estudios de adsorcidon de los sistemas generados con los diferentes mondmeros

funcionales, tanto NIP como MIP se realizaron como se muestra en la Figura 55.

Se utilizaron concentraciones de 6MP en MeOH/MeCN (3:7) en un rango de 5x10° a
6x10-°M (0.85-10.21 mg 6MP/L) para tener 10 puntos de la isoterma. Cada concentracion

se evaluo por triplicado.

e o 8h/250rpm

—_— e © o =1 ~
o © wte? * 25°C
0 ,00% sienc._= % | —
30.0.0.‘. ° .. fe. g ::....oo.o.
<
19 mg de 10 mL de 6MP Cuantificacién del
sistema (distintas sobrenadante

concentraciones)

Figura 55. Esquema del procedimiento realizado para los estudios de adsorcion.
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Se decidio utilizar la mezcla MeOH/MeCN (3:7) para propiciar que la mayor cantidad de
6MP se una a los sitios especificos de la impronta, esto de acuerdo con los estudios
hechos previamente para el polimero sin nanoparticulas, el farmaco tiene que estar
soluble y sus interacciones con el disolvente no deben ser fuertes. Es importante tener
esto en mente puesto que el enfoque de impronta molecular utilizado en este trabajo es
un enfoque del tipo no covalente, es decir, los sitios especificos de los polimeros de
impronta reconocen a la 6MP con enlaces débiles del tipo puentes de hidrégeno e
interacciones electrostaticas. Se utilizé MeOH como uno de los disolventes de la mezcla

debido a la baja solubilidad de la 6MP en disolventes organicos.

El primer paso para obtener isotermas de adsorcién es realizar las cinéticas de adsorcion
de los sistemas con el fin de encontrar el tiempo requerido para que el sistema alcance
el equilibrio. Para esto, 10 mg de sistema se pusieron en contacto con 10 mL de una
disolucion de 6MP a una concentracion conocida. Las particulas se incubaron con
agitacion a 25 °C. Se tomaron muestras a0.25,0.5,1, 2, 3,4, 5, 6, 7 y 24 horas separando
las particulas del medio con ayuda de un iman de neodimio y se cuantifico la cantidad de
farmaco en el sobrenadante por espectroscopia UV-Vis con la curva de calibracion del

anexo1.

La capacidad de adsorcion (Q, mg/g) de cada sistema se calculd con la siguiente
ecuacion:&

(Co —CV

— e (16)

Donde Co (mg/L) y C1 (mg/L) son las concentraciones de 6MP al inicio y al equilibrio

respectivamente, V (L) es el volumen del medio, y m (g) es el peso del sistema.

Se encontré que, a las 8 horas de adsorcion, los sistemas alcanzan el equilibrio, por lo

que no adsorben mas farmaco.

Las isotermas se construyeron manteniendo iguales las cantidades de sistema y volumen
del medio que para el experimento anterior. Se calculé la capacidad de adsorcion a 8

horas y se graficaron contra las concentraciones evaluadas correspondientes.

Cabe mencionar que las concentraciones evaluadas para la construccion de las

isotermas de adsorcion fueron las mas bajas que el método de cuantificacién permitio,
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con el fin de evaluar las caracteristicas de los sitios de alta afinidad de la impronta
molecular. Siendo asi, si se utilizan concentraciones mas altas, se tiene la formacion de
multicapas de 6MP adsorbido que se observan en las isotermas como mesetas. En el
anexo 3 se tiene el ejemplo de esto. Las isotermas obtenidas para todos los sistemas

evaluados se presentan a continuacion en la Figura 56:

Figura 56. Isotermas de adsorcion para los diferentes sistemas MMIPs y MNIPs. Cada punto de la
isoterma fue tomado a las 8 horas manteniendo condiciones de agitacion (250 rpm) y temperatura (25°C).

Se realiz6 el ajuste a distintos modelos de las isotermas para conocer las caracteristicas

de la adsorcion. Los ajustes obtenidos para cada sistema se presentan en la Figura 57.
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Figura 57. Isotermas de adsorcién de 6MP obtenidas para los sistemas MMIPs y MNIPs con sus
respectivos ajustes a los modelos de Langmuir, Freundlich y Langmuir-Freundlich.
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Figura 57 (continuacion). Isotermas de adsorcién de 6MP obtenidas para los sistemas MMIPs y MNIPs

T T
10

8
L)

9

—u— |soterma-MNIP-1VIN

— -+ Ajuste Langmuir

— = Ajuste Freundlich

— + = Ajuste Langmuir-Freundlich

con sus respectivos ajustes a los modelos de Langmuir, Freundlich y Langmuir-Freundlich.

