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Resumen

El siguiente trabajo estd dedicado a la preparacion y caracterizacion de
nanocapsulas cargadas con Indometacina como farmaco anti-inflamatorio, cuyo
contenido puede ser liberado mediante su exposicion ante un campo magnético
alternante. La combinacion adecuada de materiales biocompatibles permitira formar
nanoparticulas compuestas con tiempos largos de circulacién en el cuerpo. Las
nanoparticulas compuestas contendran nanoparticulas magnéticas que permitiran
la localizacion dentro del cuerpo mediante imagenes de resonancia magnética y que
serviran de agentes de disipacion de calor. Asi mismo, demostramos la posibilidad
de modificar la superficie de las particulas a través de polimerizacién por plasma

con el fin de brindarles una mayor estabilidad.



1 Introduccion

La nanotecnologia es un area de investigacion cada vez mas activa y con un gran
potencial para combatir y tratar enfermedades. El tamafio de los nhanomateriales es
similar al de moléculas bioldgicas, en consecuencia, los nanomateriales pueden ser
Gtiles para aplicaciones e investigaciones tanto in vivo como in vitro. La integracion
de nanomateriales con la biologia ha llevado al desarrollo de dispositivos de

diagnéstico, contraste, terapia y de liberacion de farmaco.

Existen diversos nanosistemas portadores de farmacos o nanoportadores, por
ejemplo, nanoparticulas poliméricas, micelas, nanoemulsiones, entre otros. Uno de
los principales retos de cualquiera de estos sistemas es prevenir la liberacion
anticipada de medicamento. En este sentido, una propuesta consiste en lograr que

los nanoportadores respondan a un estimulo y en consecuencia liberen el farmaco.

En lo que respecta a la liberacién de farmaco, actualmente las medicinas tienen
efectos secundarios debido en gran medida a su falta de especificidad, pues no sélo
afectan al area deseada sino también al tejido en los alrededores, esto no es algo
significativo en muchos casos, sin embargo, en las medicinas mas potentes que
tienen efectos citotoxicos esto se convierte en un gran inconveniente, como es el
caso de los tratamientos de quimioterapia contra el cancer. Con el objetivo de

resolver dicho problema han sido disefiadas nanoparticulas que cuentan con un



tamafio 6ptimo y con una superficie tal qgue incrementan el tiempo de circulacién en

el torrente sanguineo con el fin de mejorar la biodistribucion de un farmaco.

Las nanoparticulas magnéticas han atraido un gran interés en la liberacion
controlada de farmacos debido a que son capaces de responder a estimulos
magnéticos y crean contraste de resonancia magnética nuclear por lo que es posible
monitorear su localizacién (Qiao, Yang, & Gao, 2009). También se ha sugerido que
es posible guiar a las nanoparticulas magnéticas al sitio de interés mediante el uso
de campos magnéticos (Cole et al., 2011). Adicionalmente, las nanoparticulas
magnéticas disipan calor al ser expuestas a un campo magnético alternante, esta
caracteristica puede ser detonante para lograr la liberacibn de farmaco al
encapsular tanto a las particulas como el agente activo dentro de un polimero que
responda a estimulos térmicos, asimismo el calor disipado puede ser utilizado como
terapia (hipertermia) en el caso de cancer, con el fin de alterar las funciones de las
células cancerigenas promoviendo su muerte, combinando asi los efectos de la

hipertermia con los de la quimioterapia.

En esta tesis mostramos la sintesis y caracterizacion de nanoportadores con
propiedades magnéticas que son de interés por las propiedades mencionadas
anteriormente. Debido a la naturaleza del campo de la nanomedicina es necesaria
una colaboracion interdisciplinaria para lograr tener un mayor entendimiento de los
distintos principios y procesos que tienen lugar en la liberacion de farmaco. Es por
ello que escribir un reporte sobre esta aplicacion requiere abarcar una cantidad

significativa de conceptos y principios de diversos campos de la ciencia.



El texto esta organizado de tal manera que presente los antecedentes y el contexto
necesario para entender tanto la motivacion como los distintos retos inherentes al
uso de la nanotecnologia en la liberacién de farmaco. A continuacién, doy una

descripcion breve del contenido de cada capitulo.

En el siguiente capitulo se presentan el objetivo general y los objetivos particulares

de este trabajo.

El capitulo 3 consiste de una revision de los conceptos que sustentan el resto del
trabajo, y se divide en dos secciones: la primera trata sobre las nanoparticulas
magnéticas y sus distintas formas de sintesis, ademas trato de responder las
preguntas mas comunes que surgen en el contexto de este tema relacionadas con
sus propiedades magnéticas y su toxicidad. Por su parte, la segunda seccion trata
sobre la polimerizacion por plasma. Ahi, examino las principales caracteristicas que
hacen a esta técnica tan atractiva para recubrir las nanoestructuras que tienen como

objetivo la liberacion controlada de farmacos.

En el capitulo 4 expongo los resultados de la funcionalizacion de nanoparticulas
magnéticas utilizando la técnica de polimerizacion por plasma y su interaccion con

células.

Finalmente, en el capitulo 5 presento los resultados de la preparacion de
nanocapsulas magnéticas que contienen Indometacina, asi como la liberacion del

medicamento ante estimulos térmicos.



2 Objetivos

2.1 Objetivo General

Preparar particulas compuestas que tengan caracter magnético y cuya superficie
sea funcionalizada mediante polimerizacibn por plasma para aplicaciones

biomédicas.
2.2 Objetivos Especificos

I.  Demostrar la posibilidad de modificar la superficie de nanoparticulas
magnéticas mediante la técnica de polimerizacion por plasma.
II.  Determinar si las nanoparticulas funcionalizadas interactian con células.
[ll.  Preparar particulas magnéticas que permitan acarrear medicamento.
IV. Establecer el potencial de las particulas para liberar el medicamento

mediante activacion magnética.



3 Revisidon de la literatura

En el presente capitulo se dara un panorama general sobre las nanoparticulas
magnéticas, que incluyen distintos métodos para su sintesis, su comportamiento
superparamagnético, entre otros. Ademas, se hard una revision literaria sobre la

polimerizacion por plasma y su uso en la funcionalizacion de materiales.

3.1 Nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas han sido extensamente investigadas en las ultimas
décadas debido a sus distintas aplicaciones. A continuacién, haré una sintesis de
sus propiedades y caracteristicas mas importantes en relacion a su aplicacién en

los sistemas de liberacion de farmaco.
3.1.1 Sintesis

En las Ultimas décadas distintos investigadores han desarrollado varias técnicas
para sintetizar particulas magnéticas. Todas estas rutas buscan controlar lo mejor
posible la composicion y el tamafio de las particulas, pues de estas caracteristicas
dependen sus propiedades magnéticas. Los métodos de sintesis mas populares
incluyen coprecipitacion (Massart, 1981), descomposicion térmica (Roca, Morales,
O’Grady, & Serna, 2006) y ablacion laser (Wang, Liu, & Zeng, 2006). Sin embargo,

existen otros métodos de sintesis y al lector interesado le recomiendo consultar el



trabajo de Wu et al. (Wu, Wu, Yu, Jiang, & Kim, 2015) como referencia sobre

diversos métodos de sintesis de nanoparticulas magnéticas.

3.1.1.1 Método de Coprecipitacion

El método de coprecipitacion propuesto originalmente por Massart (Massart, 1981)
es un procedimiento facil y conveniente para sintetizar nanoparticulas de 6xido de
hierro, ya sea magnetita (Fe30,) o maghemita (y — Fe,03). El método consiste en
la mezcla de sales férricas y ferrosas en solucién acuosa y la posterior adicion de
una base a temperatura moderada bajo una atmosfera inerte. El tamafio, morfologia
y composicion de las nanoparticulas dependen del pH, temperatura, tipo de sales

utilizadas y la proporcién de Fe2*/Fe3+ (Lu, Salabas, & Schith, 2007).

Las principales ventajas de este método son su alto rendimiento, el bajo costo tanto
de reactivos como de equipo necesario, el tiempo de sintesis relativamente corto y
el sencillo post-procesamiento de las nanoparticulas (funcionalizacion vy
purificacién). Sin embargo, la distribucion de tamafios que se obtiene por este
método es de alta polidispersidad y la forma de las particulas es irregular. Ademas,
dado que la temperatura de bloqueo y la magnetizacion de saturacion de las
nanoparticulas dependen en gran medida de su tamafio, el reto experimental en la
sintesis de 6xidos de hierro por el método de coprecipitacion recae en el control
sobre el tamafio de las particulas. Una distribucion de tamafio angosta requiere de
una separacion bien definida entre los procesos de nucleacién y crecimiento
(Laurent et al., 2008). En el caso ideal, cuando la concentracion de las especies

alcanza la saturacion critica se logra una nucleacion rapida para que



posteriormente, con la difusion de los solutos sobre la superficie del cristal, se

obtenga un crecimiento lento de las particulas.

Con el fin de obtener particulas estables (que no se agreguen), es una practica
comun el afadir agentes estabilizadores como el acido oleico. El acido oleico es un
ligando muy utilizado para proveer estabilidad coloidal y reducir la reactividad
guimica de la superficie en los nanocristales de 6xido de hierro (Willis, Turro, &

O'Brien, 2005).

3.1.1.2 Descomposicion Térmica

A diferencia del método de coprecipitacion, el método de descomposicion térmica
permite obtener nanoparticulas con una distribucion de tamafio angosta. Ademas,
las nanoparticulas que se obtienen mediante este método tienen forma regular.
Existen dos estrategias distintas en la descomposicion térmica: introducir un
precursor organometalico dentro de una mezcla caliente de solvente y surfactantes
0 bien, calentar la mezcla y el precursor al mismo tiempo. Diversos grupos de
investigadores han demostrado que la descomposicion de Fe(Cup)s, (Cup=N-
nitroso-fenilhidroxilamina) Fe(Acac)s; (acac=acetilacetona) o la descomposicion de
Fe(CO)s seguida de una oxidacion, puede llevar a la sintesis de particulas de 6xido
de hierro altamente monodispersos (Z. Li, Sun, & Gao, 2004). Para poder lograr esto
a menudo es necesario incluir estabilizadores en el proceso como oleilamina o acido

oleico.

Una de las limitantes de este método en el contexto de aplicaciones biomédicas es

gue los productos obtenidos se dispersan en solventes organicos, pero no en



soluciones acuosas. Sin embargo, Li et al. (Zhen Li, Chen, Bao, & Gao, 2004) han
reportado un método de descomposicion térmica para sintetizar directamente
nanoparticulas magnéticas solubles en agua, al utilizar moléculas con alta polaridad
para modificar a las nanoparticulas magnéticas. Mediante este método son capaces
de obtener nanoparticulas magnéticas de baja polidispersidad en una reaccion a
altas temperaturas de Fe(acac)s; en 2-pirrolidona, el cual es un compuesto organico
gue tiene una fuerte polaridad y un punto de ebullicion alto que les confiere a los

cristales nanomagnéticos estabilidad y solubilidad en agua.

Mediante el proceso de descomposicion térmica es posible obtener productos de
varias formas. Por ejemplo, Amara et al. (Amara, Grinblat, & Margel, 2012) han
sintetizado nanocubos y nanoesferas de magnetita monodispersos mediante una
mezcla de ferroceno y polivinilpirrolidona (PVP). Al ajustar la proporcion de peso en
los dos componentes se puede controlar la forma y tamafio de la magnetita

mediante un proceso de un solo paso.

3.1.1.3 Ablacién laser

La ablacion laser es otro método que ha sido investigado ultimamente para producir
nanoparticulas magnéticas a gran escala y sin el uso de sustancias costosas.
Ademas, en los métodos de sintesis quimica se requieren varios pasos, lo cual
puede causar impurezas en las muestras y, por lo tanto, afectar sus propiedades

magnéticas.

Wang et al. (Wang et al., 2006) han reportado sintesis de maghemita con un alto

grado de pureza en un solo paso utilizando la técnica de ablacién laser en fase



gaseosa para un alambre de hierro dentro de una combinacién de gases 0,y N a
presion atmosférica. Las muestras obtenidas presentan una forma esférica con
diametros que van desde 5 nm hasta 90 nm. El método de ablacién laser también
se puede aplicar en fase liquida, resultando en particulas con una distribucién de

tamafio mas angosta. Maneeratanasarn et al. (Maneeratanasarn, Van Khai, Kim,
Choi, & Shim, 2013) utilizaron dicha técnica para sintetizar 6xidos de hierro a partir
de magnetita en distintos solventes organicos e inorganicos. La intensidad del laser
es un factor crucial en el tamafio final de la muestra, que presentd una distribucion
de tamafos en diametro de 3 nm hasta 50 nm. Aunque un punto a considerar
respecto al trabajo del grupo de Maneeratanasarn es que no fueron capaces de
obtener magnetita sino hematita y maghemita que no presentan propiedades

magnéticas tan deseables como las primeras.

3.1.2 Propiedades magnéticas

Las propiedades de un material magnético macroscopico difieren significativamente
cuando se reduce drasticamente su tamafio a la escala de nandémetros. Los
materiales ferromagnéticos estan compuestos de dominios magnéticos. En
contraste, las nanoparticulas magnéticas cuentan con un sélo dominio magnético,
lo que les permite tener una magnetizacion uniforme. Esta caracteristica se debe a
gue existe un volumen critico en los materiales, debajo del cual les es
energéticamente mas favorable tener un solo dominio (Lu et al., 2007), pues a
medida que las dimensiones de la particula se reducen cuesta mas energia crear
nuevos dominios. Es por ello que una nanoparticula magnética con un diametro

comparable al menor tamafio posible de un dominio magnético consiste de un sélo



dominio magnético. Generalmente, las particulas mono-dominio no sobrepasan los

100 nm (Krishnan, 2010).

