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1.Resumen

Este trabajo de tesis de licenciatura tuvo el objetivo de determinar como afecta a la liberacion
de farmacos el uso de un campo magnético alterno en un sistema de liberacion de farmacos
nanoparticulado de 6xidos de hierro con cubierta de polimeros de impronta molecular. Siendo
este un paso mas para el desarrollo de un sistema de liberacion de farmacos en
nanoparticulas magnéticas con cubierta de impronta molecular que tengan liberacion activada

magnéticamente.

Derivado del objetivo se tuvo que formular en primera instancia un sistema de liberacion de
farmacos nanoparticulado de oOxidos de hierro con cubierta de polimeros de impronta
molecular el cual se baso en las investigaciones previas. Posterior a la formulacion fabricacion
de este sistema se le tuvo que hacer una caracterizacion, en la cual se incluyera la
caracterizacion, quimica (tanto de la estructura cristalina de los nucleos como del
recubrimiento polimérico con impronta a &cido folico), morfolégica y cinética (tanto de

adsorcion de farmaco como de liberacion).

Para la caracterizacion del sistema de liberacidon se utilizé un espectrometro de infrarrojo con
la técnica de espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier y de reflectancia total
atenuada (FTIR-ATR) para caracterizar la cubierta polimérica, determinando grupos
funcionales y diferenciando estos de sus mondmeros constituyentes y sus productos
poliméricos. Para los nucleos de 6xidos de hierro se utilizaron las técnicas de microscopia
electronica de barrido y de transmision para determinar tamafio de particula, diametro
promedio, grosor de la cubierta, estructura cristalina y composicion elemental. Por ultimo, se
determinaron las cinéticas de adsorcion, las concentraciones de farmaco 6ptimas y las
cantidades de &cido félico maximas adsorbidas de cada uno de los sistemas fabricados para
desarrollar el experimento los cuales eran el sistema de liberacion de acido félico con
impronta molecular (IONPs-MIP), el no improntado (IONPs-NIP) y las nanoparticulas de
oxidos de hierro hidrofobicas (IONPs-NPHP) e hidrofilicas (IONPs-HFL)

Una vez caracterizados tanto el sistema de liberacién improntado con acido félico IONPs-MIP,
el no improntado IONPs-NIP y sus precursores de fabricacion IONPs-NPHP y IONPs-HFL se
prosiguido con el desarrollo del equipo generador de campos magnéticos alternos. Para

desarrollar este equipo fue necesario conseguir un osciloscopio que midiera la frecuencia de
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los pulsos generados, un detector de campos magnéticos alternos (sonda Hall), un generador
de funciones de onda, un amplificador de la funcién de onda, asi como una gran variedad de
bobinas de cobre para generar diferentes amplitudes y frecuencias de campos magnéticos
alternos. Por otro lado, se adquirid6 un equipo de calentamiento por induccion magnética
denominado como circuito oscilador de Mazilli o Zero Voltage Switch circuit (ZVS) para
probarlo como otro equipo generador de campos magnéticos alternos a una frecuencia y

amplitud fija.

Una vez determinada combinacion optimamente funcional con el generador de funciones de
onda, el amplificador de la funcién de onda y la bobina de cobre (Equipo 1 AMP) se procedio a
caracterizar el campo magnético generado por este equipo en materia de frecuencia, amplitud
de onda e intensidad campo magnético generado. Por otro lado, se efectué la misma
caracterizacion para el circuito oscilador de Mazilli o Zero Voltage Switch circuit (ZVS) el cual
se denomind en este trabajo como (Equipo 2 ZVS).

Por ultimo, se procedié a hacer una serie de perfiles de liberacion, asi como pruebas de
liberacion y de &cido félico en presencia y en ausencia del campo magnético alterno de los
dos diferentes equipos desarrollados con los sistemas de liberacion IONPs-MIP, IONPs-NIP,
IONPs-NPHP y IONPs-HFL dando por conclusién que existe una liberacion aumentada de
acido folico en las IONPs-HFL por la presencia del campo magnético alterno del Equipo 2 ZVS

en comparacién con su respectivo control.

Por otro lado, se pudo concluir que no existe una diferencia significativa en la adsorcion de
acido folico entre las IONPs-MIP y IONPs-NIP por lo cual se puede corroborar que el método
de sintesis, asi como el de carga de farmacos no son adecuados y se tiene que estudiar mas
a fondo la sintesis de estos sistemas de liberacion de farmacos en nanoparticulas magnéticas

con cubierta de impronta molecular afin a &cido félico.

Por ultimo, se pudo corroborar y concluir que mediante un sencillo experimento de prueba de
calentamiento las nanoparticulas magnéticas de 6xidos de hierro se calientan de 19°C a 34°C
en un periodo de 30 minutos en presencia de un campo magnético alterno de 17 Gauss de

amplitud de campo y una frecuencia de 107kHz.
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2.Introduccion y planteamiento del problema

La nanotecnologia es un area interdisciplinaria dedicada al estudio, disefio, creacion,
manipulacion y aplicacion de materiales y sistemas funcionales mediante el control de la
materia a escala menor que un micrémetro, asi como su explotacion tanto a escala de
laboratorio como industrial. En una de sus ramas, la nanotecnologia investiga el disefio de los
materiales de tamafio nanométrico, los cuales poseen propiedades fisicas y quimicas muy
distintas a las del material en un tamafio normal; dentro de ellas se encuentran las particulas

magneéticas.

En el caso de las particulas magnéticas la reduccion de tamafio trae un cambio en su
comportamiento magnético. En la literatura se reporta la sintesis de una gran variedad de
nanoparticulas con comportamiento magnético. Entre los 6xidos magnéticos, los oxidos de
FesOs4 y y-Fe203 son los mas adecuados debido a su relativamente baja toxicidad y

adecuadas propiedades magnéticas.

Actualmente, las nanoestructuras magnéticas exhiben una gran variedad de aplicaciones que
van desde los campos de la electronica, mecdanica, y Optica, hasta alcanzar areas mas
complejas como la biotecnologia. En este campo el uso de nanoparticulas magnéticas esta

ganando importancia dada su potencial aplicacién en el tratamiento contra el cancer.

La liberacibn magnética dirigida de farmacos (MTD, por sus siglas en inglés) ha sido usada
para mejorar el rendimiento terapéutico de algunos agentes quimioterapéuticos y para reducir

sus indeseables efectos adversos sistémicos [1].

Por otro lado, el uso de recubrimientos para mejorar la estabilidad quimica y coloidal de las
nanoparticulas de 6xidos de hierro ha sido ampliamente estudiado. Otra ventaja que se puede
conseguir al recubrir nanoparticulas de 6xidos de hierro es el acarreamiento de manera
selectiva de farmacos que por sus propiedades farmacolégicas podrian desencadenar efectos

adversos si se liberaran sistémicamente.

Cabe afiadir que el uso de polimeros de impronta molecular como recubrimiento para las
nanoparticulas magnéticas puede ser una alternativa al momento de desarrollar un sistema de

liberacion MTD. Dichos polimeros tienen un tratamiento que los hace mas afines a una
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molécula en particular, simulando o imitando la afinidad que tienen los anticuerpos a su

antigeno.

Dichos sistemas MTD como son las nanoparticulas de Oxidos de hierro recubiertas con
polimero de impronta molecular (IONPs-MIP, por sus siglas en inglés) tienen las ventajas de
acarrear al farmaco de una manera dirigida por campos magnéticos, y a su vez poder liberar

el farmaco de manera activa en presencia de un campo magnético alterno.

Las IONPs-MIP tienen la cualidad por su caracter superparamagnético de tratar el cancer de
dos diferentes formas, la primera por la liberacion activada del farmaco y la segunda por el

calentamiento inductivo de estas en las células cancerigenas (hipertermia).

Cabe afadir que las IONPs-MIP han sido ampliamente estudiadas de manera independiente,
teniendo como dato que existen 18,547 [2] articulos publicados referentes al desarrollo y
caracterizacion de IONPs, asi como 14,659 [3] articulos referentes a MIP. Sin embargo,
existen 598[4] articulos relacionados sobre IONPs-MIP, de los cuales 179 [5] hablan de
sistemas de liberacion de farmaco y solo 110 [6] relacionados a como afecta el campo
magnético a la liberacion de estos sistemas. Cabe aclarar que este ultimo dato se tiene que
dividir en campo magnético constante y campos magnético alterno, por lo cual se puede
concluir que es escasa la informacién al respecto de cémo el campo magnético alterno afecta

a la liberacion de farmaco en sistemas IONPs-MIP.

Por estas razones el objetivo de este trabajo fue determinar como afecta a la liberacién de un
farmaco en un sistema IONPs-MIP afin a acido folico la aplicacion de un campo magnético

alterno, el cual se desarroll6 en el laboratorio.

3.Antecedentes

3.1 Céancer

Céancer es el nombre que se le da al conjunto de enfermedades relacionadas en las cuales
algunas de las células del cuerpo empiezan a dividirse sin detenerse y se diseminan a los
tejidos del derredor. Normalmente, las células humanas crecen y se dividen para formar
nuevas células a medida que el cuerpo las necesita. Cuando las células envejecen o se
dafan, estas mueren y células nuevas las reemplazan [7]; Sin embargo, en el cancer, este

proceso ordenado se descontrola. A medida que las células se hacen mas y mas anormales,
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las células viejas o dafiadas sobreviven cuando deberian morir, y células nuevas se forman

cuando no son necesarias. Estas células adicionales pueden dividirse sin interrupcion y

pueden formar masas que se llaman tumores.[7]

Para tener una idea de lo trascendente que es esta enfermedad, a continuacion, se enlistan

algunos hechos importantes sobre el cancer:

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, y fue responsable de 8.8
millones de muertes en el 2015. Mundialmente cerca de 1 de cada 6 muertes es debida
a esta enfermedad [8].

Aproximadamente el 70% de las muertes por cancer ocurren en paises de bajos y
medianos ingresos [8], como es el caso de México.

Solo 1 de cada 5 paises de bajo y mediano ingreso tiene la informacion necesaria para

conducir politicas contra el cancer [9].

3.1.1 Tratamientos contra el cancer.

Actualmente existen varios tipos de tratamiento contra el cancer [10], de los cuales destacan:

Cirugia: en donde un médico con capacitacion especial extirpa el cancer del cuerpo del
paciente.

Radioterapia: También llamada terapia de radiacién es un tratamiento en el cual se usan
altas dosis de radiacion (rayos X, radiactividad, rayos gama o particulas alfa) para destruir
las células cancerosas.

Inmunoterapia: En esta terapia se le ayuda el sistema inmunitario del paciente a
combatir el cancer, ya sea con el uso de anticuerpos monoclonales u otros compuestos
producidos por organismos vivos.

Quimioterapia: Este tratamiento se basa en el uso de farmacos para destruir células
cancerosas, este tratamiento funciona al detener o hacer mas lento el crecimiento de las
células cancerosas, basicamente actlian sobre el ciclo celular, rompiéndolo o alentandolo.
Terapias dirigidas: Las terapias dirigidas atacan a las células cancerosas de manera
mas especifica que los medicamentos quimioterapéuticos convencionales. Estos
medicamentos se pueden usar como parte del tratamiento principal, o se pueden usar

después del tratamiento para mantener el cancer bajo control o evitar que regrese.
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3.1.2 Quimioterapia

En la actualidad se usan méas de 100 medicamentos de quimioterapia en el tratamiento contra
el cancer, ya sea por si solos 0 en combinacion con otros medicamentos. La utilidad de estos
farmacos radica en la forma especifica de cancer que existen y a sus efectos secundarios
relacionados [11]

Como se mencion6 anteriormente, los farmacos quimioterapéuticos actdan en alguna parte
del ciclo celular durante el proceso de formacion de nuevas células. Para ejemplificar lo que
significa el ciclo celular se puede ver la Figura 1, en la cual se describe visualmente las 4
fases necesarias para la replicaciéon celular, en la imagen se omite Go ya que no es parte de
dicho proceso.

Por otra parte, es necesario mencionar que no todos los agentes quimioterapéuticos actian al
mismo nivel (blanco o diana) al momento de ejercer su mecanismo de accion, es por esto que
se da una breve clasificacion de estos en la Tabla 1, asi como ejemplos de farmacos de cada

una de las categorias.

Fase mitética

actividad finales» se replican
 antes de - - ~
RS N

Interfase

Figura 1. Ciclo celular. Adaptacion tomada de Ira Fox S. "Fisiologia Humana" 12va Ed. Mc
Graw Hill.
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Tipos de farmacos | Ejemplos de Farmaco:

guimioterapéuticos.

Agentes Alquilantes Altretamina, Bulsufan, Carboplatino, Carmustina, Clorambucil,
Cisplatino, Ciclofosfamida, Dacarbazina, Lomustina, Melfalan,

Oxalaplatino, Temozolamida, Tiotepa

Antimetabolitos 5-fluorouracilo (5-FU), 6-mercaptopurina (6-MP), Capecitabina
(Xeloda®), Citarabina (Ara-C®), Floxiridina, Fludarabina,
Gemcitabina (Gemzar®), Hidroxiurea, Metotrexato, Pemetrexed

(Alimta®)
Antibidéticos Antraciclinas: Daunorubicina, Doxorrubicina (Adriamycin®),
antitumorales Epirubicina, Idarubicin

Inhibidores de la | Topoisomerasa |: Topotecan, Irinotecan (CPT-11)

topoisomerasa Topoisomerasa ll:Etopdsido (VP-16), Tenipdsido, Mitoxantrona

Inhibidores  de la | Docetaxel, Estramustina, Ixabepilona, Paclitaxel, Vinblastina,

mitosis Vincristina, Vinorelbina
Corticoesteroides Prednisona, Metilprednisolona (Solumedrol®), Dexametasona
(Decadron®)

Otros medicamentos | L-asparaginasa

de quimioterapia

Tabla 1. Clasificacion de los Farmacos Quimioterapéuticos.

3.1.3. Antimetabolitos: Antagonistas del acido folico en el tratamiento contra el cancer

Para entender plenamente el mecanismo de accidén de los antagonistas del acido fdlico, es
importante saber en primer lugar como actda normalmente esta molécula y cuales son sus
caracteristicas fisicoquimicas.

El acido félico (FA) por sus siglas en inglés, es un miembro de la familia de las vitaminas B
gue estimulan el sistema hematopoyético. Se puede encontrar en los alimentos tales como
vegetales verdes, hongos, levaduras, higado y rifiones [12]. Tiene una solubilidad maxima de
50 mg/mL en una solucion 1M de NaOH, asi como una solubilidad de 10mM en
Dimetilsulfoxido (DMSO) [13]. Como se puede ver en la Figura 2 la molécula cuenta con tres
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partes identificables, las cuales son un acido glutdmico (A), un &cido para-aminobenzoico (B)
y una pteridina (C).

Figura 2. Estructura quimica del Acido félico.

Ademas, el acido félico en su forma desprotonada (folato) funciona como una coenzima o co-
sustrato en la transferencia de un solo carbon en la sintesis de acido nucleicos (DNA y RNA)
asi como en el metabolismo de aminoé&cidos [14]. En la Figura 3 se da un esquema general de
como ocurre este proceso. Como se puede apreciar, el acido félico (FA) es reducido a
dihidrofolato (HzF) el cual, por la accion de la dihidrofolato reductasa (DHFR) se reduce a
tetrahidrofolato (H4F) que, a su vez, al estar en contacto con la hidroximetiltransferasa
(SHMT), se convierte en metilentetrahidrofolato (5,10-CH2-H4F) el cual es el sustrato que la
timidilato sintasa (TS) convierte la desoxiuridina monofosfato (dUMP) en desoxitimidina
monofosfato (dTMP).

La dTMP es un mondmero que constituye parte del DNA, el cual, en ausencia de esta
molécula, no puede ser sintetizado correctamente, por lo cual es de vital importancia el FA
para la sintesis de DNA. Cabe mencionar que el 5,10-CHz2-H4F entra también como sustrato
en la biosintesis de las purinas, las cuales son monémeros necesarios para la construccion
del RNA.

DHFR

Fa ——= HoF / \‘" HaF Serina
rADPH MNAD B+ -

5,1 0-CHo-H,F Glicina

Al Biosintesis de
dThP purinas

\*\’Sintesis . . /
Sintesis
de DA de R,

Figura 3. Funcién del acido félico en la sintesis de acidos nucleicos.
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Por lo descrito anteriormente, se puede llegar a la conclusién de que la DHFR es la enzima
responsable de volver activa la molécula del &cido félico y que al inhibirla se ataca a las
células cancerigenas porque se ve mermada la produccion de DNA y RNA. Precisamente ese
es el mecanismo de accién que tienen los antagonistas del FA.

Para ejemplificar de una manera visual, la Figura 4 muestra cdmo actlia el metotrexato (MTX),
considerado el primer antimetabolito del &cido folico en lograr exitosamente la remision de

leucemia linfoblastica aguda en nifios [15].

Purine biosynthesls \ \

: k, RNA \'\I'q

Figura 4. Mecanismo de accion del Metotrexato. EI metotrexato (MTX) puede entrar a la célula
por un acarreador de folato (a) usando la via endocitica activada por su propio receptor (b). Al
estar adentro este puede ser poliglutamado por la folilpoliglutamato sintasa (c). Estas dos
especies pueden inhibir competitivamente la DHFR, disminuyendo asi la sintesis de TMP (e) y
la sintesis de metilentetrahidrofolato (CH2FHa4). Dicho lo anterior tanto la sintesis de RNA

como de DNA se ven disminuidas o anuladas (f).

Dado que, el metotrexato no es un farmaco citotéxico especifico para las células
cancerigenas, el uso de éste produce a nivel sistémico una gran variedad de efectos
adversos, tales como: dafo al higado (cirrosis), dafio a pulmones, ulceras estomacales, riesgo
de linfoma, dolor de pecho, problemas al respirar, dedos y/o labios azules, dolor lumbar,
nauseas, vomito, diarrea, pérdida de apetito, piel y ojos amarillos, fiebre, confusién, hormigueo
en manos, dolor de cabeza [16], pérdida de cabello [17], falla renal, hematemesis, anemia, asi

como una gran variedad de problemas cardiacos. Esto debido a que este farmaco es
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altamente toxico, con un indice terapéutico muy bajo y una respuesta terapéutica con

evidencia de toxicidad [18].

Estos efectos adversos son un reflejo de la liberacion sistémica que tiene el metotrexato en
todo el cuerpo, tanto en tableta por vida oral como en solucion inyectable intravenosa, tienden
a metabolizar y distribuir el farmaco en todas las partes, para que asi de alguna manera llegue

al sitio que se necesita.

Por otro lado, al utilizar sistemas de liberacion controlada que controlen dénde y cuando
liberar el farmaco, se podria atacar solo las células cancerigenas que se desean matar y no
afectar a las sanas, como una “bala magica” tal y como lo planteo Paul Ehrlrich hace mas de

100 afos.

3.2 Sistemas de liberacion controlada en el tratamiento contra el cancer.

Para una terapia contra el cancer efectiva, es necesario perfeccionar y desarrollar nuevas
estrategias para la liberacion efectiva de farmacos quimioterapéuticos en las células
cancerigenas. La quimioterapia convencional, da como resultado una acumulacion del
farmaco en tanto células normales como en cancerigenas, esto se debe a su inespecificidad.
La meta final en la terapia contra el cancer es reducir la toxicidad sistémica y mejorar asi la
calidad de vida del paciente [19]. Por estas razones es necesario entender a fondo como

funcionan los sistemas de liberacion.

3.2.1 Teoria de Sistemas de Liberacion.
Los avances en farmacologia y fisiologia, el nacimiento de la biofarmacia y la evolucion en el
desarrollo de la farmacocinética, han hecho que los farmacéuticos y clinicos se den cuenta
gue la velocidad de liberacion es la clave para conseguir beneficios terapéuticos con el menor
namero de efectos colaterales [20]. Es por esa razon que el desarrollo de los sistemas de
liberacion controlada ha aumentado en los ultimos 40 afios.
Los sistemas de liberacion controlada se pueden clasificar en funcion de como se regula la
liberacién del farmaco (Figura 5), estos pueden ser:

e Sistemas de liberacion de velocidad preprogramada: Este tipo de sistema fue la

primera generacion de los sistemas de liberacion controlada, los cuales fueron

desarrollados en la década de los 70°s con el propésito de prolongar la liberacién del
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farmaco cuanto mas se pudiera [20]. Esto se pudo lograr por el uso de dispersiones
polimero- farmaco, el cual por difusion, erosion o hinchamiento de la matriz podia ser
liberado [21]; por el uso de membranas poliméricas que controlaban la difusion del

farmaco; o por la combinacién de las dos técnicas anteriores [22].

e Sistemas de liberacion por activacion: Esta fue la segunda generacion de liberacion
controlada [20], la cual se diferencia de los otros sistemas ya que puede ser activada
tanto estimulos internos y externos, los cuales pueden ser:

o Fisicos: Como presion osmotica, presion hidrodindmica, presion de vapor,
fuerza mecanica, campos magnéticos, sonoforesis o iontoforesis.

o Quimicos: Como cambio de pH o iones, asi como reacciones de hidrdlisis.

o Bioquimicos: Como reacciones enzimaticas.

e Sistemas de liberacion regulados por retroalimentacion: En este grupo, la
liberacion del farmaco se da por la activacion de un agente activante, el cual puede
regular la liberacién en funcion de su concentracion.

e Sistemas de liberacion sitio dirigidos: Estos sistemas son la Gltima generaciéon y lo
gue los sobresalen del resto, es la capacidad que tienen de adherirse a un sitio
especificamente y en teoria solo liberar en ese lugar.

A B c D

Site
targeting
moiety

Energy sensor

Biochemical ":"\|hl|'|-i'|'|"" Biochemical FESPHS A

Energy sensor Energy sensor

Figura 5. Las cuatro clases de los sistemas de liberacién controlada. Sistemas de liberacion

de velocidad preprogramada (A), Sistemas de liberacion por activacion (B), Sistemas de

liberacion regulados por retroalimentacion (C) y Sistemas de liberacion sitio dirigidos (D).

Ahora,

si bien existen diversas formas para desarrollar los sistemas de liberacion, éstos tienen

gue pasar por un analisis cuantitativo riguroso para poder concluir su desempefio al momento
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de liberar farmaco, y de ahi partir para hacer modificaciones al desarrollo de sistema, o bien
para poder tener evidencia y de esta manera llevarlo a pruebas de efectividad terapéutica (in
vivo). La manera por la cual se consigue dicha evidencia es caracterizando a los sistemas con
pruebas in vitro, las cuales pueden ser tanto pruebas de disolucion como perfiles de
disolucion. Estas pruebas in vitro dan evidencia del comportamiento cinético que tiene el

sistema en cuanto a la liberacién del farmaco se refiere.
3.2.1.1 Modelos cinéticos de liberaciéon en los sistemas de liberaciéon controlada.

Existe una gran cantidad de modelos cinéticos de liberacion, los cuales pueden describir en
general la liberacion del farmaco. Estos modelos se pueden dividir en 3 categorias [23], las

cuales son:

e Métodos estadisticos: Estos métodos se basan en el analisis estadistico de los
resultados, ya sea haciendo un andlisis exploratorio de los datos y comparando las
medias y desviaciones estandar entre perfiles de liberacion, o bien haciendo un analisis
de varianza multivariada (MANOVA, por sus siglas en inglés).

e Métodos modelo dependientes: Estos métodos se basan en diferentes funciones
matematicas, las cuales pueden ser empiricas, semiempiricas o teoricas. Dichas
funciones matematicas tienen el objetivo de describir como se da la liberacion. En la
Tabla 2 se ejemplifican varios de los modelos, asi como su férmula matemética.

e Métodos modelo independientes: Esta categoria usa un enfoque mas simple, en el
cual se compara el factor de similitud (f2) entre dos perfiles de disolucion, para saber si
son semejantes entre si. Dada la ecuacion (1), si f2 tiene un valor de 50 a 100,

entonces son similares los perfiles entre si.
-0.5

n
1
»=50xLog [{{1+ (E)Z(Rt —P,)? «100] ... (1)
t=1

En donde n es el numero de tiempos de muestreo, Rt es el % disuelto promedio en el

tiempo t de la curva de referencia y Ptes el % disuelto promedio en la curva de prueba.
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Tabla 2. Métodos modelo dependientes. Adaptacion de la referencia [24].

Zero order 0.=0,+K;t

First order InQ,=h g, +Kt

Second order 0,/0.(0, — 0Kt

Hixson—Crowell Qé G Q: G = K1t

Weibull log[—In(1 —(Q,/0.N]=bxlog t —log a
Higuchi 0,=K, Vit

Baker—Lonsdale B[ —(—1Q,/0.)"°1-(0,/0.) =Kt
Korsmeyer—Peppas 0,/0.=K.1"

Quadratic 0, =100(K,r* + K,1)

Logistic 0,=A4/[1+e 5

Gompertz 0,=4¢ FW

Hopfenberg

0,/0..=1—[1—kt/Cya,)]"

3.2.2 Sistemas de liberacidn controlada activados magnéticamente.

Haciendo referencia al titulo 3.2.1, algunos sistemas pueden liberar farmacos mediante un
estimulo tanto interno como externo. Una de las variantes de esta activacion es la activacion
mediante campos magnéticos; estos sistemas tienen la cualidad no solo de ser activados
cuando existe un campo magnético, si no que a su vez pueden ser dirigidos hacia un area
especifica en el cuerpo. A esta cualidad se le puede denominar como liberacién de farmaco
direccionado magnéticamente. Para conceptualizarlo visualmente, se puede observar la

Figura 6.

Dichos sistemas son acarreadores particulados con una alta respuesta magnética, debido a
gue estan hechos de sustancias como magnetita, hierro, cobalto, niquel o aleaciones [25].
Dado el pequefio tamafio este tipo de sistemas, pueden ser inyectados al torrente sanguineo
en una forma de dispersion coloidal y dirigidos al area afectada (tumor) mediante el uso de
campos magnéticos. Asi mismo, estos sistemas tienen la ventaja de poder actuar en el
tratamiento contra el cancer de dos maneras diferentes: pueden liberar farmaco como hacer
hipertermia, esto depende del desarrollo del sistema, asi como el campo magnético alterno

gue se le aplique. Mas adelante se describira como ocurren dichos procesos.
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Frealy Circulating Drug Delivery Magnetic Targeted Drug Delivery

Figura 6. Concepto de liberacion de farmacos dirigidos magnéticamente. Adaptada de la

referencia [25]

Por otra parte, se puede mencionar que los sistemas modulados magnéticamente pueden ser
usados en otras aplicaciones, tales como diagnéstico de enfermedades y direccionamiento de

radiois6topos [26].

Cabe mencionar que los sistemas de liberacién controlada activados magnéticamente pueden
dividirse a su vez en cuatro grupos los cuales son: 1. nano particulas magnéticas, 2.
microesferas magnéticas, 3. liposomas magnéticos y 4. emulsiones magnéticas [25]. A

continuacion, solo ahondaremos en el primer grupo.
3.2.2.1 Nanoparticulas magnéticas como sistemas de liberacion controlada.

Las nanoparticulas magnéticas son materiales inorganicos y cero dimensionales (menor a 100
nm en todos los lados), las cuales exhiben propiedades intrinsecas Unicas, como una alta
magnetizacion de saturacién, biocompatibilidad y baja toxicidad, por lo cual han atraido la
atencion para hacer aplicaciones biomédicas [27]. Las aplicaciones mas significativas en las
cuales se han usado nanoparticulas magnéticas, son las relacionadas en liberacién de

farmacos e hipertermia en el tratamiento contra el cancer [28].

Las nanoparticulas magnéticas se pueden clasificar segun la naturaleza inorganica de sus
ndcleos, estos pueden ser aleaciones metalicas, asi como 6xidos metélicos. Por lo general se

utilizan los 6xidos metalicos de niquel, cobalto, hierro y manganeso, asi como mezclas de
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estos iones en aplicaciones biomédicas. Cabe aclarar que en el presente trabajo nos
enfocaremos en Oxidos de hierro dada su facil preparacion, asi como su baja toxicidad

comparada con la de otras ferritas [29].
3.2.3 Sintesis de nanoparticulas de 6xidos de hierro (IONPS) por co-precipitacion.

Existen diversas formas de sintetizar nanoparticulas de Oxidos de hierro, sin embargo, la
técnica por coprecipitacion es probablemente la ruta quimica mas simple y eficiente. Pueden
ser sintetizados Oxidos de hierro tales como magnetita (FesOa4) y maghemita (y-Fe203) por la
mezcla estequiométrica de sales férricas y ferrosas en un medio acuoso basico y no oxidante
[30]. El proceso quimico por el cual se sintetizan las nanoparticulas de magnetita se describe
en la ecuacion (2). Sin embargo, la magnetita no es muy estable debido a su gran area
superficial y reactividad, por lo cual tiende a oxidarse a maghemita en presencia de oxigeno.
Cabe afadir que la magnetita puede oxidarse también dependiendo del pH de la suspension,
ya gque bajo condiciones acidas y anaerdbicas son desprendidos iones Fe?* de la superficie de

la nanoparticula en forma de complejos hexahidratados. Esto es representado en la ecuacion

3).
Fe?* + 2Fe3t + 80H™ - Fe;0, + 4H,0 ... (2)
Fe;0, + 3H* - yFe,05 + Fe?*+ H,0 .. (3)

La principal ventaja que tiene la reaccion de coprecipitacion como método de sintesis es que
se puede sintetizar una gran cantidad de nanoparticulas, sin embargo, el control del tamafio
de particula es limitado, ya que solo factores cinéticos pueden controlar el crecimiento de los
cristales. No obstante, se pueden hacer esfuerzos en variar pardmetros como pH, fuerza
idnica, naturaleza de las sales, proporcion Fe?*/Fe®*, tiempo de nucleacion, velocidad de

agitacién y temperatura para obtener una menor dispersion de tamafio de particula[30].

Si bien las nanoparticulas se suspenden adecuadamente a un pH mayor a 9, esto no es
optimo para su uso en el cuerpo humano, ya que el pH de la sangre oscila entre los 7.35 y
7.45, por lo cual es necesaria una neutralizacion de estas nanoparticulas. Sin embargo, la
neutralizacion de la dispersion da como resultado coagulacion de las nanoparticulas[31],
haciendo agregados dificiles de separar. Por esta razdn es necesario el uso de agentes que
recubran la superficie de la magnetita haciéndola mas a fin a estar dispersa, Mas adelante se
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profundiza en la funcionalizacion y recubrimiento de las nanoparticulas de 6xidos de hierro y

las ventajas que lleva consigo esto.

3.2.4 Recubrimientos en nanoparticulas de 6xidos de hierro.

Los recubrimientos en las nanoparticulas de 6xidos de hierro (IONPs por sus siglas en inglés)

tienen diferentes propositos, los cuales pueden ser desde la estabilizacion de la dispersion

coloidal[30], pasando por la estabilizacion quimica del nucleo de la nanoparticula dada su

extrema reactividad, hasta la disminucién de la toxicidad en sistemas vivos y la posibilidad de

cargar farmacos de una manera mas eficiente [32]. Dichas aplicaciones dan pie a hacer una

clasificacion del recubrimiento en funcion del objetivo para su uso, las cuales son:

Estabilizacion de la dispersion coloidal: Es comudn utilizar agentes estabilizadores
en la sintesis de IONPs para prevenir la agregacion de estas en sistemas tanto in vitro
como in vivo. La estabilizacion de la superficie de las IONPs es lograda por el uso de
monomeros organicos, acidos como oleico (OA), laurico, lactobiotinico, dodecilfosfénico
y hexadecilfosfénico son usados para este propdésito. Ademas se pueden usar
polimeros como polietilenglicol, alcohol polivinilico, alginato, quitosan y dextranos [32].
Estabilizacion quimica de los nucleos. Dada la extrema reactividad que tienen las
IONPs por su caracter nanoparticulado, son propensas a la oxidacién por la presencia
de agua o humedad en el ambiente. Por esta razon es necesario utilizar agentes que
recubran y mantengan estables las caracteristicas Unicas de las IONPs. Estos agentes
pueden ser inorganicos como silica, oro, grafito [32], asi como polimeros, los cuales
pueden ser poli(acido metacrilato), poli(acido acrilico), polivinilpirrolidona o etilcelulosa
[30].

Disminucion de la toxicidad y mejoramiento de la carga de farmacos: Dado el
analisis exhaustivo de la toxicidad de las IONPs, se concluy6 que estas al estar con la
superficie descubierta tienden a ser mas téxicas que las que estan recubiertas[33], a su
vez el recubrimiento por polimeros hace posible la carga de una cantidad apreciable de
farmaco[34], es por estas razones que el uso de polimeros como el poli (1-4cido
lactico-co-glicolato), poli(2-dimetilamin)etil metacrilato) y poli(N-isopropilacrlamida) se

ha expandido para recubrir.
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Es importante mencionar que a este tipo de sistema nanoparticulado con un recubrimiento en
la superficie se le conoce en el ambito cientifico como sistemas de carcaza sobre el ndcleo o

sistemas core-shell.
3.3 Impronta molecular con enfoque a la liberacion de farmacos.

Un enfoque diferente para el recubrimiento de las IONPs es el uso de polimeros con afinidad
preferente a un farmaco, a este tipo de polimeros y por su método de sintesis se les reconoce
como polimeros de impronta molecular, los cuales tienen la funcion de tanto proteger los
nucleos de las IONPs asi como el de ser la superficie especifica que alberga al farmaco en un
sistema de liberacion. Lin, L. et al describen a las nanoparticulas magnéticas recubiertas con
polimeros de impronta como “los mas prometedores candidatos para aplicaciones como,
sistemas de liberacién” [35] por lo cual en el presente trabajo se ahondara en la sintesis y uso
de estos polimeros inteligentes como potencial recubrimiento para mejorar el sistema de

liberacidon de farmaco activado por campos magnéticos alternos.

Los polimeros de impronta molecular (MIP) son polimeros que han sido sintetizados usando la
técnica de impronta molecular la cual deja cavidades especificas en la matriz del polimero con
afinidad a la molécula “molde” usada, tanto en geometria como en interacciones especificas.
Una manera simple de ver como se da este proceso se aprecia en la figura 7, la cual describe
de manera general los pasos que se siguen para obtener MIPs.

p

Procesode A
autoensamblado Remocion de ™ sitiode
- W ycuradodel |2 molecula - s re-enlace

polimero molde

complejo monomero-molde —l —_—> \ =y’
RU <
\/w

Figura 7. Proceso general de sintesis de MIP. Imagen adaptada de la referencia [36]

o’

entrecruzador monomeros

Basicamente el proceso se da en 3 etapas las cuales son la interaccion y union por fuerzas

electrostaticas de los mondémeros funcionales, entrecruzador y molécula molde,
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posteriormente se da la etapa de polimerizacion seguida de una remocién de la molécula
molde, dejando un polimero con sitios de unién preferentes a dicha molécula. La afinidad
entre el molde y los mondmeros funcionales debe ser o mas fuerte posible para permitir una
unién fuerte entre el polimero y la molécula, pero también debe ser reversible esta union. Asi
mismo, el polimero necesita ser poroso para permitir tanto la remocion del molde como su re-
enlazamiento, por lo cual es normal utilizar un disolvente porogénico para incrementar dicha
porosidad [36].

Existen diversos enfoques al momento de sintetizar un MIP, los cuales pueden ser por
enfoque covalente, semi-covalente y no covalente [37]. Sin embargo, para fines de este

trabajo nos enfocaremos en este ultimo.
3.3.1 Enfoque no covalente para la sintesis de MIP.

Este método, también conocido como enfoque de auto ensamble, esta inspirado por las
interacciones no covalentes que juegan un rol clave en los procesos de reconocimiento
molecular. Este enfoque es aceptado como el mas exitoso y cominmente usado en la sintesis
de MIP. ElI complejo de prepolimerizacién entre la molécula molde y los mondmeros
funcionales es estabilizado por las interacciones débiles, incluyendo las interacciones
electrostéticas, dipolo, dispersiones de London y puentes de hidrogeno, las cuales también
gobiernan los procesos de re-enlace. En general, una mayor relacion estequimétrica de
monomero funcional con respecto al molde (relacion molar 4:1 o mayor) debe ser agregado
para desplazar el equilibrio de formacién del complejo. Por otro lado, el uso de monémeros
funcionales con grupos amida, carboxilatos, fosfonatos y fosfatos son ampliamente usados en

este enfoque[38].
3.3.2 Componentes de los MIP y Factores que influencian la polimerizacién

Para sintetizar un MIP es necesario el uso de una molécula molde, mondmeros funcionales,
mondmeros estructurales o entrecruzadors, un iniciador, asi como un disolvente, en este

apartado se describira la funcién que tiene cada componente para el MIP.

3.3.2.1 Molécula molde.
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Este componente juega un rol importante en la impronta ya que es la responsable de
interaccionar con los monoémeros funcionales para poder hacer las cavidades especificas en el
MIP. Por esta razon la molécula debe ser estable en condiciones de polimerizacion
radicalaria, no debe tener grupos polimerizables, asi como debe ser fotoestable
preferentemente, estable en temperaturas moderadas de polimerizacion y debe ser soluble en
la mezcla de prepolimerizacion[38].

3.3.2.2 Monbémero Funcional.

Este componente provee grupos funcionales, los cuales son responsables de las
interacciones de unién con el molde. A mayor fuerza en la interaccion monémero-molde mejor
serd la impronta. Por lo general al disefiar un MIP se hace un enfoque genérico, en el cual se
utilizan monémeros funcionales que sean complementarios con los grupos funcionales del
molde[38].

3.3.2.3 Monbmero estructural o entrecruzador.

Este componente estabiliza las cavidades y mantiene los grupos funcionales en su lugar. El
tipo de mondmero, asi como la cantidad, influencia la morfologia y la estabilidad mecénica de
la red polimérica. Una relacion molar alta entrecruzador/monémero funcional da como
resultado un material mas rigido con menor capacidad de hinchamiento, por lo general se

utiliza una relacion molar de 4:1 de entrecruzador con relacion de mondémero funcional[38].
3.3.2.4 Disolvente.

El disolvente juega un rol importante durante el proceso ya que sirve para juntar todos los
componentes de la polimerizacién, asi como agente porogénico, el cual hara un polimero
macroporoso. En la impronta con enfoque no covalente, el disolvente influye en la estabilidad
del complejo monémero-molde. Algunas caracteristicas del disolvente como polaridad,
constante dieléctrica y protonacion pueden afectar de una manera importante en la impronta,
por lo cual si la unién de este complejo es por puentes de hidrogeno es conveniente utilizar
disolventes aproticos y no polares como tolueno o cloroformo, por otro lado, si la unién del
complejo se da por interacciones hidrofébicas es conveniente utilizar disolventes polares.

También es importante mencionar que los MIPs preparados en disolventes organicos
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presentan un pobre rendimiento en medios acuosos, el rendimiento del re-enlace es

generalmente mejor en el mismo disolvente que fue usado para la polimerizacion[38].
3.3.2.5 Iniciador.

La mayoria de los MIP sintetizados usan la polimerizacion por radicales libres (FRP), la cual
puede ser llevada a cabo térmicamente o fotoquimica mente. Este proceso consta de tres
etapas: iniciacion, propagacion y terminacion. El primer paso es generar radicales libres
mediante la descomposicion de un iniciador, si se aumenta la concentracion del iniciador se
pueden obtener mayores velocidades de polimerizacion, pero menores pesos moleculares de
polimero. Los iniciadores mas usados en la FRP son los compuestos azo, peroxo, redox o
fotoiniciadores. El iniciador que es mas ampliamente usado es el 2.2 -azobis(isobutironitrilo)
(AIBN) el cual puede empezar la iniciaciébn a temperaturas de 60°C[38] y por lo general se

agrega 1% m/m de AIBN con respecto al peso del monémero[39].
3.4 Magnetismo y caracterizacion de materiales magnéticos nanoparticulados.

Dada la importancia que tiene los éxidos de hierro en el nucleo de los sistemas de liberacion
activados por campo magnético, es importante mencionar como estan conformados
guimicamente estos y cOmo es que se relacionan con los campos magnéticos por lo cual se

dara un breve repaso de como funcionan los materiales magnéticos y el magnetismo.
3.4.1 Magnetismo y materiales magnéticos

El magnetismo es un fenémeno fisico que ha fascinado a la gente desde hace mas de 2500
afios. La primera descripcion de este fendmeno fue dada por Tales de Mileto cuando observé
gue un mineral negro atraia piezas de hierro, dicho material no era sino la ya tan mencionada
magnetita, sin embargo, el verdadero responsable de este fendmeno es el campo magnético.
El campo magnético es el resultado del movimiento de una particula cargada, las mas
representativas son los electrones, los cuales pueden generar un campo magnético al viajar
por un circuito eléctrico, al viajar por los orbitales atbmicos en la materia o bien al rotar sobre
su propio eje (spin) [40], estos dos ultimos fendmenos son inherentes a la materia y la

contribucion de ambos se le conoce como momento magnético.
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Esto puede ser sorprendente para algunos, pero toda la materia es magnética, sin embargo,
existen materiales mucho mas magnéticos que otros. La principal diferencia es que en
algunos materiales no existe una interaccion colectiva de los momentos magnéticos atomicos
gue los componen, mientras que en otros materiales existe una interaccion colectiva muy

fuerte entre los momentos magnéticos atomicos.

Dado al diverso acomodo que tienen los atomos y sus respectivos electrones en los diferentes
materiales, es de esperarse que éstos se comporten magnéticamente diferente, por lo cual, la
mejor manera de introducir los diferentes tipos de magnetismo en los materiales es

describiendo como estos materiales responden a un campo magnético[41].

Por la razén anterior, el comportamiento magnético de los materiales puede ser clasificado

siguiendo 5 grupos principales, los cuales son:

1. Diamagnético. Se le denomina asi, cuando el material tiene un comportamiento no
cooperativo de los electrones orbitando cuando es expuesto por un campo magnético.
Estos materiales estdn compuestos por atomos que no tienen un momento magnético
neto (por ejemplo, cuando todos los orbitales estan llenos y no hay electrones
desapareados), sin embargo, cuando se exponen a un campo magnético, el
diamagnético es repelido por el campo, esto se debe a que se forma momentos
magnéticos inducidos que se contraponen al vector del campo magnetico. Cabe
mencionar que esta repulsion es de un orden débil.

2. Paramagnético. Esta clase de material tiene algunos &atomos con momentos
magnéticos netos debido a electrones desapareados y orbitales parcialmente llenos.
Cuando se expone un material paramagnético a un campo magnético, este ordenara
sus momentos magnéticos en direccién del campo. Cabe mencionar que los materiales
paramagnéticos son se ven atraidos al campo, pero de una manera débil. Algunos
ejemplos de materiales paramagnéticos son el aluminio y el sulfato cuprico.

3. Ferromagnético. Cuando uno piensa en materiales magnéticos, probablemente se
piense en hierro, niquel o magnetita. A diferencia de los paramagnéticos, los momentos
magnéticos de estos materiales exhiben interacciones muy fuertes. Los momentos
magneéticos se ordenan paralelo a la direccion del campo y se quedan de esta manera

inclusive cuando se quita el campo magnético.
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4. Ferrimagnético. En los compuestos i6nicos como los oxidos, pueden ocurrir formas
mas complejas de ordenamiento magnético como resultado de la estructura cristalina
del material. Uno de estos es el ferrimagnetismo, en el cual algunos momentos
magneéticos del material se alinean en direccidén del campo y otros se ordenan en forma
antiparalela, dando por resultado un momento magnético neto que varia en funcion de
la estructura y cantidad de los componentes.

5. Antiferromagnético. Los antiferromagnéticos son aquellos en los que algunos
momentos magnéticos del material se alinean en direccidon del campo y otros se
ordenan en forma antiparalela, con la diferencia de que aqui estos ordenamientos

magnéticos dan un momento magnético igual a cero.

En resumen, la figura 8 muestra como los momentos magnéticos se alinean o forman en

presencia y ausencia de un campo magnético.
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Diamagnetic Paramagnetic Ferromagnetic Ferrimagnetic Antiferromagnetic

Figura 8. llustracion de las diferentes clases de materiales magnéticos. Tomada de la

referencia[42]

Cabe anadir que en el presente trabajo se hablara del superparamagnetismo, el cual es un
caso especial de los materiales ferromagnéticos y se agregara a la lista de los materiales

magneéticos por cuestiones de practicidad.

6. Superparamagnetismo. Existen otros tipos de materiales magnéticos mas complejos
como por ejemplo, los superparamagnéticos, dichos materiales tienen analogia con los
materiales paramagnéticos, pero difieren en que el momento magnético es mucho
mayor y al igual que las paramagnéticas cuando el campo magnético es eliminado, las
particulas entre si no tienen ninguna interaccion[43]. Este tipo de material se puede
encontrar en las IONPs y es por su caracteristica superparamagnética que se utilizan
las IONPs en aplicaciones biomédicas, ya que, al no presentar un momento magnético

neto al quitar el campo magnético externo, estas no se agregan.

Pagina 28 de 98



Como se dijo anteriormente, los materiales se pueden caracterizar magnéticamente al
observar su comportamiento en presencia de un campo magnético, por lo cual si se observa
la figura 9 se puede notar como se varian estos comportamientos al graficar la magnetizacion

del material vs el campo magnético ejercido a la muestra.
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.5 \IVIr Ferromagnetic

E N Superparamagnetic
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% Diamagnetic

=

!

<— Field —>

Figura 9. Caracterizacion magnética de diversos materiales, figura tomada de la referencia
[42]

Los oOxidos de hierro tienen la cualidad de comportarse como ferromagnéticos, los cuales
tienen diversas propiedades que las otras clasificaciones no poseen, estas cualidades son: la
magnetizacion residual al dejar de aplicar un campo magnético (Mr); la coercitividad (Hc) que
es el campo que se tiene que aplicar para anular la Mr y la curva de histéresis, la cual sucede
porque el material ya no tiene la misma configuracién de los dominios magnéticos después de

aplicado el campo (provee memoria al material)

Sin embargo, los 6xidos de hierro también se pueden comportar como superparamagnéticos
si se le disminuye lo suficiente el tamafio al cristal. Esto sucede porque al reducir el tamafio de
la particula los dominios tenderan a quedarse en particulas individuales, por ende, la particula
tendera a contener un solo dominio y al ser expuestos a un campo magnético podran las
particulas rotar y alinearse en direccion del campo, cosa que es mas complicada si los

dominios estan juntos en una sola particula (ferromagnética) ya que presentan coercitividad.
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3.4.2 Caracterizacién de materiales magnéticos nanoparticulados.

Las propiedades magnéticas de las nanoparticulas dependen de; su estructura fisica, como
son el tamafio y la forma de estas; su estructura quimica, como son la fase de la que se
compone el material; asi también como su polidispercion de tamafo, carga y naturaleza del
recubrimiento. Por lo tanto, existen diversas técnicas para caracterizar los materiales
magneéticos nanoparticulados, sin embargo, los mas usados son la microscopia electronica de
transmision (TEM), la microscopia electronica de barrido (SEM), la espectroscopia de rayos X
de energia dispersiva (EDS), la difraccién de rayo X de polvos (XRD), la espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) y las magnetometrias. Dichas técnicas se
abordaran a detalle junto con otras mas en la parte de “Sintesis y Caracterizacion de IONPs-

MIP como sistemas de liberacién de farmaco”.
3.5 Campos magnéticos alternos.

El campo magnético es un fenébmeno que ocurre cuando existen electrones en movimiento ya
sea tanto en un conductor como en los orbitales atobmicos de un material. En esta ocasion nos
enfocaremos en el primer fendmeno para poder explicar la generacion de campos magnéticos

alternos.

Para empezar, es necesario decir que una carga en movimiento genera un campo magnético
(B) en el espacio circundante a la particula (ademas de generar su campo eléctrico E). Este

campo magnético sigue la regla de la mano derecha, la cual se describe en la figura 10.

Figura 10. Regla de la mano derecha. Para determinar lineas de campo en un conductor recto

con una corriente (a) y para determinar lineas de campo para un solenoide (b)
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Cabe mencionar que al enrollar un alambre sobre un cilindro se forma un solenoide o bobina,
el cual tiene aplicaciones importantes por ejemplo para generar electroimanes con potentes
campos magnéticos. La razon por la cual se utilizan este tipo de bobinas en vez de solo el
cable conductor recto es porque el campo generado por la bobina aumenta proporcionalmente
con el numero de vueltas, haciendo alcanzable grandes campos magnéticos sin grandes

intensidades de corriente.

Figura 11. Lineas de campo magnético en un solenoide por el que pasa una corriente |

Es interesante observar que dada la estructura de la bobina en la figura 11 las lineas de
campo que genera dicho dispositivo convergen en mayor medida al centro de la bobina que
fuera de ella, por lo cual se puede concluir que la mayor intensidad de campo magnético se
encuentra en el centro de la bobina y por ende se puede describir este fenbmeno por la
ecuacion (4).

Bmax = Mg—i\l” (4
En donde Bmax €s el campo magnético maximo generado en el centro, u, es la permeabilidad
magnética del vacio (u, = 4w x10"’NA~2), N es el nimero de vueltas de la bobina, | es la
intensidad de corriente y a es el radio interno de la bobina. Sin embargo, se debe tener en
cuenta que la longitud de la bobina, asi como el devanado de las espiras que esta tiene, y que
afecta la uniformidad del campo generado, por lo cual en la ecuacién (5) se hacen las
correcciones pertinentes, en donde las componentes siguen siendo las mismas y solo [
corresponde a la longitud del solenoide, cabe aclarar que esta ecuaciébn es mas precisa

cuando el solenoide tiene mas longitud que diametro de espiras [44].
N
B =y, TI = yonl ...(5)
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Ahora si bien ya conocemos como funciona un solenoide para generar un campo magnético
de corriente directa, debemos de tomar unos principios y fundamentos de los circuitos de

corriente alterna para saber cdmo es que se generan los campos magnéticos alternos.
3.5.1 Principios de Circuitos de Corriente alterna

Los circuitos de corriente alterna (termino abreviado como CA) se usan en los sistemas de
distribucién de energia eléctrica, en la radio, en la television y en otros dispositivos de
comunicacién, asi como en una amplia variedad de motores eléctricos. El calificativo de
“alterna” significa que la corriente cambia de direccion, alternando periédicamente de una
direccién a la otra. Por lo general trabajamos con corrientes que varian de forma senoidal [45],
sin embargo, existen corrientes alternas con formas mas complejas como la cuadrada o
triangular. El circuito de corriente alterna tienen 4 componentes béasicos los cuales son: un
alternador o generador, un componente resistivo, un componente inductivo y un componente

capacitivo, los cuales veremos a mayor detalle.
3.5.1.1 Generador de corriente alterna o alternador.

Para suministrar corriente alterna a un circuito se requiere una fuente de voltaje alterno. La
corriente alterna puede ser generada por un motor eléctrico con la configuracion de sus
escobillones en corriente alterna, lo cual hace que por cada vuelta que dé el rotor, el
generador producira una fuerza electromotriz en un sentido a la mitad del giro del rotor y al
otro sentido en la otra mitad. Dicho fenémeno sigue el principio de la induccion

electromagnética y la ley de Faraday.

Asi mismo la generacion de una corriente alterna puede ser conseguida a través de un
generador de funcién de onda, sin embargo, dicho equipo tiene un funcionamiento mas
complejo y tiene también una potencia menor. Para ejemplificar graficamente como varia el
voltaje en funcion del tiempo, se puede observar la Figura 12, asi como el simbolo con el que

se ejemplifica el generador en un circuito.

Las ecuaciones que describen el voltaje y la corriente instantanea de un generador son la

ecuacion 6 y 7 respectivamente.

v =Vcos wt =V cos(2nft) ...(6)
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i = Icos wt = I cos(2nft) ...(7)

Donde v es el voltaje instantaneo, i la corriente instantanea, V la amplitud del voltaje (voltaje
maximo), I la amplitud de la corriente (corriente maxima), « la frecuencia angular, f

revoluciones por segundo y t el tiempo transcurrido.

Voltaje Voltaje igual Voltaje

p-;hi[j‘.'l.‘l. a Cero. JIL‘ng[j‘.'il.

g

Figura 12. Variacién de voltaje en funcion del tiempo dado por un generador de corriente

alterna

3.5.1.2 Componente Resistivo

Un resistor R en un circuito de CA mantiene su resistencia tanto en una como en otra
direccién, sin importar la variacion de la frecuencia, haciendo que el voltaje en el resistor sea

por ley de Ohm:
vg = iR = IR cos wt = Vi cos wt ... (8)

Dicho componente deja que tanto i como vi sean proporcionales a cos wt, asi la corriente

esta en fase con el voltaje tal y como se muestra en la Figura 13.
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i = fcoswr
I
vp = IRcoswt = Vpcoswrt
L?
--".1 R
_‘-: F
i o \
3 La corriente esta en _fase

Las amplitudes estdn con el voltaje: crestas y

en la misma relacién valles se presentan juntos.

que para un circuito de
cd: Vi IR.

Figura 13. Graficade i y v a lo largo del tiempo.

3.5.1.3 Componente Inductivo.

Si sustituimos el resistor de la Figura 13 por un inductor con una autoinductancia (L) y
suponiendo que la corriente atraviesa este inductor, observamos que el voltaje que hay entre
las dos terminales del inductor (v;) se adelanta un cuarto de ciclo (90°) con respecto de la
corriente tal y como se ve en la Figura 14. Dicho fenbmeno ocurre ya que, al variar la corriente
con respecto al tiempo, el inductor produce una fuerza electromotriz auto inducida,
contribuyendo con el voltaje del circuito, haciendo que el voltaje se adelante respecto a la

corriente. De esta manera vy, puede describirse como:
v, = lwLcos(wt +90° ) ... (9)

De esta manera, el voltaje puede verse como una funcién coseno con una ventaja de 90° con

respecto a la corriente.

i = Icos wi

vy = lwlcos (wt + 907)

N 2T\
<\

rad = 90~

-

1
aT.

oy
La curva del voltaje adelanta a la de la corriente por un
cuarto de ciclo (correspondiente a o» 2 rad 907).

Figura 14. Graficade i y v, a lo largo del tiempo
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Es importante mencionar que en genera se describe la fase del voltaje con respecto a la
corriente y no al revés, porque asi, si la corriente en un circuito es como la de la ecuacion (7)

entonces el voltaje instantaneo v se puede describir como:
v=Vcos(wt+ ®)..(9)

Donde @ es el angulo de fase, el cual indica la fase del voltaje en relacion con la corriente.

Asi bien para un resistor ® =0, para un inductor es ®=90° y para un capacitor es ®=-90°.

Por otro lado, tomando la ecuacion 9, podemos decir que la amplitud del voltaje del inductor

VL esigual a:
V, = lwl ... (10)

A su vez la reactancia inductiva para un inductor se define como:
X, = wL...(11)

Por lo tanto, al sustituir los términos de la ecuacion 11 en la ecuacion 10 da por resultado que

VL esigual a:
v, =1X,,...(12)

Dicha ecuacién, nos hace entender que el voltaje en un inductor se comporta similar al de un
resistor, siendo la XL la razén entre un voltaje y una corriente, teniendo unidades iguales a las

de resistencia (ohm). Sin embargo, XL es dependiente de la frecuenciay R no lo es.

Interesantemente podemos observar que XL es proporcional a la frecuencia, por ende, si el
voltaje se mantiene constante y se aumenta la frecuencia, la reactancia aumentara y la
intensidad corriente | disminuira. Por lo tanto, los inductores a frecuencias altas obstruyen el
paso de corriente (filtro de paso bajo). En general, cuanto mas baja sea la frecuencia de un
voltaje oscilante aplicado entre las terminales de un inductor, mayor sera la amplitud de la

corriente oscilante que resulta.

Pagina 35 de 98



3.5.1.4 Componente Capacitivo.

Por ultimo, si conectamos un capacitor con capacitancia C en un circuito CA, se produce una
corriente i, descrita en la ecuacion (7), a través del capacitor*. Posteriormente, en el
componente se produce un voltaje instantaneo v, descrito matematicamente en la ecuacion
13 y graficamente en la Figura 15.

LU
i = Icoswt

I
UC——CG‘s wr—QD

DT

.‘-rl—?‘i
L T _
= T, 2 rad 00
La curva dul voltaje se refrasa con respecto

a la curva de corriente por un cuarto de ciclo
(correspondiente a ¢ = 72 rad = 90°).

Figura 15. Gréfica de i y v, alo largo del tiempo
_! t—90° 13
v, = C cos(w ) .- (13)

Al observar la Figura 15 se puede notar que el voltaje y la corriente del capacitor estan fuera
de fase ya que el voltaje va con un retraso de 90° con respecto a la corriente, esto se debe a

gue el capacitor primero tiene que cargarse para generar un voltaje.

Po otro lado si tomamos la amplitud del voltaje del capacitor de la ecuacion 13, podemos
escribir una expresién en forma similar al de un resistor:

I
Ve=—=1Xc ... (14)
wC

* En un capacitor no se puede desplazar una carga en realidad, ya que las dos placas del capacitor estan aisladas una de la
otra, sin embargo, en un circuito de corriente alterna, conforme el capacitor se carga y se descarga, en cada instante hay
una corriente i que entra en una placa y otra igual que sale de la otra placa produciendo asi una corriente de
desplazamiento igual entre las placas, exactamente igual que si la carga se desplazara a través del capacitor.
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Dicha ecuacion nos da la reactancia capacitiva XC y a diferencia de la reactancia inductiva,
esta es inversamente proporcional tanto a su capacitancia como a la frecuencia, por lo que a
medida que aumentan estas dos variables, el capacitor dejara pasar mayor corriente. Dicha

cualidad se utiliza como filtros de paso alto

3.5.1.5 Circuitos R-L-C en serie y su aplicacion en el desarrollo de un equipo generador de

campos magnéticos alternos.

La manera mas facil de desarrollar un equipo generador de campos magnéticos alternos que
puede producir un calentamiento magnético en las IONPs es mediante el uso de circuitos en
serie RLC. Por lo tanto, es necesario entender cémo funciona el conjunto de componentes

resistivos (R), inductivos (L) y capacitivos (C) en un circuito serie.

Para empezar y siguiendo lo ya antes descrito, sabemos que los componentes inductivos y
capacitivos presentan una oposicion al paso de corriente alterna segun sea la frecuencia de
esta. Por otro lado, los componentes resistivos presentan una oposicién independiente de la
frecuencia. Por lo tanto, a la oposicion a la corriente eléctrica alterna de estos tres
componentes se le conoce como impedancia. Describiéndolo segun la ley de Ohm la ecuacion

para la impedancia seria:
%4
Z = T (15)

Por otro lado, la contribucién de cada componente (inductivo y capacitivo) determinan el
angulo de fase que el voltaje tendra en el circuito. Por ejemplo, si existe una contribucion
mayor del componente capacitivo que del inductivo, el voltaje del circuito tendera a atrasarse
con respecto a la corriente. El ejemplo contrario seria si existe una mayor contribucién del
componente inductivo que del capacitivo, por lo cual el voltaje del circuito tendera a
adelantarse con respecto a la corriente. Se puede determinar el angulo de fase que tendra un

circuito siguiendo la siguiente ecuacion:

ol — L

tan ® = T‘“C . (16)

Asi bien para un circuito en serie RLC podemos reestructurar la ecuacion 15 mediante un

analisis de los diagramas de fasores para determinar que:
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V =1R?+ (X, — Xc)?...(17)

Z=+R?2+ (X, —X)?..(18)

Donde V es la amplitud del voltaje, | es la amplitud de la corriente, Z es la impedancia, R es la

resistencia del circuito, XL es la reactancia inductiva y Xc es la reactancia capacitiva.

Observando la ecuacion 18 podemos percatarnos que si las reactancias son iguales la Unica
contribucion que tiene la impedancia es la resistencia que tiene el circuito, por lo tanto, cuando
se cumple esa condicién la | es maxima. Para que XL y Xc sean iguales se deben de
intersectar sus funciones dependientes de frecuencia en un punto, tal y como se observa en la

Figura 16. A dicho punto de interseccion en el eje de las ordenadas se le conoce como

\XJC' Xf.
R

frecuencia de resonancia o (f,)

R.X

[

0

Figura 16. Funciones dependientes de la frecuencia (XL y XC) y funcién independiente de la

frecuencia (R).

Se puede determinar la frecuencia de resonancia de un circuito RLC mediante la siguiente

ecuacion:

fo . (19)

- 2nVIC

Las implicaciones que tiene la igualacion de las reactancias son de manera practica que: (1) la
corriente que pasa por el circuito (y por ende en la bobina) es maxima y (2) el voltaje y la
corriente del circuito estan en fase, por lo que se tiene la maxima potencia eléctrica en el

circuito.
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3.5.2 Circuito Oscilador de Mazzilli o ZVS driver.

Otra manera de generar campos magnéticos alternos para calentamiento por induccion
magnética, es mediante el uso de equipos y circuitos que se venden comercialmente. Uno de
estos circuitos es el circuito interruptor de voltaje cero o ZVS driver, el cual es una variacion
del circuito oscilador de Mazzilli que es usado para generar altos voltajes en tubos de rayos

catédicos (componentes usados para encender las televisiones y monitores antiguos).

A continuacion, en la Figura 17 se puede observar dicha modificacion, ya que la bobina L3 no
estad acoplada en un transformador con nucleo de hierro, sino que es solo una bobina con
nucleo de aire. Es importante notar que dicho circuito consta de componentes mas complejos
gue los que ya se habian mencionado, asi que se tratara el funcionamiento de dicho circuito a

continuacion.

S1 208 P~ VD4 Lz Lt
B2 L~ luFa007
1F:1'A 1 |+
470R Mgy vDz _IRFZ44
10k 12V ||__,_ y
Bat1 —
L n C1 L3
— [ T2
— = —
_|—_12 . R3 W, VD3 L' =
L R4 LITO0K 12v IRFZ44
—| | | i
470R
P~ VD1
L lura007

Figura 17. Circuito modificado del oscilador de Mazzilli o ZVS driver para calentamiento por

inducciéon

Como se puede apreciar en la Figura 17 este circuito es alimentado por una bateria o fuente
de corriente directa, en este ejemplo se muestra que el voltaje es de 12-18V, sin embargo,
dependiendo de la potencia del equipo el voltaje de entrada puede ser mas alto (40-60V).
Cuando el circuito es cerrado por el interruptor S1, la corriente pasa a través de R2 hasta
llegar al MOSFET IRFZ44 que se denomina como T1, dicho MOSFET es activado por su

compuerta dejando que un flujo de electrones vaya de la tierra al capacitor C1, cargando
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dicho componente hasta su maxima capacidad y dejando cerrada la compuerta del transistor
T1.

Al estar cargado el capacitor C1 este se empezara a descargar y perder su energia eléctrica a
medida que la bobina empieza a generar un campo magnético y adquirir esta energia, cuando
la bobina genere su maximo campo magnético regresara la corriente cedida por el capacitor

per en sentido opuesto.

Dicho fenbmeno se le conoce como resonancia del tanque L-C, asi bien esto continuaria
ciclicamente hasta que la energia fuera disipada por la resistencia intrinseca del material, sin
embargo, a medida que se disipa la energia por motivo del material, tanto T2 como T1
mantienen esta oscilacion a razén de la frecuencia de resonancia, abriendo y cerrando sus
compuertas al paso de electrones alternadamente. Una manera animada de ver esto se

describe en este link: https://www.youtube.com/watch?v=00Ng3DxXE2w.
3.6 Calentamiento magnético e hipertermia

Las IONPs, por su caracter superparamagnético, tienen la cualidad de orientar su momento
magneético en solo dos orientaciones antiparalelas estables energéticamente, a este tipo de
orientaciones se les denomina “eje facil” ya que son las direcciones en donde se minimiza la
energia magnética. Al tiempo que se tarda en hacer dos cambios de orientacion del momento
magnético a la nanoparticula se le conoce como tiempo de relajacion de Neel (tn). Asi mismo,
si la nanoparticula se dispersa en un medio liquido tendera a rotar y al tiempo que se tarde en

hacerlo se le conoce como tiempo de relajacion browniano (ts) [30].

Debido a los tiempos de relajacion las IONPs tienen la capacidad de calentarse en presencia
de un campo magnético alterno, ya que, dentro del campo magnético alterno, los momentos
magnéticos de las nanoparticulas se tratan de alinearse en direccion del campo y las
nanoparticulas empiezan a rotar en el medio de dispersion, forzando a disminuir los tiempos
de relajacion de Neel y Brown respectivamente, haciendo que la nanoparticula y el medio

circundante se caliente [42]

3.7 Sintesis y Caracterizacién de IONPs-MIP como sistemas de liberacién de farmaco
3.7.1 Sintesis de IONPs-MIP
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La sintesis de IONPs-MIP puede ser resumida en dos etapas:

La primera etapa es la formacion de los nucleos de 6xidos de hierro, la cual es comunmente
realizada por descomposicion termal de sales férricas [46],[47],[48] seguida de una opcional
modificacién superficial de la nanoparticula con SiO2 [49]. También pueden sintetizarse los
nucleos por co-precipitacion basica de las sales férricas y ferrosas [50] con una opcional
modificacion superficial con SiOz [51], [52] o acido oleico [53, 54]. Por ultimo, también pueden
ser compradas a un proveedor[55]. Cabe destacar que los nucleos de 6xido de hierro hechos
por la sintesis por co-precipitacion alcalina son el Unico tipo de nanoparticulas magnéticas

aprobadas para uso clinico por la U.S. FDA[56]

La segunda etapa es el recubrimiento de los nucleos, derivado de la investigacion
bibliografica, dicho recubrimiento puede hacerse mediante 3 enfoques diferentes, los cuales

se citan a continuacion:
3.7.1.1 Polimerizacion de precipitacion

La polimerizacion de precipitacion, también llamada polimerizacion en solucién no homogénea
se realiza mediante la disolucion del monémero funcional, el entrecruzador y el iniciador en el
disolvente. Posteriormente a medida que se da la polimerizacién, el MIP producido no es
soluble en dicho solvente y precipita. Dicho método tiene la ventaja de dar grandes

rendimientos con una distribucion de particula bastante estrecha.

Este método es, a pesar de ser tradicional, se mantiene como el método cominmente mas
usado debido a sus tantas caracteristicas como su simple proceso de preparacion, tamafio de
particula facilmente controlable, alto rendimiento y poca adsorcidon no especifica. No obstante,
la desventaja que tiene este método es la necesidad de usar grandes cantidades de
porégeno, (aproximadamente el 95% del volumen total) causando contaminacion al medio

ambiente e incrementando el costo[57].
3.7.1.2 Polimerizacion en emulsion

Para este proceso tanto la molécula molde y el entrecruzador son solubilizados en disolventes
organicos, después la solucibn organica es agregada al agua con un emulsificante,

posteriormente son estas soluciones son totalmente mezcladas con el iniciador para obtener
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una emulsion que polimerizara. Finalmente se obtienen polimeros esféricos con tamafio

uniforme[57].
3.7.1.3 Copolimerizacion por injertacion

Esta técnica es ampliamente aplicada en el campo de la impronta superficial. La tecnologia de
injertacién puede ser realizada a través de dos variantes que son: “Injertacién a” e “injertacion
de’.

El método de ‘“injertacion a” es un tipo de reaccidon covalente entre diferentes grupos
funcionales de los nucleos y las ramificaciones del polimero injertado, asi las ramificaciones

del polimero quedan injertadas sobre los nucleos, produciendo nucleos funcionales.

El método de “injerto” incluye una reaccion de iniciacion, donde los grupos funcionales de la
superficie del nucleo inician polimerizacion de los mondémeros funcionales. Al comparar dichas
variantes el método de” injerto” produce recubrimientos de mayor densidad y mejor control en

el tamafio de las particulas fabricadas[57].

Es importante mencionar que el fundamento de la sintesis de IONPs-MIP reside en las
técnicas basicas que componen sus materiales de partida, esto quiere decir que para
entender como hacer IONPs-MIP se debe de saber cdmo hacer IONPs y MIPs por separado.
Dichos fundamentos de la sintesis de los reactivos de la sintesis de las IONPs-MIP fueron
descritos en secciones anteriores, por lo cual es necesario repasar la seccion 3.2.3 y la
seccion 3.3.

3.7.2 Caracterizacion de IONPs-MIP

A continuacion, se enlistan las diferentes técnicas que se utilizan para caracterizar las IONPs-

MIP, con su respectivo fundamento de la técnica.
3.7.2.1 Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR)

La espectroscopia de infrarrojo se basa en la absorcion de la energia electromagnética en la
region del infrarrojo por los enlaces de una molécula. Dicha region del infrarrojo tiene un
intervalo de longitud de onda que va desde los 7.8X10"m hasta unos 10“m, sin embargo, el

intervalo Gtil va de 2.5X10° m hasta 2.5X10° m en la espectroscopia de infrarrojo. Dicho
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intervalo se puede expresar como su nimero de onda el cual es de 4000cm™ a 400cm™ y es

generalmente el mas usado al graficar espectros de infrarrojo.

Dado a que todas las moléculas tienen cierta cantidad de energia distribuida en su estructura (
la cual hace que los &tomos oscilen y los enlaces se estiren, contraigan y presenten otras
vibraciones moleculares), y a que la energia de las moléculas es cuantizada (y por
consecuencia que los movimientos vibratorios solo se puedan hacer a ciertas frecuencias) se
sabe que cuando una molécula es irradiada con radiacion electromagnética, esta absorbe
radiacion cuando su frecuencia coincide con la del movimiento vibratorio del enlace en la

molécula.

Una ventaja que tiene la espectroscopia de infrarroja es que la mayor parte de los grupos
funcionales tienen bandas caracteristicas de absorcidén infrarroja que no cambian de un
compuesto a otro, por lo que no se necesita interpretar los espectros por completo para

obtener informacién sobre su estructura [58]
3.7.2.2 Difraccién de Rayos X de polvos (XRD)

Los rayos X son una radiacidon electromagnética que se encuentra entre el ultravioleta y los
rayos gamma. La region de longitud de onda de los rayos X es considerada de entre 0.01 y
100 A (1 A esigual a 1 x 10-10m).

Existen dos principales aplicaciones para la difractometria de rayos X. La primera es la
cristalografia de rayos X, la cual usualmente utiliza cristales individuales para determinar sus
fases. La segunda es la difractometria de rayos X de polvos, la cual utiliza como en forma de

polvo la muestra a analizar.

La difraccion de rayos X de polvos es una de las técnicas de difraccién de rayos X, la cual es
usada para la identificacién de fases cristalinas de varios materiales, asi como para el analisis

cuantitativo posterior a la identificaciéon

La difraccion es un fendmeno de dispersion ya que cuando los rayos X inciden sobre solidos
cristalinos, estos se dispersan en todas las direcciones, siendo unas completamente en fase
reforzandose para formar patrones de difraccion. La ley de Bragg describe las condiciones

bajo las cuales puede ocurrir este fendmeno[59]. Si asumimos que un haz de rayos X con una
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longitud de onda definido como A incide sobre una muestra cristalina a un angulo 6, la

difraccion ocurrira si:
n A =2dsin 0 ..(20)

Donde d es la distancia entre los planos sucesivos de la red cristalina expresada en Ay n es
el orden de la reflexion. Dicho fendbmeno puede ser representado como se muestra en la

figura 18.

Y ®

Figura 18. Representacion grafica de la ley de Bragg y el fenébmeno de la difraccion.

Sabiendo que cada patrén de difraccion de rayos X de cada forma cristalina de un compuesto
es Unico, se puede utilizar la técnica de difraccion de rayos X de polvos para identificar y
caracterizar las diferentes formas polimoérficas de un compuesto al comparar el difractograma
experimental con tedricos de una base de datos como puede ser ICDD Powder Diffraction File

(PDF) por dar un ejemplo.

Otra ventaja que ofrece la difraccion de rayos X de polvos ademas de obtener informacién de
la estructura cristalina del polvo, es que también puede dar informacién del diametro promedio
de particula (d) mediante la ecuacion de Scherrer, la cual se describe como:

(21

- pcos O

Donde K representa un factor de forma adimensional que por lo general se describe como 0.9
0 0.94, 1 eslalongitud de onda de haz de rayos X (esto depende del filamento del emisor del

difractometro, por lo general es de cobre y la longitud de onda que emite es de 1.5406 A), g
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es el ancho del pico méas intenso del difractograma a la mitad de su altura en radianes
(también se le conoce como full width at half maximum, FWHM) y 6 es el angulo del
difractograma donde estd el pico més alto en radianes. Es importante mencionar que el
resultado sera en A, por lo cual es necesario hacer la conversion a nanémetros o micrometros

segun se deseé.
3.7.2.3 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Ya que la maxima magnificacion util obtenible en un microscopio Optico es de alrededor de
1000x es necesario disminuir la longitud de onda de la radiacion que emite el microscopio. En
un microscopio electronico los electrones con acelerados a energias entre 2 y 1000keV, lo
cual da longitudes de onda de 0.027-0.0009nm.

La microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) puede ofrecer
informacion de la topologia superficial, profundidad, la composicion quimica y el

comportamiento eléctrico.

En un SEM los electrones incidentes tienen una energia de 2-40keV, los cuales pasan por
unos lentes condensadores electromagnéticos que demagnifican el haz de electrones a una
sonda fina, la cual puede escanear a través de un arrea seleccionada. Posteriormente los
electrones penetran la muestra y la interaccion de los electrones con la materia de la muestra

produce electrones secundarios, retrodispersados y de Auger, asi como rayos X e incluso luz.

Todas las interacciones son captadas por varios detectores dentro de la camara de la
muestra. La sefal captada de los electrones secundarios (los cuales son arrancados de la
superficie de un sdlido) es decodificada para producir una imagen de la muestra[60]. Para
tener una mejor idea de cémo funciona el microscopio electronico de barrido es recomendable

ver el siguiente video: https://www.youtube.com/watch?v=VWxYsZPtTsl.
3.7.2.4 Microscopia electronica de Transmisién (TEM)

La microscopia electronica de transmision es una técnica capaz de obtener informacion de la
composicion elemental de la muestra, las distancias de enlaces, la simetria, los grupos
espaciales, la morfologia, la nanoporosidad y parametros topologicos del material[61]. Aunque

la microscopia electrénica de transmisién sirve para obtener una magnificacién de objetos
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nanométricos como en el SEM, la técnica TEM es mas potente pudiendo resolver distancias
por debajo de 1.5-1.8 A, esto se debe a que los electrones son acelerados con una energia de
entre 100-300 keV, lo cual hace incidir el haz de electrones dentro del material a tal grado que
se transmiten a traves del material para dar la imagen. Este fendmeno deja la favorable
ventaja de resolver estructuras de entre 2-10 nm pero por desventaja se obtiene que la

muestra analizada no tiene que ser mayor a 3 mm de didmetro.
3.7.2.5 Espectrometria de rayos X de energia dispersiva (EDS)

Esta técnica puede ser obtenida de la informacién de un SEM o TEM, so6lo depende si el
aparato en cuestion cuenta con el detector de rayos X de estado soélido. En la espectrometria
de rayos X de energia dispersiva (EDS por sus siglas en inglés), un espectro de rayos X es
adquirido de la pequefia regién enfocada de la muestra que es iluminada con el haz de
electrones. Este espectro contiene los rayos X caracteristicos de los elementos quimicos que

componen la muestra[62]
3.7.2.6  Curvas de histéresis (magnetometria)

La magnetometria es una técnica de caracterizacion de materiales magnéticos para identificar
los diferentes tipos de materiales segun sus propiedades magnéticas. Por lo general se
utilizan equipos como el magnetdbmetro de muestra vibrante (VSM, por sus siglas en inglés),
asi como el dispositivo superconductor de interferencia cuantica (SQUID, por sus siglas en

inglés) para obtener curvas de histéresis.

Dependiendo de la manera en la que interacciona el material al campo magnético ejercido por
el magnetometro, las curvas de histéresis tendran diferentes formas. Algunos ejemplos los

pudimos observar en la Figura 9 de la seccion 3.4.1.

Brevemente podemos describir a las curvas de histéresis como una gréafica en la cual se
registra la magnetizacién que tiene una muestra en funcién de un campo magnético ejercido
sobre esta. Las curvas pueden ser hechas tanto con un campo magnético directo gradual o
bien con un campo magnético alterno a una determinada frecuencia y amplitud de campo

magnético.
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Es importante mencionar que las curvas de histéresis no sélo nos dan informacion cualitativa
de las caracteristicas magnéticas del material, sino que también nos pueden dar informacion
atil al momento de desarrollar un sistema de liberacion de farmaco activada por campos

magneéticos alternos.
3.7.2.7 Pruebas de calentamiento magnético (hipertermia magnética).

La capacidad de calentamiento que tienen las nanoparticulas magnéticas es comunmente
cuantificada mediante la tasa de absorcion especifica (SAR, por sus siglas en inglés) también
referida como potencia de pérdida especifica (SLP, por sus siglas en inglés). Dicho atributo
contempla la potencia calorifica liberada por unidad de masa del material magnético[63].
Siendo este atributo cominmente usado para comparar que tanto calienta el material
magnético, no existe un protocolo o método experimental estandarizado para determinarlo.

Por esta razén se describira a continuacion 2 formas para determinarlo.

La primera forma para determinar el SAR o SLP es mediante el uso de las curvas de
histéresis. Para determinarlo de esta manera es necesario que la curva de histéresis sea
realizada con un campo magnético alterno (AMF, por sus siglas en inglés). Con esta condicion
la grafica de magnetizacion (M) vs el campo aplicado (H) describira un area atrapada dentro
de la curva de histéresis de las nanoparticulas superparamagnéticas solo si la frecuencia y la
amplitud del campo aplicado son lo suficientemente altos.

Una vez obtenido la curva de histéresis es necesario aplicar la ecuacion 22 para determinar el
SAR. Donde f es la frecuencia del campo aplicado, u, es la permeabilidad del vacio (41X10-7
T m/A), pynp €S la densidad de material magnético, y la integral de linea de la funcién de
magnetizacion dependiente de la intensidad del campo magnético aplicado es el area interior
de la curva de histéresis. Dicha integral puede ser calculada o bien determinada utilizando

herramientas como Origin o MathLab.

flo

Punp

SAR = fM(H)dH - (22)

La segunda forma para determinar el SAR es corriendo un experimento en condiciones
adiabaticas, esto quiere decir mediante un experimento en donde no se transfiera el calor

entre la muestra y sus alrededores. Basicamente la muestra con nanoparticulas magnéticas
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es introducida en esta cadmara y posteriormente se le aplica un AMF por un determinado
tiempo y se determina la temperatura de la muestra a lo largo del experimento [63].
Posteriormente se utiliza la ecuacién 23 que es una ecuacion derivada de la idealizacion del

experimento.

AT
SAR = —
At mynp

.. (23)

Donde AT es la diferencia de temperaturas al inicio y al final del experimento, At es la
duracion del experimento, C es la capacidad calorifica de la muestray myyp €s la masa de las

nanoparticulas utilizada.
3.7.2.8 Estudios de adsorcion de farmaco

Se denomina adsorcién al fenomeno interfacial generado entre un adsorbato y un adsorbente,
en el cual el adsorbato tiende a concentrarse en la superficie del adsorbente. Dicho fenémeno
se diferencia de la absorcion ya que en este Ultimo existe una penetracion fisica de una fase

en la otra.
Segun sus caracteristicas la adsorcién puede clasificarse en:

a. Fisisorcion la cual es provocada por fuerzas de van der Waalls. Este tipo de adsorcion
es facilmente reversible y el cambio en la entalpia producido es de alrededor de
20kJ/mol

b. Quimisorcién la cual es provocada por fuerzas analogas al enlace quimico es
irreversible a menos que haya cambios muy drasticos, de naturaleza especifica y el

adsorbato puede perder su identidad [64]

Para el caso de las IONPs-MIP los estudios de adsorcion de farmacos son utilizados para
conocer la eficiencia de la carga del farmaco [65], el tiempo O6ptimo de carga y la
concentracion optima necesaria para obtener la mayor eficiencia de carga sin desperdiciar
cantidades de farmaco[66]. Asi mismo se pueden determinar parametros tales como energias
de enlace, la forma en la cual se une el adsorbato con el adsorbente y la distribucion de los

sitios de unidn en el adsorbente[39].
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Estos estudios de adsorcion se pueden dividir en cinéticas de adsorcion y en isotermas de
adsorcion. Las primeras dan como resultado informacion de la eficiencia de carga y tiempo
optimo de carga, mientras que las segundas dan informacion de cantidad maxima cargada a

concentracion optima y el tipo de adsorcién que se produce en el sistema.

Por otro lado, un meétodo inequivoco para diferenciar un polimero de improntado
molecularmente de su contraparte no improntada es a través de las cinéticas e isotermas de
adsorcién ya que en ambos casos los polimeros improntados molecularmente adsorberan
mas que los no improntados, esto puede ser observado en las siguientes investigaciones
citadas [46], [67] y [66].

Para generar cinéticas de absorcion para el caso de las IONPS-MIP es necesario agregar una
cantidad conocida de IONPS-MIP en un medio acuoso con concentracion conocida de
farmaco al cual es afin y hacer mediciones de la concentracion del sobrenadante a lo largo del

tiempo hasta no observar cambio en la concentracion.

Para generar las isotermas de adsorcién es necesario agregar una cantidad conocida de
IONPS-MIP y hacer diferentes corridas a diferentes concentraciones conocidas del farmaco al
cual es afin. En este tipo de experimento es muy importante mantener la misma temperatura a
lo largo de todas las corridas y procurar medir la concentracion del sobrenadante al tiempo
gue se haya descubierto previamente que la concentracion no cambia a lo largo del tiempo

(6sea cuando se conozca el tiempo al cual se llega a la concentracion al equilibrio).
3.7.2.9 Estudios de liberacion de farmaco

Debido a que los sistemas de administracion de farmacos nanoparticulados pueden alterar la
farmacocinética y farmacodinamia de un agente terapéutico, es crucial el determinar la calidad
y el desempefio del producto durante la fase de desarrollo de la forma de dosificacién
nanoparticulada[68].

Para la gran mayoria de las formas de dosificacion se puede determinar la calidad y el
desempeiio mediante experimentos in vivo y /o in vitro [69]. Estos ultimos a través de las
cinéticas de liberacién pueden proveer informacion critica acerca de la seguridad y eficacia del
producto. Sin embargo, al hablar de sistemas nanoparticulados existe una carencia de

pruebas in vitro estandarizadas, regulatorias o compéndiales.
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Dicha actividad puede resultar ser un problema al intentar evaluar productos nanoparticulados
utilizando configuraciones de estudios de liberacion con aparatos existentes de la USP, los
cuales fueron disefiados para productos orales o transdérmicos. Dicho problema se evidencia
debido a que las caracteristicas de las formas de dosificacién novedosas son muy diferentes a
las convencionales y, por ende, es necesario tomar las consideraciones apropiadas durante la

seleccion y montaje del estudio de liberacion.

Estas consideraciones pueden ser agitacion, temperatura y medio de liberacion, las cuales se
deben de tomar considerando el sitio de administracién, asi como el sitio de accion de la
formulacién. Derivado de estas consideraciones y necesidades en los sistemas
nanoparticulados D"Souza describe tres tipos de métodos para la evaluacion de liberacion de
farmaco los cuales se dividen en; muestreo y separado; flujo continuo; de dialisis con

membrana [68]

4.0bijetivos e Hipotesis.
4.1 Objetivos
4.1.1 General

El presente trabajo tiene la finalidad de determinar como afecta a la liberacion de farmacos el
uso de un campo magnético alterno en un sistema de liberacion de farmacos

nanoparticulados de 6xidos de hierro con cubierta de polimeros de impronta molecular.
4.1.2 Particulares
Para conseguir el objetivo general es necesario:

1. Formular y desarrollar un sistema de liberacién de farmacos afin a acido félico con
nanoparticulas superparamagnéticas de 6xidos de hierro

2. Caracterizar el sistema de liberacion tanto en propiedades fisicas, magnéticas,
morfoldgicas, quimicas y de adsorcion.
Desarrollar un equipo que pueda generar campos magnéticos alternos.
Caracterizar el equipo en materia de funcionabilidad, de frecuencia de campo y de
intensidad de campo.

5. Hacer liberaciones de farmacos del sistema de liberacién formulado en presencia y en

ausencia del campo magnético alterno que genere el equipo desarrollado.
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4.2 Hipotesis.

La aplicacion de los campos magnéticos alternos a nanoparticulas superparamagnéticas hara
que se caliente debido a los fendmenos de histéresis y de relajacion de Neel y Brown. Si
usamos este fendmeno en un sistema de liberacion de farmaco de IONPs-MIP se modificara

la liberacion de farmaco debido al calentamiento.

5.Desarrollo Experimental y Analisis de resultados.

5.1 Materiales

Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron: cloruro de hierro (lll) hexahidratado (FeCls 6H20)
de la marca Baker, cloruro de hierro (1) tetrahidratado (FeClz 4H20) de la marca Merck, &cido
oleico de la marca Aldrich, acido metacrilico (MAA), dietilenglicol dimetilacrilato (EGDMA),
azobisisobutironitrilo (AIBN), Hidréxido de sodio (NaOH), carbonato de potasio (K2CO3), acido
félico, cloruro de sodio (NaCl),fosfato disddico (Na2HPOa4), fosfato monosddico (NaH2POa)
acetona, etanol, dimetilsulféxido (DMSO), acetonitrilo (MeCN) y agua destilada.

5.2 Sintesis de Nanoparticulas y caracterizacion
5.2.1 Sintesis de Nanoparticulas
5.2.1.1  Hidrofilicas (NPHFL)

Para la sintesis de las nanoparticulas magnéticas de 6xidos de hierro se agregaron 1.3 g de
FeCls 6H20 y 0.5 g de FeCl2 4H20 dentro de un tubo de ensayo. Posteriormente se agregaron
25 mL de agua destilada y se sonico el tubo de ensayo por 10 minutos. La solucién resultante
tenia un tono anaranjado marron pero transparente. A dicha solucion se le puso un tapon de
hule y se purg6 el aire que contenia dentro del tubo con N2 burbujeadndolo directo en la

solucion durante 5 minutos.

Posteriormente se calentd la solucion del tubo a 80°C durante 15 minutos en un bafio de
aceite. La solucion transparente tomo turbidez y color anaranjado. Después de transcurridos
los 15 min se agrego a través de una jeringa una solucion 2.5 M de NaOH previamente hecha
y se agitd vigorosa y al mismo tiempo que se agregaba la solucion basica hasta formar una

suspension completamente negra. Una vez conseguida la suspension negra se trasvaso esta
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suspension a un vaso de precipitado y se enjuago el tubo con agua para obtener los restos de

la magnetita remanentes en el tubo.

Una vez en el vaso de precipitado se dejé reposar la suspension negra a temperatura
ambiente con un iman de neodimio en la base del vaso y una vez clarificada la suspensién se
descarto el sobrenadante. El precipitado negro fue lavado con 50 mL de agua
resuspendiendo, dejando sedimentar magnéticamente y descartando el sobrenadante. Este
altimo proceso se hizo 3 veces mas y el precipitado obtenido se dejo secar toda la noche. Al
dia siguiente el precipitado negro se tritur6 en un mortero de agata con un poco de acetona y
se dej0 secar hasta que no hubiera remanentes de acetona. El producto final fue pesado

dando alrededor de 0.5g de producto recuperado
5.2.1.2 Hidrofébicas (NPHP)

Para la sintesis de las nanoparticulas magnéticas de 6xidos de hierro se agregaron 1.3 g de
FeCls 6H20 y 0.5 g de FeCl2 4H20 dentro de un tubo de ensayo. Posteriormente se agregaron
25 mL de agua destilada y se sonicé el tubo de ensayo por 10 minutos. La solucién resultante
tenia un tono anaranjado marron pero transparente. A dicha solucion se le puso un tapon de
hule y se purgé el aire que contenia dentro del tubo con N2 burbujeando directamente en la

soluciéon durante 5 minutos.

Posteriormente se calentd la solucion del tubo a 80°C durante 15 minutos en un bafio de
aceite. La solucién transparente tomo turbidez y color anaranjado. Después de transcurridos
los 15 min se agreg6 inmediatamente a través de una jeringa 1 mL de acido oleico y se agit
vigorosamente para dispersar el acido oleico en la suspension calentada. Inmediatamente
después de dispersar el acido oleico se agregd inmediatamente y a través de una jeringa 10
mL de una solucion 2.5 M de NaOH previamente hecha y se agité vigorosa al mismo tiempo
gue se agregaba la solucion hasta formar una suspension completamente negra. Una vez
conseguida la suspension negra se trasvasO esta suspension a un vaso de precipitado y se

enjuago el tubo para obtener los restos de la magnetita remanentes en el tubo.

Una vez en el vaso de precipitado se dejo reposar la suspension negra a temperatura
ambiente con un iman de neodimio en la base del vaso y una vez clarificada la suspension se

descart6 el sobrenadante. El precipitado negro fue lavado con 20 mL de acetona
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resuspendiendo, dejando sedimentar magnéticamente y descartando la acetona. Este ultimo
proceso se hizo 3 veces mas y el precipitado obtenido se dejo secar toda la noche. Al dia
siguiente el precipitado negro se trituré en un mortero de agata con un poco de acetona y se
dejo6 secar hasta que no hubiera remanentes de acetona. El producto final fue pesado dando

alrededor de 0.5g de producto recuperado.

Para corroborar que fueran hidrofébicas se suspendid una pequefia cantidad de estas en
hexano y posteriormente se agregd agua para observar si habia particulas que se
suspendieran en dicho disolvente. Como resultado se observo que las NPHP no pasaban a la

fase hidrofilica, como se observa en la siguiente figura.

“——

Figura 19. Dispersion de NPHP en hexano (fase superior) y agua (fase inferior)

5.2.1.3 Particulas improntadas con acido félico (NPMIP) y no improntadas (NPNIP)

Para sintetizar las nanoparticulas improntadas con &cido folico se agregaron 500mg de NPHP
a un matraz bola de 500mL, posteriormente se agregaron 200 mL de MeCN y 200uL de MAA.
Una vez agregados estos tres primeros reactivos se sonicé el matraz por unos 20 minutos
seguido de una incubacién del matraz a una temperatura de 20 °C a 300rpm durante 12 h.
Transcurridas las 12 h se hace una incubacion a una temperatura a 45°C a 300 rpm durante 3
h.

Transcurridas las 3 horas se sonicé nuevamente la mezcla dentro del matraz durante 10 min.
Posteriormente se agregaron 1000 puL de EGMA, 100 puL de MAA, 100 pL de una solucion de
acido félico con DMSO como diluyente en una concentracion de 2mg/mL y 40mg AIBN. Una

Pagina 53 de 98



vez agregado el AIBN se tapo el matraz con un tapon de hule y se purgoé el aire dentro del
matraz burbujeando Nz a través de la mezcla formada durante 5 min. Transcurridos los 5 min
de purga se dejo incubando el matraz con mezcla a una temperatura de 65°C a 200 rpm
durante 24h.

Una vez terminada la incubacion de la mezcla del matraz se sedimenta magnéticamente las
nanoparticulas dentro del matraz y se descarta el sobrenadante. Se hace un lavado al
precipitado con 50mL de MeCN y se trasvasa la suspension a un recipiente de boca ancha.
Se precipita nuevamente magnéticamente y se descarta el sobrenadante de MeCN, se hace
un secado a temperatura ambiente durante 1 noche. Una vez secas las nanoparticulas
improntadas NPMIP se lavaron con 50mL de una solucién 0.5M de NaOH seguido de una
sedimentacion magnética hasta verse clarificado el sobrenadante, este proceso se hizo 5
veces siendo la ultima un lavado con agua destilada y dejandolas secar durante una noche.
Como resultado de hacer esto se obtuvieron alrededor de 340mg de NPMIP

Para la fabricacion de las NPNIP se sigui6é el mismo procedimiento con la Unica diferencia de
no agregar los 100 pL de una solucion de &cido folico con DMSO como diluyente en una

concentracion de 2mg/mL.

5.2.2 Caracterizacién de Nanoparticulas
5.2.2.1 Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR)

Para realizar el analisis por espectroscopia de infrarrojo se utilizé un espectofotobmetro de
FTIR/FIR Spectrum 400 de Perkin-Elmer en un rango de 4000 a 500cm-. En dicho equipo se
analizaron las nanoparticulas hidrofilicas (NPHFL), nanoparticulas hidrofébicas (NPHP),
nanoparticulas improntadas (NPMIP), nanoparticulas no improntadas (NPNIP), asi como los

recubrimientos individuales como lo fueron el acido oleico y polimero sintetizado (MIP)
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Figura 20. Espectroscopias de infrarrojo con transformada de Fourier de muestras de acido

oleico, nanoparticulas hidrofébicas (NPHP) y nanoparticulas hidrofilicas (NPHFL)
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Figura 21. Espectroscopias de infrarrojo con transformada de Fourier de muestras de

nanoparticulas con cubierta polimérica no improntada (NPNIP), nanoparticulas con cubierta
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polimérica improntada, polimero de impronta molecular (MIP), nanoparticulas hidrofilicas
(NPHFL), nanoparticulas hidrofébicas (NPHP).

5.2.2.2 Difraccién de Rayos X de polvos (DRX)

Para determinar la estructura cristalina y llevar a cabo la comparacion con una referencia
bibliografica de nanoparticulas de magnetita se llevo a cabo el analisis de difraccion de rayos
X de polvos mediante un difractémetro de rayos X modelo D8 ADVANCE DAVINCI, con una

radiacion monocromatica de Cu a una longitud de onda de 1.54 A

Las muestras de NPMIP, NPHFL y NPHP fueron analizadas por este método dando por

resultado la siguiente gréfica:

NPMIP
<
=2
=]
3
=
2] NPHP
D
=
NPHFL
20 30 40 50 60
angulo (26)

Figura 22. Grafica de difraccion de rayos X de polvos de tres diferentes muestras, la superior:

NPHFLS, la de en medio NPHP y la inferior NPMIP.

Una vez hecha la difracciébn de polvos para cada muestra, se analizaron los difractogramas
con el software MATCH y compararon con difractogramas de una base precargada (PDF-2)
dando por resultado una concordancia de los picos con los de la carta cristalografica del

FesO4 01-075-0033 la cual corresponde a magnetita para todas las muestras. Con estos
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resultados podemos concluir que las nanoparticulas sintetizadas son de magnetita, la cual

tiene una estructura de Bravais cuUbica centrada en la cara.

Por otro lado, se utilizé la ecuacion de Scherrer para determinar el diametro promedio de las

nanoparticulas de la muestra, dando por resultado la siguiente tabla.

Nanoparticula 20 (°) FWHM ( °) Didmetro promedio de
nanoparticula (nm)

NPHFL 35.37 0.9600 8.86

NPHP 35.30 1.4100 6.03

NPMIP 35.14 0.9098 9.35

Es interesante notar que, aparentemente, las nanoparticulas NPHP son mas pequefas que

las NPHFL, lo cual se puede deber al uso del 4cido oleico en la sintesis de las nanoparticulas

de magnética, asi mismo que las NPMIP aumentaron de tamafo, probablemente por la

cubierta polimérica, sin embargo, esto debe ser corroborado con las microscopias electrénicas

de transmision y barrido para no confundir esto con errores en la medicion y célculo de los

diametros.
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5.2.2.3 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

Para observar la morfologia de las NPHFL, NPHP y NPMIP se utilizé un instrumento de
microscopia electronica de transmision JEM-ARM200F operado a 200kV. Con el cual se pudo

obtener las siguientes imagenes:

Figura 23. Imagenes de TEM para HFL.
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Figura 24. Imagenes de TEM para NPHP.

Figura 25. Imagenes de TEM para NPNIP.
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Figura 26. Imagenes de TEM para NPMIP

Al observar las imagenes podemos notar que si bien los nucleos de magnetita son del tamafio
esperado y descrito por la ecuacion de Scherrer (aproximadamente 10 nm) podemos ver que
aglomerados en todos los casos siendo de entre 50 nm y hasta 700 nm de didmetro. Esto nos
puede indicar que el método de sintesis no fue el indicado ya que no se pudieron conseguir
nanoparticulas individuales con su cubierta polimérica, probablemente debido una falta de
agitacion y dispersion. Sin embargo, este resultado es muy normal, la mayoria de los trabajos
en sistemas similares informan de nanocompositos de diferentes tamafos y los obtenidos en

este trabajo aun son nanomeétricos.
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5.3 Carga de Acido Félico en NPMIP y NPNIP

Para determinar la cantidad de acido folico que las NPMIP y NPNIP eran capaces de adsorber
se hicieron en primera instancia las curvas de calibracion necesarias para poder cuantificar el
acido folico en diferentes soluciones. Posteriormente se utilizé esta informacion para

cuantificar el farmaco en los experimentos de carga en las NPMIP y NPNIP.
5.3.1 Curvas de Calibracion para acido folico.

A continuacion, se describiran los métodos, espectros de absorcién y curvas de calibracion en
3 diferentes disolventes, agua destilada, una mezcla DSMO y MeCN (1:2) y buffer de fosfatos
pH=7.4.

5.3.1.1 Agua destilada.

Para desarrollar la curva de calibracién de acido félico en agua se hizo una solucion madre de
0.47mg/mL, mediante la adicién de 23.5mg de acido félico en un matraz aforado de 50 mL,
posteriormente se llen6 aproximadamente a la mitad el matraz con agua destilada y se
agregaron gota a gota aproximadamente 5mL de una solucion 0.05M de NaOH previamente
hecha con el fin de disolver el acido félico suspendido mientras se agitaba el matraz. Una vez
obtenida una solucion amarilla transparente se llevé al aforo el matraz con agua destilada. Al
finalizar la solucién madre se trasvasé a un vaso de precipitado y se le midio el pH el cual dio

por resultado un rango de 6.5 a 7.

Una vez hecha la solucibn madre (SM) se prepararon 5 soluciones a diferente concentracion
de acido fdélico. A continuacion, se muestra la tabla usada para formular las diferentes

concentraciones las cuales se hicieron mediante el uso de las micropipetas adecuadas.
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Tabla 3. Volumenes utilizados para la preparacion de las disoluciones de la curva de

calibraciéon en agua.

Solucion Vi (UL de Vwo @ Ve Cr
la SM (UL (volumen | (ug/mL
0.47mg/mL de final en AF)
AF) agua) uL)

C1 20 4980 5000 1.9

C2 40 4960 5000 3.8

C3 80 4920 5000 7.5

C4 100 4900 5000 9.4

C5 150 4850 5000 14.1

Las disoluciones se leyo la absorbancia de cada una de ellas, asi como la de un blanco con
agua destilada en un espectrofotometro de UV-Vis. A continuacion, se muestran las lecturas

realizadas a través de una grafica.
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Figura 27. Espectros de absorbancia de diferentes soluciones de acido félico en agua a pH

neutro.

Una vez obtenidos los espectros, se identific6 que la longitud de onda en la cual la
absorbancia es maxima es de 280.61 nm, por lo cual se grafico la absorbancia a 280.61 nm

contra la concentracion de las soluciones de &cido félico, dando la siguiente grafica.
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Figura 28. Curva de calibracion de acido folico en agua.
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5.3.1.2 Buffer de fosfatos pH 7.4

Para desarrollar la curva de calibracion de acido folico en buffer de fosfatos pH=7.4 fue
necesario realizar el buffer agregando 1.2 g Na2HPO4, 0.22 g NaH2PO4y 8.5g de NaCl dentro
de un matraz aforado de 1000 mL. Posteriormente se hizo una solucion madre de 0.219
mg/mL, mediante la adicion de 21.9 mg de acido félico dentro de un matraz aforado de 100

mL y llevandolo al aforo con el buffer de fosfatos pH=7.4 hecho previamente.

Una vez hecha la solucibn madre (SM) se desarrollaron 5 soluciones a diferente
concentracion de acido folico. A continuacion, se muestra la tabla usada para formular las
diferentes concentraciones las cuales se hicieron mediante el uso de las micropipetas

adecuadas.
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Tabla 4. Volumenes utilizados para la preparacion de las disoluciones de la curva de

calibracion en buffer de fosfatos pH 7.4.

Solucién Vi (UL de la SM 0.219 Vo (UL de agua) Ve (volumen final en  Cg(ug/mL AF)

C1

C2

C3

C4

C5

mg/mL AF)

50

100

200

250

350

4950

4900

4800

4750

4650

ML)
5000

5000
5000
5000

5000

2.19

4.38

8.76

10.95

15.33

Una vez hechas las disoluciones se leyo la absorbancia de cada una de ellas, asi como la de

un blanco con buffer de fosfatos pH 7.4 en un espectrofotémetro de UV-Vis. A continuacion,

se muestran las lecturas realizadas a través de una gréfica.
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Figura 29. Espectros de absorbancia de diferentes soluciones de acido félico en buffer de
fosfatos pH 7.4
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Se determin6 que la longitud de onda en la cual la curva de calibracion es mas precisa es de
282.4 nm, por lo cual se graficé la absorbancia a 282.4 nm contra la concentracion de las

soluciones de acido folico, dando la siguiente grafica.
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Pearson's r 0.99975
R-Square(COD) 0.99951
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Figura 30. Curva de calibracién de acido félico en buffer de fosfatos pH 7.4.

5.3.1.3 Dimetilsulfoxido y acetonitrilo (1:2)

Para desarrollar la curva de calibracién de &cido félico en una solucion de DMSO y MeCN
(1:2) fue necesario hacer 300 mL de la solucion usando 100 mL de DMSO y 200 de MeCN.
Posteriormente se hizo una solucion concentrada de &cido folico en DMSO disolviendo
10.5mg de acido félico en 4 mL de DMSO. De la solucion anterior se tomé 1 mL y fue diluido
con 4 mL de DMSO/MeCN (1:2) para conseguir una solucién madre de 525 pg/mL de acido

folico.

Una vez hecha la solucibn madre (SM) se desarrollaron 5 soluciones a diferente
concentracion de acido folico. A continuacién, se muestra la tabla usada para formular las
diferentes concentraciones las cuales se hicieron mediante el uso de las micro pipetas

adecuadas.
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Tabla 5. Volumenes utilizados para la preparacion de las disoluciones de la curva de
calibracion en DMSO/MeCN (1:2)

Solucién Vi (UL de la SM Vuwo (UL de Ve (volumen final en Cg(pg/mL AF)

525ug/mL AF) DMSO/MeCN uL)
(1:2))

c1 20 4980 5000 2.1
c2 40 4960 5000 4.2
c3 80 4920 5000 8.4
c4 100 4900 5000 10.5
C4.5 125 4875 5000 13.125
Cc5 150 4850 5000 15.75

Una vez hechas las disoluciones se leyo la absorbancia de cada una de ellas, asi como la de
un blanco con de DMSO/MeCN (1:2) en un espectrofotometro de UV-Vis. A continuacion, se

muestran los espectros en la figura 31.
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Figura 31. Espectros de absorbancia de diferentes soluciones de acido félico en DMSO/MeCN
(1:2)

Se identificé que la longitud de onda en la cual la absorbancia es maxima es de 286.28 nm,
por lo cual se grafico la absorbancia a 286.28 nm contra la concentracion de las soluciones de

acido fdlico, dando la siguiente grafica.
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Figura 32. Curva de calibracion de acido félico en DMSO/MeCN (1:2)

5.3.2 Carga de Acido Félico en NPMIP y NPNIP
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Se procedid a determinar la cantidad de acido félico que las nanoparticulas podian adsorber
de NPMIP y las NPNIP, por lo cual se hicieron diversos estudios de carga de farmaco para

definir su adsorcion a diferentes concentraciones de acido félico.
5.3.2.1 Cinéticas de adsorcion de acido fdlico.

Para realizar las cinéticas de adsorcion de acido folico se agregaron 100mg de NPMIPs en un
vaso termostatado, el cual se mantenia a una temperatura de 25°C y estaba fijo a la placa de
un agitador orbital, se agregaron 44.5mL de buffer de fosfatos pH=7.4 y posteriormente se
agregaron 15.5mL de una solucion de éacido folico en buffer de fosfatos pH=7.4. Una vez
afiadida la solucién de acido folico se llevd a agitacion el vaso de 300 rpm. Al tiempo 0 min, 15
min, 30 min, 60 min, 90 min, 120 min y 180 min fueron tomados 200uL de alicuota los cuales
eran llevados a 2mL en un vial y dejados sobre un iman de neodimio durante 30 min. Una vez
transcurrido ese tiempo era leida su absorbancia a una longitud de onda de 282.4nm en un

espectrofotometro.

El experimento se realiz6 por triplicado con una concentracion inicial en el vaso termostatado
de 0.1mg/mL de acido folico y también se realiz6 a 0.15 mg/mL y a 0.05 mg/mL de acido

folico.

A continuacion, se describen los resultados en la siguiente figura.
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Figura 33. Cinética de adsorcidon de las NPMIPs a tres diferentes concentraciones de acido

folico.
5.3.2.2 Pruebas de adsorciéon de acido félico.

Dado que las cinéticas de adsorcion en buffer de fosfatos no fueron completamente
concluyentes se desarrollaron diversas pruebas de adsorcion con diferentes disolventes para

poder conocer mejor el comportamiento de adsorcion de las NPMIPs.

Prueba de adsorcidon en agua destilada.

Para hacer la prueba de adsorcion en agua destilada se prepard una solucién de acido félico a
una concentracion de 0.1mg/mL. Esta “soluciéon” debido al pH tenia un aspecto de
suspension, por lo cual se paso a través de un filtro hidrofilico de 0.22um de diametro de poro.
Se utilizaron 5 mL del filtrado de esta solucion fueron afiadidos a un vial en el cual contenia
previamente 10mg de NPMIPs, se llevd a sonicacion por 10 min y posteriormente se
mantuvieron en agitacion y temperatura constante (T=20°C y 200rpm) durante 2 horas. Una
vez transcurrido el tiempo se centrifugaron los viales durante 30 min a 14,000rpm. Una vez
terminado el tiempo de centrifugacion se leyo la absorbancia del sobrenadante a una longitud
de onda de 280.61 nm. Asi mismo, se tomo la lectura de absorbancia del filtrado antes de
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agregarlo a las NPMIPs para saber la concentracion inicial. | experimento se realiz6 por

triplicado y a continuacion se muestran los resultados.

14 -
12 4 W

10 H

Conc. de &cido félico en sobrenadante
(ng/mL)
——

0 T T T
t=0 min t=120 min

Tiempo de prueba de adsorcién (min)
Figura 34. Prueba de adsorcién de &cido folico en agua en agua.

En esta grafica podemos observar que la concentracion inicial de acido félico no era de
0.1mg/mL como lo teniamos previsto, si no que era mucho menor, asi mismo podemos
observar que las NPMIP sintetizadas parecieran contener un remanente de acido félico. Esto
suele ser normal en los polimeros de impronta molecular, ya que si hay un efecto de
reconocimiento, el remover toda la molécula molde suele ser uno de los pasos limitantes en el

proceso.

Prueba de adsorcion en DMSO/MeCN (1:2).

Para continuar observando el comportamiento de la adsorcion de acido folico por las NPMIPs
se realizdé una prueba de adsorcion usando como disolvente una mezcla de DMSO/MeCN
(2:2).
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Para esta prueba se prepard una solucion de &acido folico en DMSO/MeCN (1:2) a una
concentracion de 2.725 mg/mL Por otro lado se agregaron 10mg de NPMIP en un vial y
posteriormente se agregaron 3000 uL de DMSO/MeCN (1:2) en el vial y se sonico por 5
minutos, inmediatamente se agregaron 30 pL de la solucion de &cido folico, se agregaron 970
pL de DMSO/MeCN (1:2) y se mantuvieron en agitacion y temperatura constante (T=20°C y
200rpm) durante 2 horas, posteriormente se sedimentaron magnéticamente las NPMIP
durante 30 min y se tomaron 3 mL de sobrenadante, los cuales fueron centrifugados a
14,000rpm durante 30 min. Una vez terminado el tiempo de centrifugacion se leyo la

absorbancia del sobrenadante a una longitud de onda de 286.28 nm.

En la siguiente figura se puede observar la notable disminucion de la concentracién al paso de

2 horas.

20

15

Conc. de acido félico en sobrenadante
(ng/mL)
=
o
|

T T T
t=0 min t=120 min

Tiempo de prueba de adsorcién (min)

Figura 35. Prueba de adsorcion de acido félico en DMSO/MeCN (1:2)

Para hacer mas evidente la carga de &cido folico en la NPMIP a continuacion se muestra una
comparacion entre la cantidad adsorbida en pug de acido félico por mg de NPMIP entre las
pruebas de adsorcién de agua y DMSO/MeCN (1:2).
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Figura 36. Comparacion cuantitativa del efecto del disolvente en la adsorcion de acido félico
por NPMIPs

5.3.2.3 Isotermas de adsorcion para NPMIP y NPMIP

Una vez que se encontrd el medio adecuado para favorecer la adsorcion de acido félico en las
NPMIPs, el proximo paso fue conocer que tanto pueden adsorber, por lo que se repitié el
experimento de la prueba de adsorcion en DMSO/MeCN (1:2) con la diferencia de que se
hicieron las pruebas con concentraciones de acido félico sucesivas (x5, x10, x15, x20)
partiendo de la misma solucion madre usada en la prueba de adsorcion en DMSO/MeCN
(1:2), aumentando el volumen agregado de la solucion madre y disminuyendo el volumen de
disolvente respectivamente para obtener el mismo volumen. A continuacion, se muestra la
isotermas de adsorcién que se pudieron desarrollar tanto para las NPMIPs como para las
NPNIPs.
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Figura 37. Isotermas de adsorcion de acido félico de NPMIPs y NPNIPs en DMSO/MeCN (1:2)
graficadas con la concentracion inicial Co (izquierda) y la concentracion al equilibrio Ce

(derecha), ge es la cantidad de acido folico adsorbida por miligramo de NP.

Al observar las gréficas se puede notar que no existe una diferencia significativa en la
adsorcion de las NPMIPs con la adsorcion de las NPNIPs, esto podria ser un indicio de que
no se llevé adecuadamente la formacién de la impronta, o que el efecto de impronta no es
notorio en ese disolvente. Esto Ultimo es muy comun, ya que, si el disolvente tiene una alta
afinidad por el sustrato, las interacciones sustrato-disolvente seran mayores que las sustrato-
polimero dando como consecuencia que el equilibrio hacia el sustrato en disolucién se vea
favorecida. Por el contrario, si la solubilidad del sustrato no es muy grande en el disolvente, el
sustrato se unira al polimero tanto en sitios especificos como inespecificos, haciendo que no
sea posible observar el efecto de impronta. De aqui se puede deducir que el efecto de

impronta es muy dependiente del disolvente.

Para confirmar se pueden graficar los datos de las isotermas de adsorcion de las NMIPs y las
NPNIPs en las formas lineales de los modelos de isotermas de adsorcidén descritos por Chen,
X. [70] (Langmuir y Freundlich) podemos conocer a cual modelo se asemeja mas nuestras
isotermas y definir diferentes pardmetros que intervienen en la adsorcion. A continuacién, se

muestra una tabla donde se describen los diferentes valores obtenidos al hacer la regresion
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lineal de los modelos de Langmuir y Freundlich para las isotermas de adsorcion y las graficas

de estos modelos con los datos experimentales.

Tabla 6. Regresiones lineales y definicion de parametros de las isotermas de adsorcion para

NPMIP y NPNIP por los modelos de Langmuir y Freundlich.

Modelo Langmuir Freundlich
c, C, 1 1
Ecuacién — = Lnq, = —LnC, + LnKp
K
qe Adm dmiL n
y= |m x|+|b y= |m x |+ |b
y= 0.01496 +0.00181 X [+ ]0.16451 | £0.13613 |y= |0.24318 |+0.01164 |(x |+ |2.90312 +0.04445
Pearson's r= 0.97865 Pearson's r= 0.99658
NPMIP
R-Square(COD)= 0.95776 R-Square(COD)= 0.99318
Om= | 66.8449 | g AF/mg de NP n= |4.11218
Ki= |0.09094 | mL/ g AF Ke= | 18.2309 | mL/ pg AF
y= |m x|+|b y= |m X [+ |b
y= [0.01473 |+0.00164 X |+]0.1692 +0.13196 |y= |0.30364 |+0.02351 |x [+ |[2.67824 |+0.08678
Pearson's r= 0.98197 Pearson's r= 0.99112
NPNIP
R-Square(COD)= 0.96427 R-Square(COD)= 0.98233
qm= | 67.8887 ug AF/mg de NP n= | 3.29337
Ki= |0.08706 | mL/ugAF Ke= | 14.5594 | mL/ ug AF
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Figura 38. Isotermas de adsorcion de las NPMIP y NPNIP en dos diferentes modelos

Langmuir (izquierda) y Freundlich (derecha)

Una vez obtenidos estos parametros en primera instancia podemos observar que los datos
tanto de la isoterma de adsorcion de NPMIP y NPNIP se acoplan mejor al modelo de
Freundlich segun lo descrito por la r de Pearson y la R? lo cual nos hace inferir que tanto las
NPMIPs como las NPNIPs tienen un proceso de adsorcion sobre una superficie heterogénea
[71]. Este resultado es el esperado, ya que, en un polimero de impronta molecular, siempre
tendran al menos dos tipos de sitios de adsorcién los correspondientes a los que fueron
improntadas y que deberian tener mayor especificidad geométrica y por lo tanto las
interacciones son mejores y los sitios no especificos que son los que corresponden al resto de
la superficie polimérica. Cabe destacar que en un polimero no improntado (NIP) es de esperar
gue su superficie también sea heterogénea, ya que la polimerizacion no es controlada y en

consecuencia la estructura misma del polimero y su superficie son heterogéneas.

Por otro lado, al acoplase mejor los datos de las NPMIP y NPNIP al modelo de Freundlich
podemos inferir que este proceso de adsorcion puede tener multicapas de adsorbato (acido

folico en este caso) [70].

Siguiendo con los pardmetros del modelo de Freundlich al comparar tanto la capacidad de

adsorcion Kr como la intensidad de adsorcion n, podemos observar que son mayores para las
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NPMIP que para las NPNIP, por lo tanto, y sabiendo que a mayor Kr y n mayor adsorcion,
podriamos concluir que las NPMIP adsorben més cantidad de &cido félico, aunque el valor de
Kr sugiere que a pesar de que el polimero improntado adsorbe menor cantidad, lo hace con
mayor afinidad. Esto revela que a pesar de que las condiciones del disolvente no fueron las

Optimas se puede apreciar un pequefio efecto de impronta.

Por otro lado, la evidencia encontrada discrepa con lo reportado por Hussain, S. [66] o por Liu,
B.[46] donde se pueden apreciar diferencias de adsorcion entre las NPMIP y NPMIP de 3ug
AF/ mg NP para lo reportado por Hussain, S. y 40nmol/mg de NP para lo reportado por Liu, B.
gue al convertirlo a masa de &cido félico serian 4.4 ug AF/ mg NP. Con esto los autores nos
guieren decir que las NPMIP, con los datos reportados, en teoria tendrian que adsorber, sin
embargo, a las cantidades de adsorcion reportadas (aproximadamente 60 pg AF/ mg NP) una
diferencia de 3 0 4 ug AF puede ser derivada de un error experimenta.

5.4 Disefio y desarrollo de los equipos generadores de campo magnético alterno

Como segunda parte de este trabajo de investigacion se desarrollaron dos equipos
generadores de campos magnéticos alternos, con el fin de utilizarlos para hacer un
calentamiento magnético en los nucleos de magnetita de las NPMIPs y las NPNIPs cuando se

libera el acido folico de la impronta.

Para empezar con el desarrollo, lo primero que se tuvo que hacer era conocer cuales eran las
condiciones de voltaje, frecuencia y amplitud de campo magnético eran necesarios para
generar calentamiento magnético. Dicho esto, se hizo una investigacion para determinar
cuales eran esas condiciones. A continuacion, se muestra una tabla con las condiciones

encontradas.

Tabla 7. Comparacion de condiciones de calentamiento magnético encontradas en la

literatura.
Tipo de Diametr Frecuen Intensid Tiempo %m/vde = AT=T.- Autor, Ref.
Sistema = ode NP ciade ad de de NP en Ti=o
(nm) campo campo exposici disp. (°C)
magnéti magnéti 6n al
co (kHz) co campo
(kA/m) mag.
(min)
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IONPs 52+4 233 38.4 10 min 1 15 Polo-Corrales, L. [72]

NP No 233 6.6 10 min 2. 65 Latorre-Esteves, M.
Magnetita descrito [73]
Vesiculas 9 nm 520 28 30 min No 5 Béalle, G. [74]

eon (y- descrito
maghemit

a Fe203)
Micro 8 nm (y- 700 21.53 25 6.9 16 Brulé, S. [75]
esferas Fe03 )

con
maghemit

a

Por otro lado Challa, S. [76] describe a 500kHz y 10kA/m como los pardmetros mas efectivos
para aplicaciones de hipertermia. Sin embargo, Chang, D. [77] reporta que para minimizar las
corrientes de Eddy y maximizar el diferencial de temperatura entre los tejidos normales y
tumorales que contengan particulas magnéticas es mejor una frecuencia de 100kHz. Dicho
esto, se buscé desarrollar equipos que se encontraran en el rango de 100-700kHz y entre 3-
28 kKA/m.

5.4.1 Medicioén de frecuencia, voltaje y campo magnético alterno

Las mediciones de frecuencia y voltaje fueron llevadas a cabo mediante el uso de un
osciloscopio InfiniiVision 2000 serie X de la marca Agilent con la sonda que se tiene de
fabrica, por otro lado, la frecuencia y el campo magnético generado fue medido con el uso de
una sonda MC162 EMC EMI RFI la cual puede medir el campo magnético de hasta 50 Gauss

dentro de una frecuencia de 2 kHz - 1 MHz.
5.4.2 Fabricacion de Bobinas

Para generar el campo magnético alterno dentro de los equipos es necesario desarrollar la
bobina, Por lo tanto, se disefiaron diferentes bobinas las cuales se observan en las siguientes

figuras.
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Figura 39. Bobinas fabricadas con tubo de cobre de 5/16 de pulgada, de izquierda a derecha
se enlistan las bobinas de N=3, N=18, N=5, N=10, N=10 hecha de alambre magneto AWG 12,
N=8 hecha de con tubo de cobre de 5/16 de pulgada y N=200 hecha de cable de Litz #4 255S.

Una vez fabricadas se analiz6 su impedancia (Z) e inductancia (H) a lo largo de un rango de
frecuencias con un analizador de impedancias modelo 6500B de la marca Wayne Kerr, con el

fin de saber como se comportarian al variar la frecuencia de alimentacion.
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Figura 40. Comportamiento de la inductancia e impedancia de las bobinas desarrolladas. A la
izquierda se observan las inductancias de las bobinas en funcion de la frecuencia. En medio
se observan las impedancias de las bobinas en funcién de la frecuencia. Por ultimo a la

derecha se observan la inductancia e impedancia de la bobina hecha con el cable de Litz.

5.4.3 Equipo 1: Circuito LC acoplado a un amplificador de funcién de onda (AMP)
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El equipo 1 surge del acople de un generador de funcién de onda modelo DS335 de la marca
Stanford Research Systems, un amplificador de funcion de onda modelo TS250-0 de la marca
Accel Instruments y un circuito L o LC asociado, los cuales se describen mas adelante. A

continuacion, se muestra una un esquema del acople del Equipo 1 (AMP)

Function Generator - v aen |
SINE 9 ooo _, or
280 - ~ DUT
oooo | : o
ole ? .
P pa  — s
Waveform

Figura 41. Esquema del Equipo 1 (AMP)

I}

Hi

5.4.3.1 Acoplado y optimizacion de funcionamiento

Para poder saber cudl es la mejor combinacion de acoplamiento entre el equipo 1 (AMP) y las
bobinas se hizo una corrida con varios circuitos propuestos y se midio la frecuencia y campo
magnético generado. Solo dos circuitos fueron los que funcionaron y dieron lecturas
constantes. A continuacion, se muestran los resultados obtenidos al medir su rendimiento con

el osciloscopio ya sea con amplificacién de 20dB o sin amplificacion.

El primer circuito que se acoplo al equipo 1(AMP) fue la bobina de Litz, se ajusto el valor de la
frecuencia hasta conseguir el maximo campo magnético y se encendio la amplificacion a
20dB. El segundo circuito fue un circuito en serie de la bobina con N=5 fabricada con tubo de
cobre de 5/16 de pulgada y un capacitor de poliéster de 217nF de capacitancia, para este
caso no fue posible encender la amplificaciébn ya que hacia corto circuito con el equipo. A

continuacién, se muestran las graficas hechas con los datos obtenidos del osciloscopio.
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Figura 42. Lecturas del Osciloscopio para la bobina de Litz (izquierda) y el circuito en serie de

la bobina N=5 y el capacitador 217nF (derecha) en el equipo 1

Se puede observar que la bobina de Litz adquiere su maximo valor de amplitud de campo
magnético, el cual es igual a 15.7 Gauss o 1.2523 kA/m (Voltaje del canal 2) a una frecuencia
de 1.5 kHz. Por otro lado, el circuito en serie de la bobina N=5 y el capacitador 217nF
adquiere su maximo valor de amplitud de campo magnético, el cual es igual a 5 Gauss o
0.39885 kA/m a una frecuencia de 200.12 kHz. Una vez analizado esto se decidié continuar
usando solamente el circuito en serie por cumplir con una frecuencia dentro del rango

establecido de disefio.
5.4.4 Equipo 2: Circuito oscilador de Mazilli de Conmutacion de voltaje cero (ZVS)

Para el segundo equipo utilizamos un circuito comercial, el cual es descrito como un circuito
oscilador de Mazilli de Conmutacion de voltaje cero (ZVS), el diagrama de este circuito ha sido
presentado previamente en los antecedentes. A continuacion, se presentard una imagen de

codmo se ve en realidad.
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Figura 43. Equipo 2, Circuito Oscilador de Mazilli (ZVS)

Ademas de lo descrito en la imagen para dar energia a este circuito fue necesario conectarlo
a una fuente de alimentacion de 40 V de salida con 15 W de potencia. Asi mismo, a los
extremos de la bobina se tuvo que agregar un sistema de enfriamiento, el cual constaba de

una bomba de agua que hacia recircularla dentro del tubo de la bobina.

Una vez adquirido, se midieron las caracteristicas de generador de campo magnético de este
equipo por lo cual a continuacién se muestran los parametros que este equipo presenta de
fabrica.

Agilent

Agilent Technalegies

Figura 44. Lecturas del Osciloscopio para el equipo 2 ZVS con su bobina de tubo de cobre de

Y, de pulgada y N=8.
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El equipo 2 ZVS presenta de fabrica una amplitud de campo magnético de hasta
aproximadamente 12 Gauss o 0.9508 kA/m a una frecuencia de 86 kHz. Dicho esto, se
decidi6 mejorar la frecuencia y la amplitud de campo magnético modificando las

caracteristicas fisicas de la bobina.
5.4.4.1 Acoplado y optimizacién de funcionamiento.

Para mejorar las caracteristicas antes mencionadas se procedié a probar con diferentes
bobinas, las cuales fueron disefiadas variando su diametro de tubo y numero de vueltas, con
el fin de obtener frecuencias mas rapidas y amplitudes mas fuertes. Como resultado, a
continuacion, se muestran las lecturas hechas al acople del Equipo 2 (ZVS) con estas

bobinas.

Agilent

F P i B HMEY Agilent Technologies

[IGLT
Agilent

Figura 45. Lecturas del Osciloscopio para el equipo 2 ZVS con una bobina de tubo de cobre

de 5/16 de pulgada con N=5 (esquina superior izquierda), con una bobina de tubo de cobre de
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5/16 de pulgada con N=10 (esquina superior derecha) y con una bobina de tubo de cobre de
5/16 de pulgada con N=18 (parte inferior al centro)

Al hacer estas mediciones, podemos observar que la bobina de tubo de cobre de 5/16 de
pulgada con N=5 aumento la frecuencia del campo magnético alterno a 107.34 kHz, asi como
la amplitud volviéndola ahora de 17.17 Gauss o 1.3696 kA/m. Una vez analizado esto se
decidi6é continuar usando solamente este acoplamiento por cumplir con una frecuencia dentro

del rango establecido en el disefio.
5.5 Liberacion de acido folico con NPMIP y NPMIP en presencia y ausencia de AMF.

Una vez identificada la carga de las NPMIPs y las NPNIPs, asi como desarrollados los
equipos generadores de campo magnético alterno, la tercera etapa de este proyecto de
investigacion fue conocer el impacto que tiene la aplicacién de un campo magnético alterno en

la liberacion de &cido félico por este sistema de liberacion.

En este experimento se buscd conocer diversos factores que intervienen en la liberacién,
como lo son; el comportamiento de liberacién de las NPMIPs con respecto a las NPNIPs; vy el

efecto que tiene la aplicacion de dos diferentes campos magnéticos.
5.5.1 Carga de NPMIPs y NPNIPs para el experimento.

Para poder realizar el experimento por triplicado, se tuvo que hacer la carga de farmaco en un
lote lo suficientemente grande de NPMIPs y NPNIPs a las mismas condiciones de carga para
gue esto no fuera un factor que influyera en los resultados, por lo cual a continuacion se

describe el proceso de carga.

Se pesaron aproximadamente 180mg de NP (NPMIP y NPNIP por separado) y se agregaron
dentro de un tubo de ensayos con capacidad para 50 mL, posteriormente se agregaron 2.6mL
de DMSO y 13.4mL de MeCN al tubo, después se sonico el tubo durante 5 minutos. Una vez
transcurrido el tiempo de sonicacion se agregaron 4mL de una solucion de acido folico a una

concentracion de 2mg/mL en DMSO y se mezclaron los componentes vigorosamente.

El tubo se mantuvo en agitacion y temperatura constante (T=20°C y 200rpm) durante 2 horas.
Posteriormente se sedimentaron magnéticamente las NP durante 30 min. Una vez

transcurrido el tiempo se separd el sobrenadante de las NP y se tomaron 3 mL de este, los
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cuales fueron centrifugados a 14,000rpm durante 30 min. Por ultimo, una vez terminado el
tiempo de centrifugacion se ley6 la absorbancia del sobrenadante diluido en un factor de 1 en
40 a una longitud de onda de 286.28 nm.

Las NP sedimentadas se lavaron con 5 mL de MeCN para quitar los restos de DMSO y se
sedimentaron magnéticamente por 5 min, se descarté el sobrenadante y se dejaron secar a
temperatura ambiente durante 1 noche. Como resultado, se obtuvieron 180 mg de NP
cargadas con 43.07 pg de AF/mg de NP para las NPNIP y 43.25 pg de AF/mg de NP para las
NPMIPs.

Es importante notar que aungue la concentracion inicial fue mayor que las concentraciones
utiizadas para las isotermas de adsorcion la cantidad adsorbida por miligramos de
nanoparticulas fue menor, esto pudo pasar debido a la relacion de volumen de dispersante y
cantidad de nanoparticulas ya que en este caso fue menor que en las isotermas, ademas muy
probablemente la agitacion y turbulencias fueron menores en este proceso de carga que en
las pruebas de isotermas, lo cual nos hace pensar que es un factor importante el que se

mantengan en dispersion las nanoparticulas.
5.5.2 Perfil de liberacion

Para realizar los perfiles de liberacion se agregaron aproximadamente 10 mg de NP cargadas
(NPMIP y NPNIP) en un vaso termostatado, posteriormente se llevd a una temperatura de
37°C. Una vez alcanzada esa temperatura se agregaron 25 mL de buffer de fosfatos a pH=7.4
y se empez0 a agitar a 200rpm. Se tom6 una alicuota de 1 mL a los 5, 15, 30, 60, 120, 180 y
360 minutos y se reemplazé con buffer fresco. Una vez tomada la alicuota se centrifugo
durante 15 min a 14,000 rpm y el sobrenadante fue utilizado para medir la concentracion de

acido folico a 282.4nm en un espectrofotdmetro con un factor de dilucién de 2.

Este procedimiento se hizo por triplicado para medir la liberacién de las NPMIP y NPNIP en
presencia y ausencia de campos magnéticos alternos. Los campos magnéticos fueron
encendidos durante las 3 primeras horas de la liberacion. A continuacién, se muestran las

gréficas de los perfiles de liberacion.
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Cantidad liberada acumulada (ug AF/mgNP)
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Figura 46. Comparacion de los perfiles de liberacion de NPMIP y NPNIP.
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Figura 47. Comparacion de la liberacion de acido félico de las NPMIP con sus respectivos

tratamientos magnéticos (izquierda) y de las NPNIPs y sus respectivos tratamientos

magneéticos (derecha)
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Figura 48. Comparacion de modelos cinéticos de liberacion para el perfil de liberacion de

NPMIP. De izquierda a derecha se muestran el modelo cinético de primer orden el modelo de

Higuchi, el modelo de Korsmeyer-Peppas y el modelo de Weibull.

Tabla 8. Valores obtenidos de hacer las regresiones de los datos de la cinética de liberacion

de NPMIP con diferentes modelos cinéticos.

Model First-order Higuchi Korsmeyer-Peppas Weibull
Equation FZlOEIi)_]EXp(_ F=kH*"0.5 F=kKP*t*n FZlOTOi;i;/E;?[_((t_
Best-fit Values
k1 kH kKP n a B Ti
Parameter
0.404 7.307 86.411 0.008 |0.503 | 0.028 0.000
N_observed 8 8 8 8
DF 7 7 6 5
R_obs-pre 0.9926 0.5308 0.9998 0.9997
Rsqr 0.9008 -1.0813 0.9995 0.9995
Rsqr_adj 0.9008 -1.0813 0.9994 0.9993
MSE 98.5636 2068.4001 0.5771 0.7298
MSE_root 9.9279 45.4797 0.7597 0.8543
Weighting 1 1 1 1
SS 689.9452 14478.8010 3.4625 3.6490
WSS 689.9452 14478.8010 3.4625 3.6490
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AlC 54.2929 78.6435 13.9360 16.3556
MSC -0.0088 -3.0526 5.0358 4.7334
Mean Dissolution Profiles with SD Statistics Value
100 Observed 2 87.403
20 Ly —3 Number of 5000
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= ] Bootstrap mean  87.403
5 Bootstrap
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E 60 § median 87.403
£ %0 5% percentile 87.403
s ] 95% percentile  87.403
g 30 Skewness 1.000
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Figura 49. Prueba de factor de similitud f2 para el perfil de liberacion de NPNIP (referencia) y

NPMIP (prueba)

Tabla 9. Resultados obtenidos del desarrollo de la prueba del factor de similitud (f2) entre las

cinéticas de liberacion de NPMIPs y de NPNIPs con sus respectivas cinéticas de liberacion

con tratamientos magnéticos.

] NPMIP vs. NPMIP vs. NPNIP vs. NPNIP
Pruebas realizadas
NPMIPAMP NPMIPZVS  NPNIPAMP vs.NPNIPZVS
Observed 2 78.93678677 95.253 83.545 90.989
Number of bootstrap 5000 5000 5000 5000
Bootstrap mean 78.93678677 95.253 83.545 90.989
Bootstrap median 78.93678677 95.253 83.545 90.989
5% percentile 78.93678677 95.253 83.545 90.989
95% percentile 78.93678677 95.253 83.545 90.989
Skewness -1.000300115 -1.000 1.000 1.000
Kurtosis -2.00080048 -2.001 -2.001 -2.001
Is 5% percentile Y
Yes Yes Yes Yes
50
Similarity of Rand T Accept Accept Accept Accept
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Como se puede observar en figura 46 la cinética de liberacion tanto de las NPNIPs como de
las NPMIPs es muy rapida y muy parecidas entre ellas. Asi mismo, al comparar estas
cinéticas con las respectivas para los tratamientos magnético podemos apreciar en la figura
47 que las liberaciones son muy similares. Sin embargo, esto no fue corroborado hasta que se

hicieron las respectivas pruebas de factor de similitud (f2), como se observa en la tabla 8.

Por otro lado, se pudo determinar que el modelo cinético que mas se adecua a los datos
experimentales de liberacion es el de Korsmeyer-Peppas el cual nos da una exponente de
liberacion n=0.008, la cual nos sugiere que la liberacion es a través de un mecanismo de

difusion Fick.

Observando las figuras 46 y 47 podemos notar que existe un efecto de liberacion inmediata a
los 5 minutos de casi el 87 % de farmaco liberado (efecto Burst), lo cual nos quiere decir que
ese porcentaje estaba adsorbido tanto en las NPMIPs y NPNIPs de manera inespecifica y
muy probablemente en multicapas. Sin embargo, existe una liberacidn mas lenta después de

los 5 minutos, lo cual nos sugiere que existen huecos de afinidad especifica a acido folico.
Prueba de calentamiento magnético con NPHFL

Una vez identificado que no existe diferencia significativa entre la liberacién de las NPNIPs y
las NPMIPs en presencia y en ausencia del campo magnético alterno, queda remanente la
duda de si lo que fall6 fue el sistema de liberacion o el desarrollo de los equipos 0 ambos. Por
lo tanto, se prosiguié a hacer un sencillo experimento para determinar si las nanoparticulas

magnéticas eran afectadas de algin modo con los equipos que hemos desarrollado.

El experimento consiste en agregar una gran cantidad de nanoparticulas en un volumen de
dispersante muy pequefio para poder identificar un cambio de temperatura mediante el uso de
un termometro de alcohol y que una alta dispersion hiciera que el exceso de disolvente
enmascarara la hipertermia. Dicho esto, se agregaron aproximadamente 300 mg de
nanoparticulas magnéticas (magnetita) en un vial de vidrio pequefio, posteriormente se
agrego 1 mL de buffer de fosfatos pH=7.4. Una vez agregado el buffer se dejé sonicar durante
15 minutos y después de eso se dejo reposar por 20 min a temperatura también. Una vez
transcurrido el tiempo se introdujo este vial dentro de las bobinas de los dos equipos (Equipo

1 AMP y Equipo 2 ZVS) y se le colocé en la boca del vial un termémetro de alcohol. Una vez
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montado el experimento se prendieron los equipos durante 30 minutos y se hicieron lectura de

temperatura a 1, 3, 10, 15, 20, 30 min. A continuacion, se muestran los resultados.

36
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Figura 50. Gréfica de calentamiento magnético con los dos diferentes equipos desarrollados.

Como se puede apreciar, existe un aumento en la temperatura del vial a medida que pasa el
tiempo para el tratamiento con el equipo ZVS, mientras que con el otro equipo no se levanta la
temperatura. Esto nos puede dar a entender que el equipo 1 (AMP) no tiene las correctas
condiciones de campo y frecuencia para poder calentar magnéticamente a las nanoparticulas.

Sin embargo, el Equipo 2 ZVS pudo calentar las nanoparticulas hasta los 34 partiendo de 20
°C (temperatura ambiente).

Con este experimento se puede calcular la tasa de absorcion especifica (SAR), la cual es un
parametro para evaluar el desempefo del calentamiento de las nanoparticulas magnéticas.
Este pardmetro es definido como el calor disipado por unidad de tiempo por masa de

nanoparticulas [78]. A continuacion, se muestra la siguiente ecuacion.

SAR = Myp Cnp + M Cs d_T
Myp dt
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Donde my, es la masa de las nanoparticulas magnéticas, cy, el calor especifico de las

nanoparticulas, mg es la masa del disolvente y c¢; el calor especifico del disolvente. A

continuacion, se muestra el calculo para determinar el SAR.

SAR =

1800 s g de NP

S J
0.309g 0.6357g T 1g4.186g "¢ (15.6° C
0.309g

> = 0.1229

Una vez encontrado este valor podemos compararlo con el trabajo realizado por Kekalo en
2015 [79], en el cual reporta que nanoparticulas de magnetita de entre 20 y 40 nm pueden
alcanzar valores de SAR de entre 22 a 200 W/g cuando se encuentran inmersos en un campo
magnético de 8 a 40 kA/m a 160kHz de frecuencia. Dicha comparacion denota una gran
diferencia con el resultado obtenido, el cual se puede deber a la intensidad de campo y la
frecuencia de este ejercidos en el experimento. Por lo tanto, es evidente la relacién
proporcional entre la intensidad de campo magnético y la frecuencia con el calentamiento

magnético en las nanoparticulas.

5.6 Prueba de liberacion de acido félico con NPHFL en presencia de un campo magnético

alterno

Por ultimo, se repitid el experimento de carga de acido félico con la Unica diferencia de que en
vez de usar NPNIP y NPMIP se utilizo NPHFL. Una vez obtenidas las NPHFL cargadas se
agregaron aproximadamente 10 mg de NPHFL a un vaso termostatado con un medio de
disolucion que constaba de 1 mL de NaOH 2.5M y 24 mL de H20. Se mantuvo durante 30 min
a temperatura ambiente y agitacion constante a 200rpm con el equipo ZVS encendido. Como

resultado se obtuvo la siguiente gréafica.
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Figura 51. Prueba de liberacion de acido félico con NPHFL en presencia y ausencia de un

campo magnético alterno.

Como se puede observar en la grafica existe una diferencia significativa entre la liberacion del
grupo control y del que se tratd con el campo magnético alterno, por lo cual podemos deducir

gue el campo magnético aumento la liberacién de acido folico.

Una posibilidad es que la adsorcién sobre las particulas con polimero sea mas fuerte que el
efecto de la hipertermia magnética ya que en las mismas condiciones la liberacién del acido
félico es estimulada por el campo magnético alterno y cuando la adsorcion es sobre las
particulas con polimero no hay diferencia en la liberacion. También puede suceder que la
hipertermia afecte Unicamente a lo que esta inmediatamente unido a la particula y cuando hay
polimero el farmaco se une a este y no a la particula, razén por la cual no se ve afectada la

liberacion.
6.Conclusiones.

Se formulé y desarroll6 un sistema de liberacibn de farmacos afin a acido félico con
nanoparticulas superparamagnéticas de oxidos de hierro con un recubrimiento de impronta
molecular. Por otro lado, por deficiencias en el proceso de impronta molecular no se obtuvo un

sistema de liberacién improntado con mayor capacidad de carga con respecto al no
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improntado. Sin embargo, el sistema improntado si mostré6 mayor afinidad que el que no pasoé
por el proceso de impronta.

Subsecuentemente, se caracterizd el sistema de liberacion tanto en propiedades fisicas,

magnéticas, morfoldgicas, quimicas y de adsorcion.

Posteriormente, se desarrollaron dos equipos que pueden generar campos magnéticos
alternos, de los cuales el equipo 2 (ZVS) es funcional para conocer el SAR de las
nanoparticulas magnéticas, asi como para evaluar el efecto de un campo magnético en la
liberacidon de farmacos. Por otro lado, el equipo 1 (AMP) tiene prometedoras posibilidades de

variacion y mejora.

También, se hicieron cinéticas de liberacién en los sistemas desarrollados con la presencia y
en ausencia del campo magnético alterno que generaron los equipos desarrollados, sin
embargo, no se vio una diferencia significativa entre los grupos tratados con campos

magneéticos y los controles.

Por ultimo, comprobd el calentamiento magnético de las nanoparticulas de magnetita de
aproximadamente 10nm de diametro dispersos en agua a 107kHz y aproximadamente 20

Gauss.
7.Perspectivas

Con la finalidad de mejorar la caracterizacion de los sistemas de liberacion de nanoparticulas
magnéticas con cubierta de polimeros con impronta molecular seria conveniente utilizar
técnicas como la son DSC y TGA para una mejor caracterizacion del polimero de impronta
molecular, mientras que el de DLS serviria muy bien para identificar los radios hidrodinamicos

del sistema los cuales tienen mucho que ver en materia de calentamiento magnético.

Por otro lado, el uso de magnetometrias con campos magnéticos directos y alternos del
sistema de liberacion tanto en su forma sdlida, asi como en su forma de dispersion coloidal
por SQUID y/o VSM mejorarian la caracterizacion magnética de los nucleos del sistema, lo
cual mejoraria a su vez el desarrollo de nuevas condiciones de frecuencia e intensidad de

campo magnético.
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Un método no explorado para el desarrollo y mejora de la impronta seria la polimerizacion por
emulsion ya que se ha observado que esta técnica podria disminuir la probabilidad de

formacion de agregados de nanoparticulas y polimero

Una oportunidad de mejora en la investigacion de sistemas de liberacion de farmacos
nanoparticulados activados por campos magnéticos alternos es la determinacion de los
tiempos de relajacion de Neel y Brown del sistema de liberacion de farmaco seria la mejor
forma para identificar los pardmetros 6ptimos de campo magnético alterno para potenciar el

calentamiento magnético.

Por altimo, para observar una diferencia significativa de la carga y afinidad de las NPMIPs con
las NPNIPs se deberia de hacer una cinética de liberacion con menor carga en los sistemas o

bien con un lavado para eliminar el efecto burst como variable de error.
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