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Resumen

Este trabajo se refiere al estudio de nanoplataformas magnéticas como una herramienta
para mejorar el suministro / liberacion asistida de farmacos hidrofébicos. En particular se
analizo el efecto del pH y de magnetohipertemia sobre la liberacion del farmaco en sistemas
de nanoparticulas de maghemita (y-Fe2Os) con polielectrolitos naturales y sintéticos. Usando
el metodo de coprecipitacion se sintetizaron nanoparticulas de y-Fe»O3 obteniendo un diametro
de 8.8 nm. Por otro lado, se modifico la carga superficial de las nanoparticulas magnéticas
(NpMs) mediante la técnica capa por capa de poliectrolitos (LbL, por sus siglas en inglés). Los
resultados experimentales del potencial zeta muestran que las nanoparticulas de y-Fe,Os tienen
carga positiva, sin embargo se observé que, cuando los polielectrolitos se adsorben sobre la
nanoparticula, se produce una inversion de carga que depende del tipo de carga del
polielectrolito. Se utilizaron simultaneamente medidas conductimétricas y potenciométricas
con el fin de encontrar el pH 6ptimo para la deposicion de cuatro capas intercaladas por un par
de polielectrolito sintéticos de poliestireno sulfonato (PSS) / hidrocloruro de polialilamina
(PAH) o por un par de polielectrolito naturales de carboximetilcelulosa (CMC) / quitosano
(CHI) sddico. El potencial zeta se modificd cuando el pH cambid y se debe a la protonacion /
desprotonacion de los grupos ionicos de los polielectrolito presentes en la superficie. El
farmaco fue almacenado dentro de las multicapas de polielectrolitos sintéticos (y naturales)
adsorbidas en las NpMs. Se utilizaron técnicas XRD, TEM, DLS, TGA y FTIR para analizar
las propiedades estructurales, morfoldgicas y de superficie de los sistemas nanoestructurados
sintetizados. La eficacia de encapsulacion de la quercetina se determind por absorbancia
usando espectrofotometria UV-Vis, donde se obtuvo aproximadamente un 43% de quercetina
en todas las muestras. ElI comportamiento magnético de todas las muestras fue
superparamagnética, a la temperatura de 300K. se observé por primera vez que el
comportamiento de magnetizacion en sistemas NpMs@polielectrolito no depende solamente
de la parte diamagnéetica ( 0 no magnética) de la multicapa sino tambien de la cooperatividad
entre las cadenas de polielctrolito y la afinidad de estas con la superficie magnética. Asimismo,
se observé un efecto antimicrobiano de nanoparticulas sobre bacterias Gram (-) (Escherichia
coli) y bacterias Gram (+) (Bacillus subtilis). Ademas, los resultados experimentales de la
liberacion de la quercetina muestran que la velocidad de liberacion es mayor cuando se utiliza
magnetohipertermia (MHT) que en el caso de estimular la liberacién por cambios en el pH, la
cual afecta la permeabilidad de las multicapas de polielectrolito. Los resultados muestran que
cuando se aplica el campo magnético promueve una rapida liberacion del farmaco. La
citotoxicidad del sistema NpMs@polielectrolito (sin o con almacenamiento de un farmaco) se
evalud en células tumorales ovaricas humanas (A2780). Los resultados demuestran que las
nanoparticulas recubiertas con polielectrolito no afectan a estas células con un tratamiento de
dosificacion (concentracion de NpMs@polielectrolito en solucion) siguiente: 40, 60, 80 y 100
pmol/L. Por otro lado, con el sistema NpMs@Polielectrolito-quercetina se observé un proceso
citotoxico ya que llevo a una reduccion en la viabilidad de las células tumorales.
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Capitulo 1. Introduccion

El estudio del comportamiento de los nanomateriales se debe a su gran versatilidad
de potenciales aplicaciones en diferentes areas del conocimiento ya que las dimensiones que
presentan estos materiales (1 a 100 nm) originan propiedades fisicas y quimicas particulares
[1, 2, 3]. Entre las diferentes aplicaciones destacan los circuitos nano-electrénicos, nano-
sensores, dispositivos piezoeléctricos, pilas de combustible, catalizadores, encapsulacion y

liberacion de farmacos, entre otros [4, 5, 6].

En la Gltima década se han empleado materiales nano-estructurados en medicina lo
que ha sido benefico para la salud, por ejemplo esto ha permitido mejorar los diagnosticos
de enfermedades como el cancer [7, 8], o la obtencion de imagenes con mayor precision de
un sitio organico especifico [9, 10, 11], asi como llevar acabo novedosas terapias no invasivas
para el cancer [12, 13], VIH [14, 15], neurodegenerativas [16, 17, 18], oculares [19, 20],
respiratorias [21, 22], etc. Los nanomateriales, prometen brindar a la medicina herramientas
sin precedentes para mejorar la calidad de vida de los pacientes. Sin embargo, hasta ahora no
se comprende del todo bien los mecanismos de interaccion en la nano-biointerfase, por lo
gue se debe involucrar, para un mejor entendimiento, una investigacion interdisciplinaria que
abarque diferentes campos como la fisica, la ingenieria o ciencias de los materiales,

nanomedicina, biologia, quimica, entre otras.

Entre los diferentes tipos de materiales que se utilizan para sintetizar nanoparticulas
se encuentran los éxidos tales como el dioxido de titanio (TiO2), didxido de silicio (SiO»),
oxido férrico (Fe2O3) u oOxido ferroso férrico (FesOas); y muy recientemente los nitruros,
metales y sus aleaciones, polimeros organicos y diferentes materiales compositos [23, 24,
25].

Un tipo de nanoparticula que ha suscitado un elevado interés es aquella que tiene
propiedad magnética, ya que al aplicar un campo magnetico externo se pueden obtener
diferentes comportamientos, de los cuales se pueden mencionar: 1) la manipuilacion del

movimiento de las nanoparticulas magnéticas (NpMs) por dicho campo y ser guiadas a un



blanco celular especifico, particularmente es de gran utilidad para aplicaciones en la
liberacion controlada de farmacos; igualmente la liberacion del farmaco se hace ain mas alta
si utilizamos nanoparticulas cada vez mas pequefias ya que tendremos un incremento en la
superficie efectiva [26, 27], 2) Pueden ser generadores locales de calor para la aniquilacion
de células-tumorales utilizando la técnica que se conoce como magnetohipertermia [28, 29],
esta  técnica consiste en aplicar campos magnéticos oscilantes externos sobre las
nanoparticulas magnéticas lo que eventualmente produce el fendmeno de hipertermia y 3)

Por tener un alto contraste en imagenes de resonancia magnética, entre otras [30].