Otro fenbmeno importante que tiene lugar en las nanoparticulas magnéticas es el
limite superparamagnético. Las nanoparticulas magnéticas usualmente presentan
un comportamiento superparamagnético lo que significa que el sistema de los
momentos atdmicos individuales de cada nanoparticula se comporta como si fuera
un sélo momento magnético gigante (ver Figura 3-1) y que la energia necesaria
para cambiar la direccién de magnetizacion de la nanoparticula es comparable con
la energia térmica. El momento magnético de los materiales superparamagnéticos
en presencia de un campo magnético, tiende a alinearse en la direccién del campo.
Cuando el campo es removido no hay remanencia de la magnetizacion en las
particulas. Esto es importante, ya que la remanencia puede causar agregacion en
las particulas. Este tipo de magnetismo tan especial ocurre con materiales
ferromagnéticos o ferrimagnéticos de tamafio nanométrico. El tamafio exacto a
partir del cual se presenta este comportamiento depende de cada material, pero
regularmente no sobrepasa las decenas de nandmetros. Es importante mencionar
gue todos los materiales ferromagnéticos y ferrimagnéticos presentan un
comportamiento paramagnético cuando son calentados por encima de cierta
temperatura llamada temperatura de Curie. Sin embargo, el comportamiento
superparamagnético es distinto pues en este caso los materiales siempre se

encuentran por debajo de dicha temperatura.
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Figura 3-1. En una aproximacion simple, el momento magnético total de una nanoparticula puede ser
considerado como un momento magnético gigante (flecha grande) compuesto de todos los momentos

magnéticos individuales de los atomos que forman la particula (flechas pequefas).

Al aplicar un campo magnético alternante, las nanoparticulas magnéticas disipan
energia, en forma de calor, siempre y cuando la temperatura de Curie no sea
sobrepasada. Nanoparticulas superparamagnéticas generan calor a través de dos
mecanismos diferentes, la relajacion de Néel y la relajacibn Browniana. En la
relajacion de Néel el momento magnético vence la barrera energética de anisotropia
liberando calor. Por su parte, en la relajacion Browniana la disipacion de calor se
debe a la rotacion de toda la particula dentro del liquido portador. Ambos
mecanismos estan caracterizados por un tiempo de relajacion (Ronald E.

Rosensweig, 2002) el tiempo de relajacién de Néel 7y (Ecuacién (3-1) y el tiempo

de relajacion de Brown 7z (Ecuacion (3-2).
Ty = Toe” /KT (3-1)

donde t( es el intento de tiempo o intento de periodo, k es la constante de

anisotropia, V es el volumen magnético, K la constante de Boltzmann y T la

temperatura absoluta.
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Amtnry’?

= kT &2

en este caso 7 denota la viscosidad y r, el radio hidrodinamico.

Como podemos notar, ambos procesos de relajacion son dependientes del tamafio
de las particulas, mientras que Ty crece exponencialmente con el tamafio, tz lo hace
linealmente. Para particulas nanométricas con una distribucion de tamafo de
alrededor de ~10 nm ambos procesos ocurren paralelamente, por lo que es comudn

definir el tiempo de relajacién efectivo (Ecuacion (3-3).

1 1 1
—=—t— (3-3)
Te TN 1B

Podemos notar que si se cumple que « 1 la relajacion de Néel predomina, si por

B

el contrario Ty /7 >» 1 la relajacion Browniana predomina. En general, la relajacion
Browniana es mas rapida que la de Néel para particulas suficientemente grandes

(mayores a 10 nm para el caso de magnetita) (R. E. Rosensweig, 1987).
3.1.3 Funcionalizacion

Interacciones magnéticas y de van der Waals provocan que las nanoparticulas se
agreguen. Es por ello que es necesario funcionalizar o modificar la superficie de las
particulas para evitar la agregacion. Generalmente se utilizan sustancias organicas
gue resultan en interacciones ionicas y/o estéricas repulsivas entre las particulas,
produciendo una suspension coloidal estable. Adicionalmente, la funcionalizacion

puede resultar en propiedades quimicas y/o bioldgicas deseables. De estamanera,
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se busca mejorar algunas propiedades de la superficie y al mismo tiempo preservar

sus propiedades magnéticas.

Una de las sustancias mas comunes para funcionalizar nanoparticulas magnéticas
de 6xido de hierro es el acido oleico, pues éste les brinda una capa protectora que
evita la oxidacion y al mismo tiempo permite que las nanoparticulas sean estables
en solventes organicos como hexano y tolueno. El &cido oleico aumenta el diametro
de las particulas hasta en 5 nm (Wu, He, & Jiang, 2008). Este tipo de
funcionalizacién con sustancias solubles en aceite son de las mas estudiadas y
comunes. Ahora lo que se busca es lograr una funcionalizacion de manera que las
particulas puedan dispersarse en agua para que puedan utilizarse en aplicaciones

biomédicas.

En la agregacion de particulas a escala nano las interacciones energéticas juegan
un papel decisivo. Por un lado, se tienen las interacciones dipolares y de van der
Waals, ambas atractivas, mientras que por el otro se encuentran las interacciones
estéricas, las cuales son repulsivas. Uno de los factores que afecta la fortaleza de
dichas interacciones es precisamente la funcionalizacion de las nanoparticulas
magnéticas, debido a esto recientemente materiales poliméricos han sido utilizados
para favorecer las interacciones estéricas evitando asi la agregacion de las
particulas. Entre los polimeros mas utilizados destaca el polietilenglicol (PEG) que
brinda a las particulas un aumento en su biocompatibilidad, un incremento en el
tiempo de circulacion en la sangre y una mayor afinidad a las sustancias acuosas.

ElI PEG es un polimero hidrofilico que ha mostrado excelente biocompatibilidad. Las
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particulas funcionalizadas con PEG no son vistas como cuerpos extrafios lo que

permite aumentar el tiempo de circulacion de la sangre.

También el dextrano, quitosano y alginato pueden ser utilizados para estabilizar a
las nanoestructuras y mejorar su biocompatibilidad (Hao et al., 2010). Ademas, otra
estrategia de funcionalizacion interesante tiene como objetivo ligar moléculas a la
superficie con el fin de que se puedan adherir selectivamente a otras moléculas o
células. De hecho, una manera de lograr alcanzar una alta concentracion de
medicamentos de quimioterapia es a través de ligandos (Shamay, Paulin,
Ashkenasy, & David, 2009) que se adhieren a receptores que se encuentran en

grandes concentraciones en las células tumorales.

Es relevante hacer notar que la funcionalizacion tiene algunos efectos adversos en
las propiedades magnéticas de las particulas, pues reduce el momento magnético
de los &tomos localizados en la superficie y afecta la coercitividad. Esta reduccién
de las propiedades magnéticas ha sido asociada (Kodama, 1999) a la existencia de
una capa inerte, en cuanto a magnetismo se refiere, sobre la superficie de las

particulas.

3.1.4 Toxicidad

Las nanoparticulas de 6xido de hierro superparamagnéticas (SPION, por sus siglas
en inglés) han sido aprobadas por la FDA (Food and Drug Administration) para su
uso clinico, por lo que representan una gran alternativa en aplicaciones biomédicas.
Las SPIONs consisten de un nucleo de magnetita o maghemita recubiertas de

polimeros biocompatibles. Sin embargo, a pesar de que materiales como la
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maghemita o la magnetita se encuentran naturalmente en el ambiente, existe una
preocupacion de los riesgos asociados a la exposicién de los humamos a estos

materiales que debe ser atendida acorde a las distintas aplicaciones.

Es bien conocido que las SPION sin recubrir tienen una solubilidad muy baja lo que
puede generar que tiendan a agregarse y por consecuencia impida la libre
circulacién de la sangre en los vasos sanguineos durante su aplicacion. Debido a
esto las particulas de este tipo que se encuentran comercialmente disponibles estan
recubiertas con distintos materiales que mejoran su biocompatibilidad y evitan su

agregacion.

Existen estudios que indican que las SPION estdn asociadas a bajos niveles de
toxicidad en el cuerpo humano, incluso se ha argumentado que la toxicidad es
dependiente del tamafio de las particulas y que las particulas debajo de los 100 nm
de didametro son mas toxicas que sus versiones micrométricas, sin embargo, si bien
esto parece ser cierto para algunos 6xidos metalicos como el Cu0, en el caso de
oxidos de hierro no se encuentra una clara evidencia en toxicidad entre particulas
de diferente tamarfio (Karlsson, Gustafsson, Cronholm, & Moller, 2009). La toxicidad
de las particulas depende de varios factores, entre ellos su recubrimiento superficial.
Por ejemplo, Berry et al (Berry, Wells, Charles, & Curtis, 2003) han demostrado que
las nanoparticulas de 6xido de hierro cubiertas con dextrano inducen muerte celular
y reducen la proliferacion celular de manera similar a las SPION sin recubrir, por
otro lado, con un recubrimiento de albumina a pesar de que aun existe en cierto

grado muerte celular también se induce su proliferacion.
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En cuanto al nivel de toxicidad, el consenso general entre los especialistas es que
la toxicidad es altamente dependiente de la dosis administrada y estudios in vitro
han demostrado que las particulas de 6xido de hierro muestran baja o nula toxicidad
en dosis menores a 100 ug/ml (Karlsson, Cronholm, Gustafsson, & Moller, 2008).
Es importante considerar este hecho, pues en las estrategias de liberacion de
farmaco se busca concentrar el farmaco en el lugar de accion lo que conlleva una
acumulacion excesiva de iones libres de Fe, esto a su vez puede causar lesiones,
procesos inflamatorios e incluso dafiar el ADN. El exceso de hierro se ha asociado
a un incremento en el riesgo de cancer, en particular a cancer de higado. Por esta
razén es crucial considerar la dosis que es apropiada administrar en aplicaciones in

Vivo.

Otro punto a tomar en cuenta es el estado de oxidacién, pues la magnetita carece
de estabilidad y puede sufrir oxidacion (de Fez+ a Fe3*) y convertirse a maghemita.
Los iones de Fe3t son mas potentes para inducir dafio al ADN que los de Fe2*. A
pesar de que se considera que recubrir las nanoparticulas resulta en menos sitios

oxidativos es necesario brindar a las SPION con una mayor estabilidad quimica.

3.2 Polimerizacion por plasma

En la superficie ocurren la mayor parte de las reacciones en las entidades
biolégicas, por lo tanto, la modificacion de la superficie de un material es de suma
importancia. En ese sentido, existen diversas estrategias para modificar la
superficie, pero todas comparten un objetivo en comdn: la introduccién de grupos

funcionales.
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Las estrategias de modificacion de la superficie basadas en tratamientos con
plasma son atractivas para la creacion de superficies que estan disefiadas para
entrar en contacto con ambientes biol6gicos. Adicionalmente, este tipo de estrategia
ofrece menores tiempos de tratamiento comparado con otros métodos. Es por ello
gue desde hace mas de 30 afios la polimerizacién por plasma es un campo de

investigacién establecido.

3.2.1 Conceptos y principios basicos

El plasma es un gas parcialmente ionizado que consiste de una mezcla de
electrones libres, iones, radicales, atomos y moléculas. Asimismo, el plasma es el
estado de la materia mas abundante en la naturaleza. Las estrellas estan
compuestas de plasma, sin embargo, éste es un plasma de altas temperaturas o de
equilibrio (la temperatura de todas las especies es la misma) y desde luego este tipo
de plasma es diferente al plasma que se utiliza para la modificacion de la superficie
en el laboratorio, pues se requieren temperaturas excesivamente altas para llegar
al plasma de equilibrio y por lo tanto es destructivo para los materiales. En el resto
del capitulo cuando me refiera a plasma sera exclusivamente al plasma de bajas
temperaturas o de no equilibrio. En el plasma de no equilibrio las distintas especies
gue lo componen tienen temperaturas distintas, mientras que los electrones tienen
muy altas temperaturas, las especies con mayor masa (atomos o moléculas) se
mantienen a temperaturas mucho mas bajas debido a que intercambian su energia

por medio de colisiones con el resto del gas.
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Generalmente, los plasmas no térmicos son creados al aplicar un campo eléctrico
a un gas. El campo eléctrico aplicado es capaz de acelerar los electrones libres en
un gas neutro que adquieren suficiente energia para ionizar sus atomos y moléculas
(Kortshagen et al., 2016). Usualmente, la manera de aplicar el campo eléctrico es
dentro de un reactor con dos electrodos internos de metal posicionados
paralelamente, aunque también existen reactores con electrodos externos e incluso
sin electrodos que aceleran los electrones por medio de altas frecuencias. A pesar
de las distintas variaciones en los tipos de reactores, es posible identificar sus
componentes indispensables: una vasija o contenedor, un suministro de energia
eléctrica, un sistema para inyectar el gas, un artefacto para acoplar el campo
eléctrico al plasma (antenas o electrodos) y un lugar o material sobre el cual
depositar la pelicula de polimero. Cominmente, la modificacién de la superficie por
medio de la polimerizacién por plasma se lleva a cabo a bajas presiones pues de
esta manera es posible tener descargas eléctricas mas estables y se tiene mayor

control sobre las reacciones en el plasma.

El plasma es un ambiente altamente reactivo y la polimerizacién por plasma es un
proceso que involucra reacciones entre las diferentes especies del plasma y la
superficie del material. En la polimerizacién por plasma un monémero organico es
convertido en fragmentos reactivos que van depositandose sobre un substrato con
el objetivo de afadirle cierta funcionalidad quimica. Mientras el material es
depositado ocurren varios procesos: la ionizacion de los gases, la fragmentacion de
particulas y la recombinacién de particulas. La polimerizacion por plasma es la

técnica principal para fabricar peliculas delgadas de polimero de muchos gases,
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pero no todos los gases generan un recubrimiento, sino que algunos Unicamente

generan radicales libres sobre la superficie del material.

El tratamiento por plasma tiene como consecuencias la introduccién de grupos
funcionales, un incremento en la afinidad con el agua y un aumento de la dureza del
material (Desmet et al., 2009). Las propiedades fisicas y quimicas del recubrimiento
por plasma dependen de varios factores: el tipo de monémero, su tasa de flujo, la
posicién del substrato, la presién, el tiempo de la reaccién y la potencia de los
electrodos. En especifico, cuando todos los deméas parametros se mantienen
constantes la tasa de deposicion del recubrimiento incrementa con la potencia hasta
llegar a potencias altas en las que se vuelve independiente de la misma (Biederman,

1987).

Las peliculas de recubrimiento creadas mediante esta técnica brindan estabilidad
mecénica y térmica. Sin embargo, los polimeros formados por la técnica de
polimerizacion por plasma son amorfos pues no tienen las mismas unidades
repetitivas ni estructura que la de los polimeros convencionales, de hecho, es
comun que presenten entrecruzamiento y en muchos casos radicales libres son
atrapados dentro de esta red. Una de las grandes limitantes de las técnicas de
tratamiento por plasma es la gran diversidad de grupos funcionales que son creados

como consecuencia de las multiples reacciones que ocurren en el plasma.

Otro factor importante y que a menudo es pasado por alto es el envejecimiento,
pues la quimica de la superficie del material se modifica con el paso del tiempo. El

envejecimiento es consecuencia de dos procesos: La oxidacion post-plasmay la
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adaptacion de la superficie. La oxidacion post-plasma es resultado de Ila
reaccion entre los radicales remanentes que quedan dentro de la red de
entrecruzamientos y el oxigeno de la atmosfera. Por su parte la adaptacion de la
superficie es resultado del movimiento de deslizamiento que tienen algunas
cadenas de polimeros desde la superficie hacia el centro del material (Siow,
Britcher, Kumar, & Griesser, 2006). El ambiente en el que se almacenan las
muestras es fundamental en el proceso de envejecimiento, pues distintas

condiciones de aire, humedad o temperatura afectan dicho proceso.

3.2.2 Aplicaciones biomédicas

Las peliculas creadas mediante la polimerizacion por plasma presentan varias
ventajas: el recubrimiento se logra rapidamente, brindan propiedades de barrera y
proteccion, costos bajos de los mondémeros, variedad de materiales que pueden
utilizarse, biocompatibilidad, entre otras. Ademas, es posible proporcionar
funcionalidad a la superficie de un material por medio del recubrimiento por plasma.
Por ejemplo, es posible tener recubrimientos antibacteriales que promuevan el
crecimiento celular o sensibles a la temperatura que sirvan como barreras para
controlar la liberacion de farmacos. Todas estas caracteristicas hacen de los
tratamientos por plasma particularmente atractivos para diversas aplicaciones
biomédicas. En los parrafos siguientes abordaré algunas de las aplicaciones

biomédicas mas destacadas.
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3.2.2.1 Liberacion controlada

Es importante entender la interaccion entre el sistema de liberacién y la barrera que
lo contiene para poder tener un control sobre la administracion de la sustancia
activa. En los sistemas porosos de liberacion de farmaco, el proceso de difusion
juega un papel principal. En la difusion la sustancia activa atraviesa de manera
gradual la barrera, sin embargo, en aplicaciones en las que se busca contar con un
flujo de liberacion estable un problema comuin es la rafaga inicial de liberacion,
donde se libera una cantidad considerable de sustancia. En algunos sistemas de
liberaciobn como las magnetomicelas o las magnetosomas las moléculas de farmaco
escapan via difusion antes de que el sistema llegue al sitio de accion. Un
recubrimiento de la superficie por medio de un tratamiento por plasma permite

contar con una barrera de difusion en este tipo de sistemas.

La liberacion de farmaco en materiales porosos depende del diametro de los poros.
Simovic et al. (Simovic, Losic, & Vasilev, 2010) han presentado un método basado
en la aplicacion de un polimero por plasma, en el cual se modifica la estructura de
los poros. Béasicamente, un material poroso es cargado con farmaco para
posteriormente aplicar una pelicula de polimero por plasma, el recubrimiento puede
ser de distinto grosor lo que permite tener un control sobre el diametro de los poros
y, €n consecuencia, un control sobre la tasa de liberacion. Ademas, la pelicula de
polimero tiene la ventaja de ayudar a las particulas en las aplicaciones biomédicas

al mejorar su afinidad al agua.
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El perfil de liberacion de farmaco de un polimero depende en gran medida de las
propiedades de su superficie y de la movilidad de sus cadenas. Como lo mencione
anteriormente, el tratamiento por plasma introduce una red entrecruzada del
polimero, esta estructura causa que la movilidad de las cadenas se restrinja y por
ende la liberacién de la sustancia activa disminuya (Yoshida, Hagiwara, Hasebe, &

Hotta, 2013).

3.2.2.2 Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos busca desarrollar materiales biocompatibles con el fin de
reparar o remplazar un tejido u 6rgano, para lograrlo es necesario el uso de
andamios que permitan el crecimiento de cultivos celulares y guien su crecimiento.
La respuesta y crecimiento de las células dentro del andamio depende de las
propiedades fisicas y quimicas de este ultimo. El tratamiento por plasma del material
polimérico utilizado como andamio puede incrementar su afinidad celular y permitir

asi el crecimiento adecuado del cultivo celular.

Barry et al. (Barry, Silva, Shakesheff, Howdle, & Alexander, 2005) investigaron el
efecto de una pelicula polimérica depositada por plasma recubriendo un andamio
tridimensional poroso sobre la adhesion y proliferacion celular. Ellos estudiaron el
crecimiento de un cultivo celular sobre andamios de poli (D, L acido lactico) y
concluyeron que el andamio recubierto por plasma presenta una mayor actividad
celular que el del andamio virgen. Lo que representa que esta técnica puede mejorar

la respuesta celular a biomateriales sintéticos.
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3.2.2.3 Recubrimientos anti-incrustantes

Un problema comuin con muchos biomateriales se presenta cuando entran en
contacto con los fluidos fisiolégicos, pues ocurren adhesiones proteinicas vy
celulares indeseables. La polimerizacion por plasma permite modificar la actividad

guimica de la superficie y nos brinda la posibilidad de evitar dichos eventos.

El polietilenglicol (PEG) o PEO es reconocido por evitar la adsorcion celular y la
adhesioén celular. A pesar de que existe una gran variedad de maneras de anadir
una capa de PEO a la superficie de un material, la polimerizacion por plasma ofrece
la posibilidad de recubrir una gran cantidad de sustratos de manera rapida.
Brétagnol et al. (Bretagnol et al., 2006) han realizado exitosos recubrimientos de
PEO aplicando polimerizacion por plasma con radio frecuencia. Similarmente,
utilizando radio frecuencia Lépez et al (Lopez et al., 1992) indujeron la
polimerizacion de tetraetilenglicol dimetileter mostrando una alta resistencia a la

adsorcion de proteinas y a la adhesion celular.

La polimerizacion por plasma es una técnica que ha tomado relevancia al ser capaz
de generar superficies anti-incrustaciones que pueden ser aprovechadas
practicamente en cualquier ambito de la nanomedicina. Aunado a esto, la
simplicidad inherente del proceso de polimerizacion por plasma permite prever una

gran cantidad de investigacion al respecto de estos recubrimientos tan utiles.
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4 Nanoparticulas magnéticas modificadas mediante

polimerizacion por plasma

4.1 Introduccion

Las nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro cuentan con una superficie
grande en relacibn a su volumen vy, consecuentemente, tienen energias
superficiales que tienden a agregar a las particulas con el fin de minimizar dicha
energia (Mahdavi et al.,, 2013). Ademas, las nanoparticulas magnéticas sin
recubrimiento son propensas a oxidarse, lo cual generalmente resulta en una
pérdida de sus propiedades magnéticas. Por las razones anteriormente
mencionadas es importante contar con un recubrimiento superficial apropiado y
desarrollar estrategias efectivas con el objetivo de brindar estabilidad a las

particulas magnéticas
4.1.1 Aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas poseen caracteristicas apropiadas para diversas
aplicaciones biomédicas. Adicionalmente, tienen un tamafio adecuado en relacion

a distintas entidades biologica, que van desde el tamafio de un gen (de 10 a 100
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nm de largo) al de una célula (de 10 a 100 pm). A continuacion, abordaré algunas

de las aplicaciones mas destacadas para estos materiales.

4.1.1.1 Separacion magnetica

La separacion magnética como su nombre lo indica es un proceso que busca
separar materiales magnéticos mediante el uso de imanes, incluso es posible
separar moléculas bioldgicas de su ambiente al etiquetar a las entidades biologicas
deseadas con las particulas magnéticas para posteriormente removerlas con la
aplicacion de un campo magnético. Esta técnica puede ser utilizada en diversas
aplicaciones como remover células de tumores, separacion de parasitos (que
posean propiedades magnéticas), aislar células eucariotas de fluidos como la
sangre, separacion de proteinas o conteo de células. Por ejemplo, particulas
magnéticas con agentes inmunoespecificos han sido ligados con células rojas de la
sangre (Levy, Sahoo, Kim, Bergey, & Prasad, 2002) o células tumorales de pulmon

(Kularatne et al., 2002).

Una manera de lograr la separacion magnética es recubrir a las nanoparticulas
magnéticas con materiales que interactien con las entidades en cuestion y después
formar enlaces covalentes entre el recubrimiento y las moléculas. Sin embargo, un
inconveniente asociado a este método es el hecho de que posiblemente el
recubrimiento lleve a una absorcién no especifica de otras substancias, lo cual
reduce su selectividad, un factor crucial para las aplicaciones anteriormente

mencionadas (Gu, Xu, Xu, & Xu, 2006).
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Los materiales etiquetados se pueden separar del fluido que los contiene por medio
de un gradiente de campo magnético colocado de tal manera que los inmovilice,
mientras que el resto del fluido continde su camino atravesando dicha regién. El
disefio mas simple del separador magnético involucra la aplicaciéon de un iman
permanente en la pared de un tubo de prueba seguido de una remocion del
sobrenadante (Pankhurst, Connolly, Jones, & Dobson, 2003), aunque la desventaja
de este método es que toma demasiado tiempo antes de que se pueda obtener una

cantidad considerable de material etiquetado.

4.1.1.2 Hipertermia

El tratamiento de hipertermia es un procedimiento terapéutico contra el cancer
utilizado para elevar la temperatura de ciertas células dafiadas con el fin de
modificar su actividad celular. El calor puede llegar a ser citotéxico para las células
mientras que al mismo tiempo inhibe la reparacién de las células cuando son
afectadas por otro tipo de tratamientos, en este sentido la hipertermia intensifica los
efectos de las cirugias, radio o quimioterapias clasicas. Existen muchas técnicas
por las cuales se puede generar calor en el area deseada que van desde las mas
rudimentarias como el uso de toallas calientes o saunas, hasta las mas modernas

como el uso microondas, ultrasonido o hipertermia magnética.

El tratamiento de hipertermia magnético depende del calor disipado por las
particulas magnéticas bajo la aplicacion de un campo magnético alternante. El
campo magnético debe tener la suficiente frecuencia y magnitud para que el calor

generado por las particulas magnéticas exceda ligeramente los 42° C. Ademas, el
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campo debe de tener una duracién de por lo menos 30 minutos para lograr debilitar
a las células (Pankhurst et al., 2003). Mientras otras técnicas se vuelven
problematicas por su falta de especificidad afectando tejido sano, la ventaja de la
hipertermia magnética es que permite restringir la zona de calentamiento al area del

tumor.

En general, la tasa de absorcion especifica (SAR por sus siglas en inglés) es el
parametro por el cual se mide la efectividad de las nanoparticulas magnéticas para
generar calor. Gonzales-Weimuller et al. (Gonzales-Weimuller, Zeisberger, &
Krishnan, 2009) advierten una clara dependencia entre el SAR y el tamafio de las
particulas. Encontraron que las tasas de calentamiento més altas se obtienen
reduciendo la polidispersidad de las particulas y aumentando ligeramente el tamafio
de las particulas, reportan que aumentando el tamafio de las particulas poco mas
de 1 nm de didmetro (de 11.2 nm a 12.5 nm) se incrementé substancialmente la
tasa de calentamiento. Este punto es fundamental, ya que la otra alternativa para
generar el calor necesario para dafiar a las células es aumentando la magnitud del
campo magnético alternante, pero un campo demasiado alto puede ser dafiino para
el organismo. Un control riguroso de la temperatura que disipan las particulas
depende en gran medida de su tamafio y forma, por lo tanto, el método de sintesis

de las particulas magnéticas se vuelve fundamental.

4.1.1.3 Imagen por resonancia magnética

La Imagen por resonancia magnética (MRI por sus siglas en inglés) es una técnica

no invasiva utilizada en tratamientos clinicos para producir imagenes de alta calidad
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del interior del cuerpo humano. El objetivo es visualizar procesos biolégicos dentro
de seres vivos para detectar cualquier cambio en los mismos sin la necesidad de
realizar procedimientos invasivos. La MRI esta basada en los principios de la
resonancia magnética nuclear, es decir, en la medicién de los tiempos de relajacién
de los protones después de que han sido excitados por un pulso de radio frecuencia

(Schladt, Schneider, Schild, & Tremel, 2011).

Las nanoparticulas magnéticas de oxido de hierro son materiales de contraste
utilizados en MRI que cuentan con dos componentes: el nicleo magnético y las
moléculas en la superficie para asegurar su integridad y la afinidad a ciertas
entidades bioldgicas. En general, los materiales superparamagnéticos son los
agentes de contraste mas efectivos porque tienen mayor interaccion con los ndcleos

de hidrégeno y afectan sus tiempos de relajacion.

La tecnologia de las particulas magnéticas ha demostrado la posibilidad de
combinar el diagndstico con la terapia. Existen diversos métodos que sugieren como
combinar la liberacién de farmaco con el diagnostico. Nasongkla et al. (Nasongkla
et al., 2006) han desarrollado micelas poliméricas con capacidad de liberar farmaco

de manera controlada y ademas obtener imagenes por resonancia magnéticas.

4.2 Experimental

4.2.1 Sintesis de nanoparticulas magnéticas

Para sintetizar las nanoparticulas magnéticas utilizadas a lo largo de este trabajo

elegimos el método de coprecipitacion por su alto rendimiento, bajo costo y tiempo
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de sintesis relativamente corto. Por su parte, el acido oleico se utilizé para prevenir
la agregacion de las nanoparticulas magnéticas y generar una capa protectora
uniforme. El procedimiento de la polimerizacion por plasma resulta ser conveniente
pues permite modificar las propiedades superficiales sin afectar las propiedades de

bulto originales.

A continuacién, se describen las condiciones y reactivos utilizados en cada etapa
del proceso de sintesis de las nanoparticulas magnéticas y su posterior

funcionalizacion.

El procedimiento de la sintesis de las nanoparticulas magnéticas consiste en
combinar soluciones de cloruro de hierro (ll) (FeCl,) hexahidratado (Sigma Aldrich,
98 %) 0.1 M y cloruro de hierro (lll) (FeCl3) tetrahidratado (Sigma Aldrich, 99 %)
0.2 M, en volumenes iguales de agua desgasificada (100 ml en cada solucién).
Posteriormente, la solucion es agitada mediante unas aspas mecanicas y calentada
hasta a 70 °C. En este punto se afiade 30 ml de hidréxido de amonio (Monterrey,
28%-30%) hasta llegar a un pH de 8. Finalmente, la reaccion se calienta a 80 °C y
se mantiene durante 1 h monitoreando constantemente el pH y afiadiendo hidréxido

de amonio conforme sea necesario para mantener el pH en 8.

Con el objetivo de funcionalizar a las particulas magnéticas, al terminar la reaccion
se afiade una solucién de 7 g de acido oleico (Sigma Aldrich, 90 %) con 80 ml de
hexano (Sigma Aldrich), después se centrifuga la nueva solucién por 10 minutos a
3000 rpm y se decanta usando un iman, luego se afiade 160 ml de etanol (Sigma

Aldrich) para remover el exceso de hexano y huevamente se centrifuga bajo las
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mismas condiciones y se decantan. Se dejan secar las NPM magnéticas dentro de

una campana de extraccién por cuatro dias para evaporar el hexano remanente.

4.2.2 Modificacion superficial mediante polimerizacion por plasma

Por otra parte, la polimerizacion por plasma fue llevada a cabo bajo un vacio
moderado (0.6 bar) en un reactor de vidrio de tipo tubular. En los extremos del tubo
de vidrio estan acoplados dos electrodos planos de acero inoxidable (catodo y
anodo) separados a una distancia de 20 cm. Cada electrodo esta sujeto a una brida
la cual cuenta con dos puertos de entrada al reactor, en uno se conecta una bomba
de vacio y en el otro un medidor de presion. Los electrodos se conectan a un
generador de potencia (Dressler — RF Power Generator) que mantiene el plasma al
generar una diferencia de potencia, en nuestro caso utilizamos una diferencia de 5

watts.

El reactor es conectado a un sistema de vacio que consta de una bomba mecéanica
y un condensador enfriado por nitrégeno liquido para condensar los vapores que se
generan durante la reaccién. Por otro lado, el monémero se encuentra conectado a

una valvula la cual regulara el flujo del vapor hacia el reactor.

4.2.3 Interaccion con células

La presencia de grupos funcionales es un factor crucial para que una célula se
adhiera a la superficie de un biomaterial (Desmet et al., 2009). Con el objetivo de

agregar grupos funcionales en la superficie de las nanoparticulas y caracterizar su
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interaccion con células, las recubrimos con distintos polimeros por el método de

polimerizacion por plasma.

Se prepararon 5 muestras de nanoparticulas. Las dos primeras son controles: el
control 1 son las nanoparticulas con acido oleico, y el control 2 son nanoparticulas
con &cido oleico que se metieron al reactor de polimerizacion sin agregar
mondémero. Las otras tres muestras son nanoparticulas recubiertas por

polimerizacion por plasma utilizando los monémeros: pirrol, alilamina y acetona.

Se analizaron las muestras por espectroscopia infrarrojo (IR) utilizando el
instrumento de reflectancia total atenuada (ATR) para conocer la composicion
guimica de la superficie de las particulas. Ademas, las nanoparticulas se pondran

en contacto con células beta para caracterizar su interaccion.

4.2.4 Teécnicas de caracterizacion

Las técnicas de caracterizacibn nos sirven para determinar la estructura y
composicion de un material. Dependiendo de la naturaleza del material a investigar
algunas técnicas son mas adecuadas que otras. En las siguientes secciones
discutiré brevemente los principios y usos de las técnicas utilizadas a lo largo de

este trabajo para determinar las distintas caracteristicas de los materiales.

4.2.4.1 Dispersion de luz dindmica

La dispersion de luz dinamica (DLS, por sus siglas en inglés), también conocida
como espectroscopia de correlacion de fotones, es una técnica comunmente

utilizada para determinar la distribucion de tamafos de particulas en suspensiones
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coloidales. En el DLS un haz de luz monocromético es enfocado hacia una muestra
en suspensién coloidal y la luz dispersada por la muestra es recolectada por un

fotomultiplicador colocado a un angulo 8 respecto al haz transmitido.

Las particulas suspendidas en un solvente experimentan movimiento browniano,
debido a este movimiento las posiciones relativas de las particulas varian
constantemente. El DLS esta basado en el hecho de que la intensidad de la luz
dispersada cuando atraviesa la suspension coloidal depende de las posiciones de
las particulas. Las particulas pequefias se mueven mas rapido y aceleran la
variacion de la intensidad de dispersion. Por el contrario, las particulas grandes
disminuyen la variacién de la intensidad (Cuadros-Moreno, 2014). Es por ello que
en las fluctuaciones de la intensidad se encuentra informaciéon implicita acerca de

la estructura de las moléculas presentes en la muestra.

Es posible obtener informacion acerca del tamafio de las particulas relacionando las
fluctuaciones de la intensidad con el coeficiente de difusion D por medio de la
funcion de correlacion de intensidad. El coeficiente D se obtiene al ajustar la curva
de correlacion a una funcion decaimiento exponencial. Posteriormente haciendo uso
de la ecuacion de Stokes-Einstein (4.1) es posible obtener el radio de lasparticulas

KgT
D=
6mnR

(4. 1)

donde Kp es la constante de Boltzmann, T la temperatura, n la viscosidad y R el

radio hidrodinamico. El radio calculado a través de las propiedades de difusion es

un radio aparente del tamafio dindmico de la particula, es decir, el radio
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hidrodinamico. Por dltimo, cabe mencionar que la técnica de dispersion de luz

dinamica permite medir tamafios de hasta 1 nm de diametro.

Para calcular la distribucion de tamafios de las nanoparticulas magnéticas, éstas
fueron suspendidas en tolueno y colocadas de tal manera que formaran un angulo
recto con el haz incidente, el tiempo de medicién de las fluctuaciones fue de un

minuto.

4.2.4.2 Espectroscopia de fluorescencia

En la espectroscopia de fluorescencia moléculas de la muestra son excitadas para
producir un espectro de emision que provee informacion para su analisis cualitativo
y cuantitativo. En este caso las moléculas después de absorber un foton emiten luz,
pero de mayor longitud de onda y con tiempos de vida cortos (< 10-°s). La energia
del haz de excitacién sélo puede ser absorbida cuando la molécula se mueve de un
estado inferior a otro de superior energia. El posterior retorno de la molécula a su
nivel de energia fundamental se produce a través de la emision de luz. Sin embargo,
la luz emitida tendra una mayor longitud de onda (o lo que es lo mismo una menor
energia) ya que parte de la energia absorbida se transforma en energia de vibracion

y colisiones con otras moléculas.

La molécula excitada no siempre emite fluorescencia. Los factores que afectan la
fluorescencia de una muestra son su estructura molecular y su ambiente quimico
(Skoog, Holler, & Crouch, 1998). Ademas, también determinan la intensidad de la

luz emitida. La fluorescencia es emitida de la muestra en todas las direcciones, pero
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se observa de manera mas conveniente en angulos rectos respecto al haz de

excitacion.

Calculamos el espectro de fluorescencia de las nanoparticulas magnéticas
recubiertas con pirrol. Con una longitud de onda del haz de excitacion de 460 nm,

mientras que la longitud de onda de emisién de 260 nm.

4.2.4.3 Espectroscopia infrarrojo

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) se basa en la
interaccion entre la radiacion infrarroja y un material. Algunas moléculas de un
material pueden absorber la luz infrarroja cuando sus modos de vibracion son
compatibles con la frecuencia de la luz emitida, debido a esto la espectroscopia de
infrarrojo permite la identificacion de grupos funcionales de un compuesto. La
técnica de FTIR emite un haz que contiene muchas frecuencias de luz y analiza la
absorcion del material a cada frecuencia. Es necesario aplicar la transformada de
Fourier para descomponer la sefal obtenida en las distintas frecuencias emitidas y
de esta manera poder obtener un espectro. El espectro de FTIR muestra los picos
correspondientes en los cuales la radiacion es absorbida (Xu Zhi-Kang, Xiao-Jung,

& Ling-Shu, 2009)

En el caso de muestras soélidas, para la preparaciéon del material es necesario diluir
la muestra con bromuro de potasio (KBr), un material que es transparente al rango
de infrarrojo, y posteriormente presionar la solucion hasta tener una pastilla. Sin
embargo, los accesorios de reflexion total atenuada (ATR) evitan la necesidad de

utilizar las pastillas de bromuro de potasio en materiales soélidos o liquidos. Por lo
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tanto, latécnica de ATR-FTIR nos permite analizar materiales de todo tipo de dureza

sin una preparacion de la muestra.

La espectroscopia de ATR esta basada en el fendmeno de reflexién interna total.
Un haz de radiacion atraviesa un cristal (el diamante es el mejor cristal por su alto
indice de refraccion) y comienza a tener una reflexion interna total, la reflexion
interna total crea una onda evanescente que se extiende a la muestra, que siempre
debe estar en contacto intimo con el cristal (en muchos equipos se utiliza un brazo
gue ejerce presion sobre la muestra para mantener un buen contacto). El andlisis
de ATR-FTIR esta basado en la interaccion entre la onda evanescente y la muestra.
Parte de la radiaciéon de la onda evanescente es absorbida por la muestra lo que

produce un espectro de absorcidn.

4.2.4.4 Microscopia electrénica de transmision

Debido a las limitaciones de los microscopios Opticos en cuanto a magnificacion y
resolucion, Ernst Rustka y Max Knoll desarrollaron el primer microscopio
electrénico. La microscopia electronica es una técnica utilizada para obtener
imagenes de alta resolucion. La alta resolucion del microscopio electronico proviene
de utilizar electrones como la fuente de radiacion para iluminar la muestra. Por
medio de esta técnica es posible obtener informacién acerca de la topografia y

morfologia de una muestra (Voutou, Stefanaki, & Giannakopoulos, 2008).

La microscopia electrénica de transmision (TEM) es una técnica de caracterizacion
en la cual electrones altamente energéticos atraviesan una muestra para

posteriormente ser enfocados por una serie de lentes magnéticos. En el microscopio
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electrénico de transmision podemos ver la estructura de la muestra e incluso
observar sus planos atomicos. A diferencia del microscopio electronico de barrido
(SEM), la preparacién de la muestra es complicada pues es necesario obtener

muestras muy delgadas.

