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1.- RESUMEN

Los sistemas de liberacion modificada buscan reducir efectos secundarios
mediante el tratamiento dirigido, es decir, administrando el farmaco
preferencialmente en la zona tumoral y no de forma general. Para lograr esto, se
han investigado diversas alternativas, una de las cuales incluye el uso de
particulas con alta magnetizacién (que son ademas biocompatibles) a las que se
puede unir un farmaco. Las particulas son inyectadas en torrente sanguineo y una
vez dentro, se aplica un campo magnético externo con el proposito de dirigirlas a
un sitio especifico del cuerpo, lugar donde el farmaco puede ser liberado por
medio de enzimas, cambios en condiciones fisiolégicas, o bien por variacion de

temperatura y absorberse por el érgano o células afectadas.

Dentro de los materiales con propiedades magnéticas destaca la magnetita ya que
puede ser sintetizadas en tamafio nanométrico, lo cual facilita su aplicacién a
sistemas vivos. Sin embargo, la gran mayoria de estudios hechos con estos
materiales se han limitado a estudios in vitro y en pocos casos in vivo, donde se
presupone que la particula no interactia con la célula. Sin embargo, cabe la
posibilidad de que estos sistemas permeen dentro de la célula. Esto puede traer
grandes ventajas, ya que se pueden modificar sustancialmente efectos como,
liberacion controlada de farmacos, liberacion de genes, disefio de teragndésticos

etc.

El paso de una nanoparticula magnética a través de la membrana celular depende
de muchos factores y uno muy importante es la superficie de la nanoparticula, el
tipo de sustancia, carga, etc. Por esta razon es muy importante estudiar la
permeacion celular de estos materiales. Ya que si consigue que estos materiales
puedan pasar a través de una membrana la eficiencia como sistemas
acarreadores de farmacos puede verse muy favorecida. En el presente proyecto
se pretende sintetizar nanoparticulas de magnetita (Fesz0,4) y modificar la superficie
con diferentes aminoacidos para variar el tipo de interaccion con la membrana
celular y determinar como afecta a la permeacién celular, ademéas dependiendo

del aminoacido y las condiciones de pH también se podra modificar la carga
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superficial de la particula y ver estos efectos en el paso de estas hacia el interior

de la célula.
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2.- INTRODUCCION

Se han realizado muchos estudios recubriendo la magnetita con diversos
polimeros tanto naturales como sintéticos, sin embargo, se ha observado que por

el tamanfo del polimero el diametro de las nanoparticulas recubiertas aumenta.

El control del diametro de la magnetita es muy importante para las aplicaciones
biomédicas pues se prefiere que sean de 5nm a 20nm aproximadamente para
que sus propiedades superparamagnéticas no se modifiquen y al ser
funcionalizada la superficie de la magnetita no aumente su diametro a mayor de
100 nm ya que para la biomedicina este didmetro es considerado grande. Una
alternativa para la funcionalizacion de la superficie de la magnetita han sido las
moléculas pequefias como los aminoacidos pues podria asegurar la union
complementaria con las biomoléculas funcionales del organismo y la estabilizacion

de las nanoparticulas en la suspensién.*

Las propiedades fisicas y quimicas de estos nanocristales dependera del método
de sintesis.? La sintesis exitosa de las particulas magnéticas modificadas requiere
dos pasos importantes:**

- La sintesis controlada por tamafios de nanoparticulas de magnetita.
- La modificacion quimica de la superficie de las particulas magnéticas.

En esta tesis se presenta un método de sintesis de co-precipitacion en dos pasos
ya que fue el método mas factible para mis experimentos, la caracterizacién de la
magnetita desnuda, la magnetita recubierta con tres aminoacidos diferentes,
histidina, lisina y fenilalanina, con propiedades diferentes, los dos primeros basicos
y el ultimo neutro aromatico; y finalmente la magnetita recubierta con los tres
aminoacidos marcada con fluoresceina con la cual se realizaron ensayos in vitro

con células HelLa y Fibroblastos de ratén.

12



3.- ANTECEDENTES

3.1.- Sistemas de liberacién modificada.

Desde hace varios afios se han realizado investigaciones para el disefio de

medicamentos en la cual se reduzcan las oscilaciones de las concentraciones

plasmaticas observadas en la liberacion de medicamentos convencionales.

Dichos sistemas de medicamentos de liberacién modificada pueden clasificarse de

la siguiente manera:*”

1)

2)

a)

b)

3)

Liberacion preprogramada: La liberacion del farmaco se da por difusion
molecular a través de una barrera. Se describe mediante la segunda ley de
Fick. Algunos ejemplos son:

Permeacion a través de una membrana polimérica.

Difusion a través de una membrana polimérica

Microreservorio

Activacion modulada de la liberacion: La liberacion del farmaco se facilita
por el suministro de energia mediante diferentes medios.

Mecanismos fisicos: presidn osmatica, presion hidrodinAmica, activacion
mecanica, activacion magnética, sonoforesis, iontoforesis, hidratacion.
Mecanismos quimicos: activacion de pH e idnica.

Mecanismos  bioquimicos: Activacion enzimatica, regulacion por
retroalimentacion, bioerosion, biorespuesta, autoregulacion.

Liberacion dirigida: El desarrollo de estos sistemas es liberar el farmaco en
un sitio especifico para disminuir la toxicidad de los farmacos inespecificos,
su disefio busca la incorporaciébn en el sistema de elementos de
reconocimiento como anticuerpos para que se una selectivamente a las

células o tejido blanco.

3.2.- Nanocienciay nanotecnologia

La nanociencia y la nanotecnologia como su nombre lo indica es ciencia y

tecnologia a tamafio de nandmetros, es decir, es la manipulacion de atomos y/o
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moléculas individuales para crear sistemas que sean funcionales en tamafios

nanométricos.®

La nanociencia es un término muy prometedor en las investigaciones cientificas en
todas las é&reas, pues al tener sistemas tan pequefios se pueden descubrir
propiedades funcionales nuevas de las moléculas y asi poder mejorar un sistema

ya conocido y aplicarlo tecnolégicamente.

De esta manera se ha recurrido a la investigacion de sistemas de liberacion
modificada de farmacos en tamafos nanométricos, pues las aplicaciones pueden
traer beneficios, como ejemplo tenemos la disminucion de efectos secundarios no
deseados ocasionados por algunos tipos de medicamentos como los
antineoplasicos permitiendo una terapia mas comoda en su administracion y
tiempo de hospitalizacion y eficaz al obtener un efecto terapéutico deseado solo

en la zona de la enfermedad.

3.3.- Caracteristicas de materiales magnéticos.

3.3.1.- Clasificacion

Una de las formas mas comunes de clasificar a los materiales magnéticos es de
acuerdo a su respuesta que tienen estos materiales cuando se les aplica un

campo magnético dando lugar a la siguiente clasificacion:®*°

- Diamagnetismo: Esta propiedad consiste en la repulsion del material al campo
magnético externo aplicado. Por lo que la magnetizacion es negativa. No tienen
momentos magnéticos netos (no tiene electrones desapareados), es

independiente de la temperatura.

- Paramagnetismo: Tienen momento magnético neto. En presencia de un campo
magnético los dipolos magnéticos se alinean en direccion paralela a los campos,
por lo que da una magnetizacion positiva. Al remover el campo magnético la

magnetizacion es cero inmediatamente.
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- Ferromagnético: Tienen electrones desapareados y el momento magnético total
es la suma del acoplamiento de los centros con electrones desapareados, se
encuentran en un arreglo en secciones llamadas dominios magnéticos y dentro de
cada dominio los momentos magnéticos se encuentran alineados en una direccion

esto hace que muestren una magnetizacion neta grande.

- Ferrimagnéticos: Los dominios magnéticos se encuentran alineados de forma
antiparalela y como consecuencia algunos dipolos se oponen y otros se alinean

mostrando pequefas magnetizaciones.

- Antiferrimagnético: Los momentos magnéticos que son producidos por dipolos
vecinos hacen que se alineen en sentidos opuestos lo que provoca una muy

pequefia magnetizacién o cero.

- Superparamagnétismo: Cuando el tamafio de las particulas de origen
ferromagnético hasta que tengan un didmetro menor a los 25 nm, se convierten en
superparamagnéticas, es decir, ausencia de campo magnético y T>0K la
magnetizacion es cero. Esto se debe a la formacion de monodominios magnéticos,
entonces la energia térmica de la particula sera suficiente para superar la energia
de anisotropia a energia de isotropia, es decir la susceptibilidad magnética de la
particula sera homogénea en cualquier direccion. Sin embargo, en presencia de
un campo magnético la magnetizacion es muy alta debido a la alineacion de los

monodominios magnéticos, siendo esta similar a la de un ferromagnético.

3.3.2.- Nanoparticulas magnéticas

Las particulas magnéticas tienen muchas aplicaciones en el area biomédica, en
particular en tamafio nanométrico, se pueden manipular de tal manera que se
obtenga un sistema de administracion dirigida de farmacos al sitio de la
enfermedad, el tratamiento de la hipertermia de tumores, resonancia magnética de

imagen (MRI) y diagnéstico in vitro de bajo costo.™*
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El tamafo de las nanoparticulas son de gran importancia pues es la principal

determinante de la cinética de biodistribucion y la bioeliminacion®?.

3.3.3.- Magnetita

Las nanoparticulas magnéticas de oOxido de hierro (MNPs) tienen una
caracteristica particular debido a su comportamiento ferrimagnético, tamafio
pequefio y gran relaciéon entre superficie-volumen, naturaleza
superparamagnética, tamafo de particula de un solo dominio y biocompatibilidad.
Estas caracteristicas las hace adecuadas para que puedan aplicarse en diversos
campos como: ciencia del suelo, ciencia de la corrosion, industrias (arcilla,
cerdmica, catalizador) y mas recientemente en biologia (biosensor, administracion

de farmacos, etc.).*®

La magnetita tiene una estructura de espinela inversa en la que el oxigeno forma
una disposicién cubica de gran volumen. La mitad de los cationes Fe** ocupan
sitios tetraédricos, mientras que la otra mitad y los cationes Fe?* ocupan los sitios
octaédricos (como lo muestra la figura 3 y figura 4). Dado que el nimero de Fe®
en cada sitio de red (tetraédrico y octaédrico) es el mismo, los momentos
magnéticos de los cationes Fe®* se anulan entre si, y como resultado, la
magnetizacién neta total se debe Unicamente a los cationes Fe®". Se ha

encontrado que a menor tamafio tendra un dominio magnético Gnico.™

16



Figura 1. Estructura de la magnetita de espinela en donde Ay B son los iones
metalicos y los circulos grandes son la coordinacién del oxigeno.***®

Fe3+ Fel+
Tetraédrico Octaédrico

Figura 2. Las dos formas estructurales de la magnetita Fe®* tetraédrica y Fe®*
octaédrico. **

La capacidad de la magnetita para actuar como adsorbentes eficientes se ha
relacionado con caracteristicas tales como tamafio pequefio, area superficial

grande, separacion facil y gran nimero de sitios activos.
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En la magnetita desnuda se pueden absorber facil y constantemente los grupos
oxhidrilo, carboxilo y aminos abundantes, pues se coordinan con los atomos de

hierro.

3.3.3.1.- Métodos de sintesis

Las propiedades fisicas y quimicas de la magnetita van a depender de la sintesis
con las que se prepararon. Existen varios métodos de sintesis descritos a

continuacion: 101417

* Método de co-precipitacion: Es el método mas simple y eficiente para la sintesis
de magnetita. Se utilizan sales férricas y ferrosas en una relacion estequiometria
2:1 (Fe**:Fe?"), en medio acuoso, en una atmosfera inerte, con un pH basico y una

temperatura de 80°C.

Fe?" + 2Fe®" + SOH  ———— Fe30, + 4H,0

Los parametros importantes de cuidar en este método de sintesis es la

temperatura, la atmosfera inerte y el pH.
* Método hidrotérmico:

Es la reduccién hidrotérmica del cloruro férrico con reductores tales como,
acetato de sodio se ha estudiado principalmente en disolventes como etilenglicol y
polietilenglicol, estos se hace para evitar la aglomeracién de la magnetita y tener

un tamafio mas uniforme.

En este método existe una transferencia de fases y separacion de interfaces entre
el liquido, el sdlido y las disoluciones presentes en dicha sintesis. Se realiza a
altas temperaturas aproximadamente 200°C y a un tiempo de 8 horas hasta las 72
horas. En esta sintesis la temperatura, los disolventes y el tiempo de reaccion

seran determinantes para la sintesis de magnetita.

* Método de microemulsion:
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Este método consta de dos fases una acuosa, en donde se tienen las sales
férricas y ferrosas (Fe®*', Fe?"), y una fase organica (disolvente), con un
estabilizador como el n-butanol el cual va a proteger las gotas de las sales de

hierro formando los 6xidos de hierro para dar lugar a la magnetita.

Este método tiene una gran variedad de dispersion en el tamafio y la forma de la
magnetita. Por otra parte, casi no es utilizado por su requerimiento de grandes

cantidades de disolvente.
*Método Sol-Gel:

Es un procedimiento por via humeda que se basa en la hidroxilacién y
condensacion de los precursores en una disolucion. Es un método que se realiza a
temperatura ambiente por lo que es necesario tratamientos adicionales para la

formacion de los cristales finales.
* Método de Sonoquimico:

El objetivo de este método es sintetizar magnetita por medio de una
descomposicion (sondlisis) por medio de precursores organometalicos, por
ejemplo acetilacetonatato Fe(acac), y pentacarbonilo de hierro Fe(CO)s, en la cual
se usan polimeros como encapsuladores para modular el tamafio de la particula

sintetizada®.

3.3.3.2.- Aplicaciones de la magnetita

Entre las aplicaciones mas destacadas de la magnetita se encuentran: la
empleada para hipertermia, radioterapia, contraste de imagenes de resonancia
magnética nuclear, acarreador de farmacos y desintoxicacion de fluidos

biolégicos. 01820

La principal ventaja de las nanoparticulas que tienen una alta afinidad por el agua
es que pueden interactuar con especies biolégicas como enzimas, proteinas,

aminoacidos y ADN, haciéndolos atractivos para su uso en biomedicina.*? Otra de
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las ventajas es que estas nanoparticulas por sus propiedades magnéticas pueden

dirigirse hacia los tejidos u 6rganos dafiados aplicando un campo magnético .2

3.3.3.3.- Funcionalizacion superficial y estabilizacién de la magnetita

Las nanoparticulas de magnetita tienen una gran tendencia a la aglomeracion
intrinseca y exhiben coalescencia en el medio de dispersion debido a la
interpolacién dipolar magnética entre particulas. Por este aspecto es que se ha

buscado un recubrimiento para mejorar sus aplicaciones biomédicas.

Un avance importante de las nanoparticulas es la funcionalizacion de su superficie
la cual permite obtener una estabilizacion en los fluidos biolégicos. Para tener una
superficie quimicamente funcional de la magnetita se requieren ciertas
caracteristicas como valores altos de magnetizacion, un tamafio menor a 100nm
(las propiedades de los nanocristales dependen fuertemente de la dimension de la

nanoparticula) y una distribucién de tamafio de particula estrecha.’

Los oxidrilos son los grupos funcionales superficiales de las nanoparticulas de
Fe304. La particularidad de estos grupos oxidrilos (OH) es que son anféteros y
reactivos. Dependiendo del pH de la solucién, el 6xido superficial puede actuar

como &cido o base y sufrir protonacion o desprotonacion (figura 3).

La superficie de la magnetita se puede funcionalizar con el fin de favorecer las
interacciones en su superficie, en general se modifican para obtener dos tipos de
magnetita, la hidrofilica y la hidrofoébica. La magnetita hidrofilica tiene gran afinidad
por el agua, mientras que la magnetita hidrofébica tiene afinidad por los
disolventes no polares. La diferencia entre estos dos tipos de magnetita es que en
las hidrofilicas solo tienen el nucleo que es hidrofilico dejando los grupos oxidrilos
funcionales y la magnetita hidrofobica tiene el ndcleo hidrofilico, pero en su
superficie tiene adsorbido un acido graso como el acido oleico, que es el mas

utilizado. (Jadhav, et al. %3
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Para la estabilizacion y funcionalizacion superficial se han logrado adsorber en la
magnetita polimeros, aminoacidos y 4cidos grasos, para después poder adicionar

la adsorcién de algun farmaco y tener un efecto terapéutico.

Se han realizado varios estudios en donde se funcionaliza la superficie de la
magnetita con polimeros, siendo los mas efectivos los polimeros hidrofilicos,
gracias a sus siguientes caracteristicas: inertes, capacidad de ser solvatados y

compatibles con el disolvente de la formulacion y con una polarizacién proxima al

23
agua.
on M Me
OH, ) H,0" Me’
EL H,0'
OH, / 2C
OH,—— Complejacién Quimica
OH / \ N
HO OH, OH, ’ H,0
OH Ol H,0 :
’ ; H,0 ,
HO—— s ey Me
Me .
HO OH Me*
OH o
OH Me- Me"

0 g
O0— 0O teraccion electrostatica ‘ [0}
on | \ % / —— OH
0 AN
0
e HO ..

OH
&)

Me*

Figura 3. Representacion de la magnetita y sus posibles mecanismos de
adsorcion en donde Me* es cualquier adsorbente.*

La estabilizacion de las particulas magnéticas puede lograrse al modificar el pH
del medio dando como resultado una o ambas fuerzas repulsivas: repulsién

electrostatica e impedimento estérico.
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La repulsion electrostatica, como se muestra en la figura 3, se da cuando dos
particulas en dispersion forman una doble capa de signos contrarios, es decir la
particula es negativa y atrae iones positivos, en donde cada particula en
dispersion tiene la misma carga, dando como resultado una repulsién entre
particulas y de esta manera lograr que las particulas se estabilicen en el medio de

dispersion la cual puede estar muy proximo al potencial zeta.

El impedimento estérico se tiene mas estudiado en los polimeros, la cual depende
de la densidad, el peso molecular del polimero. En la figura 4 se muestra algunos
materiales que se han empleado para la funcionalizacion de magnetita, en la gran
mayoria de los casos estas particulas se han cubierto de polimeros, sin embargo,

se han estudiado numerosas posibilidades.

(a) (b) -

@ @

Figura 4. Diferentes tipos de recubrimiento de nanoparticulas magnéticas
a)Nanoparticula desnuda, b) PEG, c) Vector plasmidico para la liberacién génica,
d)Polimeros, e)Anticuerpos para aplicacién especifica.'’

3.3.3.4.- Toxicidad

Entre los diversos nanomateriales superparamagnéticos existentes, la magnetita
es particularmente interesante por sus propiedades magnéticas y su
funcionalizacion superficial, ademas de su baja toxicidad y bajo costo. En el area
biomédica es en donde la magnetita se ha investigado mas debido a su baja

toxicidad.?

La via de administracion preferida para los sistemas nanométricos es la

intravenosa (I.V). Si un sistema nanométrico como la magnetita se administra por
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via intravenosa, el flujo sanguineo llevaria a las nanoparticulas primeramente
hacia el ventriculo derecho del corazén, a través de los capilares pulmonares
posteriormente hacia el ventriculo izquierdo y finalmente hacia el sistema arterial
suministrando a cada oOrgano con las respectivas nanoparticulas, la principal
fraccion de sangre entrara en el higado y el bazo por ser 6rganos muy irrigados de
venas®® y tienen una enorme capacidad para eliminar nanoparticulas como
xenobidticos del torrente sanguineo por esta razon se pretende que las particulas
con un tamafio menor a 100 nm terminaran en estos 6rganos en donde el sistema
reticulo endotelial (RES) por endocitosis las empezara a degradar con ayuda de
enzimas hidrolizantes y el hierro liberado por el reticulo endotelial formara glébulos

rojos®>%,

Para poder retardar o evitar la endocitosis inmediata de la magnetita por el
sistema reticulo endotelial el material de funcionalizacion de la superficie de la
magnetita tiene que ser altamente biocompatible con el organismo ya que también
asegurara viabilidad celular, adhesién celular y una vida mas larga del sistema en
el organismo.’* Sin embargo, no es el Gnico problema al que se enfrenta el
sistema al entrar al organismo pues, al entrar inmediatamente al torrente
sanguineo se exponen a un entorno biolégico altamente complejo por la cantidad
de iones y bioméculas, tales como, lipidos, metabolitos, azlcares y especialmente
proteinas que se pueden adsorber facilmente en la superficie de la magnetita
mediadas por fuerzas de van der Waals, fuerzas electrostaticas, enlaces de

hidrégeno e interacciones hidrofilicas y/o hidrofébicas.*

Se menciond anteriormente que la via de administracion preferida para estos
sistemas nanométricos es la intravenosa sin embargo, no es la Unica pues , se
han realizado estudios (Ana Espinosa ?*) en donde se administran intraperitoneal o
directamente en alguna lesion tumoral en donde se supone siguen otra ruta las
nanoparticulas en el organismo. De esta informacion se dispone muy poca
informacion sobre la eficacia en el procesamiento celular después de la

administracion in vivo.?®
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En la figura 5, se pueden distinguir los lugares principales en donde se las

nanoparticulas viajan después de una administracion intravenosa.