Los modelos utilizados para los ajustes fueron Langmuir, Freundlich y Langmuir-

Freundlich debido a que son estos los modelos que describen mejor el mecanismo de

adsorcion sobre los MIPs segun la literatura.

Los coeficientes de correlacion obtenidos para cada isoterma modelada para cada

sistema, se presentan en la Tabla 9. Y los parametros obtenidos asociados a cada

modelo se presentan en la Tabla 10.

Tabla 9. Coeficientes de determinacion obtenidos del ajuste de las isotermas de adsorcion a diferentes
modelos. Los nimeros en rojo representan al modelo de mejor ajuste.

Sistema

MMIP-MA
MMIP-ITA
MMIP-1VIN
MMIP-4VP
MNIP-MA
MNIP-ITA
MNIP-1VIN
MNIP-4VP

De acuerdo con el coeficiente de correlacion obtenido, se observa que en la mayoria de

los casos las isotermas se ajustan mejor al modelo de Langmuir-Freundlich, con

0.988
0.996
0.959
0.932
0.977
0.851
0.926
0.923

Langmuir

—

Freundlich

0.992
0.985
0.942
0.922
0.986
0.739
0.934
0.900

Langmuir-Freundlich

0.992
0.996
0.976
0.958
0.985
0.878
0.936
0.953

'



excepcion del sistema MNIP-MA que tiene un mejor ajuste a la isoterma de Freundlich.
Cabe mencionar que, aunque es asi, la diferencia entre coeficientes de correlacion con

modelo Langmuir-Freundlich es minima.

Tabla 10. Coeficientes asociados a los modelos utilizados de los ajustes de isoterma.

Coeficientes = MMIP- | MNIP- MMIP-  MNIP- = MMIP- MNIP- MMIP- MNIP-
MA MA ITA ITA 1VIN 1VIN 4VP 4VP

Langmuir

gs 643 + 338 + 683 £ 081 = 1094 = 1.03 + 1349 + 514 =
0.59 0.27 0.58 0.08 2.79 0.07 6.07 2.04

b 011 + 016 + 0097 £+ 046 + 006 =+ 0.52 + 0.03 £ 0.07 =+
0.01 0.02 0.01 0.14 0.02 0.11 0.02 0.04

Freundlich

a 061 + 0497+ 060 + 032 = 057 £ 0.37 + 042 + 036 =
0.02 0.02 0.01 0.05 0.03 0.03 0.01 0.06

m 075 + 062 + 082 + 033 + 08 + 0.37 + 091 + 082 ¢
0.02 0.02 0.03 0.08 0.04 0.04 0.04 0.09

Langmuir-Freundlich

N 18.97 £ 203.72+ 559 + 069 * 484 <+ 1.68 + 3.60 223
2242 16674.7  1.17 0.07 0.90 2.03 0.73 0.44

a 0.02 + 631E-5 014 =+ 055 = 024 =+ 0.11 +  0.30 + 032 +
0.03 +0.01 0.05 0.11 0.08 0.47 0.12 0.10

m 082 + 062 + 105 =+ 157 = 139 =+ |0.59 +  1.60 + 167 +
0.09 0.31 0.06 0.51 0.18 0.43 0.30 0.34

La isoterma de Langmuir-Freundlich describe sistemas heterogéneos, es decir,
superficies con sitios de union de distintas afinidades. El hecho de que el mejor ajuste
haya sido para este modelo era de esperarse, ya que se ha demostrado que los sistemas
MIP suelen generar sitios de distinta afinidad dependiendo de como interactua la
molécula molde (6MP en este caso) con los mondmeros funcionales durante la etapa de
prearreglo. Esto es especialmente cierto para los MIP que se basan en el enfoque no
covalente ya que pueden existir distintos sitios donde existan interacciones.

En la Tabla 10 se presentan los parametros para los modelos evaluados. Para el caso de
la isoterma de Langmuir-Freundlich, N, es el parametro relacionado al numero total de
sitios de unién de alta afinidad. Si se comparan los sistemas con polimeros de la misma

naturaleza (MMIPs vs MNIPs), se observa que los sistemas MMIP tienen un parametro
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N mas grande que el de sus respectivos MNIP. Lo anterior es evidencia de la correcta

formacion de sitios especificos para la 6MP en los sistemas MMIPs.

Por otro lado, la heterogeneidad del material esta dado por el parametro m y se observa
que de los sistemas que ajustan a Langmuir-Freundlich, solo los sistemas MMIP-MA y
MNIP-1VIN son heterogéneos al tener una m < 1. La heterogeneidad puede ser debida
al recubrimiento no uniforme del polimero sobre las particulas observada anteriormente

en las microscopias de TEM.

Finalmente, el parametro a, esta relacionado con los sitios de union de mediana afinidad
(ko) presentes en el material evaluado. Estos sitios de union pueden calcularse con la
expresion: ko=a'™. En la Tabla 11 se presentan los valores de Ko para los sistemas que

ajustan a Langmuir-Freundlich.

Tabla 11. Sitios de unién de mediana afinidad calculados para los sistemas ajustados a la isoterma
Langmuir-Freundlich

ko=a'™ | MMIP-MA MMIP- MNIP-ITA MMIP- MNIP-1VIN | MMIP-4VP | MNIP-4VP
ITA 1VIN
Ko 5.95E-3 0.149 0.687 0.355 0.025 0.470 0.505

La tendencia que aplica para la mayoria de los pares MMIP-MNIP es que la ko calculada
es mayor en los sistemas no improntados que en los improntados, debido a que a estos

ultimos demostraron tener un mayor niumero de sitios de alta afinidad.

7.9 Estudios de liberacién in vitro de los sistemas

Antes de comenzar los estudios de liberacion, 70 mg de cada sistema se pusieron en
contacto con 50 mL de una disolucion de 6MP 5x10* M en MeOH/MeCN (3:7). Los
sistemas se mantuvieron en agitacion a 250 rpm con temperatura controlada de 25°C y
se dejaron adsorbiendo farmaco durante 12 horas. Al pasar este tiempo, se separaron
las particulas con ayuda de un iman y se realizé6 un enjuague con 20 mL de MeOH
agitando durante 1 minuto para retirar el farmaco que no estaba propiamente adsorbido
a la superficie de los sistemas. Las particulas se separaron magnéticamente y se decanto

el sobrenadante.
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Para llevar a cabo los estudios de liberacion de los sistemas, 10 mg de cada uno de estos
se pusieron en contacto con 40 mL de Buffer de fosfatos a pH= 7,4 asegurando
condiciones sink (mantener concentraciones del farmaco en el medio menores a su
concentracion de saturacion). La temperatura se mantuvo a 37°C para simular
condiciones fisiologicas y se agitdo a 250 rpm durante la duracién del estudio. La Figura

58 muestra un procedimiento general de como se llevo a cabo el experimento.

Se tomaron muestras a 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 24 y 30 horas, cuantificando la
cantidad de 6MP liberada por espectroscopia UV-vis con ayuda de la curva de calibracién

en buffer de fosfatos que se presenta en el anexo 1.

" . A 5w o p
N 2 // cuantidicacion 2
¥ por UV

% = %% ==, %%
® e 00 = =" e
Di' - g imén I:’::

10 mg nanoparticulas +
40 mL Buffer fosfatos pH=7.4

Figura 58. Esquema del procedimiento seguido para realizar los estudios de liberacion de los sistemas
sintetizados.

Las cinéticas obtenidas se ajustaron a distintos modelos estadisticos con el fin de conocer
el mecanismo que gobierna la liberacién de la 6MP de los sistemas. Los parametros

estadisticos de los ajustes a modelos se presentan en las Tablas 12-19.
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Figura 59. Perfiles de liberacion de los sistemas sintetizados. Buffer de fosfatos pH=7,4, 37°C y t=30h.

La Figura 59 muestra los perfiles de liberacion presentados para todos los sistemas
sintetizados. Se observa que, a pesar de haber realizado un lavado con metanol antes
de comenzar los estudios de liberacion, todos los sistemas presentan un efecto burst muy
pronunciado en los primeros tiempos de medicidn, siendo hasta del 60% en algunos

sistemas.

Por otro lado, se observa una notable diferencia ente la cantidad liberada de 6MP de los
sistemas MMIPs vy la cantidad de 6MP liberada en los sistemas MNIPs, siendo estos
ultimos los sistemas que liberan todo el farmaco adsorbido en tiempos mas cortos debido
a que las interacciones de la 6MP con la superficie donde no hay sitios especificos, seran

mas deébiles, por lo que se liberara enseguida.

En las Tablas 12-19 se muestran los parametros estadisticos de ajuste a modelo que se

obtuvieron al ajustar la cinética de liberacién de cada sistema a distintos modelos.
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Tabla 12. Parametros estadisticos de ajuste a modelo del sistema NIP-1VIN.

Parametros Orden cero Primer orden Korsmeyer- Peppas-Sahlin | Hopfenberg
Peppas
Coeficiente de -4.394 0.751 0.991 0.607 0.751
determinacion (r?)
MSC -3.341 -0.211 2.981 -0.823 -0.365
AIC 139.764 100.340 58.846 108.301 102.343
SS 40025.155 1928.696 67.959 3050.820 1929.115
Tabla 13. Parametros estadisticos de ajuste a modelo del sistema MIP-1VIN
Parametros Orden cero Primer orden Korsmeyer- Peppas-Sahlin Hopfenberg
Peppas
Coeficiente de -4.645 0.905 0.964 0.992 0.905
determinacion (r?)
MSC -3.3647 0.725 1.532 2.706 0.557
AIC 130.838 81.768 72.079 57.990 83.776
SS 46006.348 770.734 290.968 64.445 771.226
Tabla 14. Parametros estadisticos de ajuste a modelo del sistema MIP-MA.
Parametros Orden cero Primer orden Korsmeyer- Peppas-Sahlin Hopfenberg
Peppas
Coeficiente de -4.983 0.756 0.980 0.999 0.756
determinacion (r?)
MSC -3.621 -0.423 1.903 4.840 -0.590
AIC 129.837 91.455 63.550 28.297 93.456
SS 42322.753 1727.756 142.953 5.427 1727.959
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Tabla 15. Parametros estadisticos de ajuste a modelo del sistema MIP-ITA

Parametros Orden cero Primer orden Korsmeyer- Peppas-Sahlin Hopfenberg
Peppas
Coeficiente de -4.503 0.403 0.978 0.996 0.403
determinacion (r2)
MSC -3.373 -1.151 1.992 3.290 -1.306
AIC 138.018 109.138 68.279 51.405 111.145
SS 34994.677 3794.768 140.409 28.186 3796.877
Tabla 16. Parametros estadisticos de ajuste a modelo del sistema MIP-4VP
Parametros Orden cero Primer orden Korsmeyer- Peppas-Sahlin Hopfenberg
Peppas
Coeficiente de -5.155 0.704 0.976 0.9997 0.704
determinacion (r?)
MSC -3.738 -0.702 1.662 5.648 -0.856
AIC 140.711 101.247 70.522 18.700 103.250
SS 43049.449 2068.049 166.852 2.278 2068.525
Tabla 17. Parametros estadisticos de ajuste a modelo del sistema NIP-MA
Parametros Orden cero Primer orden Korsmeyer- Peppas-Sahlin Hopfenberg
Peppas
Coeficiente de -4.967 0.593 0.975 0.994 0.593
determinacion (r2)
MSC -3.591 -0.906 1.731 2.765 -1.073
AIC 128.757 96.541 64.898 52.489 98.542
SS 38681.422 2639.588 159.939 40.748 2639.899
( ]
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Tabla 18. Parametros estadisticos de ajuste a modelo del sistema NIP-4VP

Parametros Orden cero Primer orden Korsmeyer- Peppas-Sahlin Hopfenberg
Peppas
Coeficiente de -3.178 0.703 0.336 0.9996 -0.754
determinacion (r?)
MSC -3.844 -1.202 -2.204 4934 -2.977
AIC 106.321 79.894 89.921 18.533 97.642
SS 33930.145 2414.865 5388.815 2.867 14245.051
Tabla 19. Parametros estadisticos de ajuste a modelo del sistema NIP-ITA
Parametros Orden cero Primer orden Korsmeyer- Peppas-Sahlin Hopfenberg
Peppas
Coeficiente de -4.960 0.577 0.942 0.994 0.577
determinacion (r?)
MSC -3.245 -0.601 1.233 3.159 -0.755
AIC 139.855 105.477 81.643 56.608 107.479
SS 40304.721 2863.482 392.512 42.058 2863.862

Al comparar los parametros estadisticos de los ajustes a modelo para cada sistema, se
observd que, para todos los sistemas, con excepciéon del sistema MNIP-1VIN el modelo
gue mejor se ajusta a los perfiles de liberacion presentados es el de Peppas-Sahlin, esto
se comprobd porque para este modelo se obtuvo el mayor coeficiente de determinacion
(r?), el mayor criterio de seleccion de modelo (MSC), la menor suma de cuadrados (SS)

y el menor criterio de akaike (AIC).

El modelo Peppas-Sahlin sugiere dos mecanismos de liberacién del farmaco del sistema:
por difusién de Fick, que esta relacionada al parametro k1, y por un aumento en el area
de contacto del sistema con el medio debido al hinchamiento de la matriz polimérica, lo
que aumenta la movilidad del farmaco hacia el medio. Este ultimo mecanismo se asocia

al parametro ko.

En la Tabla 20 se presentan los parametros calculados para el ajuste del modelo de

Peppas-Sahlin de todos los sistemas.
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Tabla 20. Parametros calculados para el ajuste no lineal Peppas-Sahlin de los diferentes sistemas.

Modelo: Peppas-Sahlin ( fi = ki t" + kat?")

Sistema k1 K2 n
MMIP-MA 106.715 -27.527 0.116
MNIP-MA 97.801 -21.907 0.094
MMIP-1VIN 114.988 -32.553 0.140
MMIP-ITA 94.153 -22.562 0.119
MNIP-ITA 102.475 -30.542 0.194
MMIP-4VP 109.128 -29.631 0.094
MNIP-4VP 132.141 -43.347 0.102

Se observa que, para todos los sistemas evaluados, el parametro k1 presenta el mayor
valor, por lo que se asume que el mecanismo que gobierna la liberacién es
exclusivamente la difusion de Fick. Esto se corrobora al analizar los valores obtenidos
para el parametro k> donde se observan valores negativos para todos los sistemas, lo
cual quiere decir que la contribucion del mecanismo de liberacion por relajacion de las

cadenas poliméricas es despreciable o simplemente no tiene contribucion.

Los valores del parametro n corroboran lo dicho anteriormente, pues para todos los
sistemas evaluados se obtuvieron valores de n <0.5 lo que indica un mecanismo de

liberacion dado por difusion de Fick.

7.9.1 Estudios de liberacion con hipertermia magnética

Se realizaron los estudios de liberacion de los sistemas MMIP en presencia de un campo
magnético alterno con el fin de evaluar si existe un cambio en los perfiles de liberacion in
vitro debido al efecto de hipertermia que presentan las nanoparticulas de magnetita en

estas condiciones.

Se colocaron 10 mg de cada sistema en 40 mL de buffer de fosfatos, la temperatura del
medio se mantuvo a 37°C con el fin de evaluar unicamente el efecto de la hipertermia en

la liberacién. Inmediatamente después de agregar las particulas al medio, se colocé el
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vaso en el equipo generador de campo magnético alterno y se encendio durante el tiempo

que se midio la liberacion (8h).

Se tomaron muestras en los mismos intervalos de tiempo utilizados para las liberaciones
in vitro (0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 24 horas). Se cuantificd la cantidad de 6MP liberada
por el método espectroscopico de UV-Vis. Los perfiles de liberacion de los sistemas se

muestran en la Figura 60.

A

-o— MIP-MA
—A— MIP-ITA
-v— MIP-4VP
-— MIP-1VIN

18 20 22 24

Figura 60. Perfiles de liberacion para los sistemas MMIPs en presencia de un campo magnético alterno.

Se observa un menor efecto burst (liberacion rapida del farmaco al inicio del perfil de
liberacién) en el sistema MMIP-ITA. La cantidad de farmaco que se libera cuando se

aplica hipertermia es menor a la que se libera cuando no se someten a campos alternos.

De acuerdo con la Tabla 21, la cantidad liberada de 6MP por cada sistema fue menor
cuando se aplico la hipertermia independientemente del tiempo y a pesar de que ambos
ensayos se realizaron partiendo del mismo lote de sistemas con 6MP adsorbida, por lo
que la cantidad maxima a liberar es la misma en las liberaciones convencionales y en las

de hipertermia.
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Tabla 21. Cantidad de 6MP liberada para los sistemas MMIPs con y sin el uso de hipertermia durante la

liberacidn.
Sistema Cantidad de 6MP Cantidad maxima Diferencia (sin
maxima liberada con liberada hipertermia - con
hipertermi hipertermi
ipertermia (mg) S st (i) ipertermia)
MIP-MA 8.84 12.20 3.36
MIP-ITA 3.25 9.48 6.23
MIP-4VP 8.58 12.10 3.52
MIP-1VIN 5.92 11.00 5.08
—g’ﬁ
P — S
% 1
I I
-9
—a— MIP-1VIN
—A— MIP-4VP
—— MIP-MA
S—— —»— MIP-ITA

—*— HPT-MIP-MA
—— HPT-MIP-ITA

—a— HDT_NMID_1\/INI

Figura 61. Grafico comparativo de los perfiles de liberacién obtenidos para los sistemas MMIP con y sin
la aplicacidn de hipertermia magnética.

Como se observa en la Figura 61, la cantidad maxima de 6MP liberada por cada sistema
es distinta dependiendo de las condiciones de liberacién (37°C para los sistemas MIP y
37°C + campo magnético alterno para los sistemas HPT-MIP), esto se puede atribuir a
que la hipertermia generada por las nanoparticulas al ser expuestas a un campo
magnético alterno produce un cambio en la estructura del polimero, lo cual dificulta la

salida del farmaco.
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La teoria anterior es respaldada en este trabajo con los analisis de DSC de los sistemas
MMIPs y MNIPs puesto que se observa un cambio estructural del polimero cuando se
alcanzan temperaturas de alrededor de 300 °C. De esta forma, si el polimero modifica su
asociacion, se hara mas dificil para el farmaco salir del sistema, es por ello que se observa

una cantidad liberada menor que cuando no se aplica el campo magnético alterno.
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8. Conclusiones

Se sintetizaron y caracterizaron distintos polimeros por la técnica de impronta molecular
para el reconocimiento especifico del farmaco 6-mercaptopurina con los mondémeros

funcionales: acido metacrilico, 4-vinilpiridina, 1-vinilimidazol y acido itacénico.

Los experimentos de adsorcion de los polimeros demostraron que no hubo diferencia
significativa en la cantidad de 6-mercaptopurina absorbida con relacién al medio de

sintesis, pero si con respecto al medio de adsorcion y al monémero utilizado.

Se lograron sintetizar particulas superparamagnéticas de magnetita por el método de

coprecipitacion, con tamafos de particula de aproximadamente 10 nm.

Se sintetizaron y caracterizaron sistemas hibridos compuestos de nanoparticulas de
magnetita recubiertas con polimeros de impronta molecular y utilizando los monémeros

funcionales: acido metacrilico, acido itaconico, 4-vinilpiridina y 1-vinilimidazol.

Se realizd la sintesis del recubrimiento polimérico de las nanoparticulas utilizando
hipertermia magnética, sometiendo a las particulas a un campo magnético alterno de 109

KHz y 17.7 gauss.

Las isotermas de adsorcion de los sistemas ajustaron mejor al modelo de Langmuir-
Freundlich. Los valores N de estos ajustes, demostraron que se tiene un mayor numero

de sitios especificos en los sistemas MMIPs que en los MNIPs.

Los perfiles de liberacion in vitro tuvieron el mejor ajuste a modelo para Peppas-Sahlin y
se demostro que la liberacion era por difusion de Fick. La completa liberacion del farmaco

se dio alas 7 horas.

Se obtuvo una menor cantidad de farmaco liberada al someter los sistemas a hipertermia

magnética.
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9. Perspectivas

>

Realizar estudios de asociacion de la 6MP con los mondémeros funcionales para
poder describir la estequiometria del complejo formado.

Complementar la caracterizacion de los polimeros de impronta sintetizados,
determinando su peso molecular y su polidispersidad.

Optimizar las proporciones de polimero-nanoparticulas de magnetita en la sintesis
del recubrimiento polimérico mediada por hipertermia magnética.

Realizar estudios de liberacion de los sistemas con hipertermia magnética a
distintas frecuencias.

Realizar estudios de toxicidad in vivo para determinar la dosis del sistema de

acuerdo con la cantidad de farmaco adsorbido.
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Anexo 1. Curvas de calibracion del farmaco 6 mercaptopurina en
distintos medios.

Curva de calibracion de 6MP en medio MeOH

Figura 62. Curva de calibracion de la 6MP en MeOH

Tabla 22. valores estadisticos del ajuste de la curva de calibracién

Intercepto (b) -0.01189
Pendiente (m) 19580.7152
r? 0.9983

Tabla 23. Concentraciones utilizadas para la curva de calibracion en MeOH vy sus valores de

absorbancia.
Absorbancia (327 nm)
Concentracién (M) Curval Curva 2 Curva 3
5.00E-06 0.091 0.09 0.11
1.00E-05 0.166 0.161 0.19515
1.45E-05 0.255 0.249 0.27156
2.05E-05 0.399 0.389 0.38296
2.50E-05 0.484 0.48 0.45212
3.00E-05 0.576 0.573 0.54146
3.33E-05 0.656 0.651 0.63764
4.00E-05 0.79 0.787 0.71628
4.44E-05 0.879 0.88 0.82868
5.00E-05 0.992 0.988 0.89669
5.33E-05 1.08 1.01 0.95524
6.10E-05 1.217 1.19 1.03218
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Curva de calibracion de 6MP en medio MeOH/MeCN (3:7)

Figura 63. Curva de calibracion de 6MP en medio MeOH/MeCN (3:7)

Tabla 24. Valores estadisticos del ajuste de la curva de calibracién

Intercepto (b) -0.008
Pendiente (m) 18503.549
r? 0.9991

Tabla 25. Concentraciones utilizadas para la curva de calibracion en MeOH/MeCN (3:7) y sus valores de

absorbancia.
Absorbancia (329 nm)
Concentracion (M) Curval Curva 2 Curva 3
5.00E-06 0.086 0.08515 0.08256
7.50E-06 0.142 0.13122 0.12487
1.00E-05 0.188 0.17518 0.18138
1.50E-05 0.275 0.2674 0.2721
2.00E-05 0.358 0.35558 0.36252
2.50E-05 0.44 0.45171 0.45627
3.00E-05 0.524 0.56093 0.52008
4.00E-05 0.844 0.72812 0.74267
5.00E-05 1.01 0.94852 0.95456
6.00E-05 1.237 1.14344 1.16282
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Curva de calibracion de 6MP en Buffer de fosfatos pH=7,4

Figura 64. Curva de calibracion de 6MP en medio buffer de fosfatos 0.1M, pH=7,4

Tabla 26. Valores estadisticos del ajuste de la curva de calibracion

Intercepto (b) -0.0041
Pendiente (m) 19671.3238
r? 0.9998

Tabla 27. Concentraciones utilizadas para la curva de calibracion en MeOH vy sus valores de

absorbancia.
Absorbancia (320 nm)
Concentracion (M) Curval Curva 2 Curva 3
5.05E-06 0.10319 0.09497 0.09548
7.50E-06 0.14205 0.14457 0.14358
1.00E-05 0.2 0.19014 0.19317
1.50E-05 0.30275 0.29437 0.29327
2.00E-05 0.38519 0.38111 0.38714
2.50E-05 0.49694 0.48233 0.49127
3.00E-05 0.59685 0.58508 0.58823
4.00E-05 0.78427 0.77521 0.77333
5.00E-05 0.99488 0.98017 0.99093
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Diagrama de distribucion de especies del farmaco 6-mercaptopurina

pH=14.00
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Figura 65. a) Estructura y pKa's del farmaco 6-mercaptopurina. b) Especie predominante a pH=14

Figura 66. Diagrama de variaciéon de especies del farmaco 6-mercaptopurina en funcion del pH.




Anexo 2. Analisis cualitativo de la formacion del recubrimiento polimérico
sobre las nanoparticulas de magnetita por hipertermia.

Particulas de magnetita recubiertas con un polimero de acido metacrilico/EGDMA.

0.5 um

Figura 67. Micrografias para las particulas con 24 horas de exposicién al campo magnético alterno.

lpm IIM-UNAM

X 25,000 10.0kV SEI SEM WD 7.8mm
Figura 68. micrografia SEM para el sistema MMIP-MA después de 24 horas de exposicion al campo
magnético durante la sintesis del polimero.
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Anexo 3. Isotermas de adsorcion de los sistemas improntados a
concentraciones altas.

-1 1
4.0x10°  5.0x10°

e

- 1T
0x10®  5.0x10°

Figura 69. Isotermas de adsorcién para los sistemas MMIP a concentraciones altas (6E-5 a 5e-3 M)
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