En el TEM una parte de los electrones son transmitidos sin que ocurra ninguna
interaccion, la imagen en areas de la muestra que son mas gruesas se vera mas
obscura pues tendran menos electrones que puedan llegar a transmitirse, por el
contrario, las zonas de la muestra mas angostas pareceran mas iluminadas (Voutou
et al., 2008). La parte restante de los electrones interactia con la muestra y los
electrones son dispersados por el potencial electrostatico de los elementos de la

muestra. La dispersion puede ser tanto elastica como inelasticamente.

Por medio de los electrones dispersados es posible obtener patrones de difracciéon
de la muestra. La difraccion es una parte fundamental del TEM, especialmente para
nanomateriales en los cuales la cristalinidad es un aspecto crucial. Adicionalmente,
el TEM puede ser util para estudiar el crecimiento de capas en el material, su
composicién e incluso defectos que pueda presentar (Williams & Carter, 2009).
Finalmente, un punto importante a considerar es que el bombardeo de electrones
puede dafiar a la muestra, especialmente a materiales organicos, por lo que es
necesario considerar esté dafio al momento de interpretar la imagen obtenida por

TEM.
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4.3 Resultados

Las nanoparticulas magnéticas sintetizadas por el método de coprecipitacion fueron
caracterizadas por microscopia electrénica, a partir de ahi se obtuvo un histograma
de los tamafios de las particulas y posteriormente se le ajusto una curva de
distribucién log-normal, como se muestra en la Figura 4-1.Figura 4-1. Imagen de
TEM de las nanoparticulas magnéticas sintetizadas (izquierda) e histograma de las
particulas magnéticas ajustadas a una curva de distribucién log-normal con un

promedio de do = 9 nmy varianza In o = 0.22.
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Figura 4-1. Imagen de TEM de las nanoparticulas magnéticas sintetizadas (izquierda) e histograma de las
particulas magnéticas ajustadas a una curva de distribucion log-normal con un promedio de do =9 nmy

varianza In o = 0.22.

En la Figura 4-2 se observa la caracterizacion por dispersion de luz dinAmica de las

nanoparticulas magnéticas.
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Figura 4-2. Distribucion de tamafios de nanoparticulas magnéticas obtenidas por dispersion de luz dinamica.

Como lo mencione en el objetivo del trabajo, como un primer paso demostramos
gue las particulas magnéticas pueden ser recubiertas por el método de
polimerizacion por plasma con pirrol. Uno de los retos al recubrir las nanoparticulas
magnéticas por el método de polimerizacibn por plasma es lograr recubrir
uniformemente a las nanoparticulas. En trabajos anteriores han utilizado un agitador
magnético dentro del reactor para agitar a las particulas. Sin embargo, en el caso
de las nanoparticulas magnéticas un agitador magnético no serviria, pues atraeria
a las particulas y no se podrian recubrir uniformemente. Por lo tanto, aprovechando

la naturaleza magnética de las particulas colocamos un iméan al exterior del reactor
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para poder moverlas, primero de forma manual y después con la estructura® que se

muestra en la Figura 4-3.

Figura 4-3. Foto de la estructura utilizada para polimerizar por plasma a las nanoparticulas magnéticas de

manera uniforme. La estructura blanca que se observa junto al resorte se mueve rodeando el reactor y por

medio de un iman atrae a las particulas hasta el punto mas alto donde las suelta.
Las nanoparticulas magnéticas recubiertas fueron caracterizadas por TEM (Figura
4-4) y espectroscopia de fluorescencia (Figura 4-5). Los resultados se muestran a

continuacion

1 Estructura creada por el Dr. Raul Montiel
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Figura 4-4. Imagenes de TEM de nanoparticulas magnéticas recubiertas con pirrol, donde se observa

derretimiento del recubrimiento de pirrol.
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Figura 4-5. Espectro de fluorescencia de las particulas magnéticas cubiertas con pirrol. La longitud de
excitacion es de 460 nm (curva azul), mientras que la longitud de emisién es de 260 nm (curva roja).

Ademas del pirrol, otros lotes de nanoparticulas magnéticas fueron recubiertas con
otros dos monoémeros: alilamina y acetona. La caracterizacion de las muestras con
ATR-FTIR se muestra en la Figura 4-6, donde se observa una diferencia en la

composicién quimica en cada una de las muestras. Las muestras recubiertas con
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cada uno de los polimeros y las particulas que Unicamente tenian acido oleico

fueron puestas en contacto con células beta para observar su interaccion (Figura

4-7 y Figura 4-8). Utillizando un iman es notorio que es posible mover las células

adyacentes a las nanoparticulas magnéticas.
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Figura 4-6. El FTIR de las nanoparticulas magnéticas recubiertas con pirrol, alilamina y acetona. Ademas, se

incluye el espectro de nanoparticulas sin ningun recubrimiento por plasma "nano-oleico” y uno mas en donde

las particulas fueron puestas en el reactor de plasma, pero sin monémero “nano-oleico-plasma”.

Figura 4-7. Imagenes de las células en contacto con nanoparticulas magnéticas. A la izquierda recubiertas

con pirrol y a la derecha recubiertas con acetona.

41



i
L

SN W, B 8% 547 R, L4 8
Figura 4-8. Imagenes de las células en contacto con nanoparticulas magnéticas. A la izquierda recubiertas
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4.4 Conclusiones

La distribucion de tamafios obtenida por DLS (Figura 4.2) muestra una distribucion
de tamafios ancha, en contraste con la Figura 4.1, cuya distribucidon se obtuvo del
conteo de particulas individuales a partir de la imagen de TEM, esto se debe a que
en el caso del DLS no se distingue entre particulas individuales o agregadas. Sin
embargo, las particulas muestran un tamafio adecuado para aplicaciones

biomédicas.

Utilizando el reactor de la Figura 4.3 fuimos capaces de recubrir a las nanoparticulas
con pirrol mediante la técnica de polimerizacion por plasma. Adicionalmente,
pudimos obtener un recubrimiento uniforme aprovechando las propiedades

magnéticas de las nanoparticulas.

Debido a los electrones de alta energia utilizados en el TEM en la Figura 4.4 se
puede observar que el pirrol se derritid por lo que no se puede medir el grosor del

recubrimiento. Por otro lado, en la Figura 4.5 se puede observar un pico de emision
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alrededor de los 400 nm, lo cual es consistente con resultados previos de Yanh et

al. (Yang, Zhang, & Guo, 2009) para el pirrol.

Posteriormente, recubrimos a las particulas con distintos mondmeros y la
caracterizacion de las muestras por FTIR permite observar diferencias entre su
composicién quimica, lo que conlleva a una interaccion distinta entre cada muestra
y las células beta como se aprecia en la Figura 4.7 y en la Figura 4.8 ademas de su

habilidad de dispersarse en el medio celular.
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5 Particulas compuestas con caracter magnéetico

para dosificacion de medicamento

5.1 Introduccién

5.1.1 Liberacion de farmaco

La liberacién de farmaco es un campo multidisciplinario que busca liberar una
sustancia terapéutica en el sitio y tiempo deseado. Las nanoparticulas magnéticas
destacan como vehiculos para transportar farmaco, ya que debido a su pequefio
tamafio pueden generar calor en areas reducidas de tejidos. Dicho calor puede ser
utilizado para liberar el farmaco al dotar a la nanoestructura con materiales termo-

sensibles.

Los sistemas de liberacion de farmaco magnéticos tienen como objetivo llevar
particulas magnéticas cargadas de farmaco al sitio de accion para posteriormente
liberar su contenido en respuesta a un gradiente de campo magnético. Desde luego,
un requisito indispensable es que las particulas no tengan un momento magnético
total neto a menos que un campo magnético externo se encuentre presente, pero

como lo mencioné anteriormente, esta caracteristica esta presente en particulas
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superparamagnéticas lo que hace mas atractivo el uso de las nanoparticulas de

o6xido de hierro.

Las ventajas de utilizar particulas magnéticas para liberar farmaco son diversas. Por
ejemplo, pueden ser guiadas al sitio de accidn por medio de un campo magnético
alternante externo. Ademas, es posible visualizar su localizacion a través de imagen
por resonancia magnética. Finalmente, las particulas magnéticas pueden disipar
calor que sirva para un tratamiento de hipertermia y/o detonar la liberacion de

farmaco.

Las nanoestructuras de liberacibn magnética usualmente llevan las sustancias
terapéuticas ligadas a la superficie o encapsuladas dentro del nucleo. En el primer
caso, la sustancia activa se puede unir covalentemente a la superficie de las
particulas, mientras que en el segundo caso los nanosistemas que encapsulan el
farmaco estan compuestas de una estructura tipica de nucleo y cascaron, que
consisten de un nucleo de éxido hierro encapsulado en un recubrimiento polimérico

0 inorganico.

Las limitaciones del uso de la liberacién de farmaco magnética estan relacionadas
con la magnitud y alcance del campo externo aplicado, pues los imanes utilizados
actualmente pueden interactuar con SPION a no mas de 10 cm de profundidad en
el cuerpo. Mas auln, es importante notar que la concentracion de particulas es a lo
largo de la seccion transversal entre el sitio de accion y el iman lo cual puede limitar
la efectividad del campo magnético (Arruebo, Fernandez-Pacheco, lbarra, &

Santamaria, 2007).
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5.1.2 Sintesis de nanocapsulas

En los ultimos afios se ha incrementado el interés en desarrollar nanocapsulas
biodegradables que sirvan como vehiculos en la liberacion de farmaco. En este
sentido, varios polimeros han sido utilizados como portadores debido a que este
tipo de materiales pueden ser capaces de llevar farmacos hidrofilicos o hidrofébicos
al sitio de accion. La eficacia de dichos portadores de medicamento depende, en
gran medida, de la eleccién adecuada del material que permita entre otras cosas,
un nivel alto de encapsulamiento del farmaco, mayor tiempo de circulacion en la

sangre y una liberacion en el momento adecuado como respuesta a un estimulo.

Las nanocapsulas poliméricas biodegradables destacan del resto debido a su baja
0 nula toxicidad, tamafio adecuado y estabilidad en la sangre que incluso puede
incrementarse con una correcta funcionalizacion. Existen distintos métodos para
sintetizarlas, pero al elegir un método se debe tomar en cuenta tanto la aplicacion
deseada como el tipo de farmaco a encapsular. EI medicamento puede ser
transportado por la superficie de la nanoestructura por medio de conjugacion o bien

ser encapsulado dentro del nucleo de la estructura.

De acuerdo a su estructura las nanoparticulas poliméricas se pueden clasificar en
nanocapsulas o nanoesferas. Las nanoesferas son sistemas en los cuales el
farmaco se encuentra disperso dentro de una matriz polimérica (Soppimath,
Aminabhavi, Kulkarni, & Rudzinski, 2001). Por su parte, las nanocapsulas se pueden
definir como sistemas vesiculares en los cuales el farmaco es atrapado dentro un

nacleo que esta rodeado por una membrana polimérica (Mora-Huertas, Fessi, &
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Elaissari, 2010). El nucleo de la nanocapsula puede llevar medicamentos tanto
lipofilicos como hidrofilicos dependiendo del método de preparacién utilizado.
Existen diversas técnicas para sintetizar este tipo de nanoestructuras como
nanoprecipitacion, doble emulsion, entre otras. Debido a una mayor relacion con el
trabajo en esta tesis la seccién sera dedicado exclusivamente a las nanocapsulas y

algunos de los métodos mas comunes para sintetizarlas.

5.1.2.1 Nanoprecipitacion

El método de nanoprecipitacion o también llamado método de desplazamiento de
solvente fue desarrollado por Fessi et al. (Fessi, Puisieux, Devissaguet, Ammoury,
& Benita, 1989). Esta técnica involucra un polimero previamente sintetizado y dos
fases, una fase acuosa (no solvente) y una fase organica (solvente) (Figura 5-1). El
solvente en la gran mayoria de los casos es un solvente organico miscible en agua
(p.€j. acetona, tetrahidrofurano), mientras que el no solvente es agua. Sin embargo,
esto no siempre es el caso, lo importante es que ambas fases sean miscibles y que
tanto el polimero como el farmaco se disuelvan en una fase, pero no en la segunda.
Estas son las condiciones de solubilidad, insolubilidad y miscibilidad que se deben
satisfacer en este método. Otro requisito a considerar es que la fase organica se
pueda evaporar facilmente, ademas cabe mencionar, que en algunas ocasiones se
afiade un tensoactivo a la fase acuosa, aungue sSu UsO no siempre es necesario

(Bilati, Allémann, & Doelker, 2005).
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Figura 5-1. A la izquierda se muestra la fase organica que generalmente consiste de un solvente organico, un
polimero y la sustancia activa (y en el caso particular de esta tesis de nanoparticulas magnéticas). A la

derecha se muestra la fase acuosa que consiste de agua y en algunos casos un tensoactivo.

El principio basico en la formacién de las nanocapsulas con esta técnica es, entre
otras cosas, la variacion de la tension superficial (Quintanar-Guerrero, Allemann,
Fessi, & Doelker, 1998). En efecto, la tensidn superficial en la fase acuosa es mayor
a la tension superficial en la fase organica, lo cual genera turbulencias en la interfase
y una rapida difusion del solvente que tiene como consecuencia la formacion

instantanea de la suspensién coloidal.

Figura 5-2. Muestra el procedimiento de afiadir la fase organica a la fase acuosa, la agitacion puede ser por
medio de un agitador magnético o un sonicador. Sin embargo, en este caso se muestra un procesador

ultrasonico (parte metalica que se encuentra dentro del agua) para agitar la fase acuosa.
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La formacion de las nanocapsulas ocurre cuando la fase organica con el polimero
disuelto se afiade de forma lenta y bajo agitacion a la fase acuosa (Figura 5-2); esto
se debe a que cuando ambas fases entran en contacto existe un rapido
desplazamiento del solvente, lo que genera una precipitacion inmediata del
polimero con una consecuente encapsulacion del farmaco. Es precisamente debido
a la naturaleza del procedimiento descrito, que el método de nanoprecipitacion es
ideal para medicamentos hidrofébicos como la doxorubicina. Mediante el uso de
esta técnica se pueden obtener nanocapsulas pequefias de 100-300 nm en forma
de suspension coloidal. En la Tabla 1 se muestran algunos materiales comunes en

la nanoprecipitacion.

5.1.2.2 Emulsion-difusion

El método de emulsion-difusion fue propuesto originalmente por Quintanar et al.
(Quintanar-Guerrero, Allémann, Doelker, & Fessi, 1998). Entre las ventajas que
tiene esta técnica destacan su alto nivel de encapsulamiento de sustancias liofilicas
e hidrofilicas y su alta reproducibilidad. Para llevar a cabo esta técnica es necesario
contar con una fase organica y una fase acuosa. La fase organica contiene un
solvente organico, un polimero y un aceite, tal que los ultimos dos componentes
sean miscibles en el solvente. Asimismo, otro requisito que debe cumplir el solvente
organico es que debe ser parcialmente miscible en agua. Por su parte, en la fase

acuosa se tiene agua saturada con un agente estabilizador.
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Tabla 1. Materiales utilizados para la preparacion de nanoparticulas por el método
de nanoprecipitacion

Polimero Farmaco Solvente  NS? Tb Referencia
(Limayem Blouza,
PCL Espirinolactona Acetona Agua Span 20 Charcosset, Sfar,
& Fessi, 2006)
(Raffin Pohimann,
. Weiss, Mertins,
PCLo Indometacina  Acetona Agua Polisorbato Pesce da Silveira,
PLA 80 . X
& Stanisguaski
Guterres, 2002)
MPEG- Acetonitrilo AQua - (Lee, Hwang, Lee,
PCL o THF 9 Kim, & Kim, 2009)
PLGA DOX Acetona Agua --- (T, 2016)
(Schaffazick,
: Polisorbato  Pohlmann, Dalla-
PCL Diclofenaco Acetona Agua 80 Costa, & Guterres,
2003)
PLGA HCL Qe Acetonitrilo Agua  --- (Govender, 1999)
procaina
(Deepak, Pandian,
PHB Natokinasa Acetona Agua Tween 80 Kalishwaralal, &
Gurunathan, 2009)
(Ourique,
. Polisorbato  Pohlmann,
PCL Tretinoina Acetona Agua 80 Guterres, & Beck,
2008)
(Yallapu, Gupta,
PLGA Curcumina Acetona Agua PVA Jaggi, & Chauhan,

2010)

aNS=No solvente; "T=Tensoactivo

La fase organica es emulsificada bajo agitacion en la fase acuosa, la subsecuente

difusién del solvente organico hacia la fase acuosa se lleva a cabo con la adicién de
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agua, esto causa la separacion del polimero y el aceite. Una posterior solidificacion
del polimero forma una membrana soélida que sirve como cascarén. Cuando se
busca encapsular una sustancia activa, esta se afiade a la fase organica y en caso
de ser necesario se puede afiadir también un solvente apropiado. La formacién de
las nanocapsulas ocurre en la etapa de la difusién cuando el solvente organico sale

de las gotas de aceite.

El tamafio de las nanocapsulas producidas mediante el método de emulsion-
difusion varia entre 100-500 nm y depende, entre otras cosas, de la composicion de
la fase organica (Moinard-Chécot, Chevalier, Briangon, Beney, & Fessi, 2008). Los
materiales mas comunes para la fase organica son acetato de etilo como solvente,
PCL como polimero y como nucleo se utiliza triglicérido de &cido caprilico. Para la

fase acuosa se utiliza como agente estabilizador PVA.

5.1.2.3 Doble emulsion

El método de doble emulsidon es un proceso simple mediante el cual es posible
encapsular eficientemente compuestos hidrofilicos. La técnica de doble emulsién
implica una separacién entre fases, dependiendo del tipo de preparacién es posible
obtener formulaciones estables de doble emulsién como w/o/w, s/o/w, w/o/o y s/ol/o,
donde w representa agua, o aceite y s un sélido. Sin embargo, me enfocaré en el
método mas comun de encapsulacion para la preparacion de particulas, la doble

emulsién w/o/w.

La técnica de doble emulsibn w/o/w desarrollada por Ogawa et al. (Ogawa,

Yamamoto, Okada, Yashiki, & Shimamoto, 1988) es la méas popular para
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encapsular sustancias activas que se dispersan en agua. En dicha técnica dos fases
acuosas estan separadas por una capa de aceite. Para preparar las estructuras
primero se emulsifica una solucion acuosa del agente activo (fase acuosa interna,
w) dentro de una solucién organica que contiene un polimero (fase aceite, 0),
posteriormente la emulsién primaria resultante es nuevamente emulsificada en una
fase acuosa que contiene un estabilizador (fase acuosa externa, w) (Meng, Ma, Qiu,
& Su, 2003). Finalmente, cualquier solvente organico utilizado en el proceso debe
ser removido, de esta manera se obtienen las particulas de doble emulsién w/o/w.
El tamafio de estas estructuras varia desde los 200 nm hasta los micrémetros, pues
depende de diversos factores como la temperatura, el peso molecular del polimero,
entre otros. Estos sistemas de doble emulsién son excelentes candidatos para la

liberacion de farmacos hidrofilicos.

Mediante esta técnica es posible encapsular distintas sustancias activas como la
doxorubicina dentro de PLGA como es reportado por Tewes et al. (Tewes et al.,
2007) o insulina en una doble emulsion que contiene solventes parcialmente
miscibles en agua (Gallarate, Trotta, Battaglia, & Chirio, 2009). Sin embargo, en
ambos casos aun es necesario mejorar la eficiencia de encapsulacion, pues el nivel
de encapsulacién de la doxorubicina es significativamente menor que usando otros
métodos como una emulsién simple, mientras que la baja encapsulacion de la

insulina se debe a que se cuenta con una fase acuosa interna demasiado pequefia.
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5.1.2.4 Capa por capa

Mediante la técnica de capa por capa creada por Sukhorukov et al. (Sukhorukov et
al., 1998) es posible obtener micro o nanoparticulas cuyas propiedades fisicas
pueden ser modificadas a lo largo del proceso de sintesis. Para ensamblar este tipo
de particulas se necesita un nacleo o una plantilla sobre el cual se deposita un
polimero, este proceso se repite hasta agregar las capas de polimero necesarias
para posteriormente remover la plantilla inicial. La gran mayoria de las capsulas
creadas por este método son hechas a partir de polieclectrolitos debido a que de
esta manera se pueden adsorber polimeros mediante atraccion electrostatica
irreversible, es decir, los polimeros que se depositan sobre la plantilla estan
cargados y la carga de cada polimero se alterna positiva y negativamente para

lograr el ensamble.

Para introducir las sustancias activas es necesario abrir los poros de la capsula
creada para permitir el ingreso del farmaco, este mecanismo puede ser activado al
modificar las condiciones ambientales como el pH, temperatura o incluso con sal
(Johnston, Cortez, Angelatos, & Caruso, 2006). No obstante, se debe considerar
gue esta variacion en las condiciones puede ser inapropiada para algunos
polimeros. Otra forma de introducir el farmaco es con una plantilla porosa que
permita la infiltracion del farmaco previo al proceso de agregar las capas para
finalmente remover la plantilla, este proceso no afecta al medicamento
encapsulado. En este método se pueden encapsular distintas sustancias como
enzimas (Caruso, Trau, Méhwald, & Renneberg, 2000) o insulina (Fan, Wang, Fan,

& Ma, 2006) con tamafios promedio de 20 um y 200 nm respectivamente.
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5.2 Experimental

5.2.1 Preparacion de particulas compuestas

A continuacion, describiré el método a través del cual sintetizamos nanoparticulas
compuestas que sirven para transportar medicamentos de caracter hidrofébico, su
posterior caracterizacion y finalmente mostramos el porcentaje de liberacion de la

sustancia activa contenida ante un estimulo térmico.

Para lograr la encapsulacion se utilizo la técnica de nanoprecipitacion pues es un
método totalmente reproducible y con un alto nivel de encapsulacion. En la técnica
de nanoprecipitacion las variables clave del procedimiento son aquellas asociadas
con las condiciones en las que se afiade la fase organica a la fase acuosa, tales
como: la tasa de inyeccién de la fase organica, tasa de agitacion de la fase acuosa
y la proporcion entre la fase acuosa y la fase organica. Ademas, las caracteristicas
de las nanocapsulas estan influenciadas por la naturaleza y concentracion de sus
componentes. Por lo tanto, antes de encapsular un farmaco se realizaron una serie
de muestras con distintas variaciones, principalmente en el método de agitacion,
con el objetivo de encontrar las condiciones adecuadas para obtener una menor

distribucion de tamafio en las nanocapsulas.

En la Figura 5-3 se muestra una representacion esquematica de la ruta seguida

para lograr la formacién de nanocapsulas mediante la técnica de nanoprecipitacion.
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® Nanoparticulas magnéticas

N Policaprolactona (PCL)
¢ Polietilenglicol (PEG)
e Farmaco

O Cubierta de pirrol

Figura 5-3. Representacion de la ruta que seguimos para sintetizar y funcionalizar las nanocapsulas. Primero
se muestra el resultado de la nanoprecipitacion, después el resultado de la polimerizacién por plasma de la
capa de pirrol y finalmente se afiade el PEG. La parte A representa las distintas pruebas sin farmaco, mientras

gue en la parte B se afiadi6 el farmaco.

Como primer paso se variaron el solvente utilizado y el método de agitacion, las

proporciones de los materiales utilizados es la siguiente:

40 ml de agua desionizada

e 1 grde PVA (Sigma-Aldrich, Mw 9,000-10,000, 80 % hydrolyzed)

e 10 ml de solvente (Tetrahidrofurano (Sigma Aldrich, 99.9 %) o Acetona)
e 40 mgde PCL

e 100 mg de nanoparticulas magnéticas
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La fase acuosa consiste de 40 ml de agua desionizada y 1 gr de PVA, para obtener
una mezcla uniforme el agua se calent6 hasta los 50° C antes de afadir el PVA,
mientras se agitaba el agua con un agitador magnético. Por otro, la fase organica
esta constituida por 10 ml de solvente, 0.04 gr de PCL (en el caso de acetona es
necesario calentar la solucion para que se disuelva el PCL) y 0.1 g de

nanoparticulas magnéticas.

Para lograr la formacién de nanocapsulas se afiadié la fase organica a la fase
acuosa por medio de goteo utilizando una jeringa. Como un primer paso, se
mantuvo fijo el solvente utilizado, mientras que se modificaba el método de
agitacion. En las primeras 2 muestras la agitacion se realizd6 por medio de un
agitador magnético en una parrilla a dos potencias distintas, una moderada y otra
muy alta: 4 y 12 respectivamente; en las siguientes 2 muestras se utiliz6 un
procesador ultrasonico Sonics vibra-cell (Figura 5-4) en el cual se mantuvo fijo el
ciclo de trabajo del procesador con 5 s de trabajo por 5 s de descanso (el goteo se
realiz6é durante los segundos de trabajo) y lo que se vario fue la amplitud a 40 % y
60 %. En la ultima muestra se utilizé un sonicador durante el goteo. Posteriormente
bajo las mismas condiciones variamos el solvente. De esta manera se obtienen
cinco muestras por solvente, por lo tanto, al final se realizaron un total de diez

muestras.
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Figura 5-4. Procesador Ultrasénico Sonics vibra-cell utilizado durante la nanoprecipitacion. Es posible ajustar
el ciclo de trabajo y la amplitud de la sonicacién.

En una segunda etapa se modificé la amplitud del procesador ultrasénico y la
cantidad de nanoparticulas utilizadas en el proceso, esto con el objetivo de
encontrar las variables adecuadas que permitan obtener nanocéapsulas con una
menor distribucidén de tamafos. En esta etapa fueron realizadas un total de nueve
muestras. En las primeras 3 se utilizaron 100 mg de particulas magnéticas y 1 g de
surfactante, en las siguientes 3 muestras se redujo la concentracion de las
particulas a 50 mg manteniendo fija la cantidad de surfactante y finalmente en las
tltimas tres muestras la concentracion de particulas magnéticas fue de 50 mg y sin
el uso de surfactante. En cada grupo de 3 muestras se varié la amplitud del

procesador en 60 %, 80 % y 100 %.

Con base en las pruebas realizadas llegamos a la conclusién que las cantidades a

utilizar para preparar las nanocépsulas en el resto del trabajo sean las siguientes:
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e 200 ml de agua desionizada

e 50 ml de acetona

e 50 mg de nanoparticulas magnéticas
e 20 mg de PCL

e 25 mg de Indometacina (= 99 TLC SIGMA)

Es decir, la fase organica consiste de 50 ml de acetona, 20 mg de PCL, 25 mg de
Indometacina y 50 mg de nanoparticulas magnéticas. Nuevamente la fase orgénica
se calentd hasta los 50° C y posteriormente se agrego la fase organica de forma
lenta mediante una jeringa al agua (fase acuosa) mientras se agitaba utilizando el

procesador ultrasonico con 100 % de amplitud.

Una vez decididas las cantidades a utilizar en la técnica de nanoprecipitacion, nos
dispusimos a llevar a cabo la curva de calibracion de la Indometacina en el espectro
UV-vis tanto en agua como en metanol. Para realizar la curva de calibracion en agua
se disolvié 1 mg de Indometacina en 100 ml de agua purificada, de tal manera que
se prepard una solucion estandar de 10 pg/ml. A partir de la solucién estandar se
tomaron 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1 y 2 ml y se llevo el volumen hasta los 10 ml de agua
purificada de tal manera que se hicieron seis soluciones de concentracién 0.2, 0.4,

0.6,0.8,1y 2 pg/ml.

Por otro lado, para obtener la curva de calibracion del medicamento en metanol se
tomaron 10 mg de Indometacina y se disolvieron en 100 ml de metanol para formar
una solucion estandar de 100 pg/ml. Después, de la solucion estandar se tomaron

0.1, 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8 ml y se agreg0 solvente hasta llegar a 10 ml con el objetivo
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de tener 5 concentraciones distintas, a saber, 1, 2, 4, 6 y 8 ug/ml. La medicién de la

absorbancia de las muestras fue medida en un espectréometro UV-vis Cary 50 bio.

Calentamos dos muestras de nanocapsulas cargadas con farmaco a bafio maria
utilizando agua como solvente, una hasta los 37 °C y la otra hasta los 60 °C.
Utilizando el espectrometro anteriormente mencionado medimos la absorbancia de

las dos muestras y ademas de una mas que no se calentd (temperatura ambiente).

Por otro lado, para calcular la cantidad total de Indometacina que se encapsula en
la particula tomamos una muestra y la disolvimos en metanol, después medimos su

absorbancia en un volumen 5 ml del mismo solvente.

5.2.2 Caracterizacion

5.2.2.1 Espectroscopia UV-Vis

La espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis) esta basada en la medicion de la
absorcion de soluciones, debido a que moléculas distintas absorben radiacion a
diferente longitud de onda, la espectroscopia de absorcion molecular es valiosa para
identificar grupos funcionales dentro de una molécula. La absorcion de una muestra
puede ser determinada a través de la ley de Beer (Skoog et al., 1998). Si la radiacion
en la que absorbe la molécula se encuentra dentro del rango ultravioleta o visible,
es posible identificar los componentes en nuestra muestra utilizando espectroscopia
UV-Vis. La espectroscopia de absorcidbn molecular es muy utilizada para la

determinacién de una gran cantidad de componentes organicos e inorganicos.
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En esta técnica un haz ilumina la muestra con una longitud de onda (A) que
comprende entre 200 y 800 nm para obtener el espectro de absorcién de la muestra.
La solucién a analizar es colocada dentro de una celda de cuarzo y adicionalmente,
una celda que contiene Unicamente al solvente es iluminada para comparar la
potencia del haz transmitido en cada celda y compensar la absorcion debida a la
celda y/o dispersion del solvente. La muestra que se quiera analizar debe tener una
concentracion relativamente pequefia (<0.01 M), pues a concentraciones mayores
existe una desviacion de la relacion lineal entre la absorcion y concentracion. Esta

desviacién se debe a diversos factores que incluyen interacciones soluto-soluto.

La absorcion de radiacion UV o visible de un &omo o molécula se debe a la
excitacion de los electrones en la muestra como resultado del haz incidente.
Generalmente, dicha absorcion es producto de la excitacibn de electrones
enlazados, por lo que esta técnica permite relacionar las longitudes de onda de las

bandas de absorcion con las especies bajo estudio.

5.2.2.2 Anélisis termogravimétrico

El andlisis termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés) es un método térmico
gue sirve para medir la cantidad de masa perdida como funcién de la temperatura
o del tiempo. Esta técnica es util cuando se busca determinar la composicion de un
material o su estabilidad térmica. Los datos obtenidos pueden ser graficados para
obtener una curva llamada termograma que muestra la disminucion de la masa a
una temperatura especifica. Los termogramas proveen informacién acerca de los

patrones de descomposicion de cada tipo de polimero (Stuart, 2002) debido a esto
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es que posible utilizar esta técnica para identificar los componentes de nuestra

muestra y estimar el porcentaje en el que se encuentran.

Los instrumentos de TGA constan de una balanza, un horno, un sistema de gas de
purga para proveer una atmésfera inerte y una computadora para controlar las
condiciones de calentamiento. En esta técnica la muestra es suspendida sobre la
balanza y calentada con un horno que puede alcanzar elevadas temperaturas (hasta
1200°C), mientras que la balanza térmica es lo suficientemente sensible para

detectar cambios en la masa de hasta 0.1 ug.

5.2.2.3 Microscopia electronica de barrido

La microscopia electrénica de barrido (SEM) utiliza un haz de electrones de alta
energia para revelar informacion acerca de la morfologia de la superficie de un
material, su cristalinidad y composicion quimica. La técnica de SEM es una técnica
no destructiva (a diferencia del TEM) que requiere una preparacion minima de la
muestra. Los electrones en el SEM tienen una pequefa profundidad de penetracién
por lo que comunmente la técnica de SEM se utiliza casi exclusivamente para
obtener imagenes superficiales de distintos materiales como ceramica, polimeros,

metales o cristales.

En el SEM los electrones incidentes son disparados mediante emision térmica o un
campo eléctrico alto, estos electrones tienen una gran cantidad de energia cinética
la cual es disipada por medio de las interacciones entre la muestra y los electrones.
La interaccion del haz de electrones con la muestra produce electrones secundarios,

retrodispersados y de Auger. Ademas de rayos X incluso es posible que la
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interaccion produzca luz (Vernon-Parry, 2000). Todas estas interacciones son
recolectadas por varios detectores con el fin de aportar informacion sobre la

muestra.

Los electrones secundarios se producen por electrones incidentes que excitan un
electrén de la muestra y que obtienen la suficiente energia para escapar de sus
oOrbitas. Los electrones secundarios pueden mostrar la morfologia y topologia de la
muestra. Por otro lado, los electrones retrodispersados son electrones incidentes
altamente energéticos que se acercan al nicleo de los atomos de la muestra y que
posteriormente salen dispersados fuera de la muestra. Los electrones
retrodispersados son especialmente Utiles para mostrar contraste en la composicion

del material.

5.2.2.4 Calorimetria diferencial de barrido

Un calorimetro es un dispositivo en el que se mide el cambio de temperatura de una
muestra cuando se le suministra una cantidad determinada de calor (HOnhe,
Hemminger, & Flamersheim, 2003). Existen muchos tipos de técnicas de
calorimetria, pero uno de las mas destacadas es la calorimetria diferencial de
barrido (DSC, por sus siglas en inglés) que permite determinar como cambia con la
temperatura la capacidad calorifica de un material. En el DSC se coloca la muestra
y un contenedor vacié que se utiliza como referencia, a partir de ahi se mide la
energia necesaria para establecer una diferencia de temperatura cercana al cero

entre la muestra y una referencia (Schick, 2009).
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La informacion que un DSC nos brinda sirve para conocer el comportamiento amorfo
o cristalino de un material, su temperatura de transicién vitrea o la temperatura en
la cual se derriten los cristales que contiene. Regularmente, los datos de la técnica
del DSC se presentan como una curva de flujo de calor en funcién de la temperatura,
en estas curvas se pueden observar picos distintos que representan eventos
endotérmicos o exotérmicos, es decir, eventos en los que es necesario aplicar una
mayor cantidad de calor o de frio respectivamente a la muestra en relacion a la

referencia.

El modo de operacion mas comun en un DSC es el modo Scan, en el cual la muestra
es calentada o enfriada a una tasa constante. Este modo es especialmente util para
calcular el calor de fusién y el porcentaje de cristalizacion en un polimero semi-
cristalino. Es importante conocer el porcentaje de cristalizacion de la muestra, pues
dicho porcentaje afecta en gran medida las propiedades del material (por ejemplo,

su estabilidad o dureza).

5.3 Resultados

En la técnica de nanoprecipitacion, existen distintas variables que afectan el tamafio
de las nanocapsulas. Como primer paso se varidé el solvente y el método de
agitacion. La afinidad que tiene el solvente por el no-solvente afecta la difusion vy,
por ende, el tamafio final de las particulas. ElI parametro de Flory-Huggins, y, esta
relacionado con la afinidad del solvente y no solvente y se puede calcular a partir

de pardmetros de solubilidad (Ecuacion (5-1).
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VNS
X= T (65— 6ns)? (5-1)

Donde 65y dys son los parametros de solubilidad del solvente y del no solvente
respectivamente, Vys es el volumen molar del no solvente, T la temperaturay R la
constante universal de los gases. Para que exista solubilidad se debe cumplir que
x < 0.5. El calculo del parametro Flory-Huggins se puede realizar de la manera
descrita en (Macario, 2008). En este caso recordando que nuestro no solvente es

PCL podemos calcular el parametro asociado a cada solvente. Para ello, se toman

1/2 ,

los siguientes valores: V. =""=7587",% =939(“ ", R=1987 “,

NS, gmol NS Cm3) gmol K

) =977(“ 12y6 =9.52 (" _1/2. Por su parte, la temperatura en
s(acetona) ﬁ s(THF) m3

el caso de la acetona fue de 50 °C (325.15 K), mientras que para el caso del THF
fue a temperatura ambiente 22° C (295.15 K). El célculo se muestra en las

ecuaciones (5-2) y (5-3).

: cm? 1°
75.87
mol cal 2

Xacet—pcL = -~ 2 ((9.77 = 9.39) (__3) ) = 0.017 (5-2)

1.987 o mol K* 325.15K

cms3 2
75.87 gmot cal 172
XTHF—PCL = ((9.52 —9.39) ( ) )
ca 5.15 K (5-3)
1987gm01K*29 .
= 0.002
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Choi et al. (Choi, Kwon, Kim, & Kim, 2002) presentaron un trabajo en el que
abordaron el estudio de la relacién entre el parametro de interaccion entre el
solvente y no solvente con el tamafio de las particulas. En este caso, ya que los
parametros obtenidos son menores a 0.5 ambos solventes son adecuados para
obtener particulas de tamafio relativamente pequefio. En la Tabla 2 muestro los
resultados obtenidos en esta primera etapa, para ambos solventes con distintos
métodos de agitacion.

Tabla 2. Tamanos de las capsulas obtenidos al variar el solvente y método de

agitacion.
Solvente  Agitador Agitador Procesador Procesador Sonicador

Potencia 4 Potencia 12  Amplitud Amplitud

40% 60%
THE 520 440 480 460 340
+ 100 nm + 100 nm + 90 nm + 80 nm + 70 nm
400 700 340
+
Acetona +80nm  +500nm Lo/ EOMM e nm
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Método de Agitacion: procesador ultrasénico
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Figura 5-5. Distribucién de tamafios de nanocépsulas hechas por el método de nanoprecipitacion con

procesador ultrasonico a 60 % de amplitud y utilizando acetona como solvente.

En la Tabla 2 se observa que el mejor resultado es el del procesador ultrasénico a

60% de amplitud con acetona, cuya grafica se muestra en la Figura 5-5.

A continuacién, se tomé la mejor tendencia en la Tabla 2 correspondiente a
acetona en el procesador ultrasénico a 60 % de amplitud y se realizaron 6 pruebas
en donde se varié la amplitud a 60 %, 80 % y 100 % y se tratd con una
nueva variable que es la concentracion de las nanoparticulas magnéticas a
dos valores distintos: 0.1g y 0.05g. Debido a la falta de literatura al respecto de
nanocdpsulas con nanoparticulas magnéticas hechas mediante

nanoprecipitacion es interesante ver su efecto sobre el tamafio de las
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capsulas. Ademas, en la literatura (Bilati et al., 2005) es conocido que el uso de un

tensoactivo no siempre es indispensable para lograr la nanoprecipitacion, por lo que

en algunas pruebas prescindimos de su uso. A continuacion, presento una tabla con

los resultados obtenidos

Tabla 3. Distribucién de tamafios de nanocapsulas hechas por el método de
nanoprecipitacion con procesador ultrasonico a 100 % de amplitud utilizando
acetona como solvente, con 50 mg de particulas magnéticas y sin tensoactivo.

Amplitud 60%

Amplitud 80%

Amplitud 100%

100 mg de
particulas

180 £ 66 nm
magnéticas con

tensoactivo

50 mg de particulas
magnéticas con 162 + 33 nm

tensoactivo

50 mg de particulas
magnéticas sin 140 £+ 220 nm

tensoactivo

145 + 18 nm 144 + 22 nm
138 + 38 nm 177 + 36 nm
104 + 44 nm 100 + 26 nm
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0.035 - Nanocapsulas sin tensoactivo
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Figura 5-6. Distribucién de tamafios de nanocépsulas hechas por el método de nanoprecipitacion con
procesador ultrasonico a 100 % de amplitud utilizando acetona como solvente, con 50 mg de particulas

magnéticas y sin tensoactivo.

La falta de tensoactivo también parece generar una disminucion de tamafio de las
capsulas. De aqui en adelante las condiciones para preparar las nanocapsulas son
las siguientes: procesador ultrasénico a 100 % de amplitud como método de
agitacién, como solvente usamos acetona, sin tensoactivo y con 50 mg de particulas
magnéticas. En la Figura 5-6 se observa el DLS de las muestras bajo estas

condiciones.
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Figura 5-7. Se muestra el porcentaje de peso perdido como funcién de la temperatura para la

policaprolactona.

Después de liofilizar las muestras las llevamos al TGA para poder estimar la
proporcion de materiales en su composicidon comparandola con las curvas obtenidas
de los materiales por si solos. En la Figura 5-7 se muestra la curva obtenida
mediante andlisis termogravimétrico para la policaprolactona. Similarmente, en la

Figura 5-8 se muestra la curva para las nanoparticulas magnéticas.
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100 — Nanoparticulas Magnéticas
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Figura 5-8. Se muestra el porcentaje de peso perdido como funcion de la temperatura para las nanoparticulas

magneéticas solas.

Como se puede observar en la figura 5.7 la pérdida de peso del PCL tiene una
caida abrupta en el rango de 350 a 450°C, donde el polimero pierde practicamente
todo su peso. Mientras que para el caso de las nanoparticulas la Figura 5-8
indica que el peso tiene una caida continua hasta los 430°C
aproximadamente, sin embargo, las particulas sélo pierden cerca del 20 % de su
peso, esta caida esta asociada al recubrimiento de 4cido oleico que tienen. Con
estas referencias podemos identificar el porcentaje de los componentes de las
nanocpsulas, es importante mencionar que antes de realizar el analisis

termogravimétrico de las nanocépsulas (Figura 5-9), éstas fueron
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liofilizadas por lo que estaban totalmente secas evitando pérdidas de peso

relacionadas con el exceso de agua.

100~ Nanocapsulas
o)
0
()
o 80 -
c
()
-q) “
i) |
g 7
8 \
o
o
40 -
20 - ,
0

1 = I £ 1 v 1 " I < 1 L 1 " 1
100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura (°C)

Figura 5-9. Curva de andlisis termogravimétrico de nanocapsulas compuestas de PCL y nanoparticulas
magneéticas. Las nanocapsulas fueron hechas mediante la técnica de nanoprecipitacion con el procesador
ultrasénico a 80 % de amplitud con 50 mg de particulas magnéticas sin PVA.

Podemos observar en la figura 5.9 que hay una pequefia pérdida de peso antes de
los 300°C que pertenece al acido oleico en las nanoparticulas magnéticas, pero a
partir de los 300°C se presenta una caida pronunciada como la del PCL, dicha caida
corresponde a aproximadamente el 75% del peso de las capsulas. Finalmente,
después de los 500°C todo lo que queda son las nanoparticulas magnéticas. De
esta manera, podemos estimar que cerca del 15% de nuestras hanocapsulas estan

hechas de nanoparticulas magnéticas, 75% de PCL y 10% de &cido oleico.
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Figura 5-10. Termograma DSC de nacocapsulas compuestas de PCL y nanoparticulas magnéticas. El punto

de fusion del PCL es de 59.40°C.

Ademas, las muestras fueron caracterizadas por calorimetria diferencial de barrido
(DSC, por sus siglas en inglés), donde se observa (Figura 5-10) que el punto de
fusion del polimero semi-cristalino PCL es de 59.40 °C. Para calcular el porcentaje
de cristalizacion a partir de esta gréfica es necesario integrar el area (J/g) bajo los
picos de fusion, regularmente dicha area puede ser obtenida por el propio software
del instrumento. El calor de fusion AH,, es igual a la integracion del area del pico de
fusion. Si ademas conocemos el calor de fusién del cristal perfecto del material (100
% cristalinidad) AH,, y podemos estimar la fraccién en peso del PCL en el material
WL, €entonces podemos calcular el porcentaje de cristalizacion X, de acuerdo a la

ecuacion (5-4 (L. Li, 2014).
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AH,,

X, = —= 100 % (5-4)
(Wpc)(AH,)

En nuestro caso AH, = 5825 J/g, AH, = 1364 J/g Yy Wpy = 0.75
aproximadamente a partir del TGA. El célculo del porcentaje de cristalinidad se

muestra en la ecuacion (5-5).

58.25]/9,

= (75)(136.4 ] /q) " 100 % =56.94% (5-5)

X

Posteriormente, las muestras fueron polimerizadas con alilamina por plasma
durante 20 minutos a una potencia de 5 watts y caracterizadas por TGA. En la Figura
5-11 se muestra una comparacion de las curvas de TGA para las nanocapsulas
antes y después de polimerizarlas con alilamina donde se observa que ambas
curvas son muy similares, lo cual nos da un indicio de que la capa de alilamina es
muy delgada pues no se observa una diferencia notoria, aunque la alilamina parece
tener un efecto retardante en la degradacion del PCL, pues la curva roja tiene una

pendiente menos pronunciada entre 300 °C y 380 °C.
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Figura 5-11. Curvas de andlisis termogravimétrico para las nanocapsulas de PCL con nanoparticulas

magnéticas solas (curva azul) y recubiertas con alilamina (curva roja).

Después las nanocapsulas fueron funcionalizadas con PEG. Este proceso se basa
en adherir la cadena de PEG sobre la superficie de la particula empleando amidas

para el enlace.

La funcionalizacién con PEG brinda a los nanoportadores un incremento en el
tiempo de circulacién en la sangre. Para acoplar el PEG a las nanocapsulas se
utilizé PEG-COOH (PEG carboxilado), para sintetizarlo partimos de un
polietilenglicol éter (MPEG) al cual se le aplico una esterificacion con anhidrido
succinico. Una vez obtenido el PEG-COOH lo afiadimos a las capsulas de PEG,
para ello se tom6 1 mg de N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodimida (EDC) y 0.6

mg de N-hidroxisuccinimida (NHS) por cada ml de solucion del PEG carboxiladoen
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agua. La reaccion se agito durante 24 hrs y finalmente se centrifugo a alta velocidad

para precipitar las particulas.

La funcionalizacion con PEG nos permitié suspender a las particulas en agua y asi
llevarlas para su posterior caracterizacion al microscopio electrénico como muestran

las figuras a continuacion.

La Figura 5-12 muestra imagenes del microscopio electrénico de barrido (SEM) de
las nanocapsulas con alilamina. Observamos que las particulas tienen una forma
tipo esferas, una superficie suave y presentan una distribucion de tamafios de entre
250y 600 nm de diametro, distribucion que se muestra en el histograma de la Figura

5-13.

— lpm  JEOL 10/02/2017 - 100nm JEOL 10/02/2017
X 10,000 15.0kV SEI SEM WD 4.5mm 03:48:47 X 37,000 15.0kV SEI SEM WD 4.5mm 03:50:10

Figura 5-12. Imagenes de SEM de nanoparticulas hechas por el método de nanoprecipitacion donde se

observa la morfologia de la muestra.
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Figura 5-13. Histograma de las nanocapsulas obtenidas a partir de las imagenes por SEM con una curva de

distribucion ajustada log-normal con un promedio de do=399 nm y varianza In o = 0.14.

Una vez caracterizadas las muestras se encapsulo la Indometacina, un
medicamento antiinflamatorio, con el objetivo de comprobar que las capsulas lo

pueden liberar a través de un estimulo térmico.

En el proceso de nanoprecipitacion se afiadid la Indometacina a la fase orgénica,
de manera que cuando se vierte la solucion orgénica a la solucion acuosa, tanto el
farmaco como las particulas magnéticas sean atrapadas por el PCL. Para poder
estimar la cantidad de farmaco que es encapsulado es necesario caracterizar la
muestra por espectroscopia UV-Vis y asi observar los picos de absorcion de la

muestra que corresponden a la Indometacina.
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Como primer paso se realiz6 una curva de calibracién para la Indometacina en agua

purificada (Figura 5-14).

0.21 Curva de calibracién de Indometacina
. en agua a 265 nm [
0.18 4
0.15 4
0.12 4
. i
)
< 0.09 -
4 n Ecuacién y=a+b
Adj. R-Square 0.98239
0.06 4 valor | Error
Interseccién 0.01283 0.00536
1 Pendiente 0.08828 0.00528
| |
0.03
0.00 T I T I T I T I L} I
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Concentracién (pm/ml)

Figura 5-14. Curva de calibracién de Indometacina en agua (Amax 265 nm).

Nuestro objetivo, una vez obtenida la curva de calibracion, es medir la cantidad de

Indometacina liberada a tres distintas temperaturas, especificamente a 25 °C, 37 °C

y 60 °C. Las temperaturas fueron elegidas para conocer qué tanta Indometacina se

libera a temperatura ambiente, a temperatura corporal y finalmente a una

temperatura lo suficientemente elevada de tal manera que practicamente toda la

medicina sea liberada. Las absorbancias medidas se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Absorbancia y cantidad de indometacina liberada a distintas

temperaturas.

Temperatura Absorbancia (A =265 nm) Indometacina liberada

25°C

37 °C

60 °C

0.18558 9.8 ug
0.49018 37.8 ug
0.62099 55.1 ug

Con ayuda de la curva de calibracion en agua obtuvimos la cantidad de

Indometacina que se liberaba en las muestras. Utilizando la curva de calibracion en

agua de la Figura 5-14 y tomando en cuenta que los volumenes de las soluciones

fueron 5 ml para la temperatura ambiente y 60°C y de 7 ml para la temperatura de

37°C podemos obtener la cantidad de Indometacina liberada (Tabla 4). La Figura

5-15 muestra el porcentaje de indometacina liberada como funcién de la

temperatura.
100 -
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Figura 5-15. Porcentaje de indometacina liberado como funcién de la temperatura
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Como lo mencionamos anteriormente, ademas de agua también se utiliz6 metanol
para realizar la curva de calibracion. La curva resultante se muestra en la Figura 5-

16.

0.35 . ., .
Curva de calibracién de Indometacina ®

0.30 - en metanol a 265 nm

0.25 4

0.20

ABS

Ecuacion y=a+b%
Adj. R-Square 0.98187
Valor Error
Interseccion -0.00774 0.01418

Pendiente 0.04254 0.00288

Concentracién (ug/ml)
Figura 5-16. Curva de calibracién de Indometacina en metanol (Amax 265 nm).

Al desintegrar las capsulas con metanol, el valor de la absorbancia medido fue de
0.478202. Utilizando la curva de calibracion de Indometacina en metanol (Figura
5-16.) encontramos que la masa total dentro de la muestra es de 57.1 ug. De esta
manera reportamos una capacidad de carga (loading capacity) de las
nanocpsulas de aproximadamente 41 pug por cada miligramo de la masa total

de la capsula.

Para concluir, calculamos el porcentaje liberado para cada temperatura, por

consiguiente, tomamos los 57.1 ug como el total o el 100% de Indometacina y
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encontramos el respectivo porcentaje para cada temperatura utilizando como

referencia la Tabla 4.

A partir de la Figura 5-15 podemos observar que a temperatura ambiente ya hay
una liberacion de Indometacina de aproximadamente 17 % lo cual es un efecto
indeseado en cualquier sistema de liberacidbn controlada. En el caso de la
temperatura corporal, 37 °C, el porcentaje de liberacién es cercano al 66 %.
Finalmente aplicando una temperatura de 60 °C se tiene una liberacion mayor de

96%, es decir, practicamente se libera todo el medicamento contenido.

5.4 Conclusiones y Perspectivas

Fuimos capaces de preparar particulas magnéticas que permiten acarrear
medicamento. Como primer paso variamos distintos parametros en el método de
nanoprecipitacion con el fin de obtener nanocapsulas con la menor distribucién de
tamanos posible. Las condiciones 6ptimas segun la distribucién obtenida por
dispersién de luz dinamica son: acetona como solvente, el procesador ultrasénico

como método de agitacién y sin uso de tensoactivo.

A través del andlisis termogravimétrico pudimos estimar la proporcion de los
componentes en las hanocapsulas, ya que cerca del 15% de nuestras nanocapsulas
estan hechas de nanoparticulas magnéticas, 75 % de PCL y 10 % de acido oleico.
Ademas, también concluimos que el punto de fusién del PCL es de 59.40 °C y

estimamos un porcentaje de cristalizacion del 56.94 %.
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A través del microscopio electrénico de barrido se observa que las nanocapsulas
tienen forma tipo esfera y una distribucion de tamafios con un promedio de
aproximadamente 400 nm. El tamafio de las nanocapsulas sigue estando dentro de

los parametros necesarios para aplicaciones biomédicas.

Después de afadir el farmaco a las nanocapsulas como primer paso demostramos
gue éstas son capaces de liberar su contenido ante estimulos térmicos. Elegimos
tres temperaturas distintas con la intencion de medir la cantidad de medicina
liberada en cada una de ellas, a saber, a 25 °C, 37 °C y 60 °C. Los resultados son
mostrados en la Tabla 4 y como se observa en la Figura 5-15 a altas temperaturas
practicamente se libera todo el medicamento, sin embargo, observamos también un
efecto no deseado, pues a temperatura corporal se libera poco méas del 60 % del

contenido. Por lo tanto, este es un aspecto que mejorar en nuestros nanosistemas.

Para finalizar, encontramos que la capacidad de carga de Indometacina en las
nanocapsulas es de 41 ug por cada miligramo de la masa total de la cdpsula. En
cualquier sistema acarreador de medicamento es importante determinar cuanta

medicina puede ser encapsulada en el nanosistema.
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