Los requerimientos especificos que se exigen a las NpMs para aplicaciones en
medicina son tanto la estabilidad estructural como la dispersion coloidal en medios acuosos
con caracteristicas fisioldgicas. Una vez que se cumplan dichos requerimientos es necesario
gue tengan una excelente biocompatibilidad. En este sentido, las nanoparticulas deben ser
funcionalizadas con materiales biocompatibles, durante o después del proceso de sintesis de
la NpMs; asi la superficie funcionalizada de estos 0xidos puede mitigar la formacion de
agregados, evitar cambios de estructura y preservar su composicion cuando se exponen a un
medio biologico. Algunas investigaciones encontraron que cuando las nanoparticulas son
recubiertas, o funcionalizadas por moléculas organicas tales como polimeros y/o anticuerpos,
aumenta su cooperativa con el organismo [31, 32]. La versatilidad del proceso de
funcionalizacion es que permite a las nanoparticulas especificarlas en una region o blanco
celular determinado. Ademas, una superficie funcionalizada puede tener una carga neta
diferente de cero permitiendo asi interacciones electrostaticas en un medio acuoso [33]; entre
algunas biomoléculas idnicas que se pueden utilizar para la funcionalizacion de las NpMs se
encuentran cierto grupos de farmacos con carga, tales como los antineoplasicos, sustancias
que impiden el desarrollo, crecimiento o proliferacion de células tumorales malignas.
Algunos ejemplos pueden ser el tamoxifeno que es un medicamento para el tratamiento de
cancer de seno y/o la cisplatina farmaco basado en el platino usado en quimioterapia para el
tratamiento de varios tipos de cancer, entre los que se incluyen sarcomas, algunos carcinomas
(cancer de pulmoén de células pequefias, cancer de ovario), linfomas y tumor de células
germinales. Ciertas proteinas también son utilizadas para propdsitos biomédicos, en
particular la albimina ya que se ha demostrado que se acumulan en tumores sélidos [34]. En

este contexto, ciertos trabajos de investigacion han aprovechado las propiedades

2


http://es.wikipedia.org/wiki/Platino
http://es.wikipedia.org/wiki/Quimioterapia
http://es.wikipedia.org/wiki/Sarcoma
http://es.wikipedia.org/wiki/Carcinoma
http://es.wikipedia.org/wiki/Linfoma
http://es.wikipedia.org/wiki/Tumor_de_c%C3%A9lulas_germinales
http://es.wikipedia.org/wiki/Tumor_de_c%C3%A9lulas_germinales

electrostaticas de polielectrolitos sintéticos y/o naturales para el recubrimiento de superficies
de diferentes tipos de materiales. Para lograr este fin de una forma sencilla, Decher et al. [35,
36] desarrollaron en 1996 una técnica experimental que en la actualidad es ampliamente
utilizada y se conoce como técnica capa-por-capa o LbL (por sus siglas en inglés) de
polielectrolitos. Una ventaja de la técnica LbL es que permite la fabricacion de dispositivos
con caracteristicas biofuncionales, ya que existen estudios que muestran que tales
dispositivos mantienen sus propiedades de actividad bioldgica cuando péptidos o proteinas
se han adsorbido o inclusive enlazados en peliculas de multicapas de polielectrolitos [37, 38,
39].

Por otra parte, técnicas usando hipertermia ya han sido utilizadas para la aniquilacion
de células tumorales, en particular por medio de microondas establecida en protocolos
oncoldgicos como terapia complementaria de otros tratamientos (radioterapia, etc.) [40]. Los
procesos de hipertermia consisten en el aumento de la temperatura (hasta 45° C) o muerte
celular inducida (T > 46° C). Existen otras técnicas para lograr hipertermia que involucran
radiaciones laser, ionizantes y microondas. Aunque dichas técnicas son capaces de elevar la
temperatura celular, tienen efectos colaterales indeseados, como ionizacion del material
genético (radiaciones) o falta de selectividad (microondas) por lo que afectan regiones
saludables del organismo (células, tejidos, u oOrganos). La utilizacion de nanoparticulas
magnéticas como sustratos en la técnica LbL provee materiales compositos que pueden ser
utilizados en magnetohipertemia (MHT) aumentando asi la liberacion de farmacos o
aniquilacion de células cancerosas [41].

La magnetohipertermia, que es la hipertermia con fluidos magnéticos, se basa en la
disipacion de energia en forma de calor de las propias nanoparticulas magnéticas cuando son
sometidas a un campo magnético oscilante externo. Esta técnica es mucho mas eficiente que
las descritas anteriormente ya que solamente el calentamiento esta dirigido a blancos
especificos por lo que en principio no afectarian regiones saludables del organismo. El logro
de esta metodologia dependera de la funcionalizacion de los nhanocomposites magnéticos
para calentar asi exclusivamente aquellas células tumorales que fueron alcanzadas
previamente. La magnetohipertemia aplicado a estos nanocomposites permitiria también el

control de la cantidad de farmaco liberado en funcion del campo magnético oscilante externo.



En este trabajo se analiza las propiedades de compositos fabricados con NpMs-LbL-
farmaco que tienen potencial aplicacion en hipertermia (magnetohipertermia) mediante la
caracterizacion de los compositos y evaluando el comportamiento respecto a diferentes
variables para optimizar la liberacion de medicamentos. Por otra parte, es necesario entender
el efecto y la interaccion de NpMs sobre los sistemas biologicos, en particular los efectos
citotoxicos para evitar riesgos de un aumento de toxinas en el organismo que puedan ser
contraproducentes con el tratamiento de enfermedades y visiblemente estas condiciones
pueden estar relacionados con la exposicion de las nanoparticulas, polielectrolitos y

dosificacion de medicamentos en contacto con las entidades bioldgicas.

1.1. Presentacion
El manuscrito de tesis se desglosa de la siguiente manera:

En el capitulo 2 se describe los conceptos generales de las propiedades magnéticas de
Oxidos de hierro, se explica la técnica experimental magnetohipertermia asi como los
mecanismos de liberacion de farmacos. Ademas, brevemente se muetran las propiedades

fisico-quimicas de los polielectrolitos y del farmaco quercetina.

En el capitulo 3 describimos los materiales utilizados asi como la metodologia de
sintesis de las nanoparticulas de y-Fe2O3 (NpMs). Se hace énfasis en la técnica capa-por-capa
de polielectrolito (LbL) como método de encapsulacion y/o formacion de multicapas sobre
NpMs, de hecho esto genera la alteracion de la carga superficial de las nanoparticulas.
También se discute la metodologia utilizada para la “encapsulacion” o “almacenamiento”
del farmaco dentro de las multicapas de polielectrolitros. Por altimo, se describe de manera

general las técnicas experimentales utilizadas en este trabajo.
En los capitulo 4, 5y 6 presentamos los analisis y las discusiones del trabajo.

Finalmente, en el ultimo capitulo se muestran las conclusiones y con el objetivo de

dar continuidad a esta investigacion se muestran las perspectivas del trabajo de investigacion



1.2. Objetivo general

Fabricar y caracterizar nanosistemas magnéticos de y-Fe;Os funcionalizados con

polielectrolitos para la liberacién controlada del farmaco (quercetina).

1.3. Objetivos especificos

1.- Sintetizar nanoparticulas magnéticas de y-Fe,O3 de tamafios menores a 20 nm por
medio de la co-precipitacion de sales de hierro.

2.- Encapsulacion y funcionalizacion de las nanoparticulas usando la técnica de
deposicion capa-por-capa (LbL) de polielectrolitos de carga opuesta. Se utilizaran en el
proceso de esta técnica tanto polielectrolitos naturales (quitosano y carboximetilcelulosa)
como sintéticos (hidrocloruro de polialilamina y sulfanato de sodio de poliestireno).

3.- Evaluar la carga superficial de las nanoparticulas magnéticas de y-Fe2Ozsin y con
polielectrolitos por medio de mediciones de movilidad electroforética (potencial zeta).

4.- Caracterizar morfologica y estructuralmente las nanoparticulas magnéticas de y-
Fe>O3 con y sin polielectrolitos.

5.- Analizar la influencia de las multicapas de polielectrolitos sobre las propiedades
magnéticas de nanoparticulas.

6.- Realizar estudios de adsorciéon del farmaco en multicapas de polielectrolitos
previamente adsorbidos sobre las nanoparticulas de y-FezOs.

7- Estudiar la cinética de la liberacion del farmaco en el sistema NpMs con
multicapas de polielectrolito (NpMs-LbL-farmaco) en soluciones a diferentes valores de pH.

8.- Utilizar la técnica de magnetohipertermia para observar el efecto de la liberacion
del fa&rmaco de los sistemas NpMs-LbL-farmaco.

9.- Estudiar el efecto de la liberacion del farmaco sobre el crecimiento bacteriano.

10.- Evaluar la citotoxicidad del sistema NpMs-LbL-farmaco en células cancerosas
(Ovario)






Capitulo 2. Generalidades

2.1. Nanoparticulas magnéticas
El estudio de las nanoparticulas magnéticas tiene una gran importancia en

aplicaciones biomédicas debido a su biocompatibilidad, facilidad de modificacion de la
superficie y liberacion de medicamento asistido por campos magnéticos externos [26], y es
el tema que concierne en este trabajo de tesis. El tipo de magnetizacion depende del tamario,
forma, estructura, cristalinidad, método de sintesis entre los cuales se pueden encontrar

sistemas core(magnetic-dielectric)@shell(dielectric-magnetic) [42, 27].

La naturaleza de las propiedades magnéticas da origen a una clasificacion de los
materiales, los cuales son: diamagnéticos, paramagnéticos, ferromagnéticos, ferrimagnéticos
y antiferromagnéticos, y esta relacionado en la forma como se alinean los dipolos magnéticos

en presencia de un campo magnetico B, ver figura 1.

Sin campo magnético Con campo magngtico Sin campo magnético Con campo magnético
—_— _—
Diamagnético Paramagnetico

Sin campo magnético Sin campo magnético Sin campo magnético
e e e o) 5 « ettt
ot~ <) =« — =« 1=
>t t— ) > (« e L 3 &)
O 2 )b (e) — L3+

Ferromagnético Ferrimagnético Antiferromagnético

Figura 1. Alineacion y la respuesta de los dipolos magnéticos en un campo magnético externo [43].

Los materiales diamagnéticos tienen una propiedad que consiste en repeler campos
magnéticos, es decir, se magnetizan débilmente en sentido opuesto a un campo magnético

(dipolos magnéticos se orientan opuesto al campo aplicado). Otra forma de explicar el



diamagnetismo es a partir de la configuracion electronica de los &tomos o de los sistemas
moleculares que contengan todos sus electrones apareados y los sistemas atémicos o i6nicos
gue contengan orbitales completamente llenos. Es decir los espines de los electrones del
ultimo nivel se encontraran apareados (por tanto el momento magnético de los espines es
practicamente nulo). Ahora bien, el hecho de que la magnetizacién del material se oponga
al campo magnético aplicado puede explicarse de forma sencilla si se considera una
consecuencia de aplicar la Ley de Lenz a nivel molecular. Segun la teoria electromagnética,
siempre que varia el flujo magnético se genera una corriente inducida y, segun esta Ley, "el
sentido de las corrientes inducidas es tal que con sus acciones electromagnéticas tienden a
oponerse a la causa que las produce". Todos los atomos contienen electrones que se mueven
libremente y cuando se aplica un campo magnético exterior se induce una corriente
superpuesta cuyo efecto magnético es opuesto al campo aplicado. Los materiales

diamagnéticos tiene una susceptibilidad negativa (x<0), linea negra de la figura 3.

En los materiales paramagnéticos, existen dipolos magnéticos que estan alineados
solo después de la aplicacion de un campo magnético externo, las dos propiedades que define
el paramagnetismo son: una susceptibilidad ligeramente positiva(y<0) que es directamente
proporcional al campo magnético y una magnetizacion nula en la ausencia del campo
magnético, linea azul de la figura 3. Los materiales que poseen propiedades ferromagnéticas
contienen momentos dipolares magnéticos netos en ausencia de un campo magnético externo
presentando una magnetizacion espontanea, la figura 3 (linea roja) muestra una curva tipica
de magnetizacion en ella se observa un ciclo de histéresis debido a la existencia de dominios
magnéticos dentro del material y a partir de la curva se puede encontrar la magnetizacion de
saturacion (Ms, valor médximo de magnetizacion), el campo coercitivo (Hc, campo externo
necesario para reducir la magnetizacion a cero) y magnetizacion remantente (Mr, la
magnetizacion residual cuando el campo aplicado es cero). Los ferrimagnéticos contienen
momentos magnéticos antiparalelo con diferente magnitud, de modo que no hay
magnetizacion espontanea, sino mas bien una magnetizacion resultante. Y por ultimo, en los
materiales antiferromagnéticos, los momentos dipolares magnéticos son iguales en magnitud

pero antiparalelos, de manera que el momento magnético neto es nulo [44].
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Figura 2. Comportamiento magnético bajo la influencia de un campo aplicado [45]

Hc

«——— Magnetizacion ———

La reduccién de tamafio de los materiales ferromagnéticos a una escala nanometricas
origina propiedades magnéticas paticulares que son diferentes a sus pares en bulto. Para que
un material ferromagnético tenga los espines alienados necesita minimizar su energia
magnetostatica formando dominios magnéticos, es decir, regiones de magnetizacion
uniforme, al reducir el volumen del material por debajo de un valor critico, la forma de estos
dominios se vuelve energéticamente desfavorable. Es entonces cuando se puede considerar
un momento magnético “gigante” unico, que es la suma de todos los momentos magnéticos
individuales de los atomos que contiene la nanoparticula (este modelo es conocido como
“macro-spin-aproximation”) cuyo comportamiento magnético es dependiente de la
temperatura [46], presentando ademas una transicion magnética de un material ferro a uno
superparamagnético. En esta transicién se observa que en ausencia de campo magnético
externo los dipolos son orientados aleatoriamente debido que la energia térmica es superior
a la energia de anisotropia por particula (que es la energia responsable de mantener los
momentos magnéticos de una particula en una determina direccion) y en consecuencia el
momento magnético neto se anula. Aplicando un campo magnético externo las
nanoparticulas se magnetizan, orientandose en direccion al campo externo, ademas presenta
una susceptibilidad magnética mucho mayor que los materiales paramagnéticos y no tiene
campo coercitivo (Hc) ni magnetizacion remantente (Mr), tal como se observa en la figura 2

linea verde [42].



En medicina, las nanoparticulas magnéticas pueden tener un potencial para resolver
problemas del transporte de farmacos en areas especificas del cuerpo. Al mismo tiempo,
mediante técnicas como magnetohipertermia se pueden utilizar las NpMs para calentar y
destruir localmente un tumor cancerigeno, este tipo de tratamiento lo podemos llamar como

magnetoterapia.

La caracteristica esencial de la magnetohipertermia es que la energia que es absorbida
por la nanoparticulas cuando un campo magnético B oscila en en tiempo t con una frecuencia

f, y esta energia magnética se transforma en calor mediante diferentes mecanismos [47, 48]:

a) Generacion de corrientes parasitas (Eddy currents) en un material de baja resistividad
eléctrica expuesto a campo magnético alternado. La pérdida energética que se manifiesta en

forma de calor se debe a corrientes parasitas (ED) esta dada por la ecuacion 1.

(uzd-f-HY 1)
20p

ED=

donde p es la permeabilidad magnética del material, d es el didmetro de la particula, f es la
frecuencia, H es la amplitud de la intensidad del campo magnético y p la resistividad del
material. Sin embargo, el calor inducido por las corrientes parasitas de particulas magnéticas

en la escala nanométrica es pequefia como para tomarla en consideracion.

b) Generacion de calor por la inversion de la magnetizacion dentro de un material
magnético, es decir la rotacion del momento dentro de la particula (relajacion de Neel)

c) Generacion de calor por medio de la rotacion del material magnético respecto del eje
del campo aplicado cuando se encuentra en un medio liquido (relajacion Brown o Browniana)

d) Procesos de magnetizacion y desmagnetizacion originado por la alineacion de los
dominios magnéticos dentro de un campo magnético alterno. Cuando el campo externo
cambia de direccion dominios que previamente estaban alineados pierden su magnetizacion
en un tiempo muy pequefio (tiempo de relajacion del sistema), es decir sufren un
desmagnetizacion, seguida de una magnetizacion en una nueva direccion, esta transicién
provoca pérdidas de energia conocidas como las pérdidas de histéresis. La cantidad de calor
generado por unidad de volumen (Pg), estd dada por la frecuencia (f) multiplicada por el area

del ciclo de histéresis en las coordenadas M-H tal como se muestra en la ecuacion 2:
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Pe =t T fH dM (2)

donde po =4nx107(TmA)?

La cantidad de calor generado (potencia) por las nanoparticulas magnéticas puede
determinarse por diferentes cantidades fisicas como son el momento y el campo magnético,
la frecuencia y el volumen de particulas. La generacion de calor de nanoparticulas (P), se

puede expresar como [49, 50].
2
P =,u07r-f;(‘H‘ (3)

donde y es la susceptibilidad, H es la amplitud de la intensidad del campo magnético. La
ecuacion 3 muestra que a un campo magnético constante la generacion de calor de las
nanoparticulas es linealmente dependiente de la frecuencia. Claramente se observa de la
ecuacion 3 que la susceptibilidad magnética del material.es un pardmetro importante para la
generacion de calor cuando la intesnsidad del campo magnético (H) y la frecuencia (f) son

constante.

Tabla 1. Propiedades generales de los 6xidos de hierro [51].

Propiedades Magnetita Fes(Fe?*,Fe®)Oa Maghemita(y-Fe;05)
Estructura cristalina Cubico Cubico o tetragonal
Dimensiones de la celda a=0.8396 nm a=0.83474 nm
Tipo de magnetismo Ferrimagnético Ferrimagnético
Densidad 5.26 g/cm? 4.87 glcm®
Magnetizacién de saturacion a 298 K ~90 a 100 emu/g ~ 60 a 80 emu/g
Color Negro Marrén rojizo

Por otro lado, las nanoparticulas magnéticas compuestas por oxidos de hierro, en
particular la magnetita (FesOs) o0 maghemita (y-Fe20s3), son utilizados en
magnetohipertermia; ademas pequefias dosis de nanoparticulas de hierro que se suministra al
organismo ayudan a biodegradarse mas facilmente, aportando los iones de hierro y oxigeno

a la hemoglobina [52, 53]. Estos 6xidos de hierro tienen propiedades fisicas y cristalinas
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similares, tabla 1. En la estructura cristalina de la magnetita, los &tomos el oxigeno forma la
red cubica de caras centradas, los cationes de hierro estan alojados en los espacios
intersticiales; las posiciones tetraédricas corresponde a cationes Fe®* y en las posiciones
octaédricas se alojan cationes Fe*y Fe?* por igual. La maghemita se obtiene por oxidacion
de magnetita por eso tiene una estructura cristalina similar, la Unica diferencia con respecto
a la magnetita es que contiene cationes de Fe3* en la posiciones tetraédricas y en las

posiciones octraédricas, con ausencia de cationes Fe?*.

2.2. Polielectrolitos
Los polielectrolitos son polimeros que tienen grupos ionizables, es decir, son

polimeros cargados [54]. Los polielectrolitos se disocian en especies cargadas en solucion
acuosa por medio de un poliion (monomero cargado) y un contraidn, como se observa en la
figura 3. Dependiendo de la naturaleza de la carga, los polielectrolitos pueden ser cationicos
0 aniénicos. Aquellos cuya disociacion (poliién — contraion) es independiente del pH del
medio se denominan polielectrolitos fuertes, y débiles cuando su disociacion depende del pH

del solvente.

Sistema
— acu0so

poliién —

contraiéon
Figura 3. Representacion esquematica de un sistema solvente-polielectrolito.

Unas de las principales caracteristicas de los polielectrolitos son el bajo coeficiente
de actividad de los contraiones (altamente solvatados en soluciones polares) y el estiramiento
de la cadena de polimero en soluciones acuosas debido a la repulsion electrostatica entre los
mondmeros cargados [55]. Ademas, las propiedades de los polielectrolitos en solucion
dependen del grado de disociacion de sus grupos ionicos, del disolvente, del pH de la solucion

y de la concentracion de sal (fuerza idnica en la solucién).
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Los polielectrolitos se han utilizados en diversas aplicaciones, como la estabilizacion
o floculacion de suspensiones que son muy utiles en la purificacion del agua o en la industria
alimentaria y cosmética. Ademas, se pueden utilizar en la formacién de multicapas y la
inversion de carga del sustrato mediante la atraccion electrostatica entre el sustrato de carga
opuesta y la cadena cargada del polielectrolito mediante técnica de capa por capa (LbL) de

polielectrolito sobre sustratos cargados [56, 57].
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Figura 4. Representacion esquematica de la formacion de una multicapa de polielectrolito sobre un
sustrato cargado [58].

La técnica LbL consiste en sumergir un sustrato cargado en una solucién que contiene
un polielectrolito de carga opuesta. Este procedimiento permite la adsorcion del
polielectrolito sobre el sustrato debido a la fuerte atraccion entre las cadenas del
polielectrolito y la superficie del sustrato. La repeticion de este proceso permite la formacion
de multicapas de polielectrolitos como se muestra en la figura 4. Una de las consecuencias
de esta metodologia es la de invertir el signo de la carga superficial del sustrato o coloide.

Posteriormente, se realizan procesos de lavados de las soluciones que contienen los
polielectrolito para eliminar los polielectrolitos no adsorbidos en el sustrato y asi evitar la

formacion de complejos de polielectrolitos en la solucion [57].
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La morfologia, el grosor, porosidad, degradacion y la carga de la multicapa formada
depende de la naturaleza de los polimeros cargados (sintéticos y/o naturales) asi como
diferentes parametros experimentales como pueden ser [59, 60]: a) el pH de la solucion
acuosa, b) la concentracion ionica de la solucion, c¢) la concentracion del polielectrolito, y d)

temperatura.

Una posible aplicacion de multicapas de polielectrolitos adsorbidos en coloides
cargados es la liberacion controlada de farmacos [61, 62], ya que en principio se conserva la
estabilidad de los medicamentos debido que no hay enlaces covalentes que esten
involucrados [41] en la multicapa de polielectrolitos, es decir, que la técnica LbL puede servir
en principio como excipiente para el principio activo. Por lo tanto, el farmaco y las NPMs
con multicapas de polielectrolito no son una nueva entidad quimica ya que preservan sus
propiedades quimicas intactas. Otra ventaja es que al modificar el pH altera la estructura de
las capas de polielectrolito llevandolas a cambios de permeabilidad de las multicapas lo que
produciria cambios de difusién de un farmaco al liberarse del sistema, también puede
modificar la densidad de carga superficial de las cadenas de los polielectrolitos relajando la

unién intermolecular entre las multicapas [35,63].

2.3. Liberacion controlada de farmacos
La liberacion de un farmaco se puede definir como una entidad capaz de administrar

un farmaco a una velocidad predeterminada (constante o no) durante un periodo prolongado.
Este farmaco debe ser selectivo para un blanco biolégico y que ademas sea facilmente
eliminado a través del metabolismo del cuerpo [63] para evitar efectos secundarios

relacionados con la toxicidad.

La liberacion controlada del farmaco no depende Unicamente de las propiedades
fisicoquimicas del farmaco sino también de la interaccion del vehiculo que contiene al
farmaco (excipiente) y el entorno de disolucion [64]. Por ejemplo cuando el farmaco se
encuentra en sistemas poliméricos, su difusién hacia fluidos fisiolégicos (medios de
disolucién) depende de la concentracion y el grado de hinchamiento “swelling” de la red
polimerica 0 una combinacion de ambos mecanismos [63, 65]. Sin embargo una estrategia

para controlar la liberacidn de farmaco es mediante estimulos externos que pueden modificar
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las propiedades fisicoquimicas del excipiente, red polimérica en este caso, lo que permite
diferentes formas de liberacion del farmaco; de hecho parametros tales como pH,
temperatura, concentracion idnica, masa molecular, fraccién de carga, entre otros [66],
influyen fuertemente en la estructura de una red polimérica. Ademas, si el vehiculo que
transporta al farmaco tiene caracteristicas magnéticas, dpticas (plasmonica en particular) y
porosas puede también provocar la liberacién mediante estimulos externos tales como

campos magnéticos, luz y ultrasonido.

En este trabajo se utilizaron dos modelos matematicos Korsmeyer-Peppas [67] y
Gallagher-Corrigan [68] con el fin de analizar la liberacion controlada en nanoplataformas
compuesta por nanoparticulas magnéticas con multicapas de polielectrolitos que contiene al

farmaco.
a) Modelo matematico Korsmeyer-Peppas

Este es un modelo empirico que describe la liberacion de farmaco con respecto al
tiempo t elevado a una potencia n, empleando para ello datos de liberacion inferiores al 60%,

y es descita mediante la siguiente ecuacion [69].

Mo ke
M

0

(4)

donde M es la cantidad de farmaco liberado al tiempo t, M- es la cantidad de farmaco que
se libera en un tiempo infinito; M{/M., es la fraccion de farmaco liberado a un tiempo
t, k es una constante de velocidad que depende del sistema y n es el exponente difusional en
el sistema. Los valores de n en la ecuacion 4 depende del tipo de geometria del sistema de
encapsulacion (peliculas delgadas, cilindros o esferas). En la tabla 2 se mostran los rangos

del valor de n.

En general este modelo se utiliza para describir el mecanismo de liberacion de un

agente activo (farmaco) a partir de una matriz polimérica [67].
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Tabla 2. Mecanismos de liberacion del principio activo el cual depende del exponente

difusional n para diferentes sistemas.

Exponente difusional (n)

Peliculas delgadas Cilindros Esferas Mecanismo de liberacion
0.5 0.45 0.43 Difusion Fickiana
0.5<n<1.0 045<n<0.89 0.43<n<0.85 Transporte anomalo
1.0 0.89 0.85 Transporte Caso Il
>1.0 >0.89 >0.85 Transporte Supercaso Il

El fendbmeno de hinchamiento de una red polimérica genera cambios estructurales
considerables modificando asi la movilidad de las cadenas moleculares; por ejemplo se
pueden generar diferentes tamafios de poros que originan cambios en la permeabilidad y
tortuosidad de la red polimérica. En el caso de que cadenas poliméricas contengan farmacos,
pueden ocurrir diferentes mecanismos de difusion y/o liberacion del farmaco durante la
evolucion de hinchamiento. Una liberacion a través de poros llenos de agua sin que otro
mecanismo influya tendra una difusividad de caracteristica fickiana (con n~0.5). Por otro
lado, puede ocurrir una difusion anomala (con n>0.5) que dependera de la estructura fisica
de los polimeros, densidad de enlace cruzado (red polimérica) o permeabilidad, del grado de
cristalinidad, solubilidad del sistema, asi como la interacciones entre el polimero-farmaco y

solvente.

Por otro lado, se han propuesto ciertos valores en el exponente n que depende de la
geometria del sistema. Por ejemplo, en el caso de esferas poliméricas tenemos una n=0.43 y
un principio activo se propaga de la capa de la matriz polimérica hacia el soluto mediante
una difusion tipica, es decir, un mecanismo de liberacion Fickiana o “Caso I”. Valores de n
entre 0.43 y 0.89, se denomina transporte andémalo (no Fickiana), donde ocurre la
superposicion de dos fendmenos; una liberacion que es controlada por difusion y por la
relajacion de las cadenas de polimeros (evolucion de hinchamiento o estrechamiento de la
red polimérica). Un valor de n igual a 0.85 trata de una liberacién llamda de orden cero y
significa que la cinética del soluto es controlada solamente por el tiempo de relajacion de la

cadena polimérica en un proceso de hinchamiento (equilibrio termodindmico). En este caso
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el mecanismo de transporte se debe a que la liberacidn presenta una velocidad constante, si
no cambia la geometria del sistema durante el proceso de liberacion (Transporte Caso I1).
Valores de n > 0.85 se tiene un transporte Supercaso Il y este se asocia a la contribucion
simultanea de procesos como difusién, hinchamiento, relajacion y erosion de la matriz
polimérica [70, 71]. Por ultimo, para valores de n < 0.43 no se contempla en la Tabla 2, segun
Peppas (1985), pero se reporta que puede tratarse como difusion de Fickiana. En este caso el
mecanismo es debido a la difusion a través de la matriz polimérica hinchada (presencia de

poros en la matriz polimérica) [72].

b) Modelo matemético Gallagher-Corrigan

Este modelo explica la liberacién de un farmaco mediante dos mecanismos, el
primero es una fase de liberacion inicial de primer orden y una fase de liberacién de farmaco
controlada por degradacion de polimero (ecuacion 5). La fraccion de farmaco liberada en la
primera etapa se debe a una descarga inicial (f») y esta se atribuye a la disolucion del farmaco
que este situado en la superficie del polimero. La segunda etapa describe la velocidad de
liberacion del farmaco y depende de la degradacion del polimero.

e kzt_kztmax (5)

kzt_kztmax

fo=f,-L-e™)+@-f,)- e

Donde, fi= Fraccion de farmaco liberado a tiempo, t
f.= Fraccion maxima de farmaco liberado
ki= Constante de liberacion durante la fase de liberacion de la explosion (rafaga)
tm= Tiempo requerido para alcanzar la razén méaxima

ko= Constante de liberacion durante la fase de degradacion del polimero

2.4. Quercetina

Quercetina es un flavonoide natural presente en nuestra dieta y se encuentra en
concentraciones variables en una variedad de frutas y verduras, tales como cebollas,
manzanas, bayas, nueces, cereza, té negro, etc [73]. Esta molécula ha adquirido en las ultimas

décadas un gran interés por sus propiedades benéficas en la salud: efectos antivirales,
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antibacterianos, antiproliferativas y antiinflamatorios. Ademas ejerce efectos
antiproliferativos en células cancerosas en diversos tipos de cancer, tanto in vitro como in
vivo. Muchos estudios in vitro demostraron los efectos inhibidores del crecimiento de la
quercetina en lineas celulares de leucemia L1210 y P-388, células de cancer de mama, células
de cancer de colon COLO 20DM, celulas de cancer de ovario OVCA 433, células de cancer

de higado HepG2, células de cancer epidermoide A431 y células de cancer gastrico [74].

La estructura quimica de la quercetina (3,5,7,3",4"-pentahidroxiflavona) consiste de
dos anillos aromaticos (A y B) unidos por un anillo de y-pirona (C) y cincos grupos
hidroxilos, figura 5. Cuando esta completamente desprotonado se tiene 5 sitios negativos por

molécula.

Figura 5. Estructura de la quercetina [75]

El uso clinico de la quercetina es limitado debido a su naturaleza hidrofobica, mala
permeabilidad, inestabilidad en medio fisioldgicos y su corta vida media bioldgica. Sin
embargo la encapsulacion de la quercetina para su administracién es necesaria ya que mejora
su solubilidad y por ende se esperaria una mejor liberacion controlada de estos compuestos

dentro del sistema biologico [76, 77].
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Capitulo 3. Parte Experimental

En este capitulo se describe la metodologia y sintesis utilizada para la formacién de

las nanoparticulas de y-Fe2Os3 y la formacion de multicapas de polielectrolitos sintéticos y
naturales adsorbidos en las nanoparticulas sin y con quercetina. Ademas, se describen las

técnicas de caracterizacion utilizadas en este trabajo.

3.1. Materiales y reactivos
Los reactivos y solventes utilizados en este trabajo fueron los siguientes:

a) Sintesis de nanoparticulas de y-Fe2Oa.

1. Cloruro ferroso tetrahidratado (FeClz-4H20), pureza de > 99.0% - Sigma-Aldrich.

2. Cloruro férrico hexahidratado (FeCls:6H20), pureza de 97% - Sigma-Aldrich.

3. Hidroxido de sodio (NaOH) - Vetec.

4. Acido clorhidrico (HCI), pureza de 36.5-38% - J. T. Baker.

5. Acido nitrico (HNO3), pureza de 70% - J. T. Baker

6. Nitrato férrico nonahidratado (Fe(NOz)3-9H20), pureza de > 98.0% - Sigma-
Aldrich

7. Acetona (C3HeO), pureza de >99.4 - J. T. Baker.

b) Técnica capa por capa siny con farmaco.

1. Cloruro de Sodio (NaCl), peso molecular 58.44 g/mol y de pureza 99.5% - Sigma-
Aldrich.

2. Hidrocloruro de polialilamina (PAH), Mw~17,500 g/mol - Sigma-Aldrich.

3. Sulfanato de sodio de poliestireno (PSS), Mw~70,000 g/mol - Sigma-Aldrich.

4. Quitosano (CHI), con peso molecular medio Mw~ 190,000-310,000 g/mol - Sigma-
Aldrich.

5. Carboximetilcelulosa de sodio (CMC), Mw~ 90,000 g/mol — Sigma-Aldrich.

c) Liberacion de farmaco
1. Acido clorhidrico (HCI), pureza de 36.5-38% - J. T. Baker.
2. Acido fosforico (HsPQ4), pureza de 85% - J. T. Baker.
3. Hidroxido de amonio (NH4OH), pureza de 56.6% - Sigma-Aldrich.
4. Etanol (C2HeO), pureza de 99.5% —J. T. Baker
5. Quercetina, pureza de 95% -Sigma-Aldrich
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d) Pruebas bioldgicas

1.
2.

o g b~ w

a w0 N e

Medio de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM)- Life Technologies (USA)
Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5- difeniltetrazol (MTT, C1sH16BrNsS) - Life
Technologies (USA)

Suero fetal bovino (FBS)- Life Technologies (USA)

Penicilina- Life Technologies (USA)

Estreptomicina- Life Technologies (USA)

Linaje de células tumorales de ovario humano (A2780)- Banco de células de Rio de
Janeiro, Brasil (BCRJ).

Dimetil sulféxido (DMSO)

Pruebas de actividad microbiana

Triptona — Sigma-Aldrich

Extracto de levadura - Sigma-Aldrich

Cloruro de Sodio (NaCl), pureza de 99.5% - Sigma-Aldrich

Escherichia coli (Gram-)

Bacillus subtilis (Gram+)

Todos los reactivos fueron usados sin purificacion adicional. Las soluciones fueron

preparadas con agua desionizada (p>18.2 MQ), obtenida de un sistema EASY PURE IIL.

3.2. Sintesis de nanoparticulas de y-Fe>O3

Las nanoparticulas de y-Fe2Os fueron sintetizadas por co-precipitacion acuosa de

magnetita (Fe3O4), seguida de su oxidacion utilizando un procedimiento ligeramente

modificado que el reportado por B. C. P. Coelho et al. [78], ver figura 6.

Co-precipitacion de Fe;0, Peptizacion & Oxidacion
: | : \ [ B
Fe3+ | Agitacion magneticaa 80°C HNO,
Fe 2* > >
NaOH Fe(NO;),;

Figura 6. Representacion esquematica de la sintesis de y-Fe2Os.
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Inicialmente se prepar6 50 ml de una solucion acuosa que contenia 10 mmol de FeCls
* 6H20 y 5 mmol de FeCl; ¢ 4H,0 con una relacion molar Fes* / Fe;" de 2:1 y ésta se dej6 en
agitacion durante 5 min. Después se prepard 100 ml de una solucién 2 M de NaOH vy se dejo
esta solucidn en agitacion. Posteriormente se mezclaron las soluciones anteriores durante 30
min a temperatura constante (80°C). Este paso permitio la obtencion de nanoparticulas de
magnetita, posteriormente se precipitaron magnéticamente y se lavaron 3 veces con agua. El
precipitado se acidificd (peptizacion) con 300 ml de una solucion de HNO3 (1 M) y se dejo
esta solucion en agitacion durante 30 min, posteriormente los precipitados se decantaron
magnéticamente y se descartd el sobrenadante. Después de esta etapa, la oxidacion a
maghemita se completé mediante la dispersién del precipitado en 250 ml de una solucion de
Fe (NO3)3-9H20 (1 M) en agitacion durante 30 min a temperatura constante (80°C). Este
proceso estabilizé la superficie de las nanoparticulas mediante la formacion de un caparazén
de hidroxidos férricos amorfos con una alta estabilidad quimica, creando ademas una carga
positiva en la superficie de las nanoparticulas debido a la adsorcion de iones H * [79, 80]. Por
ultimo las nanoparticulas se precipitaron por magnetizacion, se lavaron con acetona y se

dispersan en soluciones acuosas para obtener un ferrofluido estable.

3.3. Recubrimiento de las nanoparticulas de y-Fe2O3 con multicapas de polielectrolitos
mediante la técnica capa por capa (LbL) sin y con farmaco

Uno de los objetivos de este trabajo es obtener sistemas de nanoparticulas de y-Fe2O3
encapsuladas por multicapas de polieletrolito (sin y con quercetina). Con el fin de observar
el efecto de multicapas sobre las propiedades magnéticas y liberacion de farmacos se utilizan
polielectrolitos sintéticos (PAH y PSS) y naturales (CMC y CHI). El procedimiento del

recubrimiento de las nanoparticulas de y-Fe2O3 se describe a continuacion.

3.3.1. Multicapas de polielectrolitos sintéticos y naturales adsorbidos en nanoparticulas
de y-Fe203
Se prepararon soluciones acuosas con polielectrolitos sintéticos a pH 4 manteniendo

una concentracién constante de PSS (5mM), PAH (10.58 mM) y NaCl (0.1M), y soluciones
acuosas que contienen polielectrolitos naturales de CMC (0.25% m/v) y CHI (0.1% m/v, en
acido acético 0.1M) [58].
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Como se describio anteriormente la técnica capa por capa de polielectrolito consta de
la deposicion de polimeros cargados sobre sustratos de carga opuesta. En este sentido, se
inicié la deposicién de la primera capa de polielectrolito sintético (NpMs@P1), donde se
adicion6 200 ml de PSS en un volumen de 200 ml que contenia una dispersion coloidal de
NpMs con una concetracion de 1.5 mg/ml. Para la segunda capa (NpMs@P2), se afiadié 150
ml de PAH a un volumen de 150 ml que contenia las nanoparticulas con la primera capa
(NpMs@P1) manteniendo una concentracion de 1.5 mg/ml. Para la tercera capa
(NpMs@P3), se agrego 100 ml de PSS a 100 ml de una dispersion acuosa que contenia 150
mg de la NpMs@P2. Finalmente, para la cuarta capa (NpMs@P4), se agregé 50 ml de PAH
a 50 ml de una solucion acuosa que contenia 75 mg de la NpMs@P3, ver figura 7. Se
prepararon multicapas de polielectrolito natural usando el mismo procedimiento descrito
anteriormente. Las multicapas se nombraron como NpMs@C1, NpMs@C2, NpMs@C3 y

NpMs@C4, y esto se refiere respectivamente al nimero de capa de polielectrolito natural.

Polielectrolitos sintéticos Polielectrolitos naturales
Hidrocloruro de polialilamina  Sulfanato de sodio de poliestireno Quitosano Carboximetilcelulosa de sodio
(PAH, Mw~17,500) (PSS, M,, ~70,000) (Mw~190,000-310,000) (CMC, M,, ~90,000)
HO. r RO.. ~|
" [Ho. OH RO.. ofr®
< HCl /2:0/0 J Oo()i) R=Hor
NH. OH NH; on | o
S 0=5=0 v NHg m//\_gt T o

(IJNa

Método de capa por capa

Adsorcion Adsorcién

. —>

Lavado Lavado

NpMs NpMs @ P1 NpMs @ P2 NpMs @ P3 NpMs @ P4
(NpMs @ C1) (NpMs @ C2) (NpMs @ C3) (NpMs @ C4)

Figura 7. Representacion esquematica de nanoparticulas de y-Fe,O3 con multicapas de

polielectrolitos.

En todos los casos, las soluciones de polielectrolitros se introdujeron a las soluciones

acuosas que contienen las nanoparticulas, gota a gota usando una bomba peristaltica a 20
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ml/miny en agitacion usando un dispositivo ultra dispersante (ULTRA TURRAX) a 9000 rpm

durante 10 minutos.

Una vez que las capas de polielectrolito fueron depositados sobre el sustrato cargado

se realizo el proceso de lavado con los pasos siguientes:

a)

b)

Las nanoparticulas recubiertas con polielectrolitros se  precipitaron
magnéticamente y se descartd el sobrenadante.

Después se dispersan en agua desionizada.

Se repite el procedimiento 3 veces con el proposito de eliminar las moléculas del

polielectrolito no adsorbidos.

Por ultimo, las nanoparticulas encapsuladas con las cadenas de polielectrolito se secan

en un desecador y tamizada, con el fin de obtener un polvo de nanoparticulas.

3.3.2. Sistema de multicapas de polieletrolitos sintéticos (y naturales) con farmaco

adsorbidas en nanoparticulas de y-Fe203

Para este caso se procedid de la misma manera que la metodologia descrita

anteriormente excepto que ahora se emple6 una solucién de polielectrolitos positivo (PAH o

CHI) que contiene 0.3 mg/ml de quercetina (molécula de carga negativa) durante la adsorcion

de las capas 2 y 4 (figura 8). El procedimiento de la incorporacion de la molécula de

quercetina en PAH (o CHI) fue por medio de la adicidn de una solucion de quercetina (0.3

% m/v en etanol) a la solucién que contenia el polielectrolitos positivo. Por ultimo, la

solucion final estuvo en agitacion magnética durante 40 min.
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Meétodo de capa por capa con farmaco

o, --__I..."n.
COr
A% - Adsorcion

-—.

Lavado

NpMs NpMs @ P1 NpMs @ PQ2 NpMs @ PQ3 NpMs @ PQ4
(NpMs @ C1) (NpMs @ CQ?2) (NpMs @ CQ3) (NpMs @ CQ4)

—Polielectrolito —Polielectrolito |
negativo positivo

Figura 8 Representacion esquematica de nanoparticulas de y-Fe,Os con multicapas de

polielectrolitos con farmaco.

Es de suma importancia mencionar que la interaccion entre el polielectrolito PAH (o
CHI) de carga positiva y la quercetina de carga negativa formara un complejo. La carga
residual neta del complejo dependera de las concentraciones iniciales utilizadas en el sistema.
En este trabajo se eligid una concentracion de quercetina mucho menor a la del
polielectrolito, con el fin de obtener un exceso de carga positiva para poder utilizarlo en la
técnica capa por capa de polielectrolito. Ademas, es conveniente utilizar pequefias dosis de
quercetina para evitar procesos citotoxicos en el organismo. Si suponemos que tanto la
quercetina y el PAH estan totalmente cargados se obtiene que la razon de carga de sitios
positivos del polielectrolito (n™) entre los sitios negativos de la quercetina (n’) para las
concentraciones usadas aqui son « =n*/ n"~ 477, es decir un exceso de carga positiva. Como
se indicd anteriormente, el grado de protonacion de ambas moléculas depende del pH y sera

discutido en detalle con las curvas experimentales de especiacion en el capitulo 4.

24



3.4. Técnicas experimentales

3.4.1. Microscopio electrénico de transmision (TEM)

Para el anlisis morfoldgico de las nanoparticulas se utiliz6 TEM y HRTEM. El
procedimiento empleado a la muestra para obtener las imagenes por esta técnica experimental
fue la siguiente: se prepararon suspensiones coloidales en agua por medio de ultrasonicacion
durante 15 min. Después, se dispersd una gota (~10pul) de cada solucion sobre las rejillas

microscopicas de cobre recubiertas con carbon y secadas a temperatura ambiente.

Se utiliz6 un microscopio electronico de transmision JEOL 1100 y de las imagenes
obtenidas se obtuvo un histograma de distribucion de tamafios de las nanoparticulas por
medio de analisis de imagen, el programa Imagen J fue usado para este proposito. Por otro
lado, con el programa ORIGIN version 8.5 se hizo un ajuste al histograma con una funcion
de distribucién normal para estimar el didmetro promedio, indice de polidispersidad y

desviacion estandar de las particulas.

3.4.2. Difraccion de rayos X (DRX)

Para el analisis estructural de las nanoparticulas se usé un difractometro de rayos X
PANalytical Empyrean operado a 45 kV y 40 mA, con radiacion CuKa (A=1.5406A). Los
difractogramas se registraron a temperatura ambiente con rango angular de 20° y 80° (valores
de 20), con paso de 0.48°. Se depositaron las muestras de las nanoparticulas de y-Fe;Oz en

forma de polvo.

3.4.3. Potencial zeta (movilidad electroforética)

Para la estimacion del potencial zeta de las nanoparticulas de y-Fe2Os y de las
nanoparticulas de y-Fe.Oz con multicapas de polielectrolito sin y con farmaco se utilizo el
equipo experimental Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments) que hace medidas de
distribucion de tamafios de sistemas coloidales (usando Dispersion dinamica de luz) y
movilidad electroforética (para estimar el potencial Z). Dichas mediciones se hicieron en
soluciones acuosas a temperatura ambiente y a diferente pH (de 2 hasta 12). Los valores

reportados en este trabajo del potencial zeta corresponden al promedio de 10 mediciones.
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Vv
Cabe sefalar que el equipo mide la movilidad electroforética (U, :Ep) y mediante la

ecuacion de Henry (ecuacion 6) se determina el potencial zeta.

V, 2¢f(Ka) (6)
VeTET g
U

donde Ue es la movilidad electroforética, v es la velocidad de la particula medida

experimentalmente, E es el campo eléctrico, € es la constante dieléctrica, p es la viscosidad,
z es el potencial zeta y f(Ka) es la funcion de Henry, que adquiere un valor igual a 1.5
(aproximacion de Hiickel) cuando el sistema se encuentra en un medio polar y 1

(aproximacion de Smoluchowski) cuando el sistema se encuentra en un medio no polar [81].

3.4.4. Dispersion dinamica de luz (DLS)

La dispersion de luz dindmica se utilizd6 con el fin de obtener el diametro
hidrodindmico de las nanoparticulas de y-Fe>O3 en soluciones coloidales y compararlo con
las obtenidas en imagenes TEM. Esto nos da un andlisis sobre el comportamiento de
estabilidad coloidal de las nanoparticulas en soluciones accuosas, es decir el grado de
agregaccion entre ellas. El equipo Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments) fue utilizado en
el modo de DLS con una longitud de onda de 633 nm con el detector a un angulo fijo de
dispersion a 90°. Los diametros reportados en este trabajo corresponden también al promedio

de 10 mediciones.

3.4.5. Titulacién potenciométricas y conductimétricas

Para los experimentos de titulacion se realizaron medidas potenciométricas y
conductimétricas de las NpMs y de los polielectrolitos siguiendo las metodologias descritas
por A. F. C. Campos et al. y S. Farris et al., respectivamente [82, 83]. Para ello se utilizd 50
ml que contienen NpMs (6 polielectrolitos) manteniendo una concentracion (0.1% m/v) y
un Mddulo de conductividad Metrohm 856 con una celda de medicion de conductividad de
5anillos (c = 0.7 cm™ con Pt1000) acoplada con un pHmetro de laboratorio de Metromh 827.
En el caso de las NpMs y de los polielectrolitos PSS, CMC y PAH la medidas se realizd
afiadiendo 0.1 M de NaOH, mientras que para CHI se efectu6 con 0.1 M de HCI. La curva
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de titulacion nos ayudd a determinar el pKa de la superficie de la particula y de los
polielectrolitos y mediante la ecuacion de Henderson-Hasselbalch (Ec. 7) se determind grado
de protonacion (o) presente a un pH especifico, con el objeto de determinar el pH 6ptimo
para maximizar la interaccion entre la nanoparticula y los polielectrolitos [84].

pK, = pH +log (L-a) (1)

Ay

3.4.6. Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)
Los espectros de infrarrojo fueron obtenidos utilizado un espectrometro Bruker

Vertex 70 en el modo de transmision usando pastillas de KBr con una resolucion de 2 cm™

en un intervalo de los 400 cm™ a 4000 cm™.

3.4.7. Analisis termogravimétrico (TGA)

Los analisis termogravimétricos se realizaron en dos equipos: un Shimadzu
Thermogravimetric Analyzer modelo DTG-60 y TA Instruments modelo TGA Q-500 con
una velocidad de calentamiento de 10°C-min™* (de 35° a 600°C) en un flujo de nitrégeno a

50 cm3-mint,

3.4.8. Espectroscopia UV-Vis

Los espectros UV-Vis fueron obtenidos en un espectrometro UV-Vis-U3900OH-
Hitachi, lo que permitié realizar una curva de calibracion de la quercetina. A partir de esta
curva se pudo determinar concentraciones de quercetina liberada de los sistemas de
nanoparticulas/polielectrolitros. Las muestras se analizaron en solucion acuosa y se llevaron

a cabo en el intervalo de onda de 200 a 600 nm.

La curva de calibracion para la quercetina se determind haciendo dilusiones (rango
10 a 30 uM) de una solucion inicial que contenia 100 uM quercetina preparada en una
solucién con un pH constante y etanol en una razén 70:30 (v/v), respectivamente. En la tabla
3 se describen las soluciones usadas.
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Tabla 3. Solucidénes usadas para la curva de calibracién

Nombre Concentracion pH
HCI / KCI ‘ 0.1 mol L? 1.2
NaH2PO4 ‘ 0.1 mol L? 7.4

NH4Cl / NH.OH ‘ 0.1 mol L? 9.0

3.4.9. Eficiencia de encapsulacion (% EE)

La determinacion de la cantidad de quercetina encapsulada en las capas 2, 3y 4 de
los sistemas (PSS/PAH) y (CMC/CHI) se realizo por la técnica de filtracion/centrifugacion
[85]. La técnica consiste en dispersar las NPM que contiene el farmaco dentro una solucion
de 2 ml de 0.1 M NaH2POu4/etanol (70:30, v/v). Posteriormente, se centrifuga a 12000 rpm
durante 20 min, seguido de una filtracion a través de una membrana de PTFE de 0.2 pm por
donde pasa el farmaco y la naoparticula queda atrapada en la membrana. La cantidad de
farmaco liberado se determina haciendo medidas de absorbancia de la solucién obtenida por
la filtracion mediante espectroscopia UV-Vis a la longitud de onda de absorcion méaxima de
la quercetina (380 nm). Cada muestra se analiz6 por triplicado y los resultados se expresaron

como la cantidad de quercetina (en mg) por ml de nanoparticulas.

De forma similar, la eficacia de encapsulacion (% EE) se calculé como la relacion
entre la cantidad de farmaco encapsulado en las nanoparticulas (Cant. rina) y la cantidad
inicial de quercetina utilizada para preparar las nanoparticulas (Cant. iiciar), ecuacion 8.

Cant. (8)

%EE = ——Fml 100
Cant' Inicial

3.4.10. Cinética de la liberacion de quercetina a diferentes pH’s

La cinética de liberacion de la quercetina se obtuvo mediante la metodologia descrita
por Parize [86]. Aproximadamente, 30 mg de las capas 2, 3 y 4 de los sistemas PSS/PAH y
CMC/CHI que contiene la quercetina fueron introducidos en 30 ml de una solucién acuosa.

Las muestras se mantuvieron bajo agitacion constante (700 rpm) en un bafio termostatico a
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37.0 + 0.1°C. Los analisis de liberacion de farmacos fueron realizados bajo condiciones
similares a las encontradas en diferentes zonas del organismo, estos es, a 0.1 M de HCI / KCI
a pH 1.2 (similar al pH del jugo gastrico), 0.1 M de NaH2PO4 a pH 7.4 (similar al pH de la
sangre) y 0.1 M de NH4CI/NH4OH a pH 9,0 (similar al pH del jugo pancreético). El analisis
se realizé durante 240 h mediante mediciones a intervalos de tiempo predeterminados, donde
se analiz6 una alicuota de 2 ml del sobrenadante en un espectrofotometro UV-Vis-U3900H-
Hitachi. La cantidad de quercetina liberada se determind usando una curva de calibracion
estandar, que relaciona la absorbancia con la concentracion conocida de quercetina (mg %)
en las mismas soluciones donde se realizo la cinética de liberacion. Los valores reportados
corresponden al promedio de 3 mediciones y estan se presentan como porcentaje de

liberacion de quercetina a lo largo del tiempo.

Posteriormente se realizaron los ajustes de los perfiles de la cinética mediante el
modelo matematico Korsmeyer-Peppas (ecuacién 4) y modelo matematico Gallagher-

Corrigan (ecuacién 5) para analizar el mecanismo de liