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Resumen.

Los materiales magnetoeléctricos son los compuestos multiferréicos mas interesantes
debido a su fascinante fisica y multiples aplicaciones. Desde una perspectiva farmacéutica,
dadas sus propiedades, las nanoparticulas magnetoeléctricas como nuevos acarreadores de
farmacos prometen mejorar la selectividad y eficiencia de la terapia.

Inicialmente, se propusieron cuatro sistemas de nanoparticulas se tipo nucleo-
recubrimiento, con posibles efectos magnetoeléctricos que, dado su composicion, son
sensibles a campos magnéticos externos y a la temperatura de las células tumorales.
Mediante los métodos de coprecipitaciéon y sol-gel se sintetizaron nanoparticulas de
CoFey04-BaTiOs, CoFez04-BisTiz012, Fe304-BisTizO12 vy  Fe304-BaTiOs, las cuales
posteriormente se recubrieron con un polimero sensible a temperatura (PNIPAm) via
radicales libres.

De acuerdo con los patrones de difraccion de rayos X, las micrografias TEM y SEM, los ciclos
de histéresis de magnéticos, FTIR y el andlisis elemental se logré obtener tres nanoparticulas
de tipo nlcleo-cubierta recubiertas con PNIPAm, con un comportamiento
superparamagnético que cumplen con las caracteristicas adecuadas de morfologia, tamafio
y estabilidad quimica y térmica necesarias para utilizarlas como nanoacarreadores de
farmacos. La transformacién de nanoparticulas superparamagnéticas de Fes0Os4 a a-Fe;03
durante su recubrimiento con BisTizO12 limitd la aplicacion de estas nanoparticulas como
acarreadores de farmacos debido a su comportamiento antiferromagnético.

Durante la evaluacién de las nanoparticulas como sistema de administracion de farmacos, se
eligié el metotrexato como farmaco modelo. Los estudios in vitro de adsorcién y liberacién
del metotrexato, bajo diferentes condiciones de temperatura, cantidad de metotrexato
adsorbido y la presencia de un campo magnético alterno revelaron que,
independientemente de su composicion, las nanoparticulas mostraron un comportamiento
fisicoquimico similar, debido a que estos procesos dependian principalmente del
recubrimiento polimérico. La liberacién de una mayor cantidad de metotrexato se logrd bajo

el efecto de un campo magnético alterno a 36.5 ° C.
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Abstract.

The magnetoelectric materials are the most interesting of the multiferroic compounds due
to their fascinating physics and functionalities. From a pharmaceutical point of view, the new
magnetoelectric core-shell nanocarriers are a promising drug delivery system that will
improve the selectivity and efficiency of the current systems due to their electric and
magnetic properties.

Here are proposed four different core-shell nanoparticles as new candidates for drug
nanocarriers with possible magnetoelectric effects that respond to the tumoral cells
temperature and to external alternating magnetic fields because of their thermo-responsive
polymeric coating with PNIPAm and their magnetic cores, respectively. The proposed
CoFey04-BaTiOs, CoFey04-BisTisO12, Fe304-BisTisO12 and Fes02-BaTiOs polymer-coated
nanoparticles were synthesized by coprecipitation, sol-gel method, and polymerization via
free radicals, respectively.

The X-ray diffraction patterns, the TEM and SEM micrographs, the magnetization hysteresis
loops, FTIR and elemental analysis results supported the obtention of three type core-shell
nanoparticles coated with PNIPAm, with a superparamagnetic behavior that comply with the
morphology, size, thermal and chemical stabilities characteristics required to be used as drug
nanocarriers. The transformation of ferrimagnetic Fes04 into antiferromagnetic hematite (a-
Fe,0s) during the coating with BisTisO12 limited the application of the nanoparticles as a drug
delivery system.

During the evaluation of the nanoparticles as a drug delivery system, methotrexate was
chosen as an antineoplastic model drug. The in vitro release and adsorption studies of
methotrexate under several conditions of temperature, methotrexate amount and the
presence of an alternating magnetic field revealed that independently of their composition
the nanoparticles showed the same physicochemical behavior, which manifested as
comparable drug release profiles and adsorption kinetics that mainly depended on the
polymeric coating.

The best release performance of methotrexate from the nanoparticles was achieved under
the effect of an alternating magnetic field at 36.5 °C.
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1.0 Antecedentes.

“There is plenty of room at the bottom”

Richard Feynman, American Physical Society Caltech, (1959).

1.1 Formas farmacéuticas.

1.1.1 Definicion de formas farmacéuticas.

Las ciencias farmacéuticas se han desarrollado rapidamente en los Ultimos afios, por lo que
es facil olvidar que hace no menos de 50 afios no existian tratamientos eficaces y seguros
para enfermedades que implicaban la muerte prematura de millones de personas. ! Sin
embargo, a pesar del desarrollo en esta drea aun prevalecen enfermedades sin tratamientos
eficientes que implican un reto.

Las primeras formas farmacéuticas buscaban administrar cierta cantidad de farmaco en el
cuerpo de manera especifica, consistente y uniforme para generar una respuesta terapéutica
con la menor cantidad de efectos adversos. ? Estos sistemas denominados convencionales
son una mezcla de uno o mas farmacos con o sin aditivos que presentan caracteristicas para
su adecuada conservacion, dosificacién y administracién 3 y se caracterizan por una
liberacion rapida del farmaco al cuerpo, donde el efecto terapéutico esta limitado por la

absorcion. *

1.1.2 Definicidn de formas farmacéuticas de liberacion modificada.

El reto que implica el tratamiento de diversas enfermedades dio lugar al desarrollo de nuevas
generaciones de formas farmacéuticas que, dependiendo de sus propiedades y sus
caracteristicas fisicoquimicas, controlan la liberacién de farmacos de manera uniforme
independientemente de factores ambientales externos en el sitio de administracion. 2 Las
formas farmacéuticas de liberaciéon modificada son sistemas de dosificacién de farmacos
disefiados para modificar el tiempo, la velocidad y/o el lugar de liberacion de un farmaco

para mejorar la eficiencia de la terapia, disminuir efectos adversos, reducir la frecuencia de
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dosificacion, etc. 2*° A diferencia de los sistemas convencionales, el suministro del fadrmaco

de los sistemas de liberacion modificada esta limitado por el proceso de liberacién. 4

1.1.3 Clasificacidn de las formas farmacéuticas de liberacion modificada.

Las formas farmacéuticas de liberacion modificada se clasifican con base en los mecanismos

involucrados en la liberacién como se muestra en la figura 1.

Sistema reservorio

Sistemna matricial < Hidrofilico
Sistema Lipofilico
microreservorio

Presion osmética Presion hidrodinamica
Presion de vapor Presion mecanica
Fisicos
Sistema de liberacion -
. . Quimicos
estimulo sensible

Sistema con perfiles
de liberacion definidos

Estimulos magnéticos Sonoforésis
lonoforésis

Reaccmnes de hidralisis

Sistemas de
. .. Fuerza ionica
liberacion —
g iologicos
modificada 8 Enzimas
Concentracion de sustratos
Murinos
. . L . uimericos
Sisterna de liberacion Anticuerpos & ;
drgano-dirigida monaclonales Humanizados

Humanos

. Sistemas bioerosionables
Sistema de liberacion

controlada por Sistemas de bio-respuesta

retroalimentacion i
Sistemas autorregulables

Figura 1. Sistemas de liberacion modificada.

La clasificacion divide a los sistemas de liberacion en a) sistemas de perfil de liberacion
definidos, b) sistemas sensibles a estimulos externos, c) sistemas de retroalimentacion donde
la concentracion de un agente detonador controla la liberacion y finalmente d) los sistemas
dirigidos a un érgano especifico mediante el uso de anticuerpos monoclonales. 4

1.1.3.1  Formas farmacéuticas de perfiles de liberacién definidos.

Las formas farmacéuticas con perfiles de liberacién definidos son sistemas cuyo disefio
mantiene la concentracion del farmaco en la sangre dentro del intervalo terapéutico durante

un tiempo definido al controlar el proceso de difusién del farmaco. ® Estos sistemas se
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clasifican de acuerdo con dicho mecanismo en sistema matriciales, reservorio o micro
reservorio, como se muestra en la figura 1, o con base en el tiempo de liberacion en formas

de liberacidn sostenidas o retardadas. *

1.1.3.2  Formas farmacéuticas érgano dirigido.

Los sistemas organo dirigido utilizan anticuerpos monoclonales para dirigir un farmaco a un
organo al aprovechar la afinidad y especificidad de los anticuerpos hacia sus antigenos,
disminuyendo efectos adversos y aumentando la biodisponibilidad del farmaco. Los
anticuerpos monoclonales se emplean en el tratamiento del cancer debido a sus efectos
citotoxicos en las células tumorales mediados por cuatro mecanismos primordiales ilustrados

en la figura 2.7

Célula NK

Figura 2. Mecanismos de citotoxicidad
mediada por anticuerpos.

Los mecanismos de citotoxicidad celular de
los anticuerpos estan mediados por 1) las
células del sistema inmune, 2) el sistema
complemento, que culmina en la formacion
del complejo de ataque a membrana, 3) la
neutralizacion por union a receptores y la

Célula
tumoral

posterior inhibicion de cascadas de

“ sefializacion y 4) la entrega especifica de
1{ fdrmacos. 7
4

1.1.3.3 Formas farmacéuticas reguladas por retroalimentacion.

Las formas farmacéuticas reguladas por retroalimentacion son sistemas con mecanismos de
respuesta a estimulos externos, que generalmente mimetizan los mecanismos fisiolodgicos
homeostaticos. Estos sistemas controlan la liberacién del farmaco como respuesta a la
concentracion de ciertas sustancias denominadas agentes detonantes. & Un ejemplo comun
de este tipo de sistemas son los reservorios que liberan insulina dependiendo de la

concentracion plasmatica de glucosa. #
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1.1.34 Formas farmacéuticas sensibles a estimulos.

Las formas farmacéuticas sensibles a estimulos son sistemas que responden de manera
dindmica a los estimulos en el ambiente celular. ? Los estimulos mas comunes para controlar
la liberacidon de farmacos son el pH, la presién osmética, temperatura, fuerza idnica, campos
magnéticos, entre otros. Actualmente, los sistemas sensibles a mas de un estimulo han
mejorado el proceso de liberacion del farmaco. '° Las nanoparticulas magnetoeléctricas se

encuentran en esta clasificacion. 11

1.1.4 Sistemas magnetoeléctricos como nueva forma farmacéutica.

Los acarreadores magnetoeléctricos son un subgrupo de materiales multiferrdicos que
presentan el efecto magnetoeléctrico, un fendmeno que induce la polarizacion de un
material bajo la aplicacion de un campo magnético o que provoca la magnetizacién de un
material por la imposicion de un campo eléctrico externo. ' Debido al efecto
magnetoeléctrico, este tipo de acarreadores controla la entrega y liberacion de farmacos en
regiones localizadas mediante la aplicacion de campos magnéticos externos, convirtiéndolos

en acarreadores sensibles a estimulos. 12

Al considerar las propiedades Unicas de las
nanoparticulas magnetoeléctricas, se ha propuesto un posible mecanismo de entrega y
liberacién de farmacos (figura 3).

La aplicacion de nanoparticulas (NP) magnetoeléctricas como sistemas acarreadores
representa una nueva posibilidad para optimizar y mejorar el tratamiento de enfermedades
como el sindrome de inmunodeficiencia humana (SIDA), el cancer y enfermedades del
sistema nervioso central que actualmente no son eficientemente tratadas. '* En el caso del
cancer, prometen superar uno de los principales retos en su tratamiento, la entrega y
liberacidn especifica de farmacos a las células tumorales sin afectar células sanas. 3

Las nanoparticulas magnetoeléctricas son un sistema en vias de desarrollo que ha
demostrado resultados para el tratamiento del cancer en lineas celulares, 1% para la entrega

de péptidos, * el tratamiento del sida, *> el tratamiento de enfermedades del sistema

nervioso central, ' modular la actividad neuronal ' y como sistemas diagndsticos. 8 A pesar
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de los multiples avances, aun falta caracterizar los materiales del sistema, comprobar el
mecanismo de liberacion propuesto, realizar estudios de liberacién in vitro, de adsorcién, de
toxicidad y optimizar los parametros farmacocinéticos.

Aunque existan estudios de las nanoparticulas magnetoeléctricas para el tratamiento del sida
o leucemias, cabe resaltar que podrian ser ineficientes para su tratamiento debido a que las

células se encuentran dispersas en todo el cuerpo.

. Células sanas
- \

\

Figura 3. Mecanismo de liberacion y entrega de las nanoparticulas magnetoeléctricas.
Debido a su composicion, las nanoparticulas magnetoeléctricas pueden dirigirse a un érgano
blanco, en donde debido a la aplicacion de un campo magnético externo generan un campo
eléctrico a nivel celular, el cual induce la electroporacion de ciertas células dependiendo de
su valor de potencial de membrana. La formacion de poros de escala nanométrica en la
membrana celular permite la entrada selectiva y acumulacion de las nanoparticulas dentro
de las células donde finalmente se presenta la liberacion del fdrmaco mediante algun
estimulo externo o del microambiente celular. *>1719

1.1.4.1 Selectividad de las nanoparticulas magnetoeléctricas y potencial de membrana.

La membrana celular es una estructura dinamica formada por una bicapa lipidica de
naturaleza anfipdtica, asimétrica, semipermeable y selectiva que se encarga de proteger las

estructuras celulares, mantener la presién osmatica, el pH y regular procesos celulares. 2921
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El ingreso selectivo de iones al ambiente intracelular impone un gradiente de
concentraciones que impone una diferencia de potencial denominado potencial de
membrana (Vm) (figura 4), que otorga propiedades eléctricas a la membrana celular. 2223 E
potencial de membrana modula procesos vitales de la célula como la proliferacion y la
diferenciacion, de manera que afecta el desarrollo de enfermedades como el cancer, donde
se ha observado que la despolarizacién continua de la célula favorece la proliferacién de

células tumorales. 2* Acorde con varios autores, la actividad eléctrica de las células permite

identificar y monitorear el estado de actividad de las lineas celulares, 2> como se muestra en

la tabla 1.
Linea celular Tipo de célula Capacitancia (uF/cm?)
MCF-10A Células sanas de pecho 3.94
MCF-7 Células tumorales de pecho en etapa temprana 1.95
MDA-MB-231 | Células tumorales de pecho invasivas 1.81
MDA-MB-435S | Células tumorales de pecho en etapa tardia 1.10
AML2 Leucemia mieloide aguda 1.69
NB4 Leucemia promieloide aguda 2.25
95D Carcinoma de pulmon altamente metastasico 2.00
95C Carcinoma de pulmdén poco metastdasico 1.62

Tabla 1. Potencial de membrana de lineas celulares. 21

Las nanoparticulas magnetoeléctricas explotan las propiedades eléctricas de la membrana

para electronanoporar una poblacidon de células con cierto potencial de membrana. 1°

1.1.4.2 Electronanoporacion.

La electronanoporacion se refiere al proceso de formacion de poros de escala nanométrica
en la membrana plasmatica mediante reacomodo de los lipidos de membrana y moléculas
de colesterol como respuesta a estimulos eléctricos por arriba del valor umbral (figura 4). >
Actualmente la electronanoporacion se utiliza para protocolos de recombinacién genética
como la transformacion, un proceso que incorpora fragmentos ADN exdgeno al ADN

bacteriano. En el laboratorio la insercién de plasmidos se realiza mediante dispositivos que
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generan campos eléctricos externos e inducen la electronanoporacion celular, por lo que, las

nanoparticulas magnetoeléctricas se pueden emplear para optimizar este proceso. %°

Figura 4. Mecanismo de formacion de poros en la membrana celular (modificado de Casicola
& Tarek, 2016).

La aplicacion de campos eléctricos alternos en la célula origina una corriente eléctrica local
por la movilizacion de cargas eléctricas en el citoplasma y el medio extracelular; dicha
corriente eléctrica favorece la orientacion de los momentos dipolares del agua en la superficie
de la célula (a), los cuales forman estructuras de agua ancladas de los grupos glicerol de los
fosfolipidos. Posteriormente se forman puentes de hidrégeno entre moléculas de agua en
ambos lados de la membrana formando columnas de agua en la membrana (b). Finalmente,
el poro se forma a partir de la estabilizacion las columnas de agua por la insercion de lipidos
de membrana que migran de la superficie a la columna (c). %/

1.2 Materiales nanoestructurados.

Los materiales nanoestructurados son sistemas sdlidos cuyos componentes estructurales
tienen al menos una dimension menor a 100 nm. 28 Generalmente, los materiales
nanoestructurados muestran propiedades distintas a aquellas que se presentan en un
material de la misma composicién y mayores dimensiones debido a su alta drea superficial

especifica, su formay a efectos cudnticos.?%30
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El concepto de nanomateriales se introdujo en 1959, cuando Richard Feynman presenté el
concepto de la manipulacién de la materia a nivel atdmico. 3! El progreso desde entonces,
ha permitido la aplicacion de los nanomateriales como catalizadores, 3? sistemas de
liberacion de farmacos, 32 agentes conservadores de trabajos de arte, 3* para la remediacion
de suelos, %8 entre otros. Dentro del drea de farmacia, los materiales nanoestructurados se
emplean como acarreadores de farmacos ya que presentan ciertas ventajas sobre los

sistemas convencionales y de liberacion modificada de mayor escala como se muestra en la

tabla 2.%°

. Sistemas de .
Sistemas ) v NNEMES
\ liberacidn o
convencionales " nanomeétricos
modificada

Uniformidad de la dosis Bueno Bueno Bueno
Administracién simple y precisa Bueno A la medida A la medida
Simples de fabricar Bueno
Sistemas versatiles Bueno Bueno Bueno

Disminucién de la dosis,
frecuencia de dosificacion y Bueno Excelente
eventos adversos.

Mayor seguridad Bueno Excelente
Perfiles de liberacion uniformes Bueno Bueno

Mavyor apego al tratamiento Bueno

Menor degradacion del farmaco Bueno Excelente
Aumento de la biodisponibilidad Bueno Excelente
Mayor capacidad de carga A la medida
Responden a estimulos A la medida A la medida
;;r;t;zl I(ijtf(la:;ecrirc’])zq velocidad'y A la medida A la medida
Menor reconocimiento por

parte del sistema inmunoldgico Excelente
Cambio en propiedades de Ala medida

materiales debido al tamafo

Tabla 2. Tabla comparativa de las diferentes formas farmacéuticas.
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Los nanoacarreadores generalmente estan formados por polimeros, lipidos, virus e inclusive
compuestos inorgédnicos 3¢ que se clasifican seglin su composicion en materiales simples o

compuestos (figura 5). 37

Metales l

Oxidos de metales l
Simples ) l

Polimeros

Lipidos l

Inorganico-inorganico

— Inorganico-organico ]
Compuestos }

Organico-inorganico

QOrganico-organico

Figura 5. Clasificacion de los materiales nanoestructurados.

En la tabla 3 se resumen algunos de los medicamentos en el mercado que utilizan

acarreadores nanométricos. 339

Medicamento Nanoacarreador i Tratamiento
AmBisome Anfotericina B en liposomas FDA 1997 Infecciones fungicas
DaunoXome Daunorrubicina en liposomas FDA 1996 Sida
Oncaspar L-asparagina recubierta de PEG FDA 1994 LeL.Jcemizi\ aguda
linfoblastica
Pegintron Interferon a2b recubierto de PEG FDA 2001 Hepatitis C
Megace NP de acetato de megestrol FDA 2005 Anorexia
Emend NP de aprepitant FDA 2003 Antiemético
Genoxol Paclitaxel en nanocdpsulas de PEG | Corea del Céancer metastasico
y Poli (D, L-lactato) sur 2001 de mama
NanoTherm NP superparamagneticas EMA 2013 Neoplasias

recubiertas de aminosilano

NP superparamagnéticas .
Feraheme ) FDA 2009 Anemias
recubiertas de dextran

Tabla 3. Acarreadores nanométricos en el mercado. 383°
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1.3 Ciencias de los materiales.

En su momento, el desarrollo y uso de los materiales fue fundamental para el progreso de la
civilizacién humana, los materiales han influido de tal manera que, los antropdlogos dividen
las épocas histéricas con base en el material de uso predominante. ° La ciencia de los
materiales es la disciplina relacionada con la generacion y aplicacion de conocimiento
relacionado con la composicién, estructura y transformaciéon de los materiales con sus
propiedades y usos. *! En la industria farmacéutica el uso de nuevos materiales ha impulsado
el desarrollo de sistemas de tratamiento mas eficientes que disminuyen las reacciones
adversas a medicamentos (RAMs) y cuyo comportamiento en un sistema bioldgico se puede

predecir de acuerdo con las propiedades del material. 4

1.3.1 Clasificacion de los materiales.

Los materiales se clasifican con base en sus propiedades como se muestra en la figura 6.

Metales Figura 6. Clasificacion de los materiales.
Compuestos
Polimeros Ceramicos

Debido al impacto actual de las nuevas tecnologias, hay autores que mencionan que hoy en
dia se vive en la era electrénica > y proponen incluirlos como una nueva categoria. Los
materiales electrénicos se definen como aquellos materiales cuyas propiedades de interés
son consecuencia de una estructura electrénica particular y se clasifican en materiales

térmicos, eléctricos, magnéticos y Opticos. 4
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1.3.1.1  Materiales metalicos y ceramicos.

Los metales son materiales generalmente duros, maleables, que presentan buena
conductividad térmica y eléctrica dependiendo de la temperatura. 444

Por otra parte, los materiales cerdmicos son sustancias inorganicas no metalicas que constan
de elementos metadlicos y no metalicos, unidos principalmente por enlaces idnicos y/o
covalentes que se caracterizan por su alta dureza, resistencia al desgaste, estabilidad

guimica, resistencia térmica, baja ductilidad, baja tenacidad y bajo coeficiente de expansion

térmica. %®

1.3.1.2  Materiales poliméricos.

Los polimeros son moléculas de elevado peso molecular (1000-2000000 Da) formadas por la
repeticion de unidades quimicas simples llamadas mondmeros, los cuales se encuentran
enlazados quimicamente entre si. ** Los polimeros son materiales que resaltan por sus
propiedades mecanicas y que se clasifican con base en su composicién, comportamiento

frente a la temperatura, cristalinidad y sensibilidad frente a estimulos (figura 7). 4/

Estimulos sensibles
- p.H

* Temperatura

* Fuerza idnica

* Campo eléctrico

Composicion

* Homopolimeros ' POl |’m e rOS

s Copolimer

./'

__ Temperatura
Cristalinidad \ [ . Termoplastico
» Cristalino F * Termoestable
s Amorfo * Elastomero

Figura 7. Clasificacion de los polimeros.
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1.3.1.2.1 Polimeros sensibles a estimulos.

Los polimeros sensibles a estimulos son aquellos que presentan cambios abruptos en sus
propiedades fisicas debido a la presencia de estimulos externos como la temperatura, pH,
fuerza idnica, luz, ultrasonido, etc. 48

Los polimeros termosensibles cambian su grado de solvatacion como respuesta a cambios
en la temperatura “8 y son por mucho los polimeros mas estudiados en el drea farmacéutica.

1049 | os polimeros termosensibles se clasifican dependiendo de su comportamiento frente a

la temperatura (figura 8).

@ ® &

T Region de dos fases

e

m

p

? LCST |-===
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r JUCST |- ==

a

Region de dos fases

[ ]Disolvente [
M Polimero

o Fraccion volumen del polimero 19

Figura 8. Polimeros termosensibles tipo LCST (modificado de Holehouse & Pappu, 2015).

Los polimeros se clasifican en polimeros LCST (Temperatura critica inferior de la solucion,
traducido de sus siglas en inglés Lowest Critical Solution Temperature) o UCST (Temperatura
critica superior de la solucion traducido de sus siglas en inglés Upper Critical Solution
Temperature), donde el primero muestra una disminucion de su grado de solvatacion debido
al incremento de temperatura del sistema, mientras que el sequndo muestra el

comportamiento contrario. %1

Desde su descubrimiento en 1967, el poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAm traducido de sus
siglas en inglés) es uno de los polimeros termosensibles mas investigados en el area
farmacéutica debido a la cercania de su temperatura de transicion critica con la temperatura
fisioldgica, su baja toxicidad, su capacidad para almacenar farmacos y restringir su

movimiento difusivo en un medio acuoso.
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El PNIPAmM es un homopolimero formado por el mondmero N-
isopropilacrilamida (figura 9) con un comportamiento tipo LCST. En

un medio acuoso y en presencia de un agente de entrecruzamiento

A el PNIPAm forma hidrogeles dispuestos como arreglos

TH) tridimensionales de cadenas poliméricas hidrofilicas dispersas que

52

Figura 9..Po/i—(N— muestran un grado de hinchamiento. La polimerizacién del

isopropilacrilamida). PNIPAm con otros mondmeros de caracter hidrofilico o hidrofébico
permite ajustar la temperatura de transicion critica. °3

A pesar del enorme progreso en el desarrollo de sistemas de liberacion basados en PNIPAm
como hidrogeles y recubrimientos hasta la fecha no hay sistemas aprobados por la FDA en el

mercado; ya que Unicamente esta aprobado su uso como agente estabilizador en el drea

cosmética. >4

1.3.13 Materiales compuestos.

Sistema de materiales formado por una mezcla o combinacion debidamente dispuesta de
dos o0 mas constituyentes que difieren en forma y composicién quimica y son esencialmente
insolubles entre si. Los materiales compuestos se unen estructuralmente para obtener
propiedades que, por regla general, no pueden ser adquiridas solo por los materiales
originales. Tipicamente los materiales compuestos se describen como una matriz de un

material, en la cual se encuentra disperso otro material. #

1.4 Materiales multiferrdicos.

Los compuestos multiferrdicos son materiales que combinan dos o mas ordenes ferrdicos
primarios simultdneamente en una misma fase. > Los drdenes ferrdicos primarios son la
ferroelasticidad, ferroelectricidad y el ferromagnetismo, los cuales muestran una
deformacién mecdnica, una polarizacién o una magnetizacién espontanea respectivamente

(figura 10). >°
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Figura  10. Materiales ~ multiferrdicos
(modificado de Spaldin, N. A., 2017).

Los compuestos multiferrdicos resultan del
acoplamiento de los drdenes ferroicos
primarios, la interaccion entre los materiales
ferroeléctrico y los ferroeldsticos da la
piezoelectricidad, entre los ferroeldsticos y los
ferromagnéticos los piezomagnéticos y entre
los ferroeléctricos y ferromagnéticos los

magnetoeléctricos. >°

Los materiales magnetoeléctricos tienen multiples aplicaciones como transductores
eléctricos, sensores, formas farmacéuticas y dispositivos de almacenamiento debido a que
presentan el efecto magneto eléctrico; °7 sin embargo, estos materiales son escasos por la
incompatibilidad en la estructura electréonica que requieren ambos fenémenos, por lo que
actualmente se buscan nuevos materiales de baja toxicidad que presenten el fendmeno
magnetoeléctrico a temperatura ambiente. °8

El ferromagnetismo requiere de un arreglo de electrones con una orientacion paralela de los
momentos magnéticos (regla de Hund), lo cual se presenta generalmente en capas
semillenas de los orbitales d o f; mientras que los materiales ferroeléctricos requieren la
formacidén de enlaces covalentes dativos entre cationes y aniones vecinos para la formacién
de dipolos locales, lo cual ocurre entre metales de transicion con orbitales d vacios y el

oxigeno. °°

1.4.1 Materiales ferroeléctricos.

Los materiales ferroeléctricos son un subgrupo de materiales dieléctricos que se caracterizan
por mostrar una polarizacién espontanea reversible en ausencia de un campo eléctrico
debido a la disposicion asimétrica de iones en la celda unitaria del arreglo cristalino. Entre
sus principales aplicaciones esta la elaboracién de dispositivos de almacenamiento,
actuadores, sensores y cualquier otro artefacto que requiera de un fuerte acoplamiento

electromecdnico, fenédmeno que exhibe este tipo de materiales. °°
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1.4.1.1 Titanato de bismuto.

El sistema Bi;O3-TiO2 forma cuatro sistemas estables, el Bi;TisO11, Bi12TiO20, Bi;TioO7 y
BisTi3O12, en donde el ultimo es un compuesto ferroeléctrico representativo con una

estructura de perovskita perteneciente a la familia de compuestos de Aurivillius (figura 11).

60 Algunas caracteristicas de dichos sistemas se resumen en la tabla 4.

Sistema Estructura Sistema Temperatura de Propiedades
Biz03-TiO> cristalina fusion (°C) caracteristicas
BiaTizO12 Perovskita Tetragonal 1210 Ferroeléctrico
BixTiaO11 S/l Monoclinico | 1275 Antiferroeléctrico
Bi12TiO20 Selenito Cubico 865 Piezoelectrico
BixTioO7 Pirocloro Cubico S/ Piezoeléctrico

Tabla 4. Propiedades del sistema BizO3-TiO.

El bismuto y muchos de sus complejos son ampliamente utilizados en el drea médica como
agentes antimicrobianos, antifungicos, antitumorales y para el tratamiento de desérdenes

gastrointestinales. 6162

Bi
Figura 11. Estructura cristalina del

titanato de bismuto (modificado de
Snedden et al., 2004)

Las fases de Aurivillius son una familia de
compuestos que forman Idminas con
estructuras de entramados de unidades
tipo fluorita y perovskita, descritas como
pseudounidades de perovskita localizadas
entre dos ldminas (Bi.03)?* en donde en los
sitios vacantes de la perovskita se
localizan iones mono, di o trivalentes,

mientras que en las Idminas pueden
encontrarse iones con estados de

oxidacién mayores, como el Ti**. 62
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1.4.1.2 Titanato de bario.

Desde su descubrimiento en 1945, el titanato de bario (BaTiOs) ha sido uno de los materiales
mas estudiados por sus propiedades ferroeléctricas debido a distorsiones en la simetria
cubica. © El BaTiOs tiene una estructura de perovskita con los dtomos de bario en cada
esquina de la celda unidad, un atomo de oxigeno en el centro de cada cara y un atomo de

titanio ligeramente desplazado del centro de la celda unidad (figura 12). %*

Figura 12. Celda unidad del BaTiO3 (modificado
de Hummel, 2004).

El BaTiOs tiene una estructura tetragonal en
donde los dtomos de titanio se encuentran
desplazados de sus posiciones simétricas, lo
que resulta en un momento dipolar eléctrico en
la celda unidad a lo largo del eje c, la alineacion

de los momentos dipolares individuales en una

sola direccion forma dominios ferroeléctricos.
La polarizacion del BaTiOz se presenta a lo

largo del plano cristalogrdfico 100 en un

intervalo de temperatura de 5 °Ca 118 °C. 64

El titanio y sus aleaciones se utilizan en sistemas biolégicos como remplazo de tejidos,
articulaciones e implantes dentales, lo que ha permitido la aplicacion de algunos 6xidos
derivados como sistemas reservorio para la liberacién prolongada de fdrmacos en implantes.
65,66 E| BaTiO3 se utiliza como recubrimiento de implantes para estimular el crecimiento de

tejidos con pulsos eléctricos ¢ y como nanoparticulas acarreadoras de farmacos. 8

1.4.2 Materiales magnéticos.

Los materiales magnéticos son aquellos que responden ante un campo magnético externoy
se pueden magnetizar ellos mismos. Dichos materiales se clasifican con base en su

susceptibilidad magnética como se muestra en la figura 13. ©°
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Figura 13. Clasificacion de los materiales magnéticos.

Los materiales diamagnéticos (a) presentan susceptibilidad magnética negativa, mientras
que los paramagneéticos (b) una susceptibilidad magnética positiva. La respuesta magnética
en ambos desaparece después de la aplicacion del campo, al contrario de los materiales
ferromagnéticos, ferrimagnéticos y antiferromagnéticos, que presentan una magnetizacion
remanente. Los materiales ferromagnéticos(c) forman dominios magnéticos de misma
magnitud con orientacion paralela, los ferrimagnéticos (d) muestran dominios de diferente
magnitud con orientacion antiparalela y finalmente los antiferromagnéticos (e) presentan
dominios magnéticos de misma magnitud con orientacién antiparalela. 33

1.4.2.1 Magnetita.

La magnetita es un oxido de hierro de formula quimica Fez0a, con un dtomo de hierro en
esto de oxidacién Il (Fe?*) y dos atomos de hierro en estado de oxidacion Ill (Fe3*), que
muestra un comportamiento ferrimagnético, consecuencia de su estructura cristalina de
espinela inversa (figura 14). ° En la estructura de espinela inversa, los &tomos de oxigeno
forman un empaguetamiento cubico compacto, en el cual se forman estructuras tetraédricas

asociados al Fe?* y estructuras octaédricas relacionadas al Fe3*. 7472
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Figura 14. Estructura cristalina de la FezO4 (modificado de Khan et al., 2011)

En la estructura de la magnetita, los dtomos de Fe?* y la mitad de los dtomos de Fe3* ocupan
sitios octaédricos, mientras que el resto de los dtomos de Fe3* ocupan lugares tetraédricos.
Los dtomos de Fe®* en posiciones octaédricas presentan un momento magnético opuesto de
igual magnitud al de los dGtomos de Fe3* en sitios tetraédricos, de manera que, se cancelan
entre ellos. El momento magnético total es resultado de la suma de los momentos magnéticos
de los dtomos de Fe?* que ocupan posiciones octaédricas en la magnetita. /%7374

1.4.2.2 Ferrita de cobalto.

La ferrita de cobalto (CoFe;04) es un compuesto con una estructura de espinela inversa y un
comportamiento ferrimagnético por la suma de los momentos magnéticos del Co?*. 7
Autores como Soleimani et al. (2018) reportan que la sustitucion de Fe?* por Co?* en la
estructura de espinela inversa de la CoFe;Os origina una estructura de una estabilidad
térmica mayor. 7®

Los 6xidos de hierro como la magnetita, ferrita de cobalto y maghemita se utilizan en la
industria farmacéutica principalmente como agentes de contraste para la resonancia
magnética nuclear, para la termoablacién de células tumorales, para biopsias magnéticas,
como suplementos de hierro y en menor proporcién para la entrega vy liberacién de
farmacos. 38 El uso poco frecuente de los éxidos de hierro como sistemas acarreadores de
farmacos se atribuye a que no se han delimitado los requerimientos legales que garanticen
su seguridad y eficacia, por lo que es primordial caracterizar los sistemas y proveer una base
cientifica para el establecimiento de un marco legal. /7 Los efectos toxicos de las

nanoparticulas de éxido de hierro son una de las principales preocupaciones del uso de
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dichos sistemas, ya que su administracion se relaciona con un estado de hipotensién 8y
estrés oxidativo por la incorporacion del hierro presente en las nanoparticulas a la sangre. ”°
La exposicion a Co®" a corto o largo plazo puede causar efectos téxicos en el organismo
dependiendo de la dosis y el tiempo de exposicion debido a la inhibicién de enzimas, su
afinidad por grupos sulfhidrilo de las proteinas, el desplazamiento de cationes divalentes y
por favorecer ambientes hipoxicos, ambientes oxidativos y reacciones de hipersensibilidad
tipo IV. 80

Aunque las nanoparticulas de Fez04, CoFe204, BaTiOz y, en menor medida el BisTizO12, tienen
las propiedades para emplearse como sistemas acarreadores de farmacos por si solos,
actualmente se han desarrollado sistemas compuestos porque su uso en conjunto mejora
las caracteristicas de los sistemas. A pesar del desarrollo de estos sistemas y las multiples

aplicaciones mencionadas, aun falta completar su caracterizacion y desarrollar mejores rutas

sintéticas.

1.4.2.3 Magnetofriccion.

La magnetofriccion es una forma de friccion sin contacto que surge de la disipaciéon de
energia de un material magnético debido a la reorientacion de los espines magnéticos como
respuesta a un campo magnético alterno. 8! La transformacién la energia electromagnética
en calor por materiales magnéticos bajo un campo magnético alterno se da por dos
mecanismos principales estrechamente relacionados con la rotacion de las nanoparticulas.
La relajaciéon de Néel genera calor cuando las nanoparticulas superan la barrera de energia
potencial asociada a la anisotropia magnética, durante la reorientacion de los dominios
magnéticos en direccién del campo magnético externo, mientras que la relajacion Browniana
genera calor por la friccién entre las nanoparticulas y el medio circundante debido a la
rotacion de las nanoparticulas por fluctuaciones térmicas. 8

Entre las opciones terapéuticas para el cancer se encuentra la hipertermia magnética, un
tratamiento que aprovecha la magnetofriccion para exponer a una poblacién de células
tumorales a altas temperaturas con la finalidad de interrumpir vias celulares y causar la

muerte de la poblacién. &
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1.5 Descripcién de la enfermedad a tratar: el cancer.

El término cancer agrupa a un conjunto de enfermedades caracterizadas por un crecimiento
anormal de células, situacion que se transmite a células hijas y se manifiesta por un menor
control del crecimiento y la funcidn celular. 8 Por otra parte, el cancer también se define
como el conjunto de enfermedades complejas en las que aparecen procesos distintivos
durante el desarrollo de la enfermedad, que son independientes del tejido y culminan en la
ruptura de la homeostasis del ciclo celular. 8 Las caracteristicas de las células tumorales que
permiten su supervivencia, proliferacion y diseminacidon se resumen en la figura 15y en la

tabla 5

Cambios en el Evasion del
metabolismo celular sistema inmune

Evasion de la
apoptosis

Inestabilidad del
genoma y mutaciones

Angiogénesis Activacion de mecanismos de
diseminacion y metastasis

Figura 15. Procesos distintivos del crecimiento tumoral (modificado de Hanahan & Weinberg,
2011)
Los principales agentes causales del cdncer son la inestabilidad del genoma de la célula y

factores ambientales, los cuales originan procesos que culminan en la desregulacion del ciclo

celular. 8¢
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Proceso ‘ Descripcién

La capacidad proliferativa se presenta por una mayor
produccion de factores de crecimiento, una mejor
Capacidad proliferativa eficiencia de union de ligandos, la sobreexpresién de
receptores y la activacion constitutiva de genes asociados
a la proliferacion celular.

Se refiere a la inhibicién de los procesos que regulan
Evasién de factores

o negativamente la proliferacion celular, generalmente
supresores del crecimiento

asociados a genes supresores de tumores.

Las células tumorales tienen mecanismos para evadir el
Evasidn del sistema inmune | reconocimiento por parte del sistema inmune y para
resistir los ataques citotoxicos.

Potencial de replicacion La inmortalizacidn se refiere a la capacidad proliferativa de
ilimitado las células tumorales sin una crisis ni senescencia.

El ambiente proinflamatorio favorece el desarrollo vy

Ambiente proinflamatorio . ., ,
proliferacion de las células tumorales.

Activacion de mecanismos | Las células tumorales deforman su morfologia mediante
de diseminaciony cambios a nivel del citoesqueleto y la matriz celular para
metastasis aumentar su motilidad.

La angiogénesis tumoral es el crecimiento de vasos
Angiogénesis sanguineos nuevos por una mayor demanda nutricional y
para aumentar la descarga de deshechos.

Un proinflamatorio y oxidante, asi como una menor
Inestabilidad del genoma actividad de las telomerasas favorece las mutaciones en el
ADN asociadas a oncogenes.

Durante el céncer, la apoptosis provoca niveles altos de
Evasion de la apoptosis sefializacion de oncogenes y dafio del ADN asociado a
hiperproliferacion.

. . Las células tumorales cambian su metabolismo para
Cambios en el metabolismo

Ul garantizar su supervivencia y cubrir requerimientos
celular

energéticos.

Tabla 5. Descripcidn de los procesos distintivos de células tumorales. 8

Los procesos caracteristicos de las células tumorales provocan cambios fisicos y bioquimicos
que permiten disefiar sistemas de liberacion selectivos dirigidos a células tumorales. &

Algunas diferencias destacables se resumen en la tabla 6.
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Células sanas . Células tumorales

Morfologia Uniforme Irregular

Nucleo Unico nucleo con forma esférica. Varios nucleos con forma irregular
Cromatina Distribuida regular en la célula Agregados gruesos
Nucleolo Nucleolo Unico y discreto Multiples nucleolos de mayor tamafio
Citoplasma Mayor volumen citoplasmatico Menor volumen citoplasmatico
Oxigeno Metabolismo aerdbico Metabolismo hipodxico
Maduracién Células especializadas Células no diferenciadas
Crecimiento Controlado Descontrolado

Vm Vi > 60 mV Células despolarizadas Vm < 60 mV
pH 7.47 £0.04 pH dcido menora 7.
Temperatura 36.5°C Temperatura <37 °C

Tabla 6. Caracteristicas de células sanas y células tumorales. 24888

Debido a que el cancer engloba un conjunto de patologias heterogéneas con caracteristicas
similares, pero con ciertas singularidades que dependen del tejido, progreso de la
enfermedad, tamafio de las células e, inclusive, de la genética del individuo, actualmente no
existe un sistema de liberacion de farmacos lo suficientemente robusto y eficiente que
responda dindmicamente a la variabilidad de estimulos en el ambiente celular y a los

diferentes valores que pueden tomar estos parametros.*®

1.6 Tratamiento farmacoldgico.

Los antineopldsicos son un grupo de farmacos con efectos citotdxicos o citostaticos, de
diferentes estructuras y mecanismos de accion, que acttan a nivel del ADN, ARN o en las
proteinas. Los farmacos antineopldsicos se clasifican con base en su mecanismo de acciéon
como se muestra en la figura 16. 9%%?

Hoy en dia la resistencia a los fdrmacos antineoplasicos y los efectos adversos asociados a su
administracion son un reto para los farmacéuticos, por lo que continua la blUsqueda de

nuevos farmacos y formas farmacéuticas que optimicen la farmacoterapia del cancer.
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Hnrmonas

Replicacion

ranscrlpcmn

Proteinas

Transduccmn
Retrotranscripcion

* Agentes alqmlantes

* Hormonas * Antimetabolitos que actian a nivel enzimético
Antimetabolitos * Antibioticos

Figura 16. Clasificacion de farmacos antineopldsicos.

Los agentes alquilantes forman intermediarios reactivos que se unen covalentemente a
regiones del ADN impidiendo su replicacion y funcionamiento, por ejemplo, las mostazas
nitrogenadas, etileniminas, alquilsulfonatos, nitrosoureas, triazenos, agentes metilantes y
andlogos del cis-platino. Los antimetabolitos, por otra parte, interfieren con la replicacion y
funciones del ADN y ARN al sustituir moléculas necesarias para su sintesis mediante la
inhibicion enzimdtica, como los andlogos del dcido fdlico, de bases puricas, pirimidinicas y de
la citidina. Las hormonas activan cascadas de sefializacion que regulan la transcripcion de
genes. Los antibidticos pueden intercalarse entre las bases nitrogenadas (actinomicinas),
inhibir a las topoisomerasas (antraciclinas y antracenedionas), y presentar efectos citotoxicos
mediante la produccion de especies reactivas del oxigeno dafiinas para las células, entre otros
efectos. 1

1.6.1 Metotrexato.

El metotrexato es un analogo del acido fdlico utilizado para el tratamiento de trastornos
dermatoldgicos, % |a artritis reumatoide % y algunos tipos de céncer. %

El metotrexato es un farmaco candidato para el tratamiento del cdncer porque posee efectos
antiinflamatorios y analgésicos ademds de sus efectos citotoxicos. °° La sobre expresion del
marcador tumoral y receptor RFC (Acarreador de folato reducido traducido del inglés
Reduced Folate Carrier) aumenta la captacion del farmaco por parte de células tumorales. %
A pesar de los beneficios del uso de metotrexato su administracion puede provocar
reacciones adversas como dafio renal, pulmonar, en la piel, mucosas, tracto intestinal,
higado, sistema nervioso central y sistema inmune; °” y una menor eficiencia terapéutica por

al flujo del fadrmaco al ambiente extracelular por transportadores de poliglutamatos, ** se ha
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vuelto primordial el disefio de nuevas formas farmacéuticas que minimicen las reacciones
adversas o nuevos farmacos que remplacen a las terapias actuales.

La compleja farmacodinamia del metotrexato involucra la inhibicién competitiva de varias
enzimas involucradas en el metabolismo del acido félico, que culmina en una disminucién en
la sintesis de ADN, bases puricas y pirimidinicas, metionina, serina, timidilato, poliaminas y
en la supresion de reacciones de metilacion y efectos antiinflamatorios mediados por

liberacion de adenosina (figura 17). 934

Metotrexato

(MTX) >
Acido folic¢o
RFC __, DHRR l
L Dihidrofolato (DHF)
el i DHFR 1
Tetrahidrofolato (THF)
l 10FTHFS

AICART GARFT r
FAICAR «———— AICAR «— 10-Formil-THF

|

Precursor en la sintesis de 5’ 10"-Formil-THF
bases puricas y primidinicas | e

MTX + ; TS \. ‘ .
Poliglutamato | Timilidato

7.8-Dihidrofolato

Figura 17. Mecanismo de accidn del metotrexato.

El metotrexato inhibe cuatro enzimas principales en el metabolismo del dcido fdlico; la
dihidrofolatoreductasa (DHFR), la timidilato sintetasa (TS), 8-glicinamida ribonucledtido
transformilasa (GARFT) y 5-aminoimidazol-4carboxiamida ribonucledtido transformilasa
(AICART). La inhibicion enzimdtica disminuye la concentracion de intermediarios metabdlicos
que participan en procesos como la sintesis de ADN, bases puricas y pirimidinicas,
aminodcidos y procesos de metilacion del ADN, lo cual resulta en la muerte celular. El
metotrexato ademds de ser sustrato de las enzimas antes mencionadas se metaboliza por la
folipoliglutamato sintetasa (FPGS) generando derivados tipo poliglutamato de metotrexato
que inhiben a las mismas enzimas que el metotrexato. Finalmente, el efecto antiinflamatorio
del metotrexato es resultado de inhibicion de AICART y la adenosina monofosfato desaminasa
(AMPD), lo cual provoca la acumulacion de adenosina que, al unirse a sus respectivos
receptores, especialmente los receptores Aza y Azs, provoca la liberacion de interleucinas

antiinflamatorias y disminuye la agregacion y acumulacion de las células del sistema inmune.
93,94,98

38



1.6.2 Propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas del metotrexato.

Al momento de desarrollar una forma farmacéutica se deben considerar las limitaciones del

sistema sobre las propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas que debe tener el fdrmaco

para poder formularse en dicho sistema. 3> En la tabla 7, se resumen las propiedades

fisicoquimicas y farmacocinéticas del metotrexato.

Caracteristicas

Metotrexato

Propiedades farmacocinéticas

Clasificacion biofarmacéutica

Farmaco tipo Il

Biodisponibilidad oral

70 % (Varia del 64-90 %)

Excrecion urinaria >80 %
Unién a proteinas (46.5-54) %
Depuracion (mL/min/kg) 2.1
Volumen de distribucion (L/kg) (0.55-1)
Tiempo de vida media (h) 6-8
1-2

Tiempo maximo (h)

Metabolito principal

7-hidroximetotrexato

Propiedades fisicoquimicas

Punto de fusién (°C)

Masa molecular (g/mol) 454 .44
log P -1.85
pka 4.7
Solubilidad (mg/mL) 0.171
195

Tabla 7. Propiedades farmacocinéticas y fisicoquimicas del metotrexato.

39

93,97



2.0 Planteamiento del problema.

Desde los primeros estudios acerca de la mitosis y la apoptosis, se les consideraba,
equivocadamente, como procesos opuestos siendo que en realidad son procesos
independientes pero coexistentes que se regulan entre si y mantienen la homeostasis
celular; ®° sin embargo cuando se rompe la homeostasis en el ciclo celular se presenta el
cancer, un conjunto de enfermedades multifactoriales caracterizadas por un crecimiento
anormal de células y una reduccion de las funciones celulares. 874

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) vy el Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI) el cancer, la diabetes y los accidentes cerebrovasculares son
la causa del 70 % de muertes prematuras en México y a nivel mundial. El diagndstico tardio
y tratamientos ineficientes son la principal causa de la alta mortalidad del cancer, 1% por lo
gue hoy en dia es imperativo desarrollar sistemas selectivos y eficientes para su diagndstico
y tratamiento.

El desarrollo de estos nuevos sistemas es un reto dado que la génesis de la enfermedad
origina una heterogénea poblacién de células tumorales, lo cual en conjunto con la
complejidad de los procesos involucrados en el progreso del cancer, los requerimientos
citotdxicos de la terapia y las reacciones adversas asociadas a su administracién dificulta el
desarrollo de sistemas robustos y eficientes que traten la gran variedad de células tumorales
sin afectar a las células sanas. 101

Las nanoparticulas magnetoeléctricas prometen mejorar la terapia contra el cancer
mediante la permeacién selectiva de farmacos en una poblacion de células tumorales, con
base en su valor de potencial de membrana. Se espera que la permeacién selectiva reduzca
los efectos citotdxicos de la terapia en células sanas y las reacciones adversas asociadas a su
administracion. Asimismo, su recubrimiento con un polimero termosensible busca mejorar
la funcionalidad del sistema, optimizar la liberacién del farmaco, responder selectivamente
al ambiente tumoral, aumentar la capacidad de carga del sistema y estabilizar la suspension

de nanoparticulas en la sangre.
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3.0 Justificacidn.

Uno de los principales problemas de la terapia contra el cancer es la gran variedad de
reacciones adversas que se presentan por la administracién de farmacos antineoplasicos que
actuan indiscriminadamente en células tumorales y células sanas; por lo que actualmente es
primordial desarrollar sistemas selectivos que minimicen dichos efectos.

Considerando que, dadas sus propiedades, las nanoparticulas magnetoeléctricas prometen
disminuir las reacciones adversas a medicamentos mediante la entrega vy liberacién
especifica de farmacos a las células tumorales, este proyecto busca sintetizar nanoparticulas
con posibles caracteristicas magnetoeléctricas, cubrirlas con un polimero termosensible y

evaluar su capacidad como acarreadores de farmacos.

4.0 Hipdtesis.

El acoplamiento de las fases ferrimagnéticas y ferroeléctricas y su posterior recubrimiento
con un polimero termosensible permitird el desarrollo de un potencial sistema nanométrico
con las caracteristicas adecuadas para emplearse como un acarreador de farmacos que

mejorara la entrega y liberacion especifica de farmacos antineoplasicos.

5.0 Objetivo general.

Sintetizar y caracterizar cuatro sistemas de nanoparticulas de tipo nucleo-recubrimiento de
diferente composicion recubiertas de un gel estimulo-sensible para su aplicacion en

liberacion de farmacos.

5.1 Obijetivos particulares.

e Sintetizar nanoparticulas de magnetita y ferrita de cobalto mediante el método de

coprecipitacion y caracterizarlas quimica y magnéticamente
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Recubrir las nanoparticulas con un material ferroeléctrico mediante el método de sol-
gel para obtener los siguientes sistemas:

Magnetita — Titanato de bario (Fe304-BaTiOs)

Magnetita — Titanato de bismuto (Fe304-BiaTi3012)

Ferrita de cobalto — Titanato de bario (CoFe;04-BaTiO3)

Ferrita de cobalto — Titanato de bismuto (CoFe204-BisTizO12)
Sintetizar y caracterizar un copolimero termosensible (PNIPAm) compuesto de N-
isopripilacrilamida y N, N’-Metilenbisacrilamida via radicales libres, con las
propiedades adecuadas para utilizarse como sistema termosensible acarreador de
farmacos.
Recubrir y caracterizar las nanoparticulas magnetoeléctricas con un copolimero
termosensible (PNIPAm) via radicales libres.
Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de interés farmacéutico de las
nanoparticulas recubiertas con PNIPAm.
Evaluar las cinéticas e isotermas de adsorcion de las nanoparticulas recubiertas con
PNIPAM.
Evaluar la capacidad de las nanoparticulas como sistemas de liberacion de farmacos
a diferente temperatura, cantidad de metotrexato y bajo la influencia de un campo

magnético alterno.
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6.0 Materiales y métodos.

6.1 Sintesis de nanoparticulas tipo nucleo recubrimiento.

Las nanoparticulas tipo nucleo-recubrimiento se sintetizaron mediante sintesis quimica, un
método corriente arriba (“bottom up”), que explota las propiedades quimicas de las

moléculas para que reaccionen. 3/

6.1.1 Sintesis de magnetita.

Las nanoparticulas de Fes0s se sintetizaron por el método de coprecipitacion reportado por
Khashan et al. 192 que involucra la adicion de una base a una mezcla de cloruros de hierro
con diferentes estados de oxidacion en una proporcion molar 2:1 (Fe3*/ Fe?*). Las reacciones

guimicas involucradas durante la sintesis son:

Fe** ey + 20H™ (40 = Fe(OH), (4,
2 [Fe3* ey t 30H™ (a) » Fe(OH)3 (]
Fe(OH)z (4. + Fe(OH)3 @) = FesOa (y + 4H20 )
Fe®* (qo) + 2Fe3* (qoy+ 8OH™ (4 — Fe3 + 4H,0

04 (ac)

Para la sintesis de las nanoparticulas de FesOa4 se disolvieron 0.8550 g de FeCl3-6H.0 (Sigma
Aldrich, 97 %)y 0.3225 g de FeCl,-4H,0 (Sigma Aldrich, > 99.0 %) en 15 mL de agua destilada
y se sometié a calentamiento hasta alcanzar una temperatura de 80 °C. Posteriormente,
manteniendo la temperatura y en un ambiente de N, se adicionaron rapidamente 5 mL de
NaOH (J. T. Baker, 95 %) de una concentracion 2.5 M a la disolucién precursora de hierro.
Finalmente, las nanoparticulas se purificaron mediante decantacién magnéticay lavados con
etanol y agua hasta alcanzar un pH neutro. El precipitado purificado se secé en un horno

(Biobase) a 60 °C y una presion de 50 mm Hg.

6.1.2 Sintesis de la ferrita de cobalto.

Las nanoparticulas de CoFe;04 se sintetizaron mediante el método de coprecipitacion
reportado por Lopez et al. 1% Inicialmente se prepararon 25.0 mL de una disolucion acida de
FeCls-6H,0 (Sigma Aldrich, 97 %) y CoCl,:6H,0 (Sigma Aldrich, >98.0 %) con una
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concentracién de 0.4 M y 0.2 M respectivamente. La disolucién se acidificd con 830 plL de
HCI concentrado (J. T. Baker, 36.5-38 %). Posteriormente, se adicionaron 200.0 mL de una
disolucién de NaOH (J. T. Baker, 95 %) 0.15 M a una velocidad de flujo de 20 uL/h mediante

una bomba jeringa. Las reacciones involucradas durante la sintesis son:

Co?* (ac) + 20H™ (ac) CO(OH)Z (ac)
2 [Fe3* oyt 30H™ (a) = Fe(OH)3 (]
Co(OH); (40 + Fe(OH)3 () = COFe;04 o) + 4H0
Fe?* (ac) + 2Fe3* (ac) + 80H™ (ac) ™ COF€204 (ac) + 4H20 )

Las nanoparticulas de CoFe,0a4 se purificaron mediante decantacidon magnética y lavados de
etanol y agua hasta alcanzar un pH neutro. El precipitado purificado se secé en un horno

(Biobase) a 60 °Cy a una presion de 50 mm Hg.

6.1.3 Recubrimiento de nucleos magnéticos con titanato de bario.

Con la finalidad de mejorar las propiedades superficiales y eléctricas de los nucleos
magnéticos se recubrieron con BaTiOs mediante el método sol-gel modificado reportado por
Corral-Flores et al. (2010) 1°* empleando diferentes proporciones de nucleo y recubrimiento.
Las cantidades de nucleos magnéticos, carbonato de bario (BaCOs) (Sigma Aldrich, >99.0 %)
y butoxido de titanio (IV) (Ti(OCH,CH2CH2CHs)a) (Sigma Aldrich, 97 %) utilizadas se

encuentran en la tabla 8.

Proporcién de nucleo-recubrimiento  Masade NP (g) BaCOs(g) Butdxido de Ti (uL)

(83-17) % 0.1000 0.0175 30.8
(67-33) % 0.1000 0.0421 74.1
(50-50) % 0.1000 0.0855 150.4
(33-67) % 0.1000 0.1735 305.4
(17-83) % 0.1000 0.4173 734.4

Tabla 8. Proporcién de reactivos utilizados para la sintesis del recubrimiento con BaTiOs.

Inicialmente, los nlcleos magnéticos se suspendieron mediante sonicacion en 50 mL de agua

destilada con tres gotas de HNO3 concentrado (J. T. Baker, 70 %) durante tres minutos.
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Para la formacion del sol se prepararon las disoluciones precursoras de Ba%*y Ti** disolviendo
las cantidades indicadas en la tabla 8. El BaCOs se disolvio en 40 mL de una disolucion 0.1 M
de &cido citrico (Omnichem, 100.45 %) mientras que el butdxido de titanio (1V) se disolvid en
40 mL de una disolucion de acido citrico 0.1 M en etanol absoluto (J. T. Baker, 99.5 %) bajo
agitacion constante. Después se adicionaron tres mL de etilenglicol (J. T. Baker, 99.9 %) a
cada una de las disoluciones precursoras, para después mezclarlas y formar un sol, el cual se
adiciond a la suspension de nanoparticulas. La suspension se sonicd durante cinco minutos
y se sometid a calentamiento a 60 °C a 200 rpm hasta evaporar los disolventes. Una vez
formado el gel, se secé en un horno de vacio a 130 °C y 50 mm Hg para eliminar los restos
de disolventes remanentes.
Finalmente, el gel formado se calcind a 700 °C durante 5 h bajo las siguientes condiciones:

e Tasa de calentamiento 1.8 °C/min de temperatura ambiente hasta 350 °C

e Tasa de calentamiento 1.5 °C/min desde 350 °C hasta 700 °C

e Tasa de enfriamiento 4 °C/min desde 700 °C hasta temperatura ambiente

6.1.4 Recubrimiento de nucleos magnéticos con titanato de bismuto.

El recubrimiento de nucleos con BisTisO12, se realizd mediante el método sol-gel modificado
reportado por lvicheva et al. °° Nuevamente, se prepararon varios sistemas con diferente
proporcion de recubrimiento, por lo que se adicionaron las masas de los nlcleos magnéticos,

de nitrato de bismuto pentahidratado (Bi(NO3)3-5H,0) (Sigma Aldrich, >99. 0 %) y de

butdxido de titanio (IV) (Ti(OCH2CH2CH2CH3)a) (Sigma Aldrich, 97 %) de la tabla 9.

Proporcién nucleo-recubrimiento Masazg(;e NE Bi(NOs)3 -5H20 (g) Butdxido de Ti (pL)
(83-17) % 0.1000 0.0346 18.4
(67-33) % 0.1000 0.0832 443
(50-50) % 0.1000 0.1690 89.9
(33-67)% 0.1000 0.3432 182.4
(17-83) % 0.1000 0.8252 438.7

Tabla 9.Proporcién de reactivos utilizados para la sintesis del recubrimiento con BisTisO12.
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Durante el recubrimiento con BisTi3O1; se siguid una metodologia similar a la del
recubrimiento con BaTiO3, por lo que la suspension de los nucleos se realizd de la misma
manera. Para la formacion del sol se prepararon las disoluciones precursoras de Bi3*y Ti*
disolviendo las cantidades indicadas en la tabla 9. El Bi(NOs)3.5H,0 se disolvié en 1 mL de
HNOs concentrado para luego agregarlo a 40 mL de una disolucion 0.1 M de &cido citrico
mientras que el butédxido de titanio (1V) se disolvié en 40 mL de una disolucién de acido citrico
0.1 M en etanol absoluto bajo agitacidén constante. A cada disolucion se le adicionaron 3 mL
de etilenglicol.

Una vez preparadas ambas disoluciones precursoras se mezclaron y se adicionaron a la
suspension de nanoparticulas. La suspension se sonico durante cinco minutos y se sometio
a calentamiento a 60 °C a 200 rpm hasta evaporar los disolventes. Una vez formado el gel,
se seco en un horno de vacio a 130 °Cy 50 mm Hg para eliminar los disolventes remanentes.
Finalmente, el gel se calciné a 700 °C durante 5 h bajo condiciones empleadas durante el

recubrimiento con el BaTiOs.

6.2 Sintesis de polimero termosensible: PNIPAm.

Se prepararon varios copolimeros de diferente proporcién de mondmero y entrecruzador
con N-isopripilacrilamida (Sigma Aldrich, >99.0 %) y N, N’-Metilenbisacrilamida (Sigma
Aldrich, 99 %) para determinar aquel con las mejores caracteristicas para usarse como un
sistema termosensible acarreador de farmacos. Las proporciones empleadas se indican en la

tabla 10. Los polimeros se sintetizaron via radicales libres de acuerdo con el método

modificado de Purushotham et al. 1%

. N-isopripilacrilamida N, N’-Metilenbisacrilamida
Polimero ) .
(%) (@ (%) (8)
Polimero 95 95 0.0950 5 0.0050
Polimero 90 90 0.0900 10 0.0100
Polimero 87 87 0.0870 13 0.0130
Polimero 85 85 0.0850 15 0.0150

Tabla 10. Proporciones mondémero y entrecruzador.
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Para la sintesis, se pesé la masa indicada en la tabla 10 de mondmero y entrecruzador y se
disolvié en 50 mL de agua destilada. La disolucion se monté en un sistema a reflujo donde se
burbujed en Nz y se calentd a 60°C. Una vez alcanzada la temperatura se adiciond N, N, N,
N’-Tetrametilendiamina (TEMED) (Molecular Sigma Biology, 99 %) al 8 % mol/mol como
acelerador y persulfato de amonio (Sigma Aldrich >98.0 %) al 1 % mol/mol como iniciador y
se dejo reaccionar durante 5 h. Finalmente la purificacion de los polimeros se realizd
mediante membranas de didlisis con la finalidad de eliminar los restos del catalizador y el

iniciador.

6.3 Recubrimiento de nanoparticulas tipo nucleo recubrimiento con PNIPAm.

Una vez establecido el polimero y las nanoparticulas con las caracteristicas ideales para
utilizarse como sistema de liberacién, se recubrieron las nanoparticulas tipo nucleo-
recubrimiento con el polimero en una proporcién en masa 1:1 via radicales libres, siguiendo

la metodologia antes descrita.

47



7.0 Métodos de caracterizacion.

Inicialmente en este trabajo se planted la sintesis de cuatro sistemas nanométricos
acarreadores de farmacos de diferente composicion para el tratamiento de enfermedades
asociados a cambios en las propiedades eléctricas de la membrana celular. A lo largo del
proyecto se evaluaron las propiedades de interés farmacéutico del sistema, las cuales
involucran técnicas de caracterizacion estructural, funcional, morfolégica y fisicoquimica. A
continuacién, se describen brevemente las técnicas empleadas, la preparacién de la muestra

y su aplicacién.

7.1 Difraccién de rayos X en polvos.

La difraccién de rayos X en polvos es una técnica de caracterizacion que identifica una
muestra, determina su estructura cristalina, pureza, pardmetros de red, etcétera. La técnica
se empled para identificar las fases sintetizadas, utilizando la base de datos se la ICDD (Centro
Internacional de Datos de Difraccion, (traducido de sus siglas en inglés International Centre
for Diffraction Data) y el programa Match! Phase Identification from Powder Diffraction.

Experimentalmente se utilizdé un difractémetro de rayos X (BRUKER AXS, modelo D8
ADVANCE DAVNM ) con lampara de molibdeno a una longitud de onda (A) de 0.7093 nm.

De igual forma, a partir de las caracteristicas de los picos de mayor intensidad para cada fase
se determind el tamafio del cristalito y la deformacién de la red mediante la ecuacién de
Scherrer 1% (ecuacion 1) y la aproximacion de Williamson-Hall °® (ecuacién 2)

respectivamente..

ka2
" Bcosh

Ecuacién de Scherrer D (Ecuacion 1)

Donde: D = Tamafio de cristalito
k = Constante de Scherrer (depende de la forma del cristalito y distribucion de
tamafo, en donde para una forma esférica k=0.89)
A = Longitud de onda
8 = Ancho de la reflexion
O = Angulo de Bragg
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B

Aproximacion de Williamson — Hall =
4tan @

(Ecuacion 2)

Donde: & = Deformacion de la red
Brki = Ancho de la reflexion corregida
0 = Angulo de Bragg

7.2 Microscopia electrdnica de barrido.

La microscopia electrénica de barrido (SEM por sus siglas en inglés, Scanning Electron
Microscopy) es una técnica que describe algunas propiedades superficiales de la muestra a
través de electrones secundarios o electrones retrodispersados emitidos.

Esta técnica se empled para caracterizar la morfologia de la superficie, estructura, tamafio
de particula, entre otras. La muestra de nanoparticulas se preparé colocando una gota de la
dispersion de nanoparticulas en etanol absoluto (J. T. Baker, 99.5 %), sobre una cinta de
carbono. Esta técnica se llevd a cabo con un microscopio electrénico de barrido SEM JEOL
JSM-7600F.

El analisis de las imagenes se realizd utilizando los programas Gatan e Image J, con los cuales
se midid un minimo de 200 nanoparticulas por sistema para determinar el didmetro
promedio y calcular el didmetro medio de la superficie del volumen esférica mediante

ecuacion 3.

Y nd® g
> (Ecuacion 3)

Y nd

Diametro medio de la superficie volumen esférica  dspeq =

Donde: d = didmetro de particula
n = numero de particulas

7.3 Microscopia electrdnica de transmisién.

La microscopia electrénica de transmision (TEM por sus siglas en inglés, Transmission
Electron Microscopy) es una técnica de multiples aplicaciones que permite caracterizar a
detalle muestras de escala nanométrica. Mediante la técnica de microscopia electrénica de
transmision se obtuvieron imagenes detalladas a través de la transmision/dispersion de

electrones, a partir de las cuales se obtuvo el patrén de difraccion de electrones y la
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composicion elemental de la muestra por la emision de rayos X caracteristicos y micrografias
en campo 0scuro, cuyas zonas mas brillantes corresponden a regiones con atomos con un
mayor numero atdémico o con mayor cantidad de materia a partir de los electrones
retrodispersados (contraste Z).

Las muestras de nanoparticulas se prepararon colocando una gota de una dispersion de
nanoparticulas en etanol absoluto (J. T. Baker, 99.5 %), sobre una rejilla de soporte de cobre,
malla 200 con formvar y recubrimiento de carbono. Esta técnica se Illevo a cabo en un
microscopio electrénico de transmision TEM JEOL JEM-ARM20OF. El analisis de las imagenes

se realizé utilizando el programa Gatan.

7.4 Magnetometria: magnetizacién en funcién de la temperatura y del campo magnético.

El Magnetdémetro de muestra vibrante es un equipo en donde el movimiento oscilatorio de
la muestra genera un cambio de flujo magnético en el interior de unas bobinas, en las cuales
se induce una corriente eléctrica proporcional a la magnetizacion de la muestra. 197 Se utilizé
un magnetémetro SQUID (traducido de sus siglas en inglés, Superconducting Quantum
Interference Devices), MPMS3 (Quantum Design Inc.) para describir el comportamiento
magnético en funcion del campo magnético y la temperatura. Para la magnetizacion en
funcion de la temperatura se siguid el protocolo de calentamiento en campo frio ZFC
(traducido de sus siglas en inglés, zero field-cooled), 1°® que mide la magnetizacién durante
su calentamiento desde la temperatura mas baja posible. Experimentalmente se midié la
magnetizacion en un intervalo de 2 a 300 K con una magnitud de campo de 100 Oe. El
diamagnetismo intrinseco de los dtomos se corrigié mediante las constantes de Pascal. 0

Por otro lado, la magnetizacién en funcién del campo magnético se midid a una temperatura

de 300 K con un campo de 4 T.

7.5 Magnetofriccion.

Entre las opciones terapéuticas para el cancer se encuentra la hipertermia magnética, un
tratamiento que aprovecha la magnetofriccion para exponer a una poblacion de células

tumorales a altas temperaturas con la finalidad de interrumpir vias celulares y causar la
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muerte de la poblacién. 8 Dada las aplicaciones de la terapia de hipertermia magnética,
experimentalmente se evaluod la capacidad de calentamiento de las nanoparticulas mediante
un sistema in vitro implementado en la Universidad Nacional Auténoma de México que mide
la temperatura con un diodo tipo Zener, un termopar y un sensor de infrarrojo. ¢
Considerando las mejores condiciones de medicion mencionadas por el autor, se realizé la
determinacion de 2 mL de muestra, durante 15 minutos, a una concentracion de 1 mg/mL,
a una magnitud de campo de 17.4 kAm/m y una frecuencia de 100 kHz.

A partir de los datos experimentales se calculd la tasa de absorcién especifica SAR (traducido
de sus siglas en inglés Specific Absorption Rate). En fluidos magnéticos, el término SAR se
define como la potencia de calentamiento por unidad de masa para un campo y frecuencia

determinados. 0 Experimentalmente el SAR se aproximd con la pendiente de la recta del

cambio de temperatura en funcion del tiempo (ecuacion 4).

AT SAR (®) (Ecuacion 4)
=—-0—"""m cuacion
CPu,0Mu,0 NP
, SAR
Donde la pendiente corresponde m = ————myp

CPH,0 MH,0

7.6 Potencial Zy tamafio de particula mediante dispersién dinamica de luz.

El potencial Z es una propiedad superficial de gran interés farmacéutico ya que se asocia con
la estabilidad de sistemas dispersos y permite intuir el comportamiento de un coloide en un
medio. El potencial Z se define como el potencial eléctrico en la regién de corte de la doble
capa eléctrica. 1™ El potencial Z se calculd a partir de la movilidad mediante la ecuacién de

Helmoltz-Smoluchowski (ecuacion 5).

Ecuacion de Helmholtz — Smoluchowski (= g (Ecuacion 5)
0

Donde: { = Potencial Z

u = Movilidad

€= Constante dieléctrica del agua

n = Viscosidad del medio

€o= Constante de permitividad en el vacio
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La determinacién del potencial Z de las muestras de nanoparticulas y polimeros se llevd a
cabo en un equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical) en una celda capilar de nimero
DTS1060, en donde el polimero se encontraba en una concentracion 0.002 mg/mL, mientras
que para el andlisis de las nanoparticulas se adiciond 2 mL de una dispersién en una solucion
amortiguadora de fosfatos NaH2POs-H,0 (Mallinckrodt Chemical Wog, 99.0-101.0 %) /
Na;HPOa (J. T. Baker, 98.2 %) a pH 7.4.

Con el equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical) ademas de medir el potencial Z de las
nanoparticulas se midioé su tamafio mediante la dispersion dinamica de luz. En este caso, se
determind la LCST de los polimeros a partir de las mediciones del tamafio de particula,
empleando las mismas condiciones durante la determinacion del potencial Z en un intervalo
de temperatura de 33 a 46 °C. La medicién del tamafio de las nanoparticulas no se realizo
por esta técnica ya que las nanoparticulas tienden a forman agregados en dispersion, por lo
que esta técnica sobreestima su tamafio real.

Finalmente, durante las mediciones del tamafio de los polimeros también se consiguieron
los valores del indice de polidispersidad (IPD), un parametro que indica la variacion en los

pesos moleculares de un polimero. El IPD se calcula mediante la siguiente ecuacion.

Masa molecular promedio en masa »
IPD = - - (Ecuacion 6)
Masa molecular promedio en nimero

7.7 Analisis Térmico: Calorimetria diferencial de barrido.

La calorimetria diferencial de barrido DSC (traducido de sus siglas en inglés Differencial
Scanning Calorimetry) es una técnica que detecta transiciones endotérmicas y exotérmicas,
como las temperaturas de transicion, entalpia de sdlidos y liquidos en funcién de la
temperatura. Con el analisis térmico se caracterizé el comportamiento térmico de los
polimeros, usando un calorimetro diferencial de barrido DSC1 (Mettler Toledo) en donde se
colocaron 3 mL de muestra en una concentracion de 0.002 g/mL, en una atmdsfera de Ny,

con un ciclo de calentamiento de 20 a 200 °Cy una rapidez 2.5 °C/min.
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7.8 Espectroscopia de absorcion en el infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR).

La espectroscopia de absorcién en el infrarrojo es una técnica que identifica las frecuencias
de vibraciones especificas de las moléculas caracteristicos de los enlaces presentes en un
compuesto organico o inorganico.

En este caso, la técnica se empled para determinar la estructura quimica del polimero y su
presencia como recubrimiento en las nanoparticulas. Los grupos funcionales y sefiales se
identificaron conforme a lo reportado por Coates, 12 Mohamed et al., 113 Miirbe et al. 14
Para el analisis de muestra se colocé minimo 5 mg de muestra seca en un espectro FTR/FR

Spectrum 400 (Perkin-Elmer), en un intervalo de longitud de onda de 400 a 4000 cm™™.

7.9 Andlisis elemental.

El analisis elemental es una técnica que cuantifica la cantidad de carbono, hidrogeno
nitrogeno y azufre en una muestra; y se empled para determinar la cantidad de
recubrimiento polimero en las nanoparticulas.

La técnica de analisis elemental se realizé en el analizador elemental Perkin Elmer 2400, en
donde se uso cistina como compuesto de calibracién para evaluar la cantidad de polimero
gue recubre las nanoparticulas magnetoeléctricas. Se determind el porcentaje de carbono,

hidrogeno y nitrégeno en cada uno de los sistemas preparados.

7.10 Espectroscopia de absorcién en uv-visible.

La espectroscopia de absorcién en el UV-visible es una técnica que identifica y cuantifica
moléculas de acuerdo con sus transiciones electrénicas. Se utilizé un espectrofotémetro
GNESYS THERMO SCIENTIFIC, en un intervalo de 186 a 1034 nm a una temperatura de 25 °C
en una celda de cuarzo para cuantificar la cantidad de metotrexato en el sistema y seguir su
cinética de adsorcion y de liberacién. Para esto se realizaron curvas de calibracién de aguay
en solucion amortiguadora de fosfatos NaH,PO4-H,O (Mallinckrodt Chemical Wog, 99.0-
101.0 %) / NaHPO4 (J. T. Baker, 98.2 %) pH 7.4, las cuales se analizaron a una longitud de

onda de 303.29 nm de acuerdo con lo reportado en la FEUM. 112
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Por otra parte, también se utilizd este equipo en su modo de transmitancia a 550 nm para
determinar mediante turbidimetria la LCST de los polimeros en una concentracién de 0.002
mg/mL. 118 La concentracién del polimero fue crucial durante esta determinacion porque a
altas concentraciones de polimero, la suspensién se observa opaca a cualquier temperatura
porque predominan las interacciones entre el polimero (contribucion entdlpica
desfavorable), de ahi que es importante trabajar en un intervalo de concentraciones

adecuado.

7.11 Evaluacion de las nanoparticulas como acarreador de farmacos: cinéticas e isotermas
de adsorcién y perfiles de liberacidon del metotrexato.

Ademas de la caracterizacion estructural, morfoldgica, funcional y fisicoquimica de los
acarreadores nanométricos se realizé la evaluacién de las nanoparticulas como acarreador
de farmacos mediante estudios de cinéticas e isotermas de adsorcion y de los perfiles de

liberacién bajo diferentes condiciones.

7.11.1 Estudios de adsorcion del metotrexato.

Para la evaluacion de la cinética de adsorcién se colocaron 10.0 mg de nanoparticulas en
10.0 mL de diferentes disoluciones de metotrexato en un intervalo de concentraciones de
1043 10> M, a pH 5 bajo agitacion constante a 200 rpm y 25 °C. Las soluciones se prepararon
a partir de una disolucién concentrada de metotrexato a una concentracion de 0.171 mg/mL.
Durante el seguimiento de las cinéticas de adsorcién se monitored la concentracién de
metotrexato mediante un método espectrofotométrico durante 10 h. Periddicamente se
tomaron alicuotas de 500 L cada 15 minutos durante los primeros 90 minutos, luego a los
120, 150180, 240, 360, 480y 600 minutos (figura 18). Los datos se ajustaron con el programa
OriginPro 2016 a los diferentes modelos reportados por Qiu et al. 1/

Una isoterma de adsorcion es la representacion de la cantidad de adsorbato que es
adsorbido en la superficie de un sélido en relacion con la concentracion de equilibrio del

adsorbato en el medio. '8
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Las isotermas de adsorcién se evaluaron en las mismas condiciones empleadas durante los
estudios de la cinética de adsorcién del metotrexato. A los 480 minutos se separaron las
nanoparticulas del medio mediante decantacidon magnética y se cuantificd la cantidad de
metotrexato adsorbido con un método espectrofotométrico mediante la diferencia en la
cantidad inicial y final de metotrexato en el medio de disolucién.

De manera adicional, también se evalud el efecto de la sonicacion durante la adsorcion, por
lo que se construyeron dos isotermas con y sin una sonicacion durante el primer minuto de
la adsorcién. Nuevamente, los datos obtenidos se ajustaron con el programa OriginPro 2016

a los diferentes modelos tedricos. 118

7.11.2 Evaluacién de los efectos de la temperatura, cantidad adsorbida de metotrexato y
la presencia de un campo magnético alterno en los perfiles de liberacién del
metotrexato.

Finalmente, como parte de la evaluacion de las nanoparticulas como acarreadores
nanométricos se evalud la liberacién in vitro del metotrexato bajo los efecto de la
temperatura, la cantidad de metotrexato adsorbida vy la influencia de un campo magnético
alterno. La disolucién in vitro determina la velocidad a la cual el farmaco se incorpora al
medio desde el acarreador nanomeétrico y evalla la interferencia del acarreador o el método
de fabricacion sobre la liberacion del principio activo. 3

Se evalué el efecto de la temperatura en la liberacién de metotrexato a 25 °C (por debajo de
la LCST) y a 40 °C (por arriba de LCST) con un seguimiento espectrofotométrico durante 1440
minutos. Los perfiles de liberacion se realizaron en 10.0 mL de una solucién amortiguadora
de fosfato 0.1 M a pH 7.4 con 10.0 mg de nanoparticulas bajo agitacién constante a 200 rpm.
Periddicamente se extrajeron 500 uL de medio para cuantificar el metotrexato a los 15, 30,
60, 90, 150, 210, 270, 390, 510 y 1440 minutos (figura 18).

Con base en las isotermas de adsorcidén, de manera adicional se evalud el efecto de la
temperatura y la cantidad de metotrexato inicial adsorbida en las nanoparticulas.

Bajo las mismas condiciones de temperatura, pH, volumen, tiempos de muestreo y agitacion

se realizaron perfiles de liberacién con nanoparticulas con metotrexato adsorbido en
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disoluciones de metotrexato 0.00015 y 0.0003 M que corresponden a la primera y segunda
meseta de la isoterma de adsorcion sometida a sonicacion.

Para terminar, de acuerdo con los resultados de los perfiles de liberacion se evalud el efecto
de un campo magnético alterno externo en la liberacion de metotrexato de 10.0 mg de
nanoparticulas, en 10.0 mL de una disolucién amortiguadora de fosfatos 0.1 M a un pH 7.4,
a36.5°C, 200 rpm, una intensidad de campo magnético de 1.6 kAm/m vy a una frecuencia de
107 kHz. Los intervalos de tiempo de muestreo fueron similares a los mencionados en
estudios previos. Las nanoparticulas estudiadas se cargaron de farmaco en una disolucién
0.0003 M de metotrexato. Para el ajuste de los perfiles de liberacién se utilizé el programa

DDsolver considerando los datos hasta el 60 % de la liberacién del farmaco. 11°

Cinética de adsorcion del metotrexato

T

0 15 30 45 60 90 120 150 180 240 360 480 600

Toma de muestra Tiempo (min)

Liberacion in vitro del metotrexato

P ——

0 15 30 60 920 150 210 270 390 510 1440

Toma de muestra Tiempo (min)
Figura 18. Protocolo de las a) cinéticas de adsorcidn y b) los perfiles de liberacidon el metotrexato

Cada estudio se realizd con un minimo de tres repeticiones para los tres diferentes sistemas.
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7.12 Analisis estadistico.

La estadistica es una herramienta que recolecta, organiza, resume y analiza datos con la

finalidad de hacer inferencias, interpretar datos y dar una conclusién a partir de un cierto

nimero de datos. ! Dependiendo del disefio experimental se determind el método

estadistico mdas adecuado para analizar los datos con un minimo de significancia de 0.05. Los

andlisis empleados fueron los siguientes:

El didmetro de particula determinado con la técnica de SEM de las nanoparticulas con y
sin recubrimiento polimérico se analizd con una prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05).

La curva del incremento de temperatura por unidad de tiempo para la CoFe;04, Fes0s,
CoFe04-BaTiOs, CoFey04-BisTiz012 v Fes04-BaTiOs de proporcion 50-50 se analizd con
una prueba de analisis de la varianza (ANADEVA) de una via de medidas repetidas y una
prueba post hoc Tuckey (p<0.001).

La temperatura LCST establecida por turbidimetria y el indice de polidispersidad de los
polimeros, se analizd con una prueba ANADEVA de dos vias de medidas repetidas y una
prueba post hoc Tuckey (p<0.05).

El potencial Z de los sistemas nanométricos y materiales precursores se analizaron con
una prueba de ANADEVA de una via.

Las cinéticas de adsorcion de los sistemas CoFe;04-BaTiOs, CoFez04-BisTizO12 y Fes0s-
BaTiOs de proporcion 50-50 con recubrimiento polimérico, asi como sus parametros
cinéticos se evaluaron con una prueba de ANADEVA de una via de medidas repetidas y
una prueba post hoc Tuckey (p<0.001).

Las isotermas de adsorcion de los sistemas CoFe;04-BaTiOs, CoFez04-BisTizO12 y FesOa-
BaTiOs con y sin ausencia de sonicacién se analizaron con una prueba de ANADEVA de
dos vias y una prueba post hoc Tuckey (p<0.05).

Finalmente, los perfiles de liberacion a diferentes temperaturas y sometido a hipertermia
magneética se evaluaron con una prueba ANADEVA de tres vias y una prueba post hoc
Tuckey (p<0.05) y una prueba ANADEVA de dos vias y una prueba post hoc Tuckey

(p<0.05) respectivamente.
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8.0 Resultados y discusion.

El objetivo del trabajo consistio en disefiar cuatro nuevos sistemas nanométricos
acarreadores de farmacos para el tratamiento de enfermedades caracterizadas por un
cambio en las propiedades eléctricas de la membrana celular, como lo es el cancer. El
proyecto involucrd la sintesis del sistema y la caracterizacion estructural, funcional,

morfoldgica y fisicoquimica.

8.1 Difraccién de rayos X en polvos.

Dentro de las técnicas de caracterizacidn estructural se encuentran la difraccion de rayos X
de polvos, una técnica capaz de identificar fases cristalinas, determinar el didmetro de
cristalito, la pureza de las fases entre otras aplicaciones.

Inicialmente, mediante esta técnica se identificd a las fases que conforman la muestra al
comparar los patrones de difraccién experimentales con los patrones de difracciéon de
compuestos de referencia previamente reportados por la ICDD. Los cédigos de los patrones

de difraccién de rayos X de los estandares empleados se resumen en la tabla 11.

Compuesto \ Cddigo Calidad
FesOs 00-019-0629 *
CoFe,0, 00-022-1086 *
BaTiOs 00-034-0129 *
BisTizO12 00-035-0795 *
Fe,0s3 00-033-0664 *

Tabla 11. Cddigo de los patrones de difraccién de compuestos estandar reportados por la ICDD.

A continuacioén, en las figuras 19, 20, 21 y 22 se observa los difractogramas de los sistemas
CoFe04-BaTiO3, CoFe04-BiaTizO12, Fes04-BaTiOs y Fes0a- BisTisO12 respectivamente, en los

cuales se muestran los sistemas con diferente proporcion de nicleo y recubrimiento.
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Figura 19. Patrones de difraccion de rayos X en polvos de los sistemas de nanoparticulas tipo
nucleo-recubrimiento CoFe;04-BaTiO3 de diferente composicion.

Las flechas rojas indican los planos correspondientes al nucleo de CoFe,Qu4y las flechas azules
al recubrimiento con BaTiOs.
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Los indices de Miller hkl se relacionan con reflexiones especificas que cumplen con la ley de
Bragg y estan asociados a un conjunto de planos atémicos que identifican inequivocamente
a un sistema. Como se observa en el difractograma correspondiente al sistema CoFe;04-
BaTiOs de la figura 19, la presencia de los indices de Miller de ambas fases en las
nanoparticulas nucleo-recubrimiento indica la obtencién y la presencia de ambas fases en el
sistema de nanoparticulas. En el difractograma, también se observa la variaciéon en la
intensidad de los picos asociados a los diferentes indices de Miller, lo cual se atribuye
principalmente al factor de estructura y al factor de polarizacién.

De manera cualitativa se observa que, conforme aumenta la cantidad de nudcleo y disminuye
la cantidad de recubrimiento, los picos asociados a la cobalto ferrita aumentan su intensidad
mientras que los picos asociados al titanato de bario disminuyen, lo cual se debe
principalmente al factor de estructura. La intensidad de los haces difractados es
directamente proporcional a la amplitud de la onda y al factor de estructura, que se define
como la suma de todas las ondas dispersadas por los electrones de los dtomos de un cristal
en una direccién, de manera que la intensidad del haz difractado depende del niumero de
dispersores, es decir, de la masa. A mayor masa, mayor es el factor de estructura y mayor
sera la intensidad del haz difractado y la sefial observada en el difractograma.

Por otra parte, en el difractograma es evidente que a valores de theta mayores a 30 ° la
intensidad de los picos disminuye independientemente de la cantidad de muestra debido al
factor de polarizacion. Considerando que la difraccion es un fendmeno de dispersién de los
electrones, la intensidad del haz dispersado depende del dangulo del haz incidente, por lo que
la intensidad es maxima en la direccién del haz incidente y minima en direccidon
perpendicular a la incidente. Utilizando ldmpara de molibdeno, la intensidad maxima se
alcanza cuando 26 estd entre 10y 30 °.

De manera adicional, en el difractograma también se observa que las fases cuya composicion
predominan en los sistemas sintetizados presenta un mayor grado de cristalinidad, lo cual se
manifiesta en la intensidad de los picos y la amplitud del intervalo de 28, en el cual estdn
definidos dichos picos. Los sistemas en donde predomina el recubrimiento no son buenos

candidatos para el disefio de acarreadores electromagnéticos debido a la estrecha relacion
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de la estructura cristalina con las propiedades magnéticas, se espera que estos sistemas
muestren propiedades magnéticas deficientes. 2!

Finalmente, en el difractograma del sistema CoFe;04-BaTiO3, ademads de los picos de interés,
se aprecian sefiales adicionales que sugiere la presencia de subproductos del método
sintético o a la incorrecta monocromacién del haz de rayos X (la presencia de radiacién k).

Después del andlisis del difractograma, de acuerdo con la ICDD los picos se atribuyeron al

pentatitanato protonado monohidratado H,TisO11-H,0 (00-044-0131, calidad*) (figura 20).
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Figura 20. Patrones de difraccion de rayos X en polvos de los sistemas de CofFe;04-BiaTiz01;
de diferente composicion.

Las flechas rojas indican los planos asociados al nucleo de CofFe;O4y las flechas grises al
BisTiz012.
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Al igual que con el sistema CoFe;04-BaTiO3 en el difractograma de la figura 20
correspondiente al sistema CoFe204-BisaTiz012 la presencia de los indices de Miller de ambas
fases en las nanoparticulas ndcleo-recubrimiento indica la obtencidn y la presencia de ambas
fases en el sistema de nanoparticulas. De igual forma en la figura 20 se muestra una variacién
de la intensidad de los picos asociados a los diferentes indices de Miller de manera similar al
sistema anterior, lo cual se atribuye nuevamente al factor de polarizacion y al factor de
estructura. En este sistema se observa la misma tendencia en donde la intensidad de las
reflexiones depende de la cantidad de masa presente en el sistema y su grado de
cristalinidad, en donde en sistemas con una mayor proporcion de nucleo, los picos asociados
a esta fase estan mas definidos y con una mayor intensidad; y viceversa, en sistemas con
mayor proporcién de recubrimiento, los picos asociados a esta fase son aquellos mejor
definidos y de mayor intensidad.

Independientemente de la cantidad de muestra en el sistema, las reflexiones por arriba de
30 °C muestran muy baja intensidad, por lo que solo se muestra el difractograma por debajo
de este angulo.

Finalmente, en el difractograma de este sistema también se observan picos que no
corresponden a ninguna de las fases del sistema CoFe;04-BisTizO12, sino para el HaTizO7 (00-
047-05161, calidad I) en los sistemas de composicién 83-17, 67-33 y 33-67, y para el
H,TisO11-H,0 en los sistemas 50-50 y 17-83. La minima intensidad de las reflexiones de estas

fases secundarias indica que su presencia es minima en la muestra.

En la figura 21 correspondiente al difractograma de los sistemas de la Fes04-BaTiOs,
nuevamente se confirma la obtencion de las fases de interés, tanto de la FesOs4 como el
BaTiOs. Al igual que en los difractogramas anteriores, se observa que conforme cambia la
proporcion de las fases cambia la intensidad de los picos asociados a dicha fase.

En su mayoria, los picos se encuentran bien definidos en un intervalo del angulo 26, sin
embargo, para el sistema con composicién de Fes04-BaTiOs de proporcidon 67-33 se observa
de manera cualitativa que los picos son mas anchos y menos definidos, lo cual indica un

menor grado de cristalinidad a comparacién de los otros sistemas, de manera que se tiene

62



un tamafo de particula menor. Conforme al fundamento del método sol-gel la falta de
cristalinidad en esta muestra en particular se atribuye a un mal control de la temperatura

durante el calentamiento, el secado y la deshidratacion del recubrimiento.
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Figura 21. Patrones de difraccion de rayos X en polvos de los sistemas de Fe304-BaTiO3 de

diferente composicion.
Los indices de Miller corresponden al nicleo de FesO4y los azules al BaTiOs.
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En el sistema Fes304-BaTiOs3 al igual que en los sistemas anteriores, se observan picos
adicionales que no corresponden a las fases de interés, los cuales, en este caso,
corresponden al BaTisO9(01-075-2048, calidad C) para la proporcién 83-17, Ba(OH), (00-022-
1054, calidad B) para el sistema 33-67 y al H2TisO11-H20 para los sistemas 17-83 y 67-33. Cabe

resaltar que en el sistema 50-50 no se identificaron picos asociados a fases secundarias.
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Figura 22. Patrones de difraccion de polvos del sistema Fe304-BisTiz012.

Los indices de Miller cafés corresponden al BisTizO12, los rojos a la a -Fe;O3 y los morados a la

Fes0;.
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Finalmente, en la figura 22 se observa el difractograma del sistema Fe304-BisTisO12, en el cual
se muestra que no se obtuvieron las fases deseadas, ya que en lugar de formar Fes30a y
BisTizO12 se formd hematita (a-Fe,03) un oxido de hierro que muestra un comportamiento
antiferromagnético y que no es de interés para el proyecto por su comportamiento
antiferromagnético. De manera cualitativa la transicion de fases se manifesté con un cambio
en la coloracién de la muestra de un polvo negro a un polvo rojo.

La Fe304 es un sistema termodindmicamente menos estable en comparacion con la CoFe;04,
de manera que la primera es mas reactiva y tiende a sufrir cierto grado de oxidacion cuando
estd en contacto con el aire o a altas temperaturas, transformandose en hematita o en
maghemita (y-Fe,0s). *?2 El sistema Fe30s-a-Fe,0s tiene un crecimiento topotaxial que se
caracteriza por una reaccion en estado solido entre dos cristales correlacionados por algunos
planos cristalograficos, en el caso de este sistema, por los planos 111 y 001. 1?3 Ademds, en
este tipo de sistemas también hay un crecimiento epitaxial que implica la formacion de una
nueva fase desde la superficie por la presencia de agentes reductores u oxidantes. La

reaccion de oxidacidon de magnetita a hematita es la siguiente:
4 Fe304 (mt) +1 OZ(g) - 6 F6203(hm)

La conversion entre ambos éxidos se ha reproducido experimentalmente bajo condiciones
oxidantes como el oxigeno, variando la composicidn, temperatura y presion. Un método muy
empleado para la conversion de magnetita a hematita es el calentamiento por arriba de los
700 °C en presencia de oxigeno. 124

Durante la sintesis via sol-gel del recubrimiento de la Fe304, para la densificacion del BisTizO12
y el BaTiO3 se empeld una temperatura de 700 °C, lo cual en presencia de fuertes agentes
oxidantes en el medio de reaccidon como lo son el oxigeno y el citrato que favorecen la
formacion de la a-Fe;03. Sin embargo, a pesar de que usaron las mismas condiciones de
reaccion para el recubrimiento con ambos titanatos, solo se formd a-Fe;0s3 en el caso del
recubrimiento con BisaTizO12, lo cual sugiere que el bismuto o su anidn, el nitrato, favorecieron

la oxidacién de la Fe304. No hay mucho al respecto en la literatura, pero hay autores que

mencionan que algunos metales como el Bi o el As favorecen el crecimiento epitaxial de la
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magnetita a hematita. *> De acuerdo con la literatura, aunque el nitrato es un anién muy
oxidante, este no reacciona con la Fe304 para formar a-Fe>Os, por lo que inclusive la Fes0a se
utiliza como catalizador para reducir nitratos en aguas contaminadas. *?® Considerando el
principio de Le Chatelier, la presencia de nitratos en el medio favorece la formacién de

magnetita, como se muestra en la siguiente reaccion. 1%/
3 Fe(OH), @) T N03"(ac) - Fe30, mey T NOZ"(ac) + 3 H,0(

Con el fin de obtener el sistema Fes04-BiaTiz012, se evaluaron varias temperaturas de
calcinacién, sin embargo, cabe mencionar que a 500 y 600 °C el producto final era la a-Fe;0s3,
Como la a-Fe;03 no era una fase de interés para el trabajo no se sintetizaron sistemas de

diferente proporcion de nucleo y recubrimiento.

Debido a la naturaleza de la muestra, la difraccion de rayos X en polvos se realiza en
condiciones severas de difraccién porque los cristales al ser muy pequefios y estar orientados
en diferentes direcciones dan lugar a pocas reflexiones. Por lo cual, para generar el patrén
de difracciéon completo se rotan los cristales en el haz de rayos X para asi irradiar varios
cristales del mismo material en diferentes orientaciones simultaneamente. La superposicién
del conjunto de reflexiones genera un circulo completo para una reflexiéon en particular. El
refinamiento de Rietveld se basa fundamentalmente en lo anterior, y es un método de
refinamiento que determina con mayor precision los parametros estructurales, la muestra al
comparar mediante el método de minimos cuadrados los picos de difraccion experimentales
con un modelo tedrico que considera la estructura cristalina, el grupo espacial, posicion de

los &tomos en la celda, etc. 128

En todos los sistemas, se observd la formacion de fases adicionales asociadas principalmente
a variantes del éxido de titanio. La formacion del H,TisO11-H20 se atribuye principalmente al
pH, la cantidad de disolvente y el peso molecular del sustituyente alquilico del alcéxido, que
en este caso fue el butilo. 3/ Considerando que se utilizd un sustituyente voluminoso que

presenta cierto impedimento estérico, volimenes de disolventes relativamente grandes y
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pH dacidos, se infiere que se propiciaron cinéticas de reaccién rapidas y la formacién de
algunos 6xidos de titanio de mayor tamafio y grado de hidrdlisis como el H;TisO11-H,O.
Durante el método de sol-gel se prefieren condiciones que favorezcan una cinética de
hidrdlisis y condensacion lenta para evitar la precipitacién, formacion de productos de mayor
hidrodlisis y la segregacion de fases. Sin embargo, para evitar la precipitacion de
subproductos, se manejaron pH acidos y volumenes de disolventes relativamente grandes,
condiciones que incrementan a velocidad de la reaccién. Se impuso un pH menor a uno para
el recubrimiento con BisTi3O12 y de dos para el de BaTiOs.

De manera general, los sistemas recubiertos con el BisTizO12,a comparacién de los sistemas
con BaTiOs3, presentaron una mayor proporcion de subproductos porque las condiciones
experimentales propiciaron cinéticas de la hidrodlisis y policondensaciéon mas rapidas vy

dificiles de controlar.

8.2 Microscopia electrénica de barrido.

Tras el andlisis de los difractogramas anteriores, se confirmd la obtencion de las fases
deseadas, aunque con base en estos resultados no se puede afirmar la obtencion de
nanoparticulas de tipo nucleo-recubrimiento, ya que existe la posibilidad de que ambas fases
estuvieran segregadas. Para comprobar la morfologia de la superficie, estructura y tamafio
de particula se utilizaron las técnicas de SEM y TEM. En la figura 23, se muestra el SEM de
los diferentes sistemas en una proporcién 83-17 en donde se aprecia claramente que en
todos los sistemas se obtuvieron agregados de nanoparticulas. En el caso del sistema de
CoFe04-BaTiOs3, los agregados de nanoparticulas son tan pequefias que dan la sensacién de
tener una textura afelpada.

Las imagenes de SEM de las proporciones 33-67 y 50-50 no se muestran aqui, debido a que
presentan caracteristicas de morfologia y textura similares a la de los sistemas representados
en la figura 23. Las imagenes se encuentran en el anexo 1. Al contrario de los sistemas antes
descritos, en las micrografias de SEM de los sistemas donde predomina la cantidad de
recubrimiento se aprecian estructuras adicionales de mayor tamafio con forma de ldminas

poligonales y nanotubos ademas de los agregados irregulares de nanoparticulas.
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Figura 23. Microscopia electronica de barrido de los sistemas de composicion 83-17 de las
nanoparticulas de CofFe;04-BaTiOs (a), CoFe;04-BisTiz012 (b), Fe304-BaTiOs (c) y Fe304-
BisTiz012(d).

En la figura 24, se observa que cuando hay un exceso de recubrimiento, la fases se segregan
y se forman nanoparticulas de BaTiO3 y en menor proporcidén nanotubos de varios éxidos de
titanio, en las cuales se presenta la insercion de los nlcleos magnéticos. La descripcidon en
morfologia del BaTiO3 como nanoparticulas poligonales y en ocasiones cuando el tamafio de
grano es mayor como laminas poligonales concuerda con microscopias reportadas en la
bibliografia. 129130

Asimismo, la presencia de nanotubos concuerda con rayos X en donde se observaron sefiales
por fases secundarias, principalmente los éxido que titanio con diferente grado de hidrdlisis
que se caracterizan por tener esta morfologia forma de nanotubos, incluyendo al

H>TisO11-H,0. 131
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Figura 24. Microscopia electronica de barrido de los sistemas a) CoFe;04-BaTiO3 (33-67), b)
CoFe;04-BisTiz012 (33-67), c) Fe304-BaTiO3(33-67) y d) Fe304-BisaTiz012 (83-17).

Con base en las microscopias de SEM, se deduce que en los sistemas con una mayor
proporcion de nucleo no hay una segregacién de las fases formando sistemas mas
homogéneos con las caracteristicas adecuadas para utilizarse como acarreadores de

farmacos.

8.3 Microscopia electrénica de transmision.

Posteriormente, con la técnica de TEM se obtuvieron imagenes mas detalladas, de escala
nanomeétrica, en donde se diferencian las fases correspondientes al recubrimiento y el
nucleo. En la figura 25, se aprecia que el grosor del recubrimiento va desde los 2.58 nm y
hasta los 7.10 nm para los sistemas en una proporcion 50-50.

Las microscopias de TEM correspondientes a los sistemas en una proporcion de
recubrimiento menor (proporciones 83-17 y 67-33) no se muestran en esta seccion, ya que

al ser poca la cantidad de recubrimiento, se observan regiones sin recubrir o con poco
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recubrimiento y distribucidn irregular. A pesar de que el recubrimiento era heterogéneo, se
logré el recubrimiento de un contado nimero de nanoparticulas (anexo 1).

El grado de heterogeneidad entre la poblacién de nanoparticulas y entre los componentes
de la superficie tiene repercusiones bioldgicas y tecnoldgicas importantes, que limitan la
formulacién, los métodos de preparacién, escalamiento y la respuesta celular. El tamafio, la
forma, carga y la distribucién de los componentes en la superficie son factores que
determinan los mecanismos de distribucidn, biotransformacion y eliminacién a los cuales van
a ser sometidos los nanoacarreadores, de manera que limitan la biodisponibilidad del
acarreador y del farmaco. '3 Una poblacion heterogénea de nanoparticulas se va a

comportar de manera variada, por lo que la efectividad de la terapia, la toxicidad vy la

respuesta celular final se van a ver afectados.

Figura 25. Microscopia electrdnica de transmision de a) CoFe;04-BaTiO3 (50-50), b) CoFe0a4-
BisTiz012 (50-50) y c) Fe304-BaTiO3 (50-50).
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De acuerdo con las microscopias de la figura 25, se determind que los sistemas en una
proporcion 50-50 mostraban, dentro de los posible, un recubrimiento mas homogéneo.
Durante la sintesis es muy dificil controlar la homogeneidad del recubrimiento porque los
nucleos magnéticos en dispersion tienden a sedimentar y flocular, por lo que a lo largo de la
sintesis el area superficial no permanece constante. A pesar de que las suspensiones de los
nucleos ferrimagnéticos son bastante inestables en dispersién, al manejar una proporcién
50-50 se obtuvo un sistema de caracteristicas adecuadas con un recubrimiento de grosor
variable.

Con el objetivo de lograr recubrimientos mas homogéneos en nanoparticulas de tipo nucleo-
recubrimiento generalmente se recomienda utilizar métodos que formen el nucleo y el
recubrimiento de manera simultdnea, sin embargo, en este caso las incompatibilidades
existentes entre los métodos sintéticos no lo permitieron, ya que mientras la coprecipitacion
requiere de un pH bdasico, el método de sol-gel requiere de un pH acido.

Finalmente, cabe mencionar que no se obtuvieron imagenes de TEM del sistema Fe304-

BisTizO12 debido a que ya no era de interés por su comportamiento anti ferromagnético.

A continuacion, se describen tanto las fases de interés y las fases secundarias con la técnica
de TEM en términos de su estructura cristalina mediante la difraccion de los electrones.

En la figura 26 se muestran las microscopias de donde se obtuvieron los patrones de
difraccion de electrones de los sistemas, a partir de los cuales se identificaron a las fases
sintetizadas mediante sus indices de Miller correspondientes. Las imagenes mostradas no
pertenecen a una proporcién en particular, sino que se obtuvieron de los sistemas donde
predomina el nucleo porque es muy dificil obtener imagenes en la direccién de un mismo
eje cristalografico, caracteristica necesaria para obtener el patrén de difraccion de
electrones.

Mediante los indices de Miller, nuevamente se identificaron los planos de atomos de los
patrones de difraccién representados en la figura 26 que pertenecen a la a) CoFe;04, b)
Fes0y, ¢) BaTiOsz y d) BiaTizO12, lo cual nuevamente reafirma la obtencién de las fases, como

ya anteriormente se hizo con los rayos X.
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Figura 26. Microscopia electrdnica de transmision y patron de difraccion de electrones de la
a) CoFe;04 b) Fe304, c) BaTiOsz y d) BisTizO12.

A pesar de que en las microscopias de la figura 26 son adecuadas para la obtencion de un
patron de difraccion de electrones, en estas microscopias es dificil diferenciar las fases
presentes debido a su superposicion y la direccion de las nanoparticulas en la muestra.

o

Aunque no se distinguen las fases, es evidente en la microscopia de la figura 26 inciso “c

correspondiente al BaTiOz que esta fase se encuentra en el borde del sistema.

A pesar de que se obtuvieron los sistemas de interés, en las microscopias también se
observaron planos asociados a fases secundarias como la y-Fe;03 vy el HaTisO11-H20 (figura
27), lo que identifica dichas fases y reafirma la informacion obtenida con pruebas anteriores,

la difraccion de rayos X y SEM.
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Figura 27. Microscopia electrdnica de transmision de a) H2TisO11-H20 y b) y-Fe>0:s.

El objetivo inicial de las microscopias era obtener una imagen en eje de zona para ambas
fase y asi afirmar su presencia y contacto, sin embargo, solo fue posible obtener una imagen
con estas caracteristicas para el sistema CoFe,04-BaTiOs. En la figura 28, se muestra una
microscopia con un patron de difraccion del BaTiOs en donde se observa un ndcleo 3.48 nm
y un recubrimiento de aproximadamente 3.78 nm. En |la imagen las dos partes de la muestra
con distinta composicion se contrastan por la intensidad, aunque no tienen una diferencia
topografica entre ellas, lo que sugiere que se obtuvieron nanoparticulas tipo nucleo-

recubrimiento.

Figura 28. Microscopia electronica de transmision del sistema CoFe;04-BaTiO3(83-17).
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Finalmente, a partir de las imagenes de TEM y SEM, se corrobord la composicion de los
sistemas a partir de la emision de radiacion electromagnética de la muestra tras ser irradiado
con haz de electrones (anexo 2). Aunque las imagenes demuestran que los elementos que
conforman el sistema se encuentran en un mismo punto y que las fases no estan segregadas,
las proporciones de los elementos no son del todo confiables porque la deteccion de la

dispersion de rayos X es un técnica semicuantitativa.

8.4 Tamafio de cristalito, tamafio de particula y distorsién de la red cristalina.

Posteriormente, a partir de los rayos X se obtuvo el tamafio de cristalito (D) mediante la
ecuacion de Scherrer 133 y el desplazamiento de la red (€) con la aproximacion de Williamson-

Hall. 1° Los valores se encuentran representados en la tabla 12.

Sistema Proporcion ‘ Fase D (nm) €
100 Fes04 8.15 0.0145
100 BaTiOs 15.42 0.0087
100 CoFe 04 13.29 0.0089
100 BisTisO12 16.14 0.0082
83-17 Fes04 12.48 0.0095
67-33 Fes04 15.05 0.0079
Fes04-BaTiOs 50-50 Fes04 16.84 0.0071
33-67 Fes04 13.35 0.0089
17-83 Fes04 12.49 0.0095
83-17 CoFe;04 21.26 0.0056
67-33 CoFe,04 17.06 0.0070
CoFe,04-BaTiOs 50-50 CoFe;04 21.87 0.0061
33-67 CoFe,04 20.12 0.0057
17-83 CoFe;04 11.06 0.0107
83-17 CoFe,04 19.57 0.0061
67-33 CoFe;04 22.05 0.0054
CoFe;04-BigTis012 50-50 CoFe;04 29.42 0.0041
33-67 CoFey04 33.93 0.0035
17-83 CoFe,04 24.51 0.0052

Tabla 12. Tamafio de cristalito y pardmetro de deformacion de la red cristalina.
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El tamafio aproximado de cristalito se calculé a partir del pico de mayor intensidad de la
Fes0.y la CoFe;04, que corresponde a la reflexion 311, considerando una forma esférica de
las nanoparticulas. Dada la geometria irregular de los recubrimientos sobre la superficie de
las nanoparticulas no se calculé el tamafio de cristalito para estas fases porque para aplicar
la ecuacion de Scherrer, se requiere de una relacion razonablemente definida entre los ejes
cristalinos y la geometria del sistema. 33

El tamafio de cristalito se define como el tamafio del dominio donde se lleva a cabo la
difraccion y donde es posible aplicar la operacidn de simetria y de traslacion en el sélido
cristalino. 1% En materiales magnéticos, esta medida se relaciona con los dominios
magnéticos, los cuales son arreglos en donde los espines de los electrones se orientan hacia
cierta direccion en particular y que son los causantes del comportamiento magnético. En la
tabla 12 se observan variaciones en el tamafio de cristalito de los nucleos desde los 8.15 nm,
hasta los 33.93 nm independientemente de la proporcién de recubrimiento.
Experimentalmente se espera un comportamiento superparamagnético por parte de los
sistemas al considerar la relacion del dominio y el tamafio del cristalito, el cual en general
debe ser menor a 20 nm. 2

Por otra parte, en la tabla 12, también se muestra el pardmetro asociado a las
microdeformaciones o defectos cristalinos. En el caso de un monocristal imperfecto las
microdeformaciones se atribuyen a defectos como vacancias, atomos intersticiales, atomos
sustitucionales, dislocaciones y fallas de apilamiento. Al igual que con el tamafio de cristalito,
no hay una relacion entre las microdeformaciones y la cantidad de recubrimiento. Una
estrategia alternativa para generar materiales que presenten el fendmeno magnetoeléctrico
consiste en introducir el acoplamiento indirecto, a través de la tensién entre los materiales
mediante su recubrimiento. El recubrimiento genera tensiones de alrededor del 1 % en los
materiales magnéticos, como es el caso de los sistemas sintetizados (tabla 12). *8

De acuerdo con Ederer & Spaldin 3% el pardmetro de deformacion de la red afecta las
propiedades magnéticas de los materiales ferrimagnéticos, de manera que una mayor
distorsion en la red cristalina disminuye la magnetizacién de saturacion y aumenta la

temperatura de Curie.
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En las ferritas la redistribucion de los cationes con diferentes estados de oxidacién en los
sitios octaédricos y tetraédricos deforma la red cristalina y la orientacién de los espines
magnéticos cambiando las propiedades magnéticas de los materiales. 13> Se espera que las
muestras con los valores de deformacion de la red cristalina mas altos posiblemente
presenten valores de magnetizacién de saturacién menores a los esperados (tabla 12),
especialmente en las nanoparticulas que presentan valores cercanos al 1 % como la Fe3Os,
las nanoparticulas de Fe304-BaTiOs (proporciones 33-67 y 17-83) y las nanoparticulas de

CoFe;04-BaTiOs (proporcion 17-83).

Posteriormente, se determind el diametro promedio de las particulas mediante la técnica de

SEM, los datos se encuentran representados en la figura 29.
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Figura 29. Grdfica de barras y distribucion del tamafio de particula.
Didmetro promedio + EEM. Prueba de Kruskal-Wallis. Las letras en comun indican que no hay
diferencia significativa entre los grupos marcados (p<0.05).
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De manera general, en esta figura se observa que en ningun sistema el tamafio de particula
excede los 100 nm y que el diametro promedio esta alrededor de los 25 nm. Con la prueba
de Kruskal-Wallis (p<0.05) se constata que los sistemas presentan diferente distribucién de
tamafio de particula independientemente de su composicion, lo que sugiere que el
recubrimiento no afecta el tamafio, pero si la homogeneidad de la poblacion.

En los sistemas de Fe304-BaTiOs y CoFe;04-BaTiOs es evidente que los sistemas con mayor
proporcion de recubrimiento tienen una distribucion de tamafio de particula mas amplia. La
distribucion del tamafio de particula influye en la eficacia, estabilidad, seguridad, capacidad
de carga, capacidad de evasion del sistema inmune y la biodisponibilidad de los acarreadores
nanomeétricos. Considerando el tamafio de las particulas, se espera un desempefio adecuado

de las nanoparticulas como acarreador de farmacos.

Comparando los valores de la tabla 12 del tamafio de cristalito determinado por el método
de rayos X con el tamafio de particula determinado con la técnica de SEM, se aprecia que
ambas dimensiones son diferentes, ya que, por un lado, con rayos X se determina el tamafio
del dominio cristalino, mientras que en SEM se determina el tamafio de dominio cristalinoy
los 4tomos en la frontera que lo rodea. 12

En la figura 29 se representa el didametro promedio de las nanoparticulas, una medida que,
en una distribucion perfectamente simétrica, como es el caso, corresponde con los valores
de la media, la mediana y la moda y que representa el diametro de mayor frecuencia en la
muestra. El didmetro promedio, al ser susceptible a valores extremos, no es un parametro
util para describir la capacidad del sistema como adsorbente puesto que no representa
adecuadamente a la poblacién. Por lo que, generalmente se utiliza el didmetro medio de la
superficie circular y volumen, una medida que expresa el tamafio en términos de area de
superficie por unidad de volumen y que se utiliza en estudios de adsorcidn, recubrimiento, vy
degradacién de la superficie. En la tabla 13, se aprecia que los valores del didmetro antes

mencionado oscilan dentro de un intervalo independientemente de la cantidad de

recubrimiento.
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Diametro de particula Diametro medio de la superficie

(Media £ EEM) circulary volumen (nm)
CoFe;04 20.12£0.33 22.94
CoFe;04-BaTiO3 83-17 19.16 £ 0.68 31.88
CoFe;04-BaTiO3 67-33 28.06 £0.41 33.97
CoFe;04-BaTiO3 50-50 21.00£0.60 32.51
CoFe;04-BaTiO3 33-67 26.91+£1.03 34.82
CoFe;04-BaTiO3 17-83 25.75 £ 0.68 43.79
CoFe;04-BisTiz01, 83-17 31.38 £ 0.55 41.28
CoFe;04-BisTiz01267-33 23.47 £0.32 29.24
CoFe,04-BisTi301, 50-50 23.47 £0.23 29.23
CoFe;04-BisTis01, 33-67 26.08 £ 0.87 31.18
CoFe,04-BisTis01, 17-83 38.78 £ 0.48 49.53
Fes0q 19.66£0.24 22.84
Fe;04-BaTiO3 83-17 24.64 +0.39 29.37
Fes04-BaTiOs; 67-33 28.20 £ 0.58 41.36
Fes304-BaTiOs; 50-50 39.97 £0.48 51.34
Fes04-BaTiO3; 33-67 46.94 £ 1.28 63.06
Fes304-BaTiOs; 17-83 22.75 £ 0.60 38.76

Tabla 13. Didmetro de particula y diametro medio de la superficie circular y volumen.
Didmetro de particula promedio + EEM y didmetro medio superficie-volumen.

De acuerdo con los valores de didmetro los sistemas, aquellos con valores mas grandes como
el de la CoFe;04-BaTiO3 17-83, CoFe,04-BisTizO12 proporciones 83-17 y 17-83 y Fez04-BaTiO3
proporciones 67-33, 50-50 y 33-67, no poseen las caracteristicas adecuadas para utilizarse

como acarreadores de farmacos porque presentan una menor area superficial disponible.

8.5 Magnetometria: Magnetizacidn en funcién de la temperatura y del campo magnético.

A partir de los resultados de las microscopias y la difraccion de rayos X se concluyd que los
sistemas en proporcién 50-50 eran los mas adecuados para emplearse como acarreadores
nanométricos, de tal forma que se prosiguid con la evaluacion de sus propiedades
magnéticas.

En las figuras 30, 31, 32 y 33 se muestran las curvas de magnetizacion en funcion del campo
magnético de los sistemas CoFe;04-BaTiO3, CoFez04-BisTizO12, Fe304-BaTiOz y Fe304-BigTizO12
respectivamente.

78



90 90

CoFe,0, CoFe,0,
801 CoFe,0,-BaTiO, 83-17 80 CoFe,0,-Bi,Ti;0,, 83-17
704 CoFe,0,-BaTiO, 50-50 o CoFe,0,-Bi,Ti;0,, 50-50
60 - 60
50+ 50
40 404
30 4 304
\a 204 204
3
£
8 10 104
6
G 01 04
©
N
T -101 104
C
g
< 20+ -20 4
2304 -30
40 4 -40 4
-50 4 .50 -
60 -60 4
_704 -70
80 -80
-90 T T T T T 90 T T T T T
-40000 -20000 0 20000 40000 -40000 -20000 0 20000 40000
Campo magnético (Qe) Campo magnético (Oe)

Figura 31. Curva de histéresis de CoFe;04, Figura 30. Curva de histéresis de los sistemas
CoFe;04-BaTiOs3 83-17 y CoFe204-BaTiOs CoFe;04, CoFe;04-BigTiz012 83-17, CoFez04-
50-50 a una temperatura de 300 K. BiaTiz012 50-50 a una temperatura de 300 K.

En las figuras 30 y 31 de los sistemas de CoFe;04 recubiertos con BaTiOs y BisTizO12
respectivamente, se observa que en todos los sistemas, ya sea nucleos de CoFe;04y sistemas
recubiertos, las curvas de magnetizacion en funcién del campo magnético muestran el
comportamiento de un material superparamagnético, el cual se caracteriza por una
coercitividad y magnetizacion remanente con un valor igual o muy cercano a cero. 3¢ Aunque
se observa un comportamiento superparamagnético, en los sistemas recubiertos se aprecia
una ligera histéresis debido a la contribucién de agregados de mayor que se comportan como
materiales ferrimagnéticos en la poblacion de nanoparticulas. Las nanoparticulas
superparamagnéticas al no presentar magnetizacion remanente son especialmente Utiles
como acarreadores de farmacos ya que esta caracteristica impide que las nanoparticulas se

atraigan entre si por interacciones dipolares y de esta manera evitan la trombosis. 237
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El comportamiento superparamagnético se presenta en nanoparticulas con un didmetro
menor a los 20 nm, 2! donde no es favorable la formacién de multidominios. Los resultados
de la magnetizacion confirman el tamafio de particula observado con rayos X y en las
microscopias.

A pesar de que para el nucleo de CoFe;Os se observa un comportamiento
superparamagnético, su valor de magnetizacion de saturacion de 69.34 emu/g es mucho
menor al valor 80 emu/g que se presenta en la fase volumétrica, lo cual se atribuye
principalmente al tamafio de la particula y a las distorsiones de la red cristalina. Safi et al. 138
mencionan que cuando el tamafio de particula es menor al didmetro critico, la magnetizacién
de saturacion tiende a disminuir porque en estas dimensiones las nanoparticulas estan
sujetas a fluctuaciones térmicas, 13 es decir, en esta escala la energia térmica es comparable
con la energia de anisotropia magnética por lo que, aunque los momentos magnéticos se
sometan a un campo magnético tienden a cambiar de direccion aleatoriamente. Por otra
parte, las interacciones superficiales también contribuyen a disminuir el valor de la
magnetizacion de saturacién, ya que los que los dtomos en la superficie no forman parte del
dominio magnético y no participan en la respuesta magnética. 140

Finalmente, en las figuras 30 y 31 se observa que una mayor cantidad de recubrimiento
minimiza la magnetizacion de saturacién del sistema debido a la naturaleza diamagnética de
los titanatos del orden de -10® hasta -10 que no contribuye con el momento magnético de

todo el material superparamagnético del orden de 10°y 103.

Por otro lado, en la curva de histéresis de la figura 32 del sistema Fe304-BaTiO3, se muestra
gue los nucleos de FesO4 tienen un comportamiento superparamagnético, al contrario de los
sistemas recubiertos con el BaTiOs que se comportan como materiales ferrimagnéticos que
ademas presentan una distorsion de los ciclos de histéresis clasicos (figura 32.b y 32.c).

Aligual que en el caso de la CoFe;O4sin recubrir, la FesOs muestra un valor de magnetizacién
de saturacién menor (48.59 emu/g) a comparacion del valor de 96 emu/g que se presenta
en la fase volumétrica, lo cual nuevamente se imputa a la naturaleza diamagnética del BaTiO3

a las fluctuaciones térmicas y a las dimensiones de las nanoparticulas.
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Figura 32.Curva de histéresis de los sistemas a) Fe304, Fe304-BaTiO3 83-17, Fe304-BaTiO3 50-
50, con ampliacion a los sistemas de proporcion b) 50-50 y c) 83-17 a una temperatura de
300 K.

De acuerdo con diversos autores, la distorsién que se presenta en los ciclos de histéresis del
sistema de Fe304-BaTiOs, se denomina ciclo de “cintura de avispa”, un fendmeno que se
caracteriza por un estrechamiento del ciclo a medida que el campo se acerca al valor de cero,
seguido por una ampliacién de este. Existen varias explicaciones de las causas de esta
distorsidon como la combinacion de dos fases magnéticas con diferente coercitividad **! o el
efecto de la interaccion de la anisotropia dipolar y la anisotropia magnetocristalina a bajas
temperaturas en curvas de histéresis. 2 Considerando las teorias antes descritas y las
condiciones experimentales que requieren se atribuye la deformacion de los ciclos de
histéresis experimentales a la combinacion de dos fases magnéticas de diferente
coercitividad en las nanoparticulas.
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La geometria de la curva de histéresis depende de la contribucion relativa de cada una de las
fases presentes y, por lo tanto, es posible determinar la presencia de fases magnéticas de
diferente coercitividad y su proporcion mediante la relacién de cocientes de parametros
caracteristicos de las curvas de histéresis como la magnetizacion de saturacion,
magnetizacion remanente, campo coercitivo. 3 Dado que el cociente de M/Ms para los
sistemas Fes304-BaTiO3 83-17 y Fe304-BaTiOs 50-50 es de 0.44 y 0.41 respectivamente,
mientras que H//Hc es de 1.08 y 1.05, se infiere que la muestra estd compuesta por la
combinacidn de particulas con un comportamiento superparamagnético y nanoparticulas de
un solo dominio.

De acuerdo con Taxue et al. ! |la “cintura de avispa” resulta de la combinacién de
nanoparticulas con tamafios mayores a 8 nm, con un intervalo éptimo entre los 20y 25 nm,
lo cual concuerda con los tamafios determinados mediante la técnica de SEM.

De manera adicional, el fendmeno de “cintura de avispa” a bajas temperaturas por la
interaccién de la anisotropia dipolar y la anisotropia magnetocristalina se observd en el
sistema de CoFe;04-BisTisO12 proporcién 83-17 de la figura 54 en el anexo 3, pero

nuevamente, por cuestiones de relevancia, no se presenta en esta seccion.
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Figura 33. Curva de histéresis del sistema Fez04-BisTiz012 83-17 a una temperatura de 300 K
(a) y estructura cristalina de la hematita a lo largo del eje c (b).
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Inicialmente, tras identificar mediante rayos X la formacion de a-Fe;0s a partir de Fes0a, se
esperaba que el sistema mostrara un comportamiento antiferromagnético, en el cual, en
presencia de un campo magnético hay una alineacion parcial de los momentos magnéticos
en direccién al campo, provocando una magnetizacion positiva sin histéresis que se
representaria como una linea recta de pendiente positiva. Sin embargo, la muestra si
presentd una ligera histéresis, como se muestra en la figura 33.

La a-Fe;03 se comporta como un material ferromagnético por arriba de la temperatura de
Morin debido a que en estas condiciones se presentan ligeros desplazamientos en la
estructura cristalina y la subsecuente inclinacion de los momentos magnéticos. ** La
temperatura de Morin es aquella a la cual se presenta una transicién magnética de primer
orden que ocurre en ciertos materiales antiferromagnéticos en donde los espines
magnéticos se inclinan y pierden su orientacion antiparalela, lo que resulta en un momento
magnético perpendicular al eje de facil magnetizacion del material. 14414°

En la figura 33, ademas de las curvas de histéresis, se muestra la estructura cristalina de la
hematita tipo corindén en donde los momentos magnéticos del Fe3* toman una orientacion
ferromagnética en un mismo plano, y un acoplamiento antiferromagnético entre los planos
a lo largo del eje c. La inclinacién de los momentos magnéticos surge del equilibrio entre la
anisotropia magnetocristalina y la anisotropia dipolar, donde la primera predomina por
arriba de la temperatura de Morin y la segunda por debajo de la misma. En la a-Fe;03 la
temperatura de Morin depende de la magnitud del campo, la densidad del sélido y el tamafio
de particula. La temperatura de Morin disminuye en sistemas nanoparticulados porque en
estas dimensiones hay menor simetria y es mas facil reorientar los momentos magnéticos en
el arreglo antiferromagnético de la hematita. En este caso, los resultados de la
magnetizacion en funcién de la temperatura de la figura 53, del anexo 3 indican que la
temperatura de Morin de la muestra de hematita para nanoparticulas se un tamafio

promedio de 60.39 + 5.32 es de aproximadamente 231 K.

De manera adicional, como parte de un proyecto de mayor escala se caracterizé el

comportamiento magnético de las muestras en funcién de la temperatura, sin embargo, por
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cuestiones de extensidon y relevancia del tema, dichos graficos se presentan de manera

adicional en el anexo 3.

8.6 Magnetofriccion.

Algunas nanoparticulas magnéticas son capaces de generar calor debido a la aplicacién de
un campo magnético alterno. La capacidad de calentamiento de los sistemas se evalué de
manera semicuantitativa mediante un equipo implementado en la Universidad Nacional
Auténoma de México con un termémetro de fibra dptica. 11° La cantidad de nanoparticulas
necesarias para la medicién se determind midiendo el incremento de temperatura en
funcion del tiempo a varias concentraciones de nanoparticulas de CoFe;04y Fe30a, el grafico

de los datos resultantes se encuentra en el anexo 4.

2.5
1 Sistema SAR (WIs)
—a— CoFe,O, 92.51
20| e Fe,0, 78.70
A CoFe,0,-BaTiO, | 37.33 ‘A
v CoFe,0,-Bi,Ti;0,;, 38.57 .
1.5 4|—&— Fe,0,-BaTiO, 43.53 -
&) | i
- .
<11.0- : i»
1|8
ylata
0.5 - 1
0.0 i
-P T T = T 2] 1
400 600 800 1000

Tiempo (s)

Figura 34. Curva del incremento de temperatura por unidad de tiempo para CoFe;04, Fe304,
CoFe;04-BaTiO3 50-50, CoFe;04-BiaTiz0O12 50-50 y Fe304-BaTiO3 50-50.

Incremento de temperatura + DE. Prueba de ANADEVA de una via de medidas repetidas, post
hoc Tuckey (p<0.001). No hay diferencia significativa entre las nanoparticulas marcadas con
la misma letra.
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En la figura 34 se muestra la grafica del incremento de temperatura (AT) en funcién del
tiempo para los sistemas en una proporcion 50-50. En la grafica se muestra que los nucleos
sin recubrir de CoFe;04 y FesO4 incrementan significativamente la temperatura del medio
(alrededor de 2 °C) en comparacion de los sistemas recubiertos en una relacién 50-50, que
muestran un aumento desde 0.65 °C y hasta 1 °C. Los sistemas recubiertos no muestran una
diferencia estadistica significativa entre en su capacidad de calentamiento
independientemente de su composicion.

El efecto de la disipacién del calor es uno de los principales inconvenientes de sistemas de
hipertermia magnética para el tratamiento del cancer porque tiende a disminuir la
selectividad del sistema. Por lo anterior, el disefio de las nanoparticulas no estaba dirigido
para crear un sistema de este tipo y la capacidad de calentamiento de las nanoparticulas no
define la utilidad del sistema. Dado que los sistemas recubiertos no incrementan en mas de
un grado la temperatura del medio, se espera que las nanoparticulas no causen dafio a
tejidos sanos por la disipacion del calor, a pesar de que la temperatura a nivel nanométrico

es mayor. 146

Posteriormente, a partir de la grafica de la figura 34 se calculd el valor de SAR, una medida
gue indica la capacidad de calentamiento por unidad de masa para un campo y frecuencia
determinados. Al comparar los valores de SAR de los nucleos sin recubrir y los nucleos
recubiertos se observd una relacién en donde la capacidad de calentamiento depende
Unicamente del nucleo magnético y no del sistema completo, de manera que, las
nanoparticulas recubiertas con un 50 % de nucleo magnético presentan la mitad de la
capacidad de calentamiento de los nucleos magnéticos por si solos. Los valores de SAR
experimentales se encuentran dentro de los intervalos reportados por para la CoFexOsy la

Fes0sa los valores de campo vy la frecuencia utilizados. 7414/

La capacidad de calentamiento de los nucleos magnéticos depende principalmente de los
fendmenos de relajacién. 8% Las corrientes parasitas no se consideran, ya que se empled un

sensor de temperatura de fibra éptica, el cual no presenta el fendmeno de calentamiento
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por induccidén. Los mecanismos de calentamiento por fendmenos de relajacion estdn
estrechamente relacionados con la rotacion de las nanoparticulas. Por un lado, la relajacion
de Néel genera calor cuando las nanoparticulas superan la barrera de energia potencial
asociada a la anisotropia magnética, durante la reorientacion de los dominios magnéticos en
direccion del campo magnético externo. Por otra parte, la relajacién Browniana implica el
calentamiento por la friccion entre las nanoparticulas y el medio circundante debido a la
rotacion de las nanoparticulas por fluctuaciones térmicas. 8

Es importante mencionar que la técnica empleada determina el incremento de temperatura
en el medio, no el calor real generado a nivel nanométrico. Una técnica mds adecuada para
cuantificar la capacidad de calentamiento en esta escala, son los sistema donde se aprovecha
la dependencia térmica de la luminiscencia de algunos compuestos organicos, complejos de

rutenio, puntos cudnticos y compuestos de la serie de los lantanidos. 146148

8.7 Determinacién de la LCST de polimeros termosensibles.

Después de establecer las proporciones de nucleo-recubrimiento mas adecuadas para las
nanoparticulas, se sintetizaron varios nanogeles termosensibles de diferente proporcion
para definir aquel con las mejores caracteristicas para recubrir dichas nanoparticulas. Entre
las caracteristicas de mayor importancia destaca la temperatura critica inferior de la
solucidn, una temperatura que marca el cambio en el grado de solvatacion y define la
capacidad para almacenar farmacos y restringir su movimiento. La LCST se determind por
meétodos oOpticos como la turbidimetria y la dispersidon dinamica de luz y con métodos
calorimétricos como el DSC. En los graficos de la figura 35 se determind la LCST de los cuatro
polimeros sintetizados al seguir la transmitancia mediante turbidimetria (a) y el tamafio de
particula mediante dispersion dinamica de luz (b).

Con respecto a la figura 35a se observa que para todos los polimeros la transmitancia
disminuye conforme aumenta la temperatura, mientras que en la figura 35b se muestra
como aumenta el tamafio de particula al incrementar la temperatura. De manera general, se
observa como el incremento de temperatura lleva a una disminucion de la solubilidad del

polimero.
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Figura 35. Determinacion de la LCST en agua destilada mediante métodos opticos en una
concentracion de 0.001 g/mL.

(a) Determinacion de la LCST por Turbidimetria a A=550 nm. Transmitancia (%).

(b) Determinacion de la LCST por dispersion dindmica de luz. Didmetro (nm) + DE. Prueba de
ANADEVA de dos vias de medidas repetidas, prueba post hoc Tuckey p<0.05. A p<0.05 de
polimero 95 con respecto a polimero 90 y 87, B p<0.05 de polimero 95 con respecto a
polimero 90y 87 y entre polimero 87y 90; C, E y | p<0.05 entre todos los polimeros, D y H
p<0.05 entre todos los polimeros excepto polimero 87y 90, F p<0.05 entre todos los polimeros
excepto polimero 85y 95, G p<0.05 entre todos los polimeros excepto polimero 85 y 90.

La relacién del grado de solvatacion con la temperatura se describe en términos energéticos
mediante la energia libre de Gibbs (AG), una expresion que considera las contribuciones
entalpicas y entrdpicas en el fendmeno de solvatacion del polimero. Por un lado, la
contribucion entdlpica favorece la solubilidad del polimero siempre y cuando predominen
las interacciones polimero-disolvente sobre las interacciones de las moléculas del agua y del
polimero consigo mismos. En contraste, la entropia generalmente tiene una contribucion
negativa a la solvatacion del polimero porque este fendmeno requiere de orientaciones
especificas de las moléculas de agua para que interactlen con los grupos hidrofilicos del
polimero al mismo tiempo que forman estructuras tipo clatrato alrededor de las regiones
hidréfobas del mismo. La orientacion particular de las moléculas de agua es un proceso
entrépico no favorable que limita el nimero de microestados posibles. 11°

A temperaturas por debajo de la LCST, los grupos hidrofilicos (grupos amida, amina vy

carbonilo) de las cadenas poliméricas interactian con las moléculas de agua a través de
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puentes de hidrogeno. En estas condiciones predomina el término entdlpico de manera que
las interacciones por puente de hidréogeno del polimero y el disolvente compensan la
contribucion entrépica poco favorable. En estas condiciones, el polimero se encuentra
hidratado y la suspensidn se observa traslucida, de manera que la transmitancia es alta
(figura 35a) y el tamafio de particula es relativamente pequefio porque el polimero
“prefiere” interactuar con el medio y no entre si (figura 35b).

Por otro lado, por arriba de la LCST, el término entrdpico es la contribucion predominante
en el proceso de solvatacion. Esta contribucion aumenta conforme incrementa la
temperatura, en estas condiciones se favorecen las interacciones hidréfobas entre las
cadenas poliméricas y un colapso del sistema. Por arriba de la LCST la suspensién del
polimero se observa turbia, de manera que la transmitancia disminuye (figura 35a) porque
el polimero se encuentra interactuando consigo mismo dando lugar a la formacion de
agregados del polimero relativamente grandes (figura 35b).

A partir de las graficas de la figura 35 se determind la LCST mediante el método grafico. En
dichas graficas la LCST corresponde al punto de inflexién de las curvas sigmoides.
Posteriormente, los valores de LCST se confirmaron mediante las graficas de la primera y
segunda derivada (anexo 5) y con el ajuste de la LCST a la funcion sigmoidea de Boltzann. Los

valores se LCST determinados por el ajuste a la funcién sigmoidea de Boltzmann se

encuentran resumidos en la tabla 14.

Polimero LCST por turbidimetria (°C) ‘ LCST por dispersion dindmica de luz (°C)
Polimero 95 36.69 +0.06 35.95
Polimero 90 37.76 £ 0.07 36.98
Polimero 87 38.63+0.09 39.64
Polimero 85 41.52 £0.10 44.01

Tabla 14. Determinacién de la LCST por ajuste a la funcion sigmoidea de Boltzmann.

La principal desventaja de emplear métodos dpticos para determinar la LCST es la fuerte
dependencia del método con la longitud de onda, de ahi que la LCST varia para una misma
muestra como se muestra en figura 35y la tabla 14. La longitud de onda empelada determina

el tamafio de particula detectada.
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Considerando los posibles valores de tamafio de particula del coloide y los tres fenémenos
de dispersion de luz asociados a coloides se concluyd que la longitud de onda mas apropiada
para la determinacion de la LCST era 550 nm, ya que en estas condiciones no se presenta
dispersion inelastica y la longitud de la onda es lo suficientemente corta para que el método
sea sensible. Por debajo de la LCST se esperaban tamafios de particula en donde predomina
la dispersion de Rayleigh o la dispersion de Mie, fendmenos que dependen de la longitud de
onday en los que se ha observado que, a menor longitud de onda, mayor es el fendmeno de
dispersion. A temperaturas por arriba de la LCST, cuando el tamafio es mucho mayor que la
longitud de onda se presenta el fendmeno de Tyndall, el cual es independiente de la longitud
de onda.

Independientemente del método empleado, en las graficas de la figura 35 se observa que a
mayor proporcion de entrecruzador hay un desplazamiento de la LCST hacia temperaturas
mayores. La adicion de comondmeros hidrofilicos tiende a incrementar la LCST, mientras
gue, la adicion de comondmeros hidrofobos tiene el efecto contrario. Los comondmeros
hidrofilicos, al presentar una mayor cantidad de grupos polares, favorecen las interacciones
polimero-disolvente, de manera que se presenta una contribucion entalpica y entrdpica
positiva que propicia el proceso de hidratacién y el incremento de la temperatura de
transicion. °

De acuerdo con los valores de LCST experimentales, el polimero con una proporcién de
mondmero y entrecruzador del 87-13 % respectivamente es el mas adecuado para recubrir
las nanoparticulas en vista de que su LCST es mas acorde para el objetivo del sistema. Se
buscé un polimero con una temperatura de transicion arriba de la temperatura fisiologica de
las células sanas y por debajo de la temperatura donde hay dafio celular entre los 40y 43 °C
que varia dependiendo de la linea celular. 14°

En la figura 35b, ademds de determinar la LCST, también se obtuvo informacion de la relacion
entre el tamafio de particula, la proporcion del agente entrecruzador y la temperatura. Entre
los 33y 35 °C, atemperaturas por debajo de la LCST de todos los polimeros, no hay diferencia
significativa en el tamafio, lo que indica que en este intervalo el radio hidrodindmico no varia

con respecto a la composicién. Al llegar a los 36 °C y hasta los 46 °C se aprecian cambios
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significativos en el tamafio que dependen de la composicién y la temperatura, puesto que
en este intervalo hay cambios en el grado de hidratacion de los polimeros al alcanzar su
temperatura de transicion. Finalmente, a los 46 °C, cuando todos los polimeros estan en su
maximo estado de colapso, se aprecia que a mayor cantidad de entrecruzador el tamafio de
los agregados poliméricos es significativamente mayor. En su estado colapsado, el tamafio
de los polimeros favorece la formacién de trombos y el reconocimiento por parte del sistema
inmunoldgico. 132

Dado la dependencia de la LCST con la longitud de onda empleada en métodos dpticos se
empled la calorimetria diferencial de barrido para comprobar las temperaturas de transicion,
sin embargo, los picos asociados a la transicion no estaban bien definidos por lo que no fue
posible obtener la temperatura por este método (anexo 5). La forma y altura de los picos
endotérmicos para un mismo polimero dependen de su peso molecular, la velocidad de
calentamiento, la concentracion y la fuerza idnica. *1®

Los polimeros muestran una distribucién de pesos moleculares, en donde la amplitud de la
gaussiana en la cual estan distribuidos representa la polidispersidad del sistema.
Generalmente, en polimeros polidispersos las transiciones que se caracterizan por picos
anchos que se extienden en un amplio intervalo de temperatura. Valores de indices de
polidispersidad fuera del intervalo de 1.5 a 2 para polimeros sintetizados via radicales libres

son comunes en sistemas polidispersos.

Polimero Estado ‘ IPD ‘

. Hinchado 0.373+0.201
Polimero 95

Colapsado 0.338+0.334

) Hinchado 0.571+0.126
Polimero 90

Colapsado 0.525+0.402

) Hinchado 0.495 +0.180
Polimero 87

Colapsado 0.466 +0.316

, Hinchado 0.626 +0.246
Polimero 85

Colapsado 0.653+0.217

Tabla 15. indice de polidispersidad de los polimeros.
Prueba de ANADEVA de dos vias, prueba post hoc Tuckey p<0.05.
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Con base en los valores reportados en la tabla 15, se afirma que todos los sistemas
poliméricos son altamente polidispersos, por lo que las cadenas poliméricas de largos
variables colapsan en un amplio intervalo de temperatura de manera que las transiciones
térmicas no son evidentes en las curvas calorimétricas. De manera adicional, se observa que

el IPD tiende a aumentar a mayor cantidad de agente entrecruzador.

8.8 Efecto de la fuerza idnica en la LCST.

Posteriormente se evalud el efecto de la fuerza idnica sobre la LCST del polimero 87
mediante los métodos dpticos. En la figura 36 se observa el aumento de la LCST de 38.63 a
37.16 °C por turbidimetria y de 36.98 a 36.21 °C mediante dispersién dindmica de luz. El
desplazamiento de la LCST a mayores temperaturas conforme aumenta la fuerza idnica se
atribuye a que, al incrementar la fuerza idnica, se presentan interacciones ion-dipolo que
antes no estaban presentes y que se favorecen sobre las interacciones dipolo-dipolo entre

aguay el polimero, por lo que el polimero colapsa a menores temperaturas.
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Figura 36. Influencia de la fuerza idnica en la LCST del polimero 87.
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El desplazamiento de la LCST por la fuerza idnica implica ajustes en el disefio del acarreador
nanométrico debido a la relacion de la LCST con la liberacién de farmacos. Sin embargo, se
espera que este efecto se compense con el aumento de la LCST debido al uso del polimero

como recubrimiento. 10°130

8.9 FTIR: Determinacion de la estructura del polimero 87.

Después de determinar la LCST, se comprobd la union entre el mondmero y el entrecruzador

mediante los espectros FTIR de las materias primas y el polimero 87.

Intervalo de frecuencia (cm™) ‘ Grupo funcional Enlace Vibracion
2970-2950 Tension asimétrica
2880-2860 Tension simétrica

Metilo C-H
1470-1430 Flexion asimétrica
1380-1370 Flexion simétrica
1385-1380 Dimetilos geminales C-H Doblete
2935-2915 Tensidn asimétrica
2865-2845 C-H Tensidn simétrica
Metileno
1485-1445 Flexién
750-720 -(CH3)n- Balanceo
1680-1620 Algueno c—c Tension
1650-1600 Alguenos conjugados B Tension
3095-3075 Vinilo terminal C-H Tension
1420-1410 Flexién en el plano
Vinilo C-H -

995-985 y 915-890 Flexién fuera del plano
1680-1630 Amida C=0 Tension
3300-3340 Amida primaria NLH Tension
3300-3500 Amida secundaria Tensién
1250-1020 Amida N-C Tensién
3000-2840 Tensién

Alcanos C-H
3100-3000 Tension
3600-3650 Oxihidrilo O-H Tension
3550-3200 Oxihidrilo O-H Tension
Puentes de hidrégeno

Tabla 16. Frecuencias de vibracién de los grupos funcionales presentes en las materias primas y el

polimero 87. 112
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En la tabla 16 se muestran las bandas asociadas a los grupos funcionales presentes en las
materias primas y el polimero. 112

En la figura 37 se muestran los espectros de las materias primas en donde se observan las
bandas asociadas a sus grupos funcionales como los grupos vinilo, las amidas, alquenos

conjugados, alcanos, y grupos metilenos.
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Figura 37. Espectros FTIR de la N-isopropilacrilamida, N,N -Metilenbisacrilamida y el P87.

1500

1000 500

T

T T * T
NG B

3281
1656

\

\|

|

1 Y I
A VW
| ﬂ\\ (fv )

il

[N, N-Metilenbisacrilamida

1640

| N« 3272

Poli.merps | ) : . :

A (cm™)

93



En el espectro del polimero 87 es aprecia que desaparecen las sefiales de algunos grupos
presentes en las materias primas, como los metilenos, los grupos vinilo y los algquenos
conjugados. La desaparicion de los dobles enlaces se atribuye a que, durante la etapa de
inicio de la polimerizacion via radicales se da la apertura de los dobles enlaces para formar
radicales libres que atacan y se unen a otras moléculas. La desaparicion de los dobles enlaces
indica la polimerizacién de los mondmeros y en cierta medida el entrecruzamiento de las
cadenas.

De manera adicional, en el espectro del polimero 87 se observa que solo permanecen las
bandas de los grupos metilos y las amidas presentes en las materias primas. Las bandas
asociadas a las amidas presentan cierto grado de ensanchamiento, como la banda a los 1680-
1630 cm™, lo cual es consecuencia de la formacién de puentes hidrogeno entre el nitrégeno
de este grupo e hidrdgenos cercanos. Dada la formacién de puentes de hidrogeno, no es
sorpresa que en el espectro también aparecieran bandas asociadas a grupos oxihidrilo
resultado de la formacién de puentes de hidrogeno con moléculas de agua adsorbidas al

polimero.

8.10 Caracterizacion de las nanoparticulas con recubrimiento polimérico: TEM, FTIR,
contraste Zy analisis elemental.

Una vez establecido el polimero mas adecuado al disefio inicial de las nanoparticulas se
recubrieron las nanoparticulas previamente seleccionadas, es decir los sistemas CoFe;04-
BaTiO3, CoFe04-BiaTisO12, Fe304-BaTiOs en una proporcion 50-50. Posteriormente, se
comprobd el adecuado recubrimiento de las nanoparticulas mediante las técnicas de SEM,
TEM, STEM y andlisis elemental.

En las microscopias de la figura 38 correspondientes a los sistemas CoFe204-BaTiO3, CoFe04-
BisTi3012, Fes04-BaTiOs en proporcién 50-50 recubiertos con el polimero 87, se observa una
delgada capa amorfa sobre la superficie de las nanoparticulas, lo que indica su adecuado
recubrimiento con el polimero. El grosor de la capa de polimero en el caso de los tres

sistemas se encuentra alrededor de los 2 nm, sin embargo, esta medida subestima el grosor
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real debido a que el polimero se encuentra en su estado colapsado. El recubrimiento

polimérico se aprecia con mayor claridad en las imagenes del contraste Z del anexo 6.

: ; < S
e Y i B ¥ / R G, T e

Figura 38. Microscopias de a) CoFe;04-BaTiOs, b) CoFe;04-BisTiz012 y c) Fes04-BaTiOz en una
proporcion 50-50 recubiertas de polimero 87 con la técnica de TEM.

Aunque se logré recubrir las nanoparticulas con el polimero, en las microscopias también se
observd la formacién de subproductos como nanogeles aislados y nanogeles de mayor
tamafio con nanoparticulas incrustadas (figura 39), por lo que fue necesario la purificacion

del sistema antes de realizarse los estudios de adsorcion y liberacion.

Figura 39. Microscopia de a) nanogeles con nanoparticulas aisladas y b) nanogel aislado
mediante la técnica de STEM y TEM obtenidas del sistema Fe304-BaTiOz en proporcion 50-50.
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Acorde con las microscopias, el analisis elemental reafirma el recubrimiento de las
nanoparticulas con el polimero 87, no obstante, a pesar de que se adiciond una proporcién
1:1 de nanoparticulas y de polimero el porcentaje total de polimero esta entreel 1.5y el 2.6
% m/m, como se muestra en la tabla 17.

La comparacion en masa de los elementos ligeros que forman al polimero con respecto a los
elementos pesados que conforman las nanoparticulas generalmente da lugar a porcentajes
de recubrimiento bajos, sin embargo, esto no necesariamente implica un proceso de
recubrimiento ineficiente. En la literatura diversos autores reportan porcentajes similares a
los obtenidos, entre 1.3 y 5.0 % m/m de polimero sobre nanoparticulas cuya cantidad es

adecuada para sistemas acarreadores de farmacos. 19>1°0

Sistema ‘ Elemento ‘ Porcentaje + DE Férmula minima molecular

0.670 £ 0.000
0.060 + 0.000 CHN
1.280 + 0.000
0.400 £ 0.005
0.035 £ 0.000 CHN
0.975+0.211
0.950 + 0.005
0.240+£0.013 CHsN
1.010 £ 0.003

CoFez04-BaTiO3 50-50

Co Fe204-Bi4Ti30 12 50-50

Fes04-BaTiOs 50-50

Z|T|O|Z2|T|O0|ZT|0

Tabla 17. Andlisis elemental de los sistemas CoFe,04-BaTiOs, CoFe;04-BisTiz01, y Fes04-BaTiOs 50-50
recubiertas de polimero 87.

Aunque el porcentaje de polimero con respecto a las nanoparticulas es adecuado al objetivo
del estudio, el porcentaje es inferior a lo esperado debido a la formacion de subproductos
como se mostré anteriormente en la figura 39, por lo que se sugiere modificar algunas
variables de la sintesis durante el recubrimiento, principalmente el pH.

Asimismo, a partir de los porcentajes del andlisis elemental se calculd la férmula minima
molecular que indica la relacién minima de los atomos en el polimero. La formula minima
molecular calculada fue la misma para la CoFe,04-BaTiOs y CoFe;04-BisTizO12, pero difiere

para Fe304-BaTiOs, lo que indica que el polimero que recubre este sistema puede tener una
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estructura diferente o un mayor grado de hidratacion por lo que los hidrégenos adicionales

corresponden a moléculas de agua adsorbidas en la superficie.

Con la finalidad de determinar el enlace entre el polimero y las nanoparticulas se realizaron

los espectros FTIR correspondientes a los sistemas recubiertos (figura 40).
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Figura 40. Espectro FTIR de los sistemas a) CoFe;04-BisTiz012 con polimero 87, b) CoFe;0a4-

BaTiOs, con polimero 87, c) Fe304-BaTiOs con polimero 87 y d) el polimero 87.
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Las sefiales entre 500 y 600 cm™ y entre los 400 y 450 cm™ en el espectro de la figura 40 de
los incisos a, b y ¢ se asocian a la estructura de espinela inversa de la Fe30s y la CoFe;04
segln corresponda, donde la primera se debe a la vibracion del entre el oxigeno vy el cation
bivalente en sitios tetraédricos, mientras que la segunda a la vibracion del enlace entre el
oxigeno y el catidn trivalente en complejos octaédricos. 113114

Con respecto a los titanatos, se han reportado tres bandas asociadas al enlace entre el titanio
y el oxigeno; la primera localizada entre los 850 y 800 cm™, la segunda entre los 650 y 550
cm™y la tercera alrededor de los 400 cm™. ! Dado que alrededor de los 550 y 400 cm™
también hay bandas asociadas a la estructura de espinela inversa, la Unica banda que
identifica inequivocamente al BisTi3012 y al BaTiOs estd entre los 850 y 800 cm™ y se debe a

la vibracion del enlace entre el titanio y el oxigeno. En la figura 40, en los incisos a, b y ¢ se

observa esta banda, corroborando el recubrimiento con el BisTizO12 (a) y con BaTiOs (b, ¢).

En los espectros, las bandas de grupos presentes en el polimero tienen sefiales muy débiles
debido a que su concentracidn es muy baja, estd alrededor del 1 % (tabla 17), sin embargo,
si se llegan a identificar algunas bandas que indican la presencia del polimero.

Para el sistema CoFe;04-BisTi3O12 se observan las bandas asociadas al estiramiento del enlace
entre el carbono y el nitrogeno del grupo amida presente entre los 1250 y 1020 cm™. El
sistema CoFe;04-BaTiOs, ademas de la sefial del estiramiento del enlace entre el carbono y
el nitrégeno del grupo amida, también hay una banda relacionada con los grupos metilo del
polimero a los 1438 cm™.

Finalmente, para el sistema Fe304-BaTiOs es mas evidente la presencia de bandas asociadas
a las amidas, los metilos y grupos oxihidrilo resultado de la formacién de puentes de
hidrogeno en el sistema. Al igual que en el polimero, en este sistema se presenta el
ensanchamiento de bandas asociadas a los grupos amida presentes en el polimero, como la
banda a los 1680-1630 cm™, lo cual, como ya se menciond anteriormente, se debe a la
formacién de puentes hidrégeno entre el nitrégeno del grupo amida e hidrégenos cercanos.
En general, para ninglun sistema fue evidente la aparicion de una banda que indicara

inequivocamente el enlace entre las nanoparticulas y el polimero, sin embargo, en el sistema

98



Fes04-BaTiOs se aprecio el corrimiento de la banda del grupo oxihidrilo de 3278 cm™ en el
polimero a 3340 cm™ en las nanoparticulas, lo que indica que en el polimero se presentan
interacciones por puente de hidrégeno intramoleculares, mientras que en las nanoparticulas
son puentes de hidrégeno intermoleculares. Dado la naturaleza de los sistemas se infiere
gue las nanoparticulas y el polimero estan unidos por puentes de hidrogeno dado que los
oxigenos en la superficie de las nanoparticulas no satisfacen su carga completamente y son
susceptibles a formar enlaces para estabilizar la carga.

Para corroborar que los puentes de hidrégeno son los principales responsables de la
interaccion entre las nanoparticulas y las cadenas poliméricas se pueden realizar una serie
de técnicas como lo son la espectroscopia de infrarrojo, resonancia magnética nuclear de
protones 12y |a técnica de estructura fina por absorcion de rayos x extendida (EXAFS por sus

siglas en inglés Extended X-ray Absorption Fine Structure). 13

8.11Tamafio de particula en nanoparticulas con recubrimiento polimérico.

Tras confirmar que el sistema estaba recubierto de polimero se determind el tamafio de

particula mediante la técnica de SEM. En la tabla 18, se muestran los valores del didmetro

promedio y del didmetro medio de la superficie de volumen.

Diametro de particula Didmetro medio de la
(Media = EEM) superficie volumen (nm)
CoFe;04-BaTiO3 50-50 21.00£0.60 A 32.51
CoFe;04-BisTiz01, 50-50 23.47+0.23 B 29.23
Fes04-BaTiO3 50-50 39.97+048 C 51.33
CoFe,04-BaTiOs 50-50 P87 3592+040 A 31.70
CoFe;04-BisTis012 50-50 P87 16.49+0.66 B 28.88
Fe304-BaTiO3 50-50 P87 20.82+031 C 24.21

Tabla 18. Diametro de particula medio (Didmetro promedio + EEM) y el didmetro medio superficie
esférica volumen de sistemas con vy sin polimero.

Prueba de Kruskal-Wallis, post hoc Mann-Whitney, p<0.05 entre las nanoparticulas con
recubrimiento polimérico y las nanoparticulas sin recubrir marcadas con la misma letra.
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De acuerdo con el analisis estadistico, las nanoparticulas de los sistemas CoFe;04-BaTiOzy
Fe304-BaTiOs recubiertas con el polimero son significativamente menores en tamafio
considerando el didmetro promedio en comparacion con los sistemas sin recubrir, lo que se
esperaba dado que la adicion de una capa mas al sistema debe aumentar el tamafio.

A diferencia de los sistemas anteriores, la CoFe;04-BisTi3O12, disminuye significativa su
tamafio tras recubrir con el polimero, lo cual no tiene logica debido a que un aumento en la
masa técnicamente debe aumentar el volumen de las nanoparticulas. La disminucién en el
tamafio se atribuye a que el valor de didmetro promedio es susceptible a valores extremos
inferiores o superiores, por lo que un valor muy grande o pequefio puede desplazar el valor
promedio. En este caso se infiere que para el sistema sin recubrir con el polimero
posiblemente se midié el didametro de un agregado relativamente grande que se considerd
equivocamente como una sola nanoparticula, por lo que su valor de diametro promedio esta
sobreestimado.

Para evadir valores promedio sobreestimados o subestimados se calculd el didmetro
promedio de la superficie esférica y volumen que describe al sistema en términos de area
superficial, donde didmetros pequefios indican mayor area superficial. De manera general se
observd una disminucidn significativa en el didmetro después del recubrimiento polimérico,
lo que indica una mayor area superficial, de manera que el polimero cumple una de sus

funciones, que es aumentar el area superficial y la capacidad de carga del sistema.

8.12 Estabilidad en dispersién: potencial Z.

Como parte final de la caracterizacion del sistema recubierto con el polimero se evalud el
potencial Z de los sistemas con y sin recubrimiento polimérico a pH fisiolégico.

El potencial Z es una propiedad superficial de gran interés farmacéutico ya que es un
parametro asociado a la estabilidad de sistemas dispersos y que juega un papel fundamental
en la farmacocinética del acarreador nanométrico que permite intuir su comportamiento en
el organismo. En la figura 41 se muestra que el potencial Z de los nucleos magnéticos,
recubrimiento ferroeléctrico, el polimero 87 y los sistemas nucleo-recubrimiento en

proporcion 50-50 con y sin polimero es negativo. Las nanoparticulas con potencial Z negativo
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generalmente sufren de rdpida opsonizacidn, fagocitosis y eliminacion por parte del sistema
reticulo endotelial. >* El valor de potencial Z de los sistemas sugiere que los mecanismos
antes mencionados, asi como la filtracion glomerular pueden ser las principales vias de

eliminacién de las nanoparticulas del organismo.

w

CoFe,0, - cul >
Fe,0,
BaTiO, -
Bi,Ti,O,, -
Polimero 87
Fe,O,-BaTiO, 50-50 |
CoFe,0,-BaTiO,; 50-50 -
CoFe,0,-Bi,Ti,0,, 50-50-
Fe,0,-BaTiO, 50-50 P87 |
CoFe,0,-BaTiO, 50-50 P87
CoFe,0,-Bi,Ti,0,, 50-50 P87

Figura 41. Potencial Z de los sistemas nanométricos y materiales precursores a pH 7.4.
Media + DE, Prueba de ANADEVA de una via. No hay diferencia significativa entre los grupos
con la misma letra (p<0.001).

Como se muestra en la figura 41, el valor absoluto del potencial Z de todos los sistemas y de
los materiales precursores estad por debajo de 30 mV, lo que indica que todos los sistemas
son poco estables en la dispersion y tienden a formar agregados reversibles. Considerando
valores absolutos de potencial Z, de acuerdo con la regla empirica de oro, los sistemas con
un potencial Z por arriba de los 60 mV indican una estabilidad excelente, por arriba de los 30
mV revelan una buena estabilidad, mientras que los sistemas entre los 5 y 20 mV son
sistemas dispersos de estabilidad a corto plazo. 1>

El potencial Z de la Fe304, CoFe;04, el BaTiOs y el BisTisO12 por separado tienen los valores
mas negativos, en un intervalo entre -13.83 y -18.63 mV, de manera que estos son los

sistemas mas estables.
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El potencial Z entre los nlcleos magnéticos no es significativamente diferente, no obstante,
cuando se recubren con los titanatos, este valor disminuye significativamente para los
sistemas CoFe04-BisTisO12 v Fe304-BaTiOs, por lo que se infiere que las nanoparticulas
recubiertas son menos estables en dispersion que los ndcleos por si solos a pesar de que el
potencial Z permanece negativo. En el caso del sistema CoFe,04-BaTiOs, aunque no hay una
disminucién significativa del potencial con respecto a la CoFe,0a, se aprecia que hay una
tendencia del potencial Z a disminuir.

El comportamiento observado concuerda con el modelo del capacitor para el potencial Z, el
cual considera que, en un mismo volumen al aumentar el tamafio de las particulas por el
recubrimiento, disminuye la distancia entre ellas y hay un mayor traslape de la doble capa
de cada nanoparticula, lo que se manifiesta con una disminucion en el potencial Z.

El polimero 87 tiene un potencial Z de -0.80 mV que indica que el recubrimiento polimérico
no deberia influir en el valor del potencial Z. Esto se confirma al comparar el potencial Z de
los sistemas CoFez04-BisTizO12y Fes04-BaTiOs con y sin recubrimiento polimérico, los cuales
no muestran una diferencia significativa, aunque si hay una tendencia del potencial a
disminuir tras el recubrimiento con el polimero.

En el caso del sistema CoFe;04-BaTiOs es evidente que el recubrimiento con el BaTiOs no
disminuye significativamente el potencial Z del sistema, no obstante, este disminuye
drasticamente cuando se recubre con el polimero.

Aungue se esperaria que el polimero 87, dado su valor de potencial, fuera un sistema poco
estable porque se ha reportado que valores de potencial entre los #5 mV se asocian con
sistemas que tienen a agregarse facilmente, su valor de potencial no refleja la estabilidad del
sistema puesto que esta regla no aplica para tensoactivos y sistemas poliméricos de alto peso
molecular. La estabilidad de polimeros involucra otros mecanismos independientes del
potencial Z cuyo componente principal es la entropia del sistema. Este mecanismo de
estabilizacion también afecta a las nanoparticulas recubiertas con el polimero, de manera
gue, aungue estos sistemas presentan los valores de potencial mas cercanos a cero, estos

valores no reflejan su estabilidad.
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La estabilidad dada por el recubrimiento polimérico se relaciona con el desplazamiento del
plano de corte de la doble capa eléctrica, mediado por el impedimento estérico entre las
cadenas. Cuando las particulas se acercan, la interpenetracion limitada de las cadenas resulta
en una repulsion efectiva relacionada con una disminucién en la entropia conformacional.

Finalmente, aunque se espera que el potencial Z negativo de las nanoparticulas disminuya la
eficiencia de electroporacién y captura celular de las nanoparticulas por la repulsién entre
los grupos fosfato de la membrana celular y las nanoparticulas, en cierta medida es

conveniente porque a su vez disminuye su citotoxicidad. 1>

8.13 Evaluacion de las nanoparticulas como acarreador de farmacos: cinéticas e isotermas
de adsorcion.

Una vez concluida la caracterizacion estructural, morfolégica y fisicoquimica de los sistemas
gue describen y confirman la obtencidn del sistema deseado se prosiguié con la evaluacion
de los procesos que gobiernan la liberacion del farmaco del acarreador nanométrico
descritos en términos de la cinética de adsorcién y la evaluacion de los perfiles de liberacion.
Para dar seguimiento durante el proceso de adsorcién en agua y la liberacién a pH fisioldgico
en solucién amortiguadora de fosfatos se realizaron las curvas de calibracién del metotrexato
en dichos medios (anexo 7).

Con la finalidad de obtener las isotermas de adsorcién del metotrexato inicialmente se
realizaron las cinéticas de adsorcién para conocer la velocidad del proceso de adsorcion,
determinar el tiempo en que se alcanza el equilibrio y describir la fisicoquimica del proceso
de adsorcion mediante el ajuste con varios modelos mencionados resumidos en el anexo 8.
En la figura 42 se muestra las cinéticas de adsorcion del metotrexato en a) CoFe204-BaTiOs3,
b) CoFe,04-BisTiz012,y ¢) Fe304-BaTiOs en un intervalo de concentraciones de 10™ a 10* M.
Considerando los modelos de cinética de reaccién y sus respectivos coeficientes de
determinacion ajustados, se observd que los datos se ajustaron mejor a una adsorcion de
pseudo orden uno, mientras que al considerar modelos difusivos se ajustaron mejor al

modelo de difusion de sélido homogéneo (anexo 8).
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Figura 42.Cinéticas de adsorcion de los sistemas CoFe;04-BaTiOs3, CoFe>04-BiaTizO1z, y Fe30a4-
BaTiO3 con recubrimiento polimérico (10.0 mg) en un intervalo de concentracién entre 107 y
10% M, a 25 °C, en 10.0 mL de agua destilada con agitacién constante a 200 rpm.

a) Ajuste al modelo de cinética de pseudo orden uno. Cantidad adsorbida promedio + EEM.
Prueba de ANADEVA de una via de medidas repetidas, post hoc Tuckey, * p<0.001 en los
tiempos en el intervalo de 0 a 240 minutos con respecto a los 600 minutos.

b) Ajuste a modelo de difusion de sélido homogéneo a tiempos largos.

Las cinéticas de adsorcidn se describieron con modelos matematicos en términos de cinética
de reaccién y modelos difusivos debido a que ambos modelos describen al proceso y aportan
informacion diferente desde su perspectiva.

Los modelos basados en cinéticas de reaccién se diferencian de los modelos difusivos en que
los primeros mencionados consideran a la adsorcion como un proceso de una etapa,
mientras que los modelos difusivos describen al proceso en tres etapas que involucran la
difusion en la fase volumétrica y el medio que rodea al adsorbato, la difusion entre las
particulas o en casos de un adsorbente poroso, la difusidon en los poros y finalmente el

equilibrio entre la adsorcién y desorcion.
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Es importante comentar que el ajuste a un modelo de pseudo orden uno, en donde la
cinética original de segundo orden toma la forma de una de primer orden indica que el
proceso de adsorcidén depende de la cantidad de nanoparticulas y la concentracién de
metotrexato, pero que, al estar el metotrexato en una mayor concentracion en comparacién
con la cantidad de nanoparticulas practicamente no presenta cambio en su concentracion;
por lo que la constante de velocidad no cambia significativamente conforme a la
concentracién de metotrexato. A partir del modelo de pseudo orden uno se obtuvo la
capacidad de adsorcién de los sistemas y la constante de rapidez de la reaccién, dichos
valores se resumen en la tabla 19.

Por otra parte, a partir de los valores diametro promedio y el ajuste por el modelo de difusion
de sélido homogéneo a tiempos largos, se concluyd que el paso limitante durante la

adsorcion es la difusion entre las particulas y se obtuvo el valor de la constante de difusion

del metotrexato a las diferentes concentraciones (tabla 19).

Concentracién Pseudo orden uno fusidn de sélido homogéneo

D (cm?/s)  Didmetro (cm)

(M) de (me/g) ~ k(min?)

2.50x10° 4.4115 £ 0.3066 0.0066 +0.0011 1.3826 x10°® 0.003592
5.00 x10” 8.5388 £ 0.0965 0.0061 + 0.0002 2.8755 x10” 0.001649
7.50x10° 17.2679 £ 0.3064 0.0056 + 0.0002 4.4332 x10”7 0.002082
1.50 x10* 23.3930 £ 0.6346 0.0060 + 0.0004 1.3366 x10°® 0.003592
7.50x10* 26.8225+0.7281 0.0061 + 0.0004 1.4361 x10°® 0.001649
2.00x10* 33.4304 +£0.7593 0.0067 + 0.0004 2.9754 x10” 0.002082
2.25x10* 50.0603 + 1.2872 0.0069 + 0.0004 4.6221 x107 0.003592
2.50x10* 60.3545 + 1.0630 0.0061 + 0.0002 4.5066 x10”/ 0.002082

Tabla 19. Parametros de la cinética de adsorcidn.

De manera adicional en la figura 42b se observa que, a tiempos largos, hay una mayor
dispersidon de los datos, lo cual se atribuye a que en estas condiciones no se cumple en su
totalidad una de las principales asunciones del modelo que dicta que durante el proceso de
adsorcion el area superficial especifica permanece constante, ya que las nanoparticulas al
ser un sistema de estabilidad a corto plazo en dispersién tiende a la floculacion de manera
gue disminuye el area superficial. La variacion en el estado de dispersién del sistema

conforme al tiempo afecta significativamente la constante de difusién, por lo que para su
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calculo se consideraron puntos hasta los 60 minutos. Sin embargo, no se observa ninguna
tendencia de la constante de difusién conforme a la concentracion dado a la fuerte
dependencia de esta variable con el tamafio de particula.

Finalmente, de acuerdo con la figura 42, a partir de los 360 minutos se alcanza el equilibrio
puesto que no hay un incremento significativo en la cantidad adsorbida (p<0.001) al paso de
tiempo. Considerando el disefio experimental y el tiempo en el que se alcanza el equilibrio
se desarrollaron las siguientes isotermas de adsorcidén con una toma de muestra a los 480

minutos.
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Figura 43. Isotermas de adsorcion de Cofe;04-BaTiOs, CoFe;04-BiaTiz012 y Fes04-BaTiOz con
recubrimiento polimeérico.

Se colocaron 10.0 mg de nanoparticulas en 10.0 mL de agua destilada con agitacion
constante a 200 rom, a 25 °C y toma de muestra a los 480 min,

a) Adsorcidn con sonicacion. Cantidad adsorbida promedio + EEM. Prueba de ANADEVA de
una via (p<0.05).

b) Adsorcion sin sonicacion. Cantidad adsorbida promedio + EEM. Prueba de ANADEVA de
una via (p<0.05).

En la figura 43 se muestran las isotermas de adsorcion del metotrexato en CoFe;04-BaTiOs,
CoFe04-BisTiz012y Fes04-BaTiOs con (a) y sin sonicacidn (b) durante un minuto al inicio de

la adsorcion.

106



Como se observa en las isotermas de la figura 43 no hay diferencia significativa en la cantidad
adsorbida independientemente de la composicién, lo que indica que las nanoparticulas
CoFe04-BaTiOs, CoFe04-BiaTizO12 y Fes04-BaTiOs con recubrimiento polimérico adsorben
de manera similar y que la adsorcion depende en gran medida del polimero. Con respecto a
la influencia de la sonicacion en la adsorcidn si se observa una diferencia en la forma de la
isotermas de adsorcion, variando la maxima cantidad adsorbida y el nimero de mesetas.
Dado que no hay diferencia estadistica en cuanto a composicién para simplificar el analisis
de las isotermas de adsorcion y la influencia de la sonicacién se promedid la cantidad

adsorbida de los tres sistemas, como se muestra en la figura 44.
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Figura 44. Isotermas de adsorcion con y sin sonicacion a los 480 min, a 25 °C con 10.0 mg de
nanoparticulas en 10.0 mL de agua destilada con agitacion constante a 200 rpm.

Cantidad adsorbida promedio (mg/g) + EEM. ANADEVA de dos vias, post hoc Tuckey, A p<0.05
no hay diferencia entre las isotermas con y sin sonicacion a estas concentraciones.

De acuerdo con el andlisis estadistico la sonicacién aumenta significativamente la cantidad
adsorbida en las nanoparticulas a partir de concentraciones mayores o iguales a 1x10“ M

Durante la adsorcion la parte inicial de la isoterma depende de la tasa del cambio del nimero
de sitios activos conforme el adsorbato se va colocando en la superficie, por lo que,

generalmente, las isotermas de adsorcion se clasifican con base en la pendiente inicial de la
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isoterma de adsorcion. De acuerdo con las clasificacién de Giles et al. 1°° y con la forma de la
pendiente inicial de las isotermas de la figura 44 se infiere que en el caso de los sistemas que
no se sometieron a sonicacién la isoterma muestra un comportamiento tipo L, que describe
sistemas en donde conforme se adsorbe el adsorbato, disminuye los sitios disponibles;
mientras que los sistemas que se sonicaron se asemejan a isotermas tipo C en donde los
sitios disponibles permanecen constantes por lo que la isoterma se muestra un
comportamiento lineal hasta el punto donde se alcanza una meseta que indica la saturacion
de todos los sitios disponibles. Este comportamiento sugiere una alta afinidad entre el
adsorbato y el adsorbente, que puede dar lugar a dos fendmenos; la penetracién del
metotrexato a regiones entre las particulas en donde no es favorable la asociacién del
disolvente con el polimero que recubre a las nanoparticulas y a una reorientacién de las
nanoparticulas conforme se adsorbe el metotrexato exponiendo nuevos sitios activos. 1°°
Las isotermas de la figura 44, al alcanzar dos mesetas se subclasifican como isotermas del
grupo tres de acuerdo con el nimero de mesetas segun la clasificacion de Giles et al., 1°° sin
embargo, de acuerdo con el principio de la isoterma tipo C técnicamente no existen
isotermas C del subgrupo 3 con dos mesetas, por lo que se infiere que en la isoterma con
adsorcion se presentd una anormalidad, en donde dadas las condiciones experimentales una
isoterma tipo L se comporta como una isoterma tipo C.

La finalidad de sonicar a las nanoparticulas al inicio de la adsorcion era crear ondas de
ultrasonido que den lugar a la cavitacién y asi dispersar adecuadamente a las nanoparticulas,
reducir su tamafio y exponer toda el area superficial especifica disponible.

Se infiere que, durante la adsorcion al estar expuesta toda el drea superficial, la primera
meseta de la isoterma sometida a sonicacion indica la formacién de una monocapa v la
saturacién del area superficial especifica.

Generalmente, cuando se alcanza la primera meseta en una isoterma se infiere la formacion
de una monocapa vy la saturacion del area superficial especifica, sin embargo, se han
reportado casos donde la cantidad adsorbida indica un area superficial especifica es menor
a la capacidad real. La ausencia de la primera meseta en la isoterma en la cual se no se sonicé

al sistema sugiere que a estas concentraciones la cantidad adsorbida es menor a la cantidad
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maxima que pueden adsorber las nanoparticulas. Este fendmeno se ha reportado
anteriormente en compuestos aromaticos heterociclicos, como lo es metotrexato, y se ha
atribuido a la formacién de agregados del adsorbato que se unen en regiones especificas o
la competencia de los sitios activos por las moléculas del medio puede dar lugar a este
fendmeno. En este caso, esta meseta en particular se imputa tanto a la competencia de los
puentes de hidrégeno por los grupos amida, amina y carboxilo del metotrexato, el aguay las
cadenas del polimero, asi como por la formacién de agregados del metotrexato.

La formacion de agregados del metotrexato se lleva a cabo por la presencia de sustituyentes
polares en las pteridinas. Generalmente, el par de electrones libres de los atomos de
nitrégeno de los compuestos heteroaromaticos deficientes en electrones nt da lugar a la
formacion de puentes de hidrogeno entre los nitrogenos con las moléculas de agua. Sin
embargo, este efecto se reduce por la incorporacion de sustituyentes polares, mostrando un
comportamiento contrario a lo observado para la mayor parte de las sustancias aromaticas
o alifaticas. La incorporacion de las aminas en las pteridinas del metotrexato favorece las
interacciones por puentes de hidrégeno intermoleculares entre las aminas y los nitrogenos
del anillo, provocando la formacion de agregados y disminuyendo la interaccién con las
nanoparticulas.

Posteriormente se observa que en ambas isotermas se alcanza una segunda meseta en el
mismo intervalo de concentraciones del orden de 10* M lo que indica la formacidn de una
bicapa por adsorcién cooperativa, en donde la interaccion entre las moléculas de
metotrexato por puentes de hidrogeno favorece la unién de mdas moléculas.

Con base en las cinéticas de adsorcidon en donde se concluyé que el paso limitante durante
la adsorcion es la difusion entre las particulas, también se esperaba un aumento en la
cantidad adsorbida por la exposicion de area superficial poco accesible por la union del
adsorbato vy la difusion del farmaco a regiones entre las particulas que no son accesibles por
el agua.

Experimentalmente, no se comprobd la formacion de una tercera capa de adsorbato porque

no fue posible concentrar mas las disoluciones de metotrexato ya que se estaba trabajando
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con concentraciones cercanas a la saturacion, por lo que si se quisiera observar este
fendmeno se requeriria disminuir la cantidad de nanoparticulas en el mismo volumen.

Entre las funciones del recubrimiento polimérico destacaban el aumentar la funcionalidad
del sistema al volverlo termosensible, proveer a las nanoparticulas con mayor estabilidad
fisicoquimica e incrementar la capacidad de carga de las nanoparticulas. Este Ultimo se logré
ya que la cantidad adsorbida de las nanoparticulas aumenta el doble cuando se recubre con

el polimero como se muestra en el anexo 9.

Después de clasificar las isotermas, se prosiguié con el ajuste de diferentes modelos
descritos, haciendo énfasis en modelos que consideran la formacién de multicapas. Se
consideraron los modelos reportados por Foo & Hameed *°7 (anexo 10), dentro de los cuales
el modelo de Freundlich destaca por el mejor ajuste a los datos experimentales de acuerdo
con el coeficiente de determinacidn ajustado (R%;). A pesar de que el modelo de Freundlich
no tiene un fundamento termodindmico detras de su expresién, es un modelo ampliamente
utilizado que describe a la adsorcién como un proceso en donde los sitios de mayor afinidad
son los primeros en ocuparse y donde la adsorcién disminuye exponencialmente hasta que

termina el proceso.
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Figura 45. Ajuste de la isoterma de adsorcion con el modelo de Freundlich.
log cantidad adsorbida promedio + EEM.
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La isoterma de Freundlich describe la heterogeneidad de la superficie y la distribucion del
adsorbato en la superficie y la energia asociada a estos sitios de acuerdo con el valor de la
pendiente. Cuando esta toma valores cercanos o por encima de uno, como es el caso, en
donde la pendiente es de 1.06 + 0.03 y de 1.31 + 0.09 para las isotermas con y sin sonicacion
respectivamente, el adsorbato se encuentra distribuido heterogéneamente en la superficie
y en general se presenta el fendmeno de adsorcién cooperativa. Este comportamiento
concuerda con lo antes descrito, en donde la naturaleza del metotrexato y la formacion de
multicapas indicaba adsorcion de tipo cooperativa.

En la isoterma de Freundlich, la ordenada al origen representa la capacidad de adsorcion (ke
L/mg) y fue significativamente mayor en la isoterma en la cual se sonicé, con un valor de 3.37
+ 0.33 a comparacion de la isoterma sin sonicar con una capacidad de 2.53 + 0.12. Este
comportamiento concuerda con lo esperado debido a que se exponia una mayor cantidad
de darea superficial al sonicar, la cual después de un tiempo no esta disponible por la

formacién de agregados.

8.14 Evaluacion de las nanoparticulas como acarreador de farmacos: Perfiles de liberacion
del metotrexato bajo la influencia de la temperatura y la hipertermia magnética.

Inicialmente se buscaron las condiciones en la que se adsorbiera la mayor cantidad de
farmaco a las nanoparticulas, lo cual de acuerdo con las isotermas de adsorcidn se presenta
en las disoluciones de metotrexato cercanas a la saturacion sometidas a sonicacion, por lo
gue se escogieron estas condiciones para cargar los sistemas cuyos perfiles de liberacion se
evaluarian posteriormente. Se evalud el efecto de la temperatura a 25 y 40 °C durante 24 h
y se evaluo el efecto de un campo magnético alterno en la liberacion a una frecuencia de 107
kHz y una magnitud de 1.6 kAm/m durante 24 h a 36.5 °C.

En la figura 46 se muestra el efecto de la temperatura y la cantidad de farmaco cargado en
el sistema en la liberacién. Se adsorbid el farmaco a partir de concentraciones de
metotrexato 0.00015 y 0.0003 M que corresponden a la primera y segunda meseta de la

isoterma de adsorcion sometida a sonicacion

111



100+

g0+ Fe,0,-BaTiO, 40°C Meseta 1 R%,= 0.9959 ‘ A
—e— CoFe,0,-Bi,Ti,0,, 40°C Meseta 1 R?,= 0.9964 |
80 —— CoFe,0,-BaTiO; 40°C Meseta 1 R?,= 0.9968
24 3 aj
—~ 70+ -
2 —=— Fe,0,-BaTiO, 25°C Meseta 1 R?,= 0.9994
B 60~ . CoFe,0,-Bi,Ti;O,, 25°C Meseta 1 R? = 0.9990 | c
@ —+— CoFe,0,-BaTiO; 25°C Meseta 1 R"’aj= 0.9986
3 50 - -
S 40- - CoFe,0,-Bi,Ti;O,, 40°C Meseta 2 R?,= 0.9975
2 - —=—Fe,0,-BaTiO, 40°C Meseta 2 R? =0.9937
S 304 . = ——CoFe,0,-BaTiO, 40°C Meseta 2 R? = 0.9977 | E
O B
204 s —1
_ — —a —=—Fe,0,-BaTi0, 25°C Meseta 2 R%,= 0.9979
10 e - ——CoFe,0,-BaTiO, 25°C Meseta 2 R?,= 0.9982 | F
- —o— CoFe,0,-Bi,Ti;O,, 25°C Meseta 2 R%;= 0.9989

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Tiempo (min)

Figura 46. Perfiles de liberacion a diferentes temperaturas y cantidad de metotrexato inicial.
Se evaluo el efecto de la temperatura en la liberacion de metotrexato a 25 °C (por debajo de
la LCST) y a 40 °C (por arriba de LCST) durante 1440 minutos, con 10.0 mg de nanoparticulas
en 10.0 mL de una solucion amortiguadora de fosfato 0.1 M a pH 7.4 bajo agitacion constante
a 200 rpom. Se probaron nanoparticulas con metotrexato adsorbido en disoluciones de
metotrexato 0.00015 y 0.0003 M que corresponden a la primera y sequnda meseta de la
isoterma de adsorcion sometida a sonicacion.

Porcentaje liberado promedio (%) + EEM. ANADEVA de tres vias, post hoc Tuckey p<0.05 no
hay diferencia entre los grupos marcado con las mismas letras.

Con respecto a la temperatura, se observd que independientemente de la region de la
isoterma en la cual se realizé la adsorcién, hay un aumento significativo en el porcentaje de
farmaco liberado a 40 °C (por arriba de la LCST) en comparacion de los 25 °C (por debajo de
la LCST). Por un lado, se esperaba que el metotrexato tuviera una liberacién basal muy baja
(casi nula) debido a la difusion por debajo de la LCST, dado que en estas condiciones el
metotrexato interacciona fuertemente con las regiones hidrofilicas de las cadenas mediante
puentes de hidrdogeno. A 25 °C, el porcentaje de metotrexato liberado por las nanoparticulas
cargadas en la primera y segunda meseta es del 50 y 20 % respectivamente. Por arriba de la
temperatura LCST, se esperaba una mayor liberacion porque se favorecen las interacciones

entre las cadenas poliméricas y se debilitan las interacciones con el metotrexato, ademas de
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gue en estas condiciones el coeficiente de difusidon tiende a ser mayor por el efecto de la
temperatura.

Con relacion a la cantidad de farmaco cargado en el sistema en la liberacion, inicialmente se
esperaba que la liberacion fuera superior en los sistemas con una mayor cantidad de
metotrexato adsorbido, e inclusive que se presentara un efecto en donde se libera una
cantidad de farmaco significativa en los primeros tiempos de la liberacion (efecto burst); sin
embargo, experimentalmente se observd lo contrario. De manera general,
independientemente de la temperatura las nanoparticulas cargadas en la segunda meseta
de la isoterma liberan menos del 30 %, de manera que no se presenta el efecto burst,
mientras que las nanoparticulas cargadas en la primera meseta de la isoterma liberan entre
el 30y 70 % del farmaco a 25 y 40 °C respectivamente.

Independientemente de la temperatura, los sistemas donde se adsorbid mas metotrexato
presentaron una liberacion significativamente menor que los sistemas con menor cantidad
de farmaco, lo que sugiere que en la segunda meseta una gran cantidad de farmaco se
adsorbe en regiones entre particulas poco accesibles por el agua, comportamiento que
concuerda con las isotermas de adsorcion y con el modelo difusivo de mejor ajuste en las
cinéticas de adsorcion.

Finalmente, en los perfiles de liberacion es evidente que hay diferencias significativas debido
a la composicion al contrario de las isotermas de adsorcion. Los distintos perfiles de
adsorcién en las diferentes condiciones no muestran una tendencia alguna, por lo que se
infiere que las diferencias en los porcentajes liberados se atribuyen a una distribucion
heterogénea del metotrexato en la superficie de las nanoparticulas, como ya antes describio
la isoterma de Freundlich, por lo que los sistemas que liberaron en mayor cantidad

posiblemente estuvieran ligeramente mas cargados.

A pesar del efecto de la temperatura, composicién y cantidad de farmaco adsorbido, de
acuerdo con el coeficiente de determinacion ajustado (R%), los datos de los perfiles de
liberacién se ajustaron mejor al modelo de Peppas-Sahlin con tiempo de latencia (Tiag), UN

modelo que considera la difusion y del proceso de relajacién de las cadenas poliméricas. El
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ajuste de los perfiles de liberacidn se realizd con el programa DDsolver de acuerdo con los

119 mencionados en el anexo 11. El modelo

modelos reportados por Zhang et al. 1°% y Burschi
de Peppas-Sahlin pertenece al grupo de modelos de liberacion semi empiricos destinados a
sistemas poliméricos, lo que sugiere que la liberacién depende Unicamente del
recubrimiento polimérico.

El modelo de Peppas-Sahlin se aplica a sistemas donde hay una liberacion anémala por la
difusion del farmaco y el reacomodo de cadenas polimericas de manera simultanea, que
suele presentarse principalmente en acarreadores que integran matrices hidrofilicas desde
las cuales para que inicie la liberacion debe existir un flujo del agua al interior, el
hinchamiento del polimero y la subsecuente difusién del farmaco. **°

Este modelo determina el mecanismo de liberacién predominante en funcién de los valores

de las constantes k1 y k2 de los datos experimentales hasta el tiempo donde se liberd el 60 %

del farmaco mediante las expresiones en el anexo 11.

Temperatura (°C) Meseta F R m Tiag
40 1 1.50 +0.96 -0.50 + 0.04 0.49 10.22
40 2 2.83+£0.99 -1.83+£0.01 0.68 3.97
25 1 4,74 £0.98 -3.74£0.02 0.65 10.18
25 2 3.60+£0.99 -2.60+£0.01 0.71 2.25

Tabla 20. Pardmetros cinéticos del modelo de Peppas-Sahlin para la liberacién de metotrexato en
funcién de la temperatura y cantidad de metotrexato adsorbido.

De acuerdo con los parametros cinéticos F y R asociadas a los fendmenos de la difusion y la
relajaciéon de las cadenas poliméricas respectivamente, se concluyd que la liberacién se rige
principalmente por la difusion (tabla 20).

En los valores del parametro f se observa una tendencia en donde a mayores temperaturas
disminuye la velocidad de difusion del farmaco debido al colapso de las cadenas del polimero
gue dificulta la difusion del fdrmaco. A 40 °C, de acuerdo con la figura 46 se libera una mayor
cantidad de farmaco, aunque a una menor velocidad.

El fendmeno de relajacién de las cadenas se refiere a la transicion del polimero del estado

hinchado al colapsado y la aparicion de una interfase vitrea-gomosa por la entrada del agua
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y la hidratacion de las cadenas poliméricas. ©° Los valores negativos de la constante R indican
que este fendmeno es despreciable en la liberacién, lo que sugiere que la hidratacién de las
cadenas del polimero se presenta durante un corto periodo de tiempo donde la liberacién
del farmaco es nula o que el farmaco se localiza principalmente en la superficie. Este efecto
es mas notorio en la figura 66 del anexo 12, en donde se muestra la predominancia de los
mecanismos de liberacién a lo largo del tiempo. En esta grafica es evidente que, a pesar de
gue la contribucién de la relajacion de las cadenas es menor en comparacion de la difusion,
en el caso de los sistemas donde se modificd la temperatura se observa que a tiempos cortos
hay una mayor influencia del fenémeno de relajacion.

El tiempo de latencia es un pardmetro que indica el comienzo de la liberacién del farmaco
del sistema. Con base en los valores reportados en la tabla 20, este parametro depende de
la cantidad inicial del farmaco y la temperatura. De manera general, los sistemas con una
mayor cantidad de fdrmaco inicial presentan tiempos de latencia significativamente menores
debido a que en estos sistemas la diferencia en el gradiente de concentraciones es mayor,
por lo que el farmaco tiende a ir mas rapido de la zona de mayor concentracién a la regién
de menor concentracién. Por otro lado, con respecto a la temperatura, se observd que las
nanoparticulas con la misma cantidad inicial de metotrexato presentan tiempos de latencia
mas largos cuando incrementa la temperatura debido a que en estas condiciones el polimero
colapsa y forma agregados que dificultan la difusién del farmaco.

Finalmente, al predominar la difusién como mecanismo de liberacion se pueden hacer
ciertas consideraciones con respecto al exponente de difusidn Fickniana y asi, determinar la
geometria del polimero. Dado que los valores de los exponentes estan entre 0.5 y 1 se

concluye que el polimero forma peliculas finas en la superficie de las nanoparticulas.

Como parte final del proyecto, se evaluaron los efectos un campo magnético alterno en la
liberacion de metotrexato adsorbido en la segunda meseta de la isoterma de adsorcion
sometida a sonicacion (0.0003M), condiciones en donde se adsorbe una mayor cantidad de

farmaco y no se presenta el efecto burst.
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Figura 47. Influencia de un campo magnético alterno y la temperatura en los perfiles de
liberacion del metotrexato.

S evalud el efecto de un campo magnético alterno de 1.6 kAm/m 'y a una frecuencia de 107
kHz en 10.0 mg de nanoparticulas colocadas en 10.0 mL de una disolucion amortiguadora de
fosfatos 0.1 M a un pH 7.4, a 36.5 °C y a 200 rom. Ademds, se evalud el efecto de la
temperatura a 25 y 40 °C en las mismas condiciones.

Porcentaje liberado promedio (%) + EEM. ANADEVA de dos vias, post hoc Tuckey p<0.05 no
hay diferencia entre los grupos marcados con las mismas letras.

En la figura 47 se observa que, a diferencia de la temperatura, cuando las nanoparticulas se
sometieron a un campo magnético alterno se liberd el 100 % del metotrexato dentro del
tiempo evaluado, en comparacién con las nanoparticulas bajo la influencia de la
temperatura. En los perfiles de liberacion sometidos a un campo magnético alterno se liberd

una mavyor cantidad de farmaco porque el campo magnético incrementa en mayor medida
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la temperatura a nivel nanométrico a la vez que favorece el movimiento de las nanoparticulas
por el fendmeno de relajacion Browniana. 146160

De igual manera, se observd que, nuevamente, los datos experimentales presentaron un
mejor ajuste al modelo de Peppas-Sahlin. Dado que no hay diferencia significativa en la
composicion en los perfiles de liberacion bajo la influencia de un campo magnético alterno,
el ajuste de los pardmetros cinéticos se realizd sin considerar el efecto de la composicion

para facilitar la comparacion entre grupos (tabla 21).

Campo magnético Temperatura (°C) Meseta ‘ F R m Tiag
No 25 2 3.60+0.99 | -2.60+0.01 | 0.71 | 2.25
No 40 2 2.83+099 | -1.83+0.01| 0.68 | 3.97
Si 36.5 2 0.86+0.43 | 0.14+0.43 | 0.46 | 8.15

Tabla 21. Pardmetros cinéticos del modelo de Peppas-Sahlin para la liberacion de metotrexato a
diferentes temperaturas y bajo la influencia de un campo magnético alterno.

Los datos reportados en la tabla 21 indican que, la difusién predomina como mecanismo de
liberacién independientemente de la temperatura y la presencia de un campo magnético
alterno. Al comparar los pardametros F, asociados a la difusidén, se observa que las
nanoparticulas liberan una mayor cantidad de metotrexato, aunque a una menor velocidad
cuando se someten a un campo magnético alterno.

Mediante fendmenos de relajacidon, las nanoparticulas incrementan la temperatura del

medio a nivel nanométrico (alrededor de 70 °C) 4®

cuando estan bajo los efectos de un
campo magnético alterno, favoreciendo que las cadenas poliméricas colapsen y limiten la
difusion del metotrexato.

Este fendmeno refleja que, en estas condiciones, la liberacion depende en cierta medida de
los mecanismos de la relajacion, lo cual se observa en el valor positivo del pardmetro Ry en
el aumento del tiempo de latencia.

De manera adicional, en la figura 66 del anexo 12 que representa el predominio de los
mecanismos de liberacion en funcion del tiempo se muestra que, en los perfiles de liberacion

sometidos a un campo magnético alterno, los efectos de los mecanismos de relajaciéon

aumentan conforme pasan el tiempo.
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Como ya se menciond anteriormente, la capacidad de calentamiento de las nanoparticulas
depende de los fendmenos de relajacion, de los cuales, el fendmeno de la relajacion
Browniana genera calor a partir de la friccion entre las nanoparticulas y el medio circundante
debido a la rotacion de las nanoparticulas que dado sus dimensiones son susceptibles a
fluctuaciones térmicas, dicho movimiento favorece el ingreso de moléculas de agua a
regiones poco accesibles entre particulas, por lo que hay una ligera hidratacién de las
cadenas y una liberacion controlada del farmaco a lo largo de toda liberacidn. Este efecto,

ademas, se ve potenciado por el incremento de temperatura a nivel nanométrico.

9.0 Conclusidn.

Se sintetizaron tres tipos diferentes de nanoparticulas de tipo nucleo-recubrimiento de
manera exitosa mediante el método de coprecipitacion para el nucleo y el método de sol-gel
para el recubrimiento.

El acoplamiento de las fases ferrimagnéticas y ferroeléctricas, y su posterior recubrimiento
con un polimero termosensible permitié desarrollar tres sistemas de nanoparticulas
sensibles a campos magnéticos alternos y a la temperatura que, ademas, cumplen con las
caracteristicas de morfologia, tamafio, estabilidad térmica y capacidad de adsorcién de
farmacos necesarias para utilizarse como sistemas de liberacién de farmacos.

El Intervalo de dosis de metotrexato es muy amplio y depende de la via de administracion,
el esquema de administracion, tipo de neoplasia, la fisiologia de cada individuo y patologias
concomitantes. 11 Considerando una via de administracion intravenosa, con dosis entre 25

y 500 mg por ciclo, se requeriria ente 430 mg y 8.3 g de nanoparticulas.

10.0 Perspectivas.

Actualmente existen muchas patologias que carecen de un tratamiento farmacoldgico
eficiente, por lo que muchas disciplinas trabajan en conjunto para el desarrollo de nuevos
materiales, formas farmacéuticas y biomoléculas que muestren un mejor desempefio y

puedan utilizarse como alternativas terapéuticas.
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Como primera parte de este proyecto se establecieron las proporciones y la metodologia
para la sintesis de tres diferentes sistemas de nanoparticulas de tipo nucleo-recubrimiento
cubiertas con un polimero termosensible con posibles efectos magnetoeléctricos. Dichos
sistemas se caracterizaron de manera estructural, morfolégica, magnética, fisicoquimica y
farmacéutica; sin embargo, queda pendiente continuar con la caracterizacion eléctrica,
comprobar que efectivamente se presenta el efecto magnetoeléctrico y determinar el
acoplamiento de las fases.

Desde la parte farmacéutica, son necesarios los estudios de toxicidad en lineas celulares,
evaluar la capacidad de electronanoporaciéon de las nanoparticulas, comprobar el

mecanismo de liberacidén propuesto y evaluar la farmacocinética de los nanoacarreadores.
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11.0 Anexos.

Anexo 1. Microscopia electrénica de barrido y de transmision de las nanoparticulas en
proporciones 67-33 y 50-50 de nucleo y recubrimiento.

Figura 48. Microscopia electronica de barrido de las nanoparticulas de CoFe;04-BaTiOs3 (a),
CoFe;04-BisTiz012 (b), Fes04-BaTiOs (c) y Fe304-BisTiz012 (d) de proporcion 67-33 y CoFe;04-
BaTiOs (e), CoFez04-BisTiz0O12 (f), FesO4-BaTiOs (g) y Fes04-BiaTizO12 (h) de la proporcion 50-
50 en una escala de 100 nm.
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Figura 49. Microscopia electronica de transmision de las nanoparticulas de CoFe;04-BaTiO3
(67-33).

Anexo 2. Espectros de dispersién de rayos X emitidos durante la técnica de microscopia
electronica de transmision.
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Figura 50. Espectro de dispersion de rayos X emitidos durante la microscopia electronica de
transmision de las nanoparticulas de CoFe;04-BaTiO:s.
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Figura 51. Espectro de dispersion de rayos X emitidos durante la microscopia electrdnica de
transmision de las nanoparticulas de CoFe;04-BiaTizO12.
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Figura 52. Espectro de dispersion de rayos X emitidos durante la microscopia electronica de
transmision de las nanoparticulas de Fez04-BaTiO:s.
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Elemento Peso (%) Peso atémico (%) Elemento Peso (%) Peso atémico (%) Elemento Peso (%) Peso atémico (%)
TiK 7.11 10.02 TiK 10.61 22.96 OK 22.49 56.78
Fel 61.76 74.67 Fel 15.28 28.37 TiK 9.34 7.87
Bal 31.13 15.31 Col 9.42 16.58 Fel 24.01 17.37
BiM 64.69 32.09 Col 12.76 8.74
Bal 31.40 9.23

Figura 53. Espectro de dispersion de rayos X emitidos durante la microscopia electronica de
barrido de las nanoparticulas de Fe304-BaTiOs (a), CoFe;04-BiaTiz012 (b) y CoFe>04-BaTiOs (c).

Anexo 3. Magnetometria: magnetizacién en funcién de la temperatura.

Determinacion de la temperatura de Morin de la a-Fe20s.
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Figura 54. Magnetizacion en funcion de la temperatura de la a-Fe;Os a un campo magnético
de 100 Oe siguiendo un protocolo ZFC.
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La hematita es un compuesto antiferromagnético con un momento magnético neto igual a
cero que surge de la orientacion antiparalela de los dominios magnéticos de una misma
magnitud. Dado el arreglo de los espines magnéticos, los compuestos antiferromagnéticos a
bajas temperaturas y bajo la influencia de un campo magnético presentan una
susceptibilidad magnética positiva muy baja, cercana a cero (figura 54), que tiende a crecer
conforme aumenta la temperatura. * La susceptibilidad magnética de la hematita
incrementa conforme aumenta la temperatura porque la energia térmica favorece la
distorsion del ordenamiento de los espines magnéticos hasta alcanzar una temperatura
critica (temperatura de Morin) a partir de la cual, se comporta como un material
ferromagnético. 12 En la figura 54, la temperatura de Morin se obtuvo a partir del punto de
inflexién de la curva de magnetizacion en funcién de la temperatura, en donde para

nanoparticulas de un didmetro promedio 60.39 + 5.32 corresponde a 231 K.

Deformacion de los ciclos de histéresis a 50 K por interacciones dipolares.
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Figura 55. Ciclos de histéresis de la CoFe;O4y la CoFe;04-BisTizO12 en una proporcion 83-17 a
una temperatura de 50 K.
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Como ya se menciond antes, el sistema de Fe304-BaTiOs presentd el fendmeno de “cintura
de avispa” en su ciclo de histéresis por la presencia de la combinacion de dos fases
magnéticas con diferente coercitividad en la muestra. *! De manera adicional, se mencioné
que este fendmeno se presenta en materiales a bajas temperaturas por la interaccién de la
anisotropia dipolar y la anisotropia magnetocristalina (figura 55). 14

Generalmente, en un sistema magnético coexisten tres tipos de interacciones principales, la
interaccion ferrimagnética, dipolar y RKKY (una interaccion que debe su nombre a los
investigadores que la descubrieron Ruderman, Kittel, Kasuya y Yoshida), por lo cual a bajas
temperaturas la interaccion de las tres resulta en un cierto comportamiento magnético. Sin
embargo, cuando el sistema se recubre, las interacciones dipolares son las Unicas que
prevalecen en el sistema debido a su alcance. Como se observa en la expresion de Herzer
(ecuacion 7), la interaccién dipolar se presenta en una regidon inversamente proporcional al
volumen de las nanoparticulas a la tercera potencia. 140160163 E| agcoplamiento dipolar entre
particulas vecinas favorece la desmagnetizacion de algunas de ellas y la deformacién de los
ciclos de histéresis, por lo cual la deformacién de los ciclos de histéresis es una evidencia

indirecta del recubrimiento del sistema. 163

A\® 1
Volumen orreracion = (—) (—) (Ecuacion 7)
K) \D3
Donde: A corresponde a la constante de intercambio.
K es la constante de anisotropia magnética.
es el volumen en el cual pueden interactuar varios dominios magnéticos entre

particulas.
D es el tamafio del dominio magnético.

Magnetizacién en funcién de la temperatura de los nucleos de CoFe;04 y Fes0a.

La magnetizacion de las nanoparticulas superparamagnéticas se midio bajo un programa de
medicion de campo cero de enfriamiento que consiste en enfriar la muestra hasta la
temperatura mas baja posible en ausencia de un campo magnético externo y medir la

magnetizacion conforme se calienta la muestra bajo un campo magnético externo. %8
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Figura 56. Magnetizacion en funcion de la temperatura de la CoFe;04y la Fe30a4 siguiendo un
protocolo ZFC a un campo magnético de 100 Oe.

En la figura 56 se observa que las ferritas presentan un comportamiento
superparamagnético que se caracteriza por un incremento en la magnetizacion conforme
aumenta la temperatura hasta alcanzar un maximo, a partir del cual, la magnetizacion
disminuye lentamente. Las curvas de magnetizacion en funcién de la temperatura de la Fe304
y la CoFe;0s4 muestran diferentes geometrias debido a su fuerte dependencia con la
distribucion del tamafio de particula, la cual, de acuerdo con los resultados de SEM es
diferente para ambos nucleos. 104

A bajas temperaturas, las nanoparticulas no tienen la energia suficiente para orientarse en
direccién al campo magnético, por lo que se observan valores de magnetizacion muy bajos;
sin embargo, conforme aumenta la temperatura y asi la energia térmica de las
nanoparticulas, estds son capaces de orientar sus dominios magnéticos en direccion al
campo magnético hasta un valor maximo. La temperatura a la cual se alcanza el maximo de
magnetizacion y la energia térmica y de anisotropia magnética se vuelven comparables se
denomina temperatura de bloqueo. ®° Después de la temperatura de bloqueo, la energia
térmica de las nanoparticulas alcanza una cierta magnitud que favorece la desorganizacion
del material y la orientacién azarosa de los dominios magnéticos, lo que se manifiesta como

una disminucion en la magnetizacion del material.
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A pesar de que la CoFe;04 presenta un comportamiento superparamagnético, dentro del
intervalo de temperatura empleado no se logré determinar su temperatura de bloqueo ya
gue no se aprecia con claridad el inicio del descenso de la magnetizacidon. Por el contrario,

en la Fe3s04 se observa que la temperatura de bloqueo es de 250 K (figura 56).

Como ley general se entiende que los sistemas siempre tienden a ordenamientos de menor
energia de manera que cuando las nanoparticulas se congelan en ausencia de un campo
magnético externo los momentos magnéticos estan orientados en diferentes direcciones
para disminuir la energia magnetostatica. 14

Inicialmente, a bajas temperaturas (alrededor del O K), se esperaban valores de
magnetizacion positivos cercanos a cero para las ferritas, sin embargo, como se observa en
la figura 56, en estas condiciones se observaron valores de magnetizacion negativos poco
frecuentes en este tipo de materiales. En la literatura se han reportado ferritas que
presentan valores negativos de magnetizaciéon, un fendmeno conocido como magnetizacion
reversa o magnetizacion negativa, dependiendo del tipo de interacciones de intercambio
magnético presentes en el material, su estructura cristalina y la energia de anisotropia
magnética. 1%

La magnetizacion negativa es un fendmeno que no surge del diamagnetismo intrinseco de
los materiales y que se define como el paso de los valores de magnetizacion positivos a
negativos en funcién de la temperatura para un material por debajo de su temperatura de
ordenamiento magnético. 1° De acuerdo con la teoria de campo molecular de Néel, en el
caso de las ferritas, donde hay un acoplamiento antiparalelo de los momentos magnéticos
entre los diferentes iones en sitios tetraédricos y octaédricos, la magnetizacion negativa se
presenta cuando la energia de Zeeman es menor que la energia de anisotropia magnética y
se prohibe la reorientacion de la magnetizacion neta en direccién del campo magnético
externo por la anisotropia magnetica del sistema. 1% En un arreglo cristalino de espinela
inversa, los momentos magnéticos en sitios octaédricos y tetraédricos tienen un

comportamiento distinto respecto a la temperatura debido a que los iones en estos sitios

muestran una contribucién del momento angular del espin al momento angular total, lo que
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repercute fisicamente en la prohibicién de la orientacién de los momentos en direccién al
campo magnético externo.

A pesar de las explicaciones que se les puede dar a este fendmeno, actualmente no existen
teorias que predicen el comportamiento de la curva de magnetizacidon una vez que esta

presenta valores negativos.

Magnetizacion en funcién de la temperatura de los nucleos recubiertos.
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Figura 57. Magnetizacion en funcion de la temperatura de la Fes04-BaTiOs (a) y la Fesz04 (b)
a un campo magnético de 100 Oe y un protocolo ZFC.

En la figura 57 se muestra que los sistemas de Fe3Os con y sin recubrimiento siguen el
comportamiento superparamagnético antes descrito de la magnetizacién en funcion de la
temperatura, en el cual hay un aumento progresivo de la magnetizacidon hasta la temperatura
de blogueo, a partir de la cual dicha magnetizacién tiende a disminuir. A pesar de que ambos
sistemas siguen el mismo comportamiento superparamagnético, en la figura 57 son
evidentes ciertas diferencias atribuidas al recubrimiento.

En general, se observa que hay una disminucion de la magnetizacion por el recubrimiento
con BaTiOs debido a que su naturaleza diamagnética no contribuye con el momento

magnético de todo el material y a que el recubrimiento de los nucleos distorsiona los
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momentos magnéticos en la superficie, aumentando el grosor de la capa de momentos
magnéticos que no contribuyen al sistema.

A su vez, el recubrimiento modifica la geometria del pico de magnetizacién de manera
indirecta, ya que influye en la distribucién del tamafio de particula. 14

Finalmente es evidente que el recubrimiento con los titanatos disminuye la temperatura de
blogueo del sistema, ya que este parametro depende fuertemente del nimero de
interacciones presentes en el sistema, en donde un mayor nimero de interacciones implica

un aumento en la temperatura de bloqueo. 16>

a CoFe,0,-BaTiO, b CoFe,0,-Bi,Ti;O,,
100
400 A
50
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T . T T T T —-200 T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
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Figura 58. Magnetizacion en funcion de la temperatura de la CoFe;04-BaTiO3 (a) y la CoFe;04-
BisTiz012 (b) a un campo magnético de 100 Oe y un protocolo ZFC.

Al contrario del sistema de la Fe3Os, los sistemas de la CoFe;04 recubierta con BaTiOs (a) y
BisTisO12 (b) de la figura 58 no presentan un comportamiento tipico de un material
superparamagnético, sino que se observa nuevamente el fendmeno de la magnetizacion
negativa, el cual nuevamente se atribuye a los distintos comportamientos de los momentos
magnéticos en sitios octaédricos y tetraédricos con respecto a la temperatura y a su
respectiva contribucién del momento angular del espin al momento angular total. Sin
embargo, la descripcion de los sistemas no se extiende mas debido a que, como ya se
menciond anteriormente, a pesar de que existen teorias que explican el origen del

fendmeno, aln no existen teorias que predicen su comportamiento.
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Anexo 4. Efecto de la concentracién sobre la capacidad de calentamiento de las
nanoparticulas sometidas a un campo magnético alterno.

39.5 39.5
—=— 1.5 mg/mL —=— 1.5 mg/mL .
—e— 1 mg/mL ——10mg/mL | B
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38.5 1 38.5 1
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Temperatura (°C)
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a) FesO4 b) CoFe204
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Figura 59. Curva de la temperatura en funcion del tiempo para la Fes:04 y la CoFe;0q
sometidas a un campo de 17.4 kAm/m y una frecuencia de 100 kHz.

Temperatura + DE. Prueba de ANADEVA de una via de medidas repetidas, post hoc Tuckey
(p<0.001). No hay diferencia significativa entre las nanoparticulas marcadas con la misma
letra.

En la figura 59 se observa que no hay diferencia en la capacidad de calentamiento debido a
la concentracion, por lo que para las determinaciones de la capacidad de calentamiento se
utilizd una concentracién de 1 mg/mL, condiciones en las cuales las nanoparticulas se
dispersan mejor.

De manera general, para los nlcleos magnéticos se observa una tendencia que concuerda
con la teoria, en donde a mayor concentracion, mayor es la capacidad de calentamiento;
excepto en el caso de la magnetita a una concentraciéon de 0.5 mg/mL, sin embargo, se

espera que este efecto se deba a que en realidad se pesd una mayor cantidad de masa.
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Anexo 5. Determinacién de la LCST por métodos dpticos y calorimétricos.
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Figura 60.Primera (a) y segunda(b) derivada de la transmitancia en funcion de la
temperatura.

En la figura 60 se observa que la temperatura de transicion corresponde a un minimo en el
grafico de la primera derivada y al punto asintotico en la segunda derivada. Los valores de la
LCST determinados mediante la primera y segunda derivada no difieren mucho de los valores

determinados por el método grafico y el ajuste a la funcidn sigmoidea de Boltzmann.
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Figura 61. Curvas calorimétricas para la determinacion de la LCST (a) y la Tq4 (b).
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Cuando se utilizan métodos Opticos, la LCST varia dependiendo de la longitud de onda
empleada, por lo que generalmente se sugiere utilizar la calorimetria diferencial de barrido
para comprobar las temperaturas de transicion.

Experimentalmente no se comprobaron las LCST de los diferentes polimeros sintetizados
porque los picos asociados a esta transicion no estaban definidos en un intervalo de
temperatura debido a la alta polidispersidad de los polimeros (figura 61a). 116166

Ademds del analisis de la LCST, mediante las curvas calorimétricas se determind la
temperatura de transicién vitrea (Tg) de los polimeros (figura 60b), en las cuales se observa

que la Tgincrementa cuando aumenta la cantidad del entrecruzador.

Anexo 6. Contraste Z.

Figura 62.Contraste Z (a) y microscopia electronica de transmision con unidad de barrido (b)
de las nanoparticulas de Fe304-BaTiO3 en una proporcion 50-50.

En la figura 62 se muestran microscopias de las nanoparticulas de Fe304-BaTiO3 en una
proporcion  50-50 antes del recubrimiento polimérico. Las nanoparticulas
superparamagnéticasy el recubrimiento ferroeléctrico se diferencian con mayor claridad con
la técnica de contraste Z debido a cambios en la intensidad en las zonas de diferente
composicién (figura 62a).
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Por otra parte, en las microscopias de las nanoparticulas de Fes04-BaTiOs recubiertas con
polimero 87, no se parecia con claridad las tres diferentes fases presentes, los nucleos, el
recubrimiento ferroeléctrico y el recubrimiento polimérico con tanta claridad.

El recubrimiento polimérico se aprecia mejor con la técnica de contraste Z, de la cual se
obtienen imagenes en campo oscuro en donde dos muestras que tengan distinta
composicion se observan con diferente intensidad, aunque no exista ninguna diferencia
topografica entre ellas dependiendo de la cantidad de materia o el nimero atdmico. Al
comparar las figuras 63 c y d se aprecia el polimero como la region de menor intensidad
debido a su alto contenido de carbono (nUmero atdomico relativamente) y que en general
presenta un grosor variable a lo largo de la superficie de las nanoparticulas. Nuevamente se
reitera que las dimensiones del polimero son una medida subestimada por el estado de

hidratacién del polimero.

Figura 63. Microscopia electrénica de transmision (a y c) y contraste Z (b y d) de las
nanoparticulas de Fes04-BaTiOsz recubiertas con polimero 87.
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Anexo 7. Curvas de calibracién del metotrexato en agua y solucién amortiguadora de fosfatos
0.1MapH7.4.

En las curvas de calibracion el coeficiente de determinacion (R?) toma valores cercanos a
uno, de 0.999 en agua y de 0.999 en solucién amortiguadora de fosfatos respectivamente,
lo que afirma la linealidad de la curva y su capacidad para obtener resultados confiables.

La especificidad del método también se observa en los valores de absortividad molar, cuyos
valores de 24032.38 y 23895.42 L mol*cm™ se encuentran dentro del intervalo reportado
para el metotrexato (23200-25200) L mol*cm™ a A =303 nm (Pubchem) 17 lo que garantiza
la identidad del analito y en cierto grado la especificidad del método. Con base en el
coeficiente de determinaciony el valor de coeficiente de absortividad molar de ambas curvas

de calibracion se garantiza la calidad del método.
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Figura 64. Curva de calibracion de metotrexato en agua (a) y en solucion amortiguadora de
fosfatos 0.1 M a pH 7.4 (b).
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Anexo 8. Modelos de las cinéticas de adsorcion.

Cinética de adsorcion Expresion
Orden cero q:r = qo — kt
Orden uno Inq; = Inqy — kt
Pseudo orden uno Inq; = lnq, — q.kt
1 1
Orden dos —=—++kt
dr 9o
_ t
Pseudo orden dos e = l+i
ho " qe
Elovich Inq, = Blnaf + Bint
2
e s , . q Dy 1
Difusion entre particulas a tiempos cortos — =6 ( ) tz
Goo R2m
e . , . q 6 (_Ds” f)
Difusidn entre particulas a tiempos largos In (_> =1——e\ R?
9o 113
. 1
Weber Morris qe = kintt2
Dumwald Wagner log(1 — F?) = K t
o8 — 2303
Modelo de doble exponencial In(q. — q;) =In (m—2> — kyt
a

Tabla 22. Modelos de ajuste de las cinéticas de adsorcion.!’

Con la finalidad de obtener las isotermas de adsorcion del metotrexato inicialmente se
realizaron las cinéticas de adsorcidn para conocer la velocidad del proceso de adsorcion,
determinar el tiempo en que se alcanza el equilibrio y describir la fisicoquimica del proceso
de adsorcidn, por lo que se ajustaron los datos a los diversos modelos expresados en la tabla

22y se selecciond el mejor modelo con base en el coeficiente de determinacién ajustado.

Anexo 9. Isoterma de adsorcidn de la cobalto ferrita recubierta con titanato de bismuto.

Entre las funciones del recubrimiento polimérico destacaba el incrementar la capacidad de
carga de las nanoparticulas, una caracteristica que se logrd, como se muestra en la isoterma

de adsorcién de la figura 65a en donde se observa que la cantidad mdaxima de carga de la
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CoFe04-BisTis012 es de 25 mg/g mientras que con el polimero es de 60 mg/g cuando la

muestra se somete a sonicacion durante un minuto al inicio del proceso de adsorcién.
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Figura 65. Isoterma de adsorcion de las nanoparticulas de CoFe;04-BisTizO12 (a) y diagrama
de distribucion de especies del metotrexato (b).

La isoterma se construyo con 10.0 mg de nanoparticulas de CoFe>04-BiaTizO12, en 10.0 mL de
una disolucion amortiguadora de fosfatos 0.1 M a un pH de 7.4, a 25 °C y agitacion constante
a 200 rpom y tiempo de toma de muestra a los 480 min. Las nanoparticulas se sometieron a
sonicacion durante el primer minuto del proceso de adsorcion.

La diferencia en la cantidad adsorbida maxima entre las nanoparticulas con y sin
recubrimiento se atribuye a que el polimero, aumenta la estabilidad en dispersién de las
nanoparticulas y asi su area superficial especifica total. Ademas, de que el polimero
interactla con el metotrexato mediante puentes de hidrdégeno, una interaccién que no
depende de las fuerzas electrostdticas ni de la especie ionizada del metotrexato que
predomina en el medio, al contrario de las nanoparticulas sin recubrir. La carga superficial
en las nanoparticulas depende del punto neto de carga cero PZNC (traducido de sus siglas en
inglés, Point of Zero Net Charge), cuyos valores para los nanoparticulas son de alrededor de
7.Aun pH de 7.4, las nanoparticulas tienen carga negativa, por lo que hay una repulsién con
la especie predominante del metotrexato en el medio que igualmente estd cargada

negativamente debido a la desprotonacion de sus grupos carboxilicos (figura 65b).
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Anexo 10. Modelos de las isotermas de adsorcion.

RZ,

Isoterma Modelo matematico Expresion linealizada Cony sin

sonicacion
Henry q = KyC 0.8874
0.8599
Langmuir .- K,qmnC 1_1 1 0.7772
1+K,C 4 dm qmK.C 0.9513
Freundlich q = K.C'/" logq = log Kr + %logC 83:3;
Tempkin q= ElnATC q= ElnAT + ElnC 0.7241
br br br 0.6599
Florey- i = Kpy (1 — 6)"FH log i = logKpy + npylog (1 — 0) 0.5346
Huggins Co Co 0.5345
cn 0.9395
il = K(Zsi cn 9 g —q 9 TlogKe | e
Simps o= K¢ BInC = —In (ﬁ) + Inag 05247
1+ asCh qe 0.9686
Koble AC™ 1 1 B 0.8857
Carrigan 1=1¥Bcr q Ac" ' a 09177
q5C5C c 1 Cy—1/C 0.9418

BET Ge = — — — = + (—)

1+C(Cp=2)=C*(Cz—1) | q(Cs—C) asCp  qsCp \Cs 0.8975

Tabla 23. Modelos de ajuste de las isotermas de adsorcion. 7

Anexo 11. Modelos de ajuste para perfiles de liberacidn.

Modelo de liberacién Expresion

Orden cero F = kyt
Orden cero con Tiag F =ko(t—Tiag)
Orden cero con Fo F =Fy+kyt

Primer orden

F =100(1 — e*1t)

Primer orden con Tisg

F = 100(1 — e*1(t=Tiag))

Primer orden con Fmax

F = FEpax(1— eklt)

Primer orden con Tiagy Fmax

F= Fmax(1 — ekl(t_Tlag))

Higuchi

F = kHtO'S

Higuchi con T

F=ky(t— Tlag)o'5

Higuchi con F,

F = Fy + kyt®®
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Korsmeyer-Peppas F = kgpt™
Korsmeyer-Peppas con T F = kgp(t — Tigg)"™
Korsmeyer-Peppas con Fo F =Fy+ kgpt"

Hixon-Crowell F=100(1— (1 —kyct)®)
Hixon Crowel con Tisg F =100(1— (1 — kyc(t— Tlag)3)
Hopfenberg F =100(1—- (1 —kygt)™)
Hopfenberg con Tisg F=100(1— (1 —kyp(t— Tlag)n)

2
Baker-Lonsdale E 1- (1 - L)g - L = kg, t
2 100 100
2
Baker-Lonsdale con Tisg 3 1- (1 - Lf L kg, (t — Tiag)
2 100 100
Makoid-Banakar F = kyptte
Makoid-Banakar con Tis F = kyp(t — Tigg)"e (" Tag)
Peppas-Sahlin 1 F = kyt™ + k,t?™
F= kl (t - Tlag)m + k2 (t - Tlag)zm
- i 1 F ko t™
Peppas-Sahlin 1 con Tiag F = 1+’;_itm R = k_z1
Peppas-Sahlin 2 F = kt% + k,t
Peppas-Sahlin 2 con T F = kt% + k,t

Tabla 24. Modelos de ajuste para la liberacién. 119158

Anexo 12. Predominancia de los mecanismos difusivos y de relajacién sobre la liberacién.
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Figura 66. Predominancia de los mecanismos de liberacion en el modelo Peppas Sahlin con
T/ag.
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