©

@

® b
)
v

Figura 5. Sitios donde principalmente viajan las nanoparticulas después de una
inyeccion intravenosa, la corona alrededor de la nanoparticula simula la corona de
biomoléculas que se adsorben rapidamente en la nanoparticula. %

Se tiene conocimiento de que el organismo elimina con mayor rapidez las
particulas hidrofébicas, mientras que las particulas hidrofilicas pueden permanecer
mas tiempo en el torrente sanguineo esto pasa por la conformacion de nuestro

organismo al estar constituido mayoritariamente por agua.®

En la figura 6, muestra la degradacion in vitro de las nanoparticulas magnéticas

conforme al tiempo que pasa en medio lisosomal, 1 dia, 21 dias y 90 dias,
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simulando el sistema reticulo endotelial en donde se realiza el proceso de
endocitosis antes mencionado observando una gran cantidad de nanoparticulas
aglomeradas al dia 1 mientras que al dia 21 se degradaron mas del 50% de las

nanoparticulas a los 90 dias solo son nanoparticulas aisladas.

Multi-nicleos de
Nanoparticulas

Figura 6. Degradacion de las nanoparticulas en medio de cultivo lisosomal.®

Tener en exceso de algun compuesto en el organismo aunque sea esencial para
nuestro adecuado metabolismo llega a ser toxico, es por eso que al administrar
magnetita se esta elevando la concentracion de hierro en el organismo y se tiene
que considerar que cantidad el organismo puede llegar a tolerar de hierro para

2
|, 26

evitar una intoxicacion. Es por eso que (Kim, et al. ©°) reporta que la cantidad de

hierro total estrictamente en el organismo es de 20-60mg/kg, por lo que si esto es
excedido puede causar dafios a nivel de DNA ocasionando mutaciones y como
consecuencia enfermedades genéticas graves.?®

3.4.- Aminoacidos
Los aminoacidos son fundamentales para la integridad funcional y estructural de
las células por lo cual son muy importantes para el organismo.

Algunas fuentes de la obtencién de aminoacidos son:

- Proteinas de la dieta: digestion y absorcion de los aminoacidos.
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- Degradacion de las proteinas corporales.
- Sintesis de los aminoacidos en el organismo.

Los aminoacidos tienen diferentes funciones en organismo como las descritas a

continuacion:

e Estructurales
¢ Sanguineas(Hemoglobina)

Sintesis de [y
Protel'nas * Hormonas protéicas

Sintesis de e Aminas biogénicas

¢ Colina

com p u eStOS e Coenzimas
nitrogenados |[Ses

e Purinas

NO proteicos. Rmtnes

Catabolismo
y Produccion
de energia

e Aminoacidos como efectos
fisiologicos.

—r O W » A4 m <Z

O Z O»

Esquema 1. Funciones de los aminoacidos en el organismo para tener un
metabolismo adecuado.



3.4.1.- Caracteristicas de los aminoacidos utilizados en la funcionalizacion

de magnetita.

Una de las maneras de clasificar a los aminoacidos es por su estructura quimica la

cual les confiere propiedades quimicas distintas. Tenemos aminoacidos polares

neutros (serina, treonina, cisteina, prolina, asparagina y glutamina), aminoacidos

no polares alifaticos (glicina, alanina, valina, leucina, metionina e isoleucina),

aminoacidos basicos (lisina, arginina e histidina), aminoacidos acidos (aspartato y

glutamato) y finalmente aminoécidos aromaticos neutros (fenilalanina, tirosina y

triptéfano).?” A continuacién se muestran las caracteristicas de los aminoAcidos

utilizados en este trabajo. (tabla 1, tabla 2 y tabla 3)

LISINA: La lisina
juega un papel
importante para la
cura del virus del

herpes simple.™

H,N

NH,,

(0]

OH

Aminoacido basico.
pKa; 2.18
pKa, 8.95
pKasz 10.53
masa molar
146.19 g/mol

Tabla 1. Importancia, estructura y propiedades de la lisina.

HISTIDINA: El cuerpo lo
utiliza para producir
histaminas, causante de
algunos procesos
fisiol6gicos, como la

disminucién de la presion

sanguinea y disminucion de

problemas cardiacos.?®

HO

Aminoacido basico

pKa; 1.82
pKa, 9.17
Masa molar

155.16 g/mol

Tabla 2. Importancia, estructura y propiedades de la histidina.
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FENILALANINA:  Es un O o Aminoacido neutro
amino&cido el cual es de aromatico.

suma importancia para la pKa; 1.83
construccion de unidades HzN\\\\ pKa, 9.29
proteicas y hormonales para masa molar
que el metabolismo del 165.19 g/mol
cuerpo humano tenga buen

funcionamiento.”

Tabla 3. Importancia, estructura y propiedades de la fenilalanina.

3.4.2.- Aplicaciéon de los aminoacidos en la nanotecnologia

Entre los productos quimicos que pueden utilizarse para un recubrimiento de la
magnetita se encuentran los aminoacidos por su gran importancia en el organismo

y por supuesto biocompatibilidad.

Los aminoéacidos (aa) y poliaminoacidos (paa) tienen grupos funcionales laterales
en su estructura incluyendo grupos oxidrilo, carboxilo, amina y alifaticos, carbonilo,
tiol, azufre, oxigeno y nitrégeno. Estos grupos permiten que estos compuestos
interactten no sOlo con la superficie de magnetita, sino también con

contaminantes en el agua y farmacos para una terapia.

Se ha observado que los grupos NH; de los aminoacidos son prometedores para
tener una internalizacion mas eficiente en las células pues al protonarse el grupo
amino a NH3" quedando con carga positiva se va a atraer por cargas hacia la
membrana permitiendo una internalizacién ocupando menos energia de parte de

la célula.**®
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3.5.- Ensayos in vitro en células utilizando magnetita funcionalizada con
aminoacidos

Entre las actividades involucradas en el diagnostico e investigacion basica y
aplicada el cultivo celular es una herramienta primordial para el estudio de
diferentes entidades de tipo viral, bacteriano o parasitario, de la misma manera

procesos intercelulares e intracelulares.*°

El cultivo celular es una metodologia que permite que células procariotas o

eucariotas se puedan mantener y proliferar en condiciones controladas.

A continuacién, se muestra la fotografia de las células empleadas en este trabajo
antes de estar en contacto con los sistemas de magnetita, asi como sus
principales caracteristicas descritas en las hojas de especificaciones e instructivo
de manejo de células del proveedor.

Células HelLa (TCCR CCL-2)
DESCRIPCION

Organismo: Homo sapiens, humano.

Tejido: cérvix

Enfermedad: Adenocarcinoma

Tipo celular: Epitelial

Edad: Adulto de 31 afios

Genero: Femenino

Morfologia: Epitelial

Figura 7. Fotografia tomada en
el microscopio de células HelLa antes del
estudio.
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Células NCTC clone 929 [ L-cell, L-929] (ATCCR CCL-
1)

DESCRIPCION

Organismo: Mus musculus, ratén

Tejido: Tejido conectivo subcutaneo; areolar y adiposo
Edad: 100 dias

Género: Masculino

Morfologia: Fibroblastos

Figura 8. Fotografia tomada en
el microscopio de células L-929 antes del estudio.

3.6.- Magnetita recubierta con aminoacidos

La funcionalizacion de la magnetita con aminoacidos, no se ha estudiado mucho,
Uno de los trabajos mas importantes es el realizado por Culita, et al. % en el cual
utilizaron el método de calcinacién o descomposicion térmica para la sintesis de
magnetita recubierta con histidina con un rendimiento de adsorcién de 9.29% y
tirosina con un rendimiento de adsorcion de 6.2%, ambos aminoacidos con
propiedades béasicas. Cuando se caracterizaron estos dos sistemas comprobaron
por medio de espectroscopia infrarroja, la adsorcion de los aminoacidos es la
superficie de la magnetita, también realizaron pruebas de magnetizacion en donde
observaron que habia una disminucién en la saturacién de la magnetita recubierta
que la magnetita sin recubrir atribuida a la existencia de una capa organica que no

tiene propiedades magnéticas, pero si contribuye a la masa total del sistema.

Otro de los estudios de magnetita recubierta con aminoacidos es el realizado por
Farzaneh, et al. * el cual primero funcionaliza la superficie con silice seguido de
aminopropilmetoxisilano para después adsorber un aminoacido, ya sea la L-
histidina con propiedades basicas o L-triptéfano con propiedades acidas
finalmente se complementé el sistema con ligandos de oxovanadio para
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posteriormente utilizar estos dos sistemas como catalizadores para la epoxidacion
de geraniol, norborneno y ciclo-octeno obteniendo una selectividad del 100% en

cada uno de ello, una de las mejores ventajas de estos sistemas es su reciclaje.

En el estudio realizado por Krishna, et al. *®

sintetiz6 magnetita y maghemita
(estado oxidado de la magnetita) recubriéndolas con L-lisina , comprobando que
en la caracterizacion tienen pequefias diferencias en la técnica de IR en la
intensidad de la banda caracteristica del enlace Fe-O, en la técnica de rayos X la
maghemita tiene dos bandas mas intensas antes de la difraccion de 220 vy
finalmente la saturacion de magnetizacion mostrando una disminucién en la
maghemita, también se demostré que la adsorcion de los aminoacidos en la
superficie de la magnetita y maghemita se puede saber gracias al potencial Z
obtenido a un pH de 7 debido a la protonacion del grupo amino NH, a NH3"
haciendo mas estable la dispersion de los sistemas solidos en agua. La
funcionalidad de la amina terminal del aminoacido L-lisina en la superficie de los
MNP’s de 6xido de hierro ofrece una via definitiva para la modificacion superficial
adicional con colorantes fluorescentes, enzimas, residuos peptidicos, enlazadores
de hormonas, moléculas de farmacos, etc. para una posible union celular,

bioimagen, rastreo, focalizacion, diagndstico celular y administracion de farmacos.

Marinescu, et al. ! Sintetizé6 nanoparticulas de magnetita modificando su superficie
con acido L(+) -aspartico, acido L(+)- glutamico, clorhidrato de arginina, L - prolina,
y L — triptéfano. Utilizaron la ruta de un solo paso la cual consiste en una solucion
de agua con el aminoacido disuelto y las sales de hierro disueltas agregar la
solucion basica para la formacion de la magnetita, en donde comprobaron que
esta ruta de sintesis si adsorbe los diferentes aminoacidos y no modifica sus

propiedades de magnetizacion y propiedades superparamagnéticas.
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3.7.- Magnetita recubierta utilizada en la eficacia celular

Las particulas de magnetita se estan utilizando en la actualidad como agentes de
contraste en dirigidos 6érganos como higado y/o bazo y en ocasiones en ganglios
linfaticos (Sophie Laurent and Robert N. Muller* °), sin embargo, nuevos
desarrollos para las terapias se estan centrando en su seguimiento a través de las
células.® En uno de los estudios realizados recientemente utilizan nanoparticulas
magneéticas con el objetivo de permear la célula al generar nanoporos en la célula.
El experimento constdé en generar un potencial eléctrico negativo sobre la
superficie de la nanoparticula y una vez generado este potencial y ponerlas en
contacto con las células en presencia de un campo magnético el grupo fosfato de
la bicapa fosfolipidica de la célula se polariza y se repelen los grupos fosfato por
carga generando nanoporos Yy permitiendo la internalizacion de las

nanoparticulas..(Betal, et al. ).

En la siguiente tabla se muestran los trabajos mas importantes desde el 2002 al
2017 donde ocuparon nanoparticulas de magnetita, en cada uno de los trabajos
funcionalizan la superficie de la magnetita con distintos materiales de baja
toxicidad y en todos realizan estudios in vitro para comprobar la citotoxicidad de
las nanoparticulas, sin embargo Sadhukha, et al. ** es la Gnica referencia en la
gue se ocupo L-Lisina como uno de los materiales de recubrimiento y en el cual

realizaron estudios in vitro.
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REFERENCIA MATERIAL DE ¢ESTUDIO CON

RECUBRIMIENTO CELULAS?
Gil, etal. * (3-aminopropil) trietoxisilano Si, Citotoxicidad
y Rodomina.
Lotfi, et al. ** Chitosan Si, Citotoxicidad
Dextrano y L-Lisina; Si, Eficiencia de la
Mancarella, et al. *° Curcumina Curcumina con

nanoparticulas

Acido miristico estabilizado  Si, Eficiencia terapéutica de

Sadhukha, et al. * con &cido plurénico las nanoparticulas para
hipertermia.
3-aminopropiltrietoxisilano y  Si, Eficiencia terapéutica de
Wang, et al. > Protamina/Péptido las nanoparticulas para
hipertermia.
Zhang, et al. ¥ 3-aminopropiltrietoxisilano, Si, efectividad de la
PEG y Acido félico internalizacién de
nanoparticulas magnéticas
38 3-aminopropiltrietoxisilano, Si, efectividad en células
ANENg) ENT AnEig PEG y Acido félico cancerigenas.

Tabla 4. Referencias mas importantes de los Ultimos afios en los que se realizaron
ensayos en células con magnetita funcionalizada.
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4.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La forma de administracion de farmacos muy invasivos, por ejemplo,
antineoplasicos, no tiene una liberacion selectiva y dirigida por lo que mata tanto a
células enfermas como las células sanas. Debido a este problema se busca una
forma de dirigir estos farmacos directamente al sitio de la enfermedad. Una
manera prometedora es la sintesis de la magnetita que por sus propiedades
magnéticas se puede dirigir a un sitio en especifico. Por esta razon las
nanoparticulas magnéticas han representado una gran oportunidad para preparar
sistemas de liberacion inteligentes, sin embargo, la permeacién de estas dentro de
la célula ha sido pobremente estudiada y la funcionalizacién superficial con
aminoécidos, tampoco se ha estudiado ampliamente y aun no se conoce el efecto
de la funcionalizacion de las nanoparticulas con aminoacidos para modificar su

capacidad de internalizacion celular.
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5.- OBJETIVOS

5.1.- Objetivo General

Sintetizar nanoparticulas de magnetita superparamagnética recubiertas de
tres diferentes aminoacidos con propiedades distintas en su estructura
guimica marcadas con fluoresceina y verificar in vitro la internalizacion de

las particulas dentro de la célula.
5.2.- Objetivos particulares

* Sintetizar nanoparticulas magnéticas de magnetita por el método de
coprecipitacion.

* Recubrir las nanoparticulas de magnetita con aminoacidos de diferente
naturaleza quimica. Histidina y lisina (aminoacidos basicos) y fenilalanina
(amino&cido aromatico no polar).

* Marcar con fluoresceina los sistemas de magnetita-aminoacidos.

* Caracterizar mediante las técnicas de espectroscopia de infrarrojo,
Potencial Z, Difraccion de Rayos X y Microscopia Electrénica de
Transmision (TEM) los diferentes sistemas de magnetita, magnetita-
aminoacidos y para el complejo de magnetita-aminoacidos-fluoresceina.

* Realizar ensayo in vitro con lineas celulares para determinar si

nanoparticulas marcadas se internalizan dentro de la célula.

6.- HIPOTESIS

El recubrimiento de las nanoparticulas magnéticas con aminoacidos modificara la

permeacion de éstas a través de la célula.



7.- DESARROLLO EXPERIMENTAL

7.1.- Materiales

* Cloruro de hierro Il tetrahidratado FeCl2*4H20 con una pureza de > 99.0% y
Cloruro de hierro lll hexahidratado FeCI3*6H20 con una pureza de 97% ambos
marca Sigma-Aldrich, USA.

* L(+) lisina monoclorhidrato marca MERCK, Alemania.

* L-histidina y L-fenilalanina marca SIGMA, USA.

* Fluoresceina de sodio marca SIGMA-ALDRICH F-6377-100G

* Campana de Flujo, Nuaire, LabGard C-II, T-A2..

* Incubadora, ShelLab, 3552.

* Centrifuga, Hettich Zentrifugen, Rotina 380 R.

* Molecular Devices, ImageXpress Micro.

7.2.- Metodologia

7.2.1.- Elaboracion de magnetita hidrofilica

Se pesaron las sales de hierro con una relacién estequiometria 2:1 FeCl*4H,0
(0.552 g) y FeCl3*6H,0 (1.5 g). Se disolvieron las sales de hierro en 30 mL de
agua destilada, posteriormente se inyectd N, (g) a la disolucion para la obtencién
de una atmosfera inerte. Después se calentd la disolucion de las sales de hierro
en un bafio de aceite a una temperatura de 80°C durante 15 minutos; una vez
homogenizada la temperatura se le adicioné 12 mL de NaOH 2.5 M agitando
vigorosamente para homogenizar la mezcla, inmediatamente se logro la formacion
de un precipitado negro (magnetita). El esquema de reaccion se ilustra en la figura
9. La magnetita (Fesz0,4) se lavé con agua destilada decantando con ayuda de un

iman de neodimio de 14000 Gauss hasta un pH de 7 y finalmente se dej6 secar a

temperatura ambiente.

Se sintetizaron 3 gramos de magnetita
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Fe?" + 2Fe® + 8OH  ——— Fe30, + 4H,0

Figura 9. Método de coprecipitacion para la sintesis de magnetita.

7.2.2.- Sintesis de magnetita con aminoéacidos

Se pesaron 300 mg de magnetita seca para cada lote. Se pes6 122 mg de lisina,

136 mg de fenilalanina 'y 128 mg de histidina para cada lote correspondiente.

Se le agregaron 50 mL de agua desionizada, posteriormente se inyectd nitrégeno
para tener atmosfera inerte y se agit6 mecanicamente a 200 rpm con una
temperatura de 60°C durante 24 horas. Finalmente se lavaron las nanoparticulas
con agua desionizada y se dejan secar a temperatura ambiente.

7.2.3.- Sintesis de magnetita con aminoacidos y fluoresceina

Se sintetizaron tres lotes con concentraciones diferentes de fluoresceina con cada
aminoacido. Las concentraciones se realizaron de acuerdo a una relaciéon mol de

la siguiente manera:

LOTE AMINOACIDO FLUORESCEINA |
1 10 1
2 10 5
3 0 10
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Tabla 5. Relacion molar del aminoacido y fluoresceina para cada lote sintetizado.

Se pesaron 150 mg de magnetita seca, para cada sintesis.

En el caso de las dos sintesis de magnetita-lisina-fluoresceina para el lotel se
pesaron 150 mg de magnetita seca, 61 mg de lisina y 13.8 mg de fluoresceina.
Para el lote 2 se pesaron 150 mg de magnetita seca, 61 mg de lisina y 69 mg de
fluoresceina. Se colocaron los polvos en un matraz erlenmeyer de 50 mL con 30
mL de agua desionizada cubriendo los matraces con papel aluminio para evitar
una degradacion de la fluoresceina, se agité a 200 rpm con agitacion mecanica a
una temperatura de 60°C durante 24horas, finalmente se lavd la magnetita
resultante con agua desionizada hasta la pérdida completa de fluoresceina en el

medio.

En el caso de las dos sintesis de magnetita-histidina-fluoresceina para el lote 1 se
pesaron 150 mg de magnetita seca, 64 mg de histidina y 13.8 mg de fluoresceina.
Para el lote 2 se pesaron 150 mg de magnetita seca, 64 mg de histidina y 69 mg
de fluoresceina. Se colocaron los polvos en un matraz erlenmeyer de 50 mL con
30 mL de agua desionizada cubriendo los matraces con papel aluminio para evitar
una degradacion de la fluoresceina, se agité a 200 rpm con agitacion mecanica a
una temperatura de 60°C durante 24 horas, finalmente se lavé la magnetita final

con agua desionizada hasta la perdida completa de fluoresceina en el medio.

En el caso de las dos sintesis de magnetita-lisina-fluoresceina para el lote 1 se
pesaron 150 mg de magnetita seca, 68 mg de fenilalanina y 13.8 mg de
fluoresceina. Para el lote 2 se pesaron 150 mg de magnetita seca, 68 mg de
fenilalanina y 69 mg de fluoresceina. Se colocaron los polvos en un matraz
erlenmeyer de 50 mL con 30 mL de agua desionizada cubriendo los matraces con
papel aluminio para evitar una degradacion de la fluoresceina, se agité a 200 rpm
con agitacion mecanica a una temperatura de 60°C durante 24 horas, finalmente
se lavaron las muestras finales con agua desionizada hasta la perdida completa

de fluoresceina en el medio.

38



En el caso del lote 3 se pes6 150 mg de magnetita seca y 138 mg de fluoresceina.
Se colocaron los polvos en un matraz erlenmeyer de 50 mL con 30 mL de agua
desionizada cubriendo el matraz con papel aluminio para evitar una degradacion
de la fluoresceina, se agitdé a 200 rpm con agitacibn mecanica a una temperatura
de 60°C durante 24 horas, finalmente se lavo el lote con agua desionizada hasta la

perdida completa de fluoresceina en el medio.

7.2.4.- Caracterizacion

7.2.4.1.- Espectroscopia de infrarrojo

La espectroscopia infrarroja se realizO en un espectrofotometro de FTIR/FIR

modelo Spectrum 400 de Perkin-Elmer, la muestra se trabajé en polvo.

7.2.4.2.- Potencial Z

El potencial Z se obtuvo mediante la técnica de Dispersién Dinamica de Luz, (DLS
por sus siglas en inglés), en el equipo Zetasizer Nano Zen 3600, en una dispersion
acuosa con una concentracion de 0.01 mg/mL a una temperatura de 25°C y un pH
de 7.

7.2.4.3.- Difracciéon de rayos X de polvos

Para la caracterizacion con esta técnica se ocuparon 200 mg de cada sistema
magnetita, magnetita-lisina, magnetita-fenilalanina, magnetita-histidina; secas y en
polvo fino. Se utilizé un difractémetro de rayos X de la marca Bruker, modelo D2
Phaser con fuente de cobre, detector Lynxeye y una longitud de onda de
1.54184A.

7.2.4.4.- Microscopia electronica de transmision

Se realiz6 TEM (Microscopia Electrénica de Transmision) en el Microscopio
Electrénico de Transmisién Jeol 2010. Se trabajo un voltaje de aceleracién de
200kV, resolucién 0.19nm.
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7.2.5.- Ensayo in vitro

Estos ensayos se realizaron en las instalaciones de la UNIPREC con la ayuda de

los investigadores

7.2.6.- Proliferacion Celular

Las células se descongelaron en un bafio Maria a 37°C aproximadamente 2
minutos. Se trasvasaron a un tubo falcon y se lavan con medio de cultivo para
eliminar el DMSO vy el agua. Se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos, se
decantaron y se resuspendieron en el medio de cultivo EMEM 5 mL (MEDIO
BASAL DE EAGLE), después se trasvasaron a una caja con filtro estéril y se
incubaron a 37°C durante 2horas. Posteriormente a que las células se adhirieron a
la caja se cambi6 el medio de cultivo y se volvié a incubar a 37°C durante 3 dias.
Se reviso la caja en microscopio para ver si ya estaba llena de células, una vez
llena la caja se le agreg0 tripsina para despegar las células de la caja se incubaron
5 minutos, luego se inhibié la tripsina con un inhibidor enzimatico y se centrifugo a
1500 rpm 5 minutos. Se decanto y el botdn se resuspendié en 10 mL de medio de
cultivo finalmente se coloc6 en una caja de filtro grande hasta que se llené

completamente de células.

7.2.6.1.- Conteo de células

Se despegaron las células de la caja con filtro nuevamente con tripsina,
posteriormente se inhibe la reaccion de la tripsina y se cambia el medio de cultivo.
Una vez teniendo el medio de cultivo nuevo se procede a la cuenta de células con

ayuda de la cAmara de Neubauer (Figura 10).
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Figura 10. Escalas micrométricas comunmente usadas. A Ocular micrométrico:
con una escala en el interior del ocular. B Portaobjetos micrométrico: la imagen
muestra una camara de Neubauer que permite la medicion de longitudes, areasy
volimenes con gran precision. *

El recuento celular se realiz6 en la cAmara de Neubauer: Para ello se afiadié una
pequefia cantidad de muestra, 10 ul de la muestra de las células y azul de tripan
en la camara. Una vez enfocadas las cuadriculas se cuentan las células que hay
en los recuadros divididos en 16 cuadriculas. Ver esquema de recuadro A, B, Cy
D de la Figura 11.

41



1mm

Campo
aproximado de
objetivo 10 X

Triple bandas+ 3~A . B :

paralelfs b

1 mm

' * + + + . +
‘ C ‘ D [
‘ 4 + ‘ +
4 ’ + 4 ’ 4 ’

Conjunto de 16 cuadriculas.
Volumen de recuento= 1mm x 1mm x 0.1mm; V=0.1 mm’=10 “cm*®
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Figura 11. Forma de conteo de células en la cAmara de Neubauer. *°

7.2.7.- Realizacién de ensayo in vitro con los lotes de magnetita-aminoéacido-
fluoresceina

Los ensayos se realizaron con dos lineas celulares HeLa y NCTC clone 929 las
cuales se sembraron en dos microplacas de 96 pozos cada placa con una linea
celular, las cuales contenian 20000 células por pozo, se incubaron a 37°C durante
24horas. Posteriormente se quitd el medio y se colocaron los lotes sintetizados de
la magnetita-amino&cido-fluoresceina a diferentes concentraciones con los tres

aminodcidos distintos (Figura 13).

En el ensayo in vitro de la linea celular HeLa se utilizaron concentraciones de 100
pg/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 750 pg/mL y 1000 pg/mL, con cada uno de los

siete lotes diferentes.
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Para el ensayo in vitro de la linea celular NCT clone 929 se utilizaron
concentraciones de 100 pg/mL, 250 pg/mL, 500 uyg/mL y 1000 pg/mL, con cada
uno de los siete lotes diferentes.

Se agrego 90 pL de cada lote al pozo de la microplaca con 10uL de medio de
cultivo. Se incubaron a 37°C y 5% de CO; durante 24 horas. Al término de la
incubacion se fijaron las células con 100 uL de acido tricloroacético al 10% durante
1 hora a 4°C. Posteriormente de lavan 5 veces con agua destilada y se dejan
secar a temperatura ambiente. Una vez fijadas se les agregd 10 yL de DAPI

dejandolo reaccionar 30 minutos.

Figura 12. Material durante el proceso del ensayo in vitro.

Finalmente se leyé la placa en el microscopio confocal.
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Figura 13. Placa con medio de cultivo, células y la muestra por triplicado cada
concentracion correspondiente como lo indica la tabla de al lado.
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8.- RESULTADOS Y DISCUSION
8.1.- Sintesis y caracterizacion de magnetita y magnetita con aminoacidos

Inicialmente se sintetizd la magnetita por el método de coprecipitacion en donde
se disolvieron los cloruros de hierro Il y hierro Il en agua destilada para
homogenizar el medio, cuando se le inyecté nitrégeno fue para obtener una
atmosfera inerte y de este modo evitar que se oxidaran las nanoparticulas de
magnetita al adicionar el NaOH , la temperatura es un factor importante de
mantener ya que si la temperatura varia demasiado, las caracteristicas de los
nanocristales obtenidos cambiaria principalmente en su tamafio. La reaccion

presentada a continuacién es la que se llevé a cabo.

Fe?" + 2Fe® + 8OH  ——— Fe30, + 4H,0

La magnetita obtenida posteriormente se caracterizd mediante las técnicas

analiticas descritas posteriormente.

Una vez sintetizado el lote de magnetita se procedié a la modificacion superficial
con tres aminoacidos de estructuras quimicas diferentes, la lisina, histidina y
fenilalanina, por lo que se proponen tres formas diferente de adsorberse cada
aminodacido en la superficie de la magnetita como lo muestra la figura 14, para el
caso de la lisina, la figura 15 para el caso de la histidina y finalmente la figura 16,
para el caso de la fenilalanina. Se puede observar que en todas las figuras el
grupo carboxilato de los aminoacidos es el que se coordina con la superficie de la
magnetita dejando el grupo amino libre que se protonara en presencia de medio
neutro o ligeramente &cido® Estos tres sistemas diferentes también se

caracterizaron mediante técnicas analiticas.
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Figura 14. Posibles estructuras quimicas entre la magnetita y la lisina®.

Figura 15. Posibles estructuras quimicas entre la magnetita y la histidina
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Figura 16. Posibles estructuras quimicas entre la magnetita y la fenilalanina.

Las tres posibles coordinaciones de la magnetita con los aminoacidos son igual de
probables® por lo que se pretende que en el mismo lote se encuentre cada
aminoacido coordinado con la magnetita de las tres maneras diferentes, sin

embargo, lo mas importante de este trabajo es el grupo amino que quedo libre.

8.2.- Espectroscopia de Infrarrojo

Es importante verificar que los aminoacidos se unen a la nanopatrticula de
magnetita, para esto se puede utilizar espectroscopia de infrarrojo y determinar las
bandas asociadas a los modos normales de vibracion de los aminoécidos o los de

la magnetita en el espectro.

En el espectro infrarrojo de la magnetita encontramos en la banda de 1635 cm™ la
sefal del estiramiento del carboxilato del &cido carboxilico mientras que en la

banda intensa y ancha de 3382 cm™ se caracteriza por el estiramiento del grupo
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O-H finalmente la banda de 547 cm™ caracteristico del estiramiento Fe-O.*° Estas

bandas se observan en la figura 17.

Magnetita
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1635

60 —
%T

40

20 —

3382
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Figura 17. Espectro infrarrojo de la magnetita.

Por otro lado al modificar la superficie de la magnetita también se realizé un
espectro de infrarrojo de cada una de las muestras de magnetita modificada
superficialmente para comprobar que efectivamente la modificacion superficial se

llevé a cabo.

A continuacion se comentan los espectros de infrarrojo de la magnetita recubiertas

con fenilalanina, histidina y lisina.

Como se pueden observar en la figura 18, las bandas localizadas en 3359 cm™,
3351 cm™ y 3372 cm™ representan el alargamiento N-H enlazamiento de
hidrégeno de la amina primaria; las bandas en 1604 cm™, 1607 cm™ y 1609 cm™
corresponden a estiramiento simétrico N-H (-NHs") en los espectros Mag-Phe,

Mag-Hist y Mag-Lys respectivamente.*>*
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En el caso del espectro Mag-Phe la banda que caracteriza el grupo aromatico de

la fenilalanina se localiza en 1943 cm™ representado en la figura 18.2°

Después del recubrimiento es de suma importancia comprobar que en nuestro
sistema sigue presente la magnetita por lo que se observa en la figura 18 las
bandas carécteristicas de la vibracién de Fe-O en 578 cm™, 567 cm™ y 551 cm™

correspondientes a Mag-Phe, Mag-Hist y Mag-Lys respectivamente.™

El recubrimiento de la magnetita con fenilalanina lo comprueban las bandas en
2926 cm™ y 2865 cm™ correspondientes a grupos —CH, asimétricos y simétricos
respectivamente en la banda de 1408 cm™ absorben los —CH, enlazados con
grupo carbonilo, mientras que en la banda de 1338 cm™ corresponde a los enlaces

de hidrogeno intramoleculares(figura 18).3*3

El recubrimiento de la magnetita con histidina lo comprueban las bandas en 2902
cm™® y 2848 cm™ correspondientes a grupos —CH, asimétricos y simétricos
respectivamente en la banda de 1395 cm™ absorben los —CH, enlazados con
grupo carbonilo, mientras que en la banda de 1337 cm™ corresponde a los enlaces

de hidrégeno intramoleculares(figura 18).*

El recubrimiento de la magnetita con lisina lo comprueban las bandas en 2933cm™
y 2868 cm™ correspondientes a grupos —CH, asimétricos y simétricos
respectivamente en la banda de 1383 cm™ absorben los —CH, enlazados con

grupo carbonilo(figura 18).*
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Figura 18. Espectros de Infrarrojo de la Mag-Phe, magnetita recubierta con
fenilalanina, Mag-Hist, magnetita recubierta con histidina, y Mag-Lys, magnetita
recubierta con lisina
En cada uno de los espectros se lograron distinguir las vibraciones normales de
cada aminoécido coordinado con la magnetita unida a través del grupo carboxilato
como era de esperarse y de acuerdo a lo informado en la literatura para

113y las vibraciones normales de la magnetita

funcionalizaciones similares
desnuda lo que nos indica que efectivamente tenemos en nuestros sistemas

magnetita recubierta con aminoacido.

8.3.- Potencial Z de la magnetita modificada superficialmente con
aminoacidos

Las particulas de magnetita y las que se modificaron con aminoacido se colocaron
en suspension de agua y se mididé el potencial Z a través de un equipo de

dispersion dinamica de luz, la concentracion utilizada fue de 0.01 mg/mL.
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El potencial Z nos permite saber la estabilidad de una dispersion, en este caso de
la magnetita en agua y magnetita modificada su superficie con amino&cidos en
agua, debido a que las fuerzas de atraccion entre las particulas y los contraiones
atraidos son inversamente proporcionales a la distancia entre ellas, es decir, en el
caso de la magnetita sin modificacion superficial presenta un potencial Z de -
18.6mV (tabla 6) por lo que va a atraer iones positivos fuertemente ligados, lo que
se conoce como la capa de Stern como consecuencia estas cargas atraeran
contraiones para estabilizar sus cargas, formando la llamada doble capa difusa, de
esta manera aumentando la distancia entre particulas que como consecuencia se
generard un potencial eléctrico por la distribucién de cargas de la doble capa
eléctrica. En general, cuando los valores de potencial zeta aumentan, también
aumenta la interaccién con el disolvente (agua) y la repulsion entre particulas, por

lo que estas tienden a permanecer en dispersion y no precipitar o agregarse.

Cuando se realizé el recubrimiento con los aminoacidos se logré aumentar el
potencial Z de las particulas, es decir que este sistema de magnetita con
aminoacidos aumenté la interaccion con el agua que es nuestro disolvente dando
como resultado una distancia mayor entre particulas, pero no suficientemente

grande como para no atraerse y sedimentarse.

De la misma manera se analizan los resultados de potencial Z para la magnetita
modificada en su superficie por los diferentes aminoacidos solo que en estos
casos se toma en cuenta la carga que se encuentra al final del sistema, es decir la
carga generada por los amino&cidos de su grupo libre terminal que en este caso al
ser el grupo amino protonado NHs" libre la carga de nuestros sistemas es positivo
en donde la capa de Stern estara conformada por iones negativos fuertemente
ligados y la capa difusa conformada por los contraiones positivos que nos
generaron un potencial eléctrico positivo. Sin embargo, ninguno de nuestros
sistemas es lo suficientemente estable pues estan dentro del intervalo de -30 mV a

30 mV, en donde una dispersion no es completamente estable.
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NOMBRE DE LA MUESTRA POTENCIAL Z (mV)

Magnetita -18.4
Magnetita-Lisina 22.3
Magnetita-Histidina 21.7
Magnetita-Fenilalanina 21.1

Tabla 6. Potencial Z de la magnetita sin recubrimiento, magnetita recubierta con
lisina, magnetita recubierta con histidina y magnetita recubierta con fenilalanina.

El potencial Z de la magnetita sin modificacion superficial es negativo, mientras
que la magnetita modificada superficialmente con los aminoacidos tiene un
potencial Z positivo debido a su grupo amino protonado lo que nos indica que
efectivamente la adsorcion de los amino&cidos se llevd de la manera esperada a
un pH de 7.2+/-0.2.

8.4.- Calorimetria Diferencial de Barrido

Esta técnica de caracterizacion nos permite determinar la cantidad de calor que
absorbe o libera una sustancia, cuando es mantenida a temperatura constante,
durante un tiempo determinado, o cuando es calentada o enfriada la sustancia a
velocidad constante, en un intervalo de temperaturas*>. En este caso se
calentaron las muestras a una velocidad constante en un intervalo de temperatura
de 25 °C a 450°C para observar las transiciones que presenta los diferentes
sistemas mostrados en la figura 19.

La magnetita sin modificar ilustrada en el DSC de A)en atmosfera de oxigeno (O) y
en atmosfera de nitrégeno (N). En atmosferas, de oxigeno vy nitrdgeno, se observa
un proceso endotérmico en 107.5°C el que se atribuye a la evaporacion del agua
en las muestras al igual que el proceso endotérmico en 97°C en la magnetita con
atmosfera de nitr6geno, también se puede observar que a partir de los 300°C en
atmosfera de oxigeno la magnetita se empieza a oxidar, mientras que en

atmosfera de no se observa ninguna transicién hasta 350°C.

El DSC ilustrado en la figura 19 B, corresponde a las nanoparticulas con histidina
en atmosfera inerte de nitrdgeno, ahi el pico endotérmico en 50°C se asigha

posiblemente a la evaporacion de agua, mientras que en atmosfera de oxigeno se
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presenta a 107.5°C, se observa una temperatura de posible reacomodo molecular
de la histidina o un posible desprendimiento del aminoacido de la magnetita en
ambas atmosferas entre los 190°C y 200°C para finalmente a partir de 350°C

descomponerse y oxidarse.

En la figura 19 C se encuentran los DSC de lisina, se observa que en 100°C y
107°C se pierde posiblemente agua en la muestra de magnetita recubierta con
lisina en atmosfera de nitrdgeno y oxigeno respectivamente, existe una
temperatura en donde la lisina se pretende haya un reacomodo estructural entre
los 180°C y 190°C, en 225°C se fusiona, finalmente a partir de 340°C se degrada

y oxida la muestra.

Por dltimo en la figura 19 D la magnetita se ilustran los experimentos de
calorimetria diferencial de barrido de las nanoparticulas de magnetita recubiertas
con fenilalanina en donde la perdida de agua se encuentra posiblemente en 100 y
105°C en atmosfera de nitr6geno y oxigeno respectivamente, la fusién la
fenilalanina se encuentra en 225°C y su degradacion de la fenilalanina y la

oxidacion de la magnetita se lleva a partir de los 350°C.
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Figura 19. Andlisis de calorimetria diferencial de barrido de la magnetita A), y los
sistemas de magnetita con la superficie modificada con aminoacidos magnetita
histidina B), magnetita lisina C) y magnetita fenilalanina D).

Estos graficos son de gran ayuda para la caracterizacion, pues se puede observar
nos da informacién acerca de las modificaciones que el sistema va sufriendo al
aumentar la temperatura constantemente, pues hay diferencias entre la magnetita
y cuando es modificada la superficie de la magnetita por los diferentes
aminoéacidos lo que indica que hay aminoacidos en la magnetita, sin embargo no
hay referencias de cdmo se comportan estos sistemas utilizando esta técnica por

lo que realmente se relaciona a lo que posiblemente esta sucediendo.

8.5.- Difraccion de Rayos X de polvos

En los estudios Difraccibn de Rayos X de polvos, se muestra una estructura
cristalina de la magnetita y después de su modificacion superficial con
aminoécidos, en la cual no se observan cambios en el difractograma de ninguna
de las muestras, esto indica claramente que la estructura de la magnetita queda
intacta después de la modificacion superficial, lo cual es un resultado esperado.
Se observan los picos caracteristicos de la magnetita en los siguientes valores 26,
30.4°, 35.6°, 43.1°, 53.7°, 57.4° y 62.8° con los respectivos indices de refracciéon
220, 311, 400, 420, 511 y 440 identificando el pico mas intenso en 311, 283 que
corresponden a los planos de difraccion de la magnetita observados en la figura
20.
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Figura 20. Difractograma de la magnetita sin recubrimiento, magnetita recubierta
con lisina, magnetita recubierta con histidina y magnetita recubierta con
fenilalanina.

8.6.- Tamarfio de particula.

El patrén de difraccion de rayos X en polvos de las particulas muy pequefias, es
dependiente del tamafio del monocristal, en particular la amplitud de la linea esta
directamente correlacionada con el diametro segun la ecuacién de Scherrer

(ecuacion 1).

Para calcular el diametro de las nanoparticulas de magnetita y recubierta con
aminoacidos; se ocup6 el difractograma de cada uno de ellos tomando el pico mas
intenso del difractograma y con estos datos se hizo un ajuste no lineal a el modelo
de distribucién normal de Gauss, de ahi se obtuvo el parametro de la amplitud de
la linea como se muestra en la figura 21, posteriormente con ayuda del programa

Tiny tools: XRD Crystallite Size Calculator basado en la ecuacion de Scherrer se
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obtuvo el diametro de la magnetita, en donde solo se requiere introducir la

amplitud y el maximo del pico.

0.944
,B% cos

L =

F

Ecuacion 1. Ecuacion de Scherrer.
Donde:

Dp:Tamafio promedio del cristal

B : Ampliacién de la linea en radianes
8 : Angulo de Bragg

A : Longitud de onda de rayos X
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Figura 21. Esquemas que ilustran como se obtuvieron los resultados de tamafio
de particula con el difractograma de rayos X de polvos.

Los resultados obtenidos del didmetro de la magnetita fueron los esperados al
observar un tamafo alrededor de los 10 nm y 11 nm y el tamafio de magnetita

desnuda menor de 8.790nm como se muestran en la tabla 7.



NOMBRE DE LA MUESTRA TAMARNO DE PARTICULA(nm)

Magnetita 8.790
Magnetita-Lisina 9.940
Magnetita-Histidina 10.080
Magnetita-Fenilalanina 10.510

Tabla 7. Tamafio de particula real de la magnetita sin recubrimiento y con
recubrimiento de aminoécido.
Estos tamafios de particula son un poco mas grandes que los reportados en la
referencia Park, et al. ° la cual reporta de un didmetro de 7.6 nm en el caso de
magnetita-lisina, con histidina y fenilalanina, sin embargo, es consistente con la
mayoria de los informes de nanoparticulas de magnetita preparados via

coprecipitacion.

8.7.- Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

La microscopia electronica de transmision se realiz6 para ver fisicamente las
nanoparticulas de magnetita sin recubrimiento y con recubrimiento de
aminoacidos en donde se observa que en la figura 22, la magnetita sin
recubrimiento, se distinguen las redes cristalinas y planos de la estructura,
mientras que en las Figuras 23, 24 y 25 correspondientes a las muestras de
magnetita recubiertas con aminoacidos, las imagenes estan mas difusas, esto se
puede deber al recubrimiento organico que se puede descomponer durante el
experimento TEM debido a la alta energia del haz de electrones, a pesar de esto
es posible observar las nanoparticulas y que su tamafio corresponde muy bien con

la prediccion hecha con difraccion de rayos X.
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Figura 22. Microscopia electrénica de transmisién (TEM) de la magnetita sin
recubrimiento.
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Figura 23. Microscopia electrénica de transmisién (TEM) de la magnetita
recubierta con lisina.
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Figura 24. Microscopia electronica de transmision (TEM) de la magnetita
recubierta con histidina.



Figura 25. Microscopia electrénica de transmisién (TEM) de la magnetita
recubierta con fenilalanina.

En el caso de la muestra de magnetita recubierta con fenilalanina las
nanoparticulas estan demasiado aglomeradas (figura 25) observando cristales

64



grandes y deformes por consecuencia del tipo de aminoacido que es aromatico no
polar que no logra la separacion de nanoparticulas de manera uniforme como los

aminoécidos lisina e histidina (figuras 23 y 24)

8.8.- Sintesis y caracterizacién de magnetita con aminoacidos y fluoresceina

Las sintesis de estos sistemas se realizaron con dos concentraciones de
fluoresceina para determinar si la competencia entre el amino&cido y la
fluoresceina era significativa, sin embargo, al obtener y analizar las técnicas de
caracterizacion se prefirid trabajar solamente con la concentracién en relacion
molar 10:1, es decir 10 veces mas aminoacido que fluoresceina por que se podia
visualizar mejor en la espectroscopia de infrarrojo la adsorcion de los aminoacidos
y la fluoresceina y los de relacion molar 10:5 por la cantidad mayor de fluoresceina

se veia muy sobresaturado el sistema.

Se marcaron con fluoresceina para poderlas seguir a través de las células en los

estudios in vitro.

8.9.- Espectroscopia de Infrarrojo de la magnetita recubierta con
aminoéacidos y fluoresceina

Se realiz6 espectroscopia de infrarrojo para comprobar mediante las vibraciones
normales de los grupos funcionales la presencia de la magnetita, el aminoacido
utilizado vy la fluoresceina, por lo que se describen a continuacion las bandas de

vibraciéon obtenidas.

En primer lugar se analiz6 el espectro de la fluoresceina pura y posteriormente el

sistema completo con aminoacidos

Observamos la banda en 3314 cm™ encontramos el estiramiento del grupo O-H y
su respectiva torsiéon en 660 cm™, el doblete en 2623 cm™ y 2597 cm™ son bandas
caracteristicas de un aromatico sustituido al igual que lo confirma la banda en 757
cm™, los estiramientos de los carbonos con doble enlace C=C estan en 1691 cm™
y 1385 cm™, la banda en 3051 cm™ corresponde al estiramiento del aromatico con
los hidrégenos unidos dentro del plano mientras que el estiramiento de los

hidrégenos fuera del plano se encuentran en la banda de 916 cm™, la banda de
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1691 cm™ corresponde a la presencia de una cetona la cual sabemos que es
aromatica si se presencia la banda en 1108 cm™, en la banda de 1780 cm™ se
localiza el estiramiento de C=0 vy finalmente el éter se caracteriza en la banda

1208 cm™ como se muestra en la figura 26.%

—— Fluoresceina
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Figura 26. Espectro infrarrojo de la fluoresceina

A continuacién se analizaran los espectros de Infrarrojo de las muestras de
magnetita recubiertas con aminoacido y fluoresceina, y con este analisis logramos
la visualizacion de la adsorcibn de ambos compuestos quimicos que a

continuacion se describen.

Vemos las bandas localizadas de 3347-3392 cm™ corresponden a los grupos
amino, los picos entre 2840 cm™ y 2923 cm™ confirman la presencia de la cadena
hidrocarbonada de los aminoécidos, las bandas entre 2300 cm™ y 2324 cm™ son

vibraciones caracteristicas de un compuesto aromatico al igual que se confirma
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con las bandas de 746-794 cm™ |las bandas en 1634-1635 cm™ son las
vibraciones del grupo carboxilato, los estiramientos entre los carbonos con doble
enlace y los hidrégenos se localizan en las bandas 1390 cm™ y 1391 cm™, la
banda para confirmar que es con magnetita se localiza entre 544-548 cm™, estas

vibraciones las observamos en la figura 27.

En el espectro Mag-Phe-F la banda caracteristica para la comprobacion de este

aminoacido la observamos en 1965 cm™ observada en la figura 27.

En resumen se logro tener la magnetita recubierta con los aminoacidos y con la

fluoresceina para poderlas seguir en los estudios celulares.

—— Mag-Phe-F(10:1)
—— Mag-Lys-F(10:1)
Mag-Hist-F(10:1)
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Figura 27. Espectros de Infrarrojo de la Mag-Phe-F magnetita recubierta con
fenilalanina y fluoresceina, Mag-Hist-F magnetita recubierta con histidina y
fluoresceina) y Mag-Lys-F magnetita recubierta con lisina y fluoresceina)
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8.10.- Potencial Z de la magnetita modificada superficialmente con
aminoacidos y marcados con fluoresceina.

Las particulas de magnetita modificadas con aminoacido y marcadas con
fluoresceina se colocaron en suspension de agua y se midio el potencial Z a
través de un equipo de dispersion dinamica de luz, la concentracion utilizada fue
de 0.01 mg/mL.

Estos sistemas son menos estables en dispersion como se observa en la tabla,
pues como se habia mencionado el intervalo de un potencial Z inestable es de -30
mV a 30 mV. Estos sistemas al tener adsorbido la fluoresceina que es una
molécula aromatica que tiene un grupo carboxilato, que posiblemente fue el que
interacciond con la superficie de la magnetita, tiene también un grupo oxidrilo de
facil desprotonacion y pronacion el cual tal vez competia con los grupos amino de

los aminoacidos para estar estables por lo que desestabilizaba la particula

coloidal.
NOMBRE DE LA MUESTRA POTENCIAL Z(mV
Magnetita-Lisina-Fluoresceina 14.00
Magnetita-Histidina-Fluoresceina 6.01
Magnetita-Fenilalanina-Fluoresceina 8.49

Tabla 8. Potencial Z de la magnetita modificada su superficie con aminoacido y
fluoresceina.

8.11.- Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Las muestras de magnetita recubiertas con aminoacido y fluoresceina presentan
un recubrimiento a su alrededor igual que la magnetita con aminoacido solamente
sin obtener diferencia entre el aminoacido y la fluoresceina como se observan en

la figura 28.
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c):

Figura 28. Microscopia electrénica de transmision de a) magnetita-lisina-
fluoresceina(10:1), b) magnetita-fenilalanina-fluoresceina (10:1) y c) magnetita-
histidina-fluoresceina (10:1)
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8.12.- Ensayo in vitro de células HeLay células NCT clone 929 en contacto
con magnetita modificada superficialmente con aminoacidos y fluoresceina
Las imagenes de las células fueron analizadas por un microscopio confocal en el
cual se colocé la microplaca y se le leyeron 3 espacios por pozo de la microplaca.
Se sembraron en dos microplacas de 96 pozos cada placa con una linea celular,
se utilizaron concentraciones de 100 ug/mL, 250 pg/mL, 500 pg/mL, 750 ug/mL y
1000 pg/mL para células Hela,

Para el caso de la linea celular NCT clone 929 se utilizaron concentraciones de
100 pg/mL, 250 ug/mL, 500 pg/mL y 1000 pg/mL.

En cada pozo de la microplaca se le adiciond colorante DAPI el cual tifie el nucleo
azul de las células este colorante se adicion6 para observar la comparacion con la
fluoresceina que se tifio de verde y de pudiera observar en donde se alojaban las

nanoparticulas de magnetita al final de 24 horas.

Las dos microplacas con ambas lineas celulares se trabajaron bajo las mismas
condiciones, de esta manera se asegura que las Unicas variantes en los estudios

sean la magnetita recubierta con los diferentes aminoacidos.
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A) MAGNETITA-FENILALANINA-FLUORESCEINA (10Phe:1Flour)

B) MAGNETITA-HISTIDINA-FLUORESCEINA (10Hist:1Flour)

71



C) MAGNETITA-LISINA-FLUORESCEINA (10Lys:1Flour)

Figura 29. Estudio in vitro celular con células HelLa solo en concentracion de 100
ug/mL (A, B, C)

En la figura 29 se observan las imagenes de las concentraciones mas pequefas
utilizadas con células HeLa en donde se observa que la magnetita recubierta con
fenilalanina (A) permed la célula en menor concentracion, pues los puntos azueles

son mayoritarios a los puntos verdes observados.
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D) MAGNETITA-FENILALANINA-FLUORESCEINA (10Phe:1Flour)

E) MAGNETITA-HISTIDINA-FLUORESCEINA (10Hist:1Flour)
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F) MAGNETITA-LISINA-FLUORESCEINA (10Lys:1Flour

Figura 30. Estudio in vitro celular con células HelLa solo en concentracion de 250
ug/mL. (D, E, F)

En la figura 30 donde se representan las imagenes de células HelLa en
concentracion de magnetita recubierta de 250 ug/mL se empieza observar
claramente como las magnetita muestra una permeacion diferente dependiendo
del aminoacido adsorbido en la superficie de la magnetita, en el caso de la
fenilalanina (D) son muy pocos puntos verdes, mientras que en el caso de histidina
(E) se ven mas puntos verdes y hasta una capa alrededor de algunas células, sin
embargo en el caso de la lisina (F) fue donde se permed mas concentracion

observando zonas verdes mas abundantes.
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G) MAGNETITA-FENILALANINA-FLUORESCEINA (10Phe:1Flour)

H) MAGNETITA-HISTIDINA-FLUORESCEINA (10Hist:1Flour)
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) MAGNETITA-LISINA-FLUORESCEINA (10Lys:1Flour)

Figura 31. Estudio in vitro celular con células HelLa solo en concentraciéon de 500
Mg/mL. (G, H, I)

En la figura 31 también se observan las diferencias en la permeacion de
concentraciones con los diferentes sistemas observando una zona mas grande de

color verde en el caso de la magnetita recubierta con la lisina (I).
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J) MAGNETITA-FENILALANINA-FLUORESCEINA (10Phe:1Flour)

K) MAGNETITA-HISTIDINA-FLUORESCEINA (10Hist:1Flour)
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L) MAGNETITA-LISINA-FLUORESCEINA (10Lys:1Flour)

Figura 32. Estudio in vitro celular con células HelLa solo en concentracién de 750
ug/mL (J, K, L)

En la figura 32 se nota una diferencia muy significativa en la concentracion de
magnetita que permed las células cuando se modifico la superficie de la magnetita
con lisina (L) a comparacion de los otros dos aminoacidos que las zonas verdes

no son muy predominantes.
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M) MAGNETITA-FENILALANINA-FLUORESCEINA (10Phe:1Flour)

N) MAGNETITA-HISTIDINA-FLUORESCEINA (10Hist:1Flour)

79



O) MAGNETITA-LISINA-FLUORESCEINA (10Lys:1Flour)

1) MAGNETITA-FLUORESCEINA (1Mag:1Flour)

Figura 33. Estudio in vitro celular con células HelLa solo en concentracion de 1000
Mg/mL (M, N, O, 1)
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En la figura 33 es mas evidente la concentracion mayor de permeacion de la
magnetita recubierta con lisina (O) ademas de observar como cuando la magnetita
solo esta marcada con fluoresceina, es decir que ningiin amino&cido es adsorbido

las zonas verdes son muy limitantes como la muestra la imagen 1.

Las siguientes figuras son las correspondientes a la linea celular NCTC clone 929
que corresponden a los fibroblastos de ratdbn con las mismas concentraciones

utilizadas anteriormente con las células HelLa.
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P) MAGNETITA-FENILALANINA-FLUORESCEINA (10Phe:1Flour)

Q) MAGNETITA-HISTIDINA-FLUORESCEINA (10Hist:1Flour)
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R) MAGNETITA-LISINA-FLUORESCEINA (10Lys:1Flour)

Figura 34. Estudio in vitro celular con células NCTC clone 929 solo en
concentracion de 100 ug/mL (P, Q, R)

En la menor concentraciébn de magnetita recubierta se observa que se permed en
los casos de la histidina (Q, R) y lisina en comparacion de con las células HelLa.
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S) MAGNETITA-FENILALANINA-FLUORESCEINA (10Phe:1Flour)

T) MAGNETITA-HISTIDINA-FLUORESCEINA (10Hist:1Flour)
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V) MAGNETITA-LISINA-FLUORESCEINA (10Lys:1Flour)

Figura 35. Estudio in vitro celular con células NCTC clone 929 solo en
concentracion de 250 ug/mL (S, T, V)

En la imagen 35 se observa que en la imagen (T) correspondiente a la magnetita
recubierta con histidina tiene mas zonas verdes, sin embargo no se debe a la
concentracion de magnetita dentro de la célula sino que el equipo no dio bien la
imagen, pero la concentracion mas alta que se perme6 fue en el caso de la

magnetita con lisina (V).
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W) MAGNETITA-FENILALANINA-FLUORESCEINA (10Phe:1Flour)

X) MAGNETITA-HISTIDINA-FLUORESCEINA (10Hist:1Flour)
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Y) MAGNETITA-LISINA-FLUORESCEINA (10Lys:1Flour)

Figura 36. Estudio in vitro celular con células NCTC clone 929 solo en
concentracion de 500 ug/mL (W, X, Y)

En la concentracion de 500 ug/mL se observa que la magnetita recubierta permea

en una concentracion abundante en el caso de los tres aminoacidos.
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Z) MAGNETITA-FENILALANINA-FLUORESCEINA (10Phe:1Flour)

AZ) MAGNETITA-HISTIDINA-FLUORESCEINA (10Hist:1Flour)
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BZ) MAGNETITA-LISINA-FLUORESCEINA (10Lys:1Flour)

MAGNETITA-FLUORESCEINA (1Mag:1Flour)

Figura 37. Estudio in vitro celular con células NCTC clone 929 solo en
concentracion de 1000 pyg/mL (Z, AZ, BZ)
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En la figura 37 se observa claramente que el aminoacido con mas permeacion es
la lisina quedando todas las células de color verde lo que significa que se
internaliz6 la magnetita hasta en el nacleo después de las 24 horas, en el caso de
la histidina aun se observan puntos azules aunque la permeacién se dio de
manera eficiente, en el caso de la fenilalanina las zonas verdes son mas
deficientes y finalmente en las células que se expusieron a la magnetita solamente
marcada con fluoresceina las zonas azules son predominantes lo que significa que

la internalizacién casi no se llevod a cabo.

Se observé que en todas las concentraciones de magnetita con aminoacido y
fluoresceina, las particulas de magnetita entraron al interior de las células las
cuales se localizan alrededor del nacleo celular, tefiido con DAPI de color azul. Se
observa que el tipo de aminoacidos si influye en la internalizacion de las
nanoparticulas, pues en todas las concentraciones de magnetita con fenilalanina
la permeacion celular se da menos en comparacion de la magnetita recubierta con
histidina, sin embargo, la magnetita con histidina se internaliz6 menos que la
magnetita recubierta con lisina. Esto se puede atribuir a que la fenilalanina es un
aminoacido mas grande y tiene propiedades aromaticas neutras con un solo grupo
amino protonado, mientras que la histidina y la lisina son aminoacidos basicos y
tienen tres grupos amino protonados y dos grupos aminos protonados
respectivamente por lo que se internalizan méas que la fenilalanina con la
diferencia que la lisina es un aminoacido mas pequefio con una cadena
hidrocarbonada lineal y la histidina tiene presente un grupo imidazol, es por eso
gue la magnetita recubierta con lisina se logra internalizar mas rapido. Se puede
asegurar la internalizacién de las nanoparticulas de magnetita marcadas con
fluoresceina, pues cada una de las muestras se lavaron perfectamente antes de
ser sometidas al estudio celular para eliminar la fluoresceina libre gracias a la

espectroscopia de fluorescencia.

La muestra blanco fue magnetita con fluoresceina solamente a la concentracion

mas alta, 1000 ug/mL, en cual se observa que la permeacion celular es mucho
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menor que a la menor concentracion utilizada de cualquier muestra de magnetita

recubierta con aminoacido que fue de 100 pyg/mL. (figuras de la 33 y figura 37).

En la concentracion mas baja ocupada experimentalmente fue de 100 pg/mL en la
cual no se observa diferencia de concentracion internalizada de magnetita
recubierta, sin embargo, a partir de la concentraciéon de 250 ug/mL se permea una
concentracion mayor de la magnetita con lisina y asi se sigue observando hasta la
concentracion de 1000 pg/mL observadas en las figuras de la 29 a la 33 para el
caso de las células HelLa y de la figura 34 a la 37 para el caso de las células L-
929.

Los resultados fueron los esperados en la internalizacion celular de la magnetita
recubierta con los diferentes aminoacidos, quedando como mejor aminoacido la
lisina para la internalizacion celular: Este resultado probablemente se deba a que
la lisina hace que la particula tenga grupos NH** expuestos al medio y como se ha
encontrado estos grupos favorecen la permeacién celular, a diferencia de la fenil
alanina que no favorece este proceso. De forma intermedia la histidina también lo
favorece pero en menor magnitud. Las nanoparticulas de magnetita Unicamente
con la fluoresceina no permean bien, posiblemente a la interaccion de los grupos

superficiales como Fe-OH 6 -Fe con la membrana celular.

Una de las posibles causas por las que la magnetita recubierta tuvo mas
internalizacion en las células células NCTC clone 929 es que en comparacién con
las células Hela tienen una reproduccion organizada y las células son de forma
regular, mientras que las células HelLa al ser de cancerigenas tienen una

reproduccion acelerada y su forma no es regular en todas las células.

9.- CONCLUSIONES

Se lograron sintetizar nanoparticulas de magnetita superparamagnéticas de un
tamafio inferior a 11nm recubiertas con tres diferentes aminoacidos de los cuales
dos de ellos son basicos (lisina e histidina) y uno aromatico no polar (fenilalanina)

caracterizadas por técnicas como IR, TEM, DSC, potencial Z, RX de polvos, en las
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cuales los resultados obtenidos fueron los esperados pues la adsorcion del

aminoacido se realizé de forma satisfactoria.

De igual manera se logré marcar estas nanoparticulas recubiertas con aminoacido
con fluoresceina, esto se comprobé con las diferentes técnicas como IR, TEM,

potencial Z en donde se obtuvieron resultados satisfactorios.

Los sistemas de magnetita modificada superficialmente con aminoacidos y
fluoresceina fueron sometidos a ensayos in vitro con dos diferentes lineas
celulares en los cuales comprobamos que el tamafio sintetizado de nanoparticulas
de magnetita recubierta es perfecto para que la permeacion se lleve a cabo a
través de la membrana celular y que el tipo de aminoacido si influye de manera
significativa en esta permeacién celular, concluyendo que el mejor aminoacido que
permea la célula en cualquiera de las dos lineas celulares es la lisina debido a su
naturaleza basica de protonarse el grupo amino libre quedando cargada
positivamente y asi atraerse mas facilmente a la membrana celular que tiene una
carga negativa y su tamafio y estructura molecular le permiten pasar a través de la

membrana con menor energia.

10.- PERSPECTIVAS

En este trabajo se comprob6 la permeacion celular de la sintesis de magnetita
recubierta con aminodacidos y fluoresceina por lo que un estudio importante seria
gue en vez de adsorber fluoresceina se adsorbiera algin farmaco para ver la

capacidad terapéutica y citotoxicidad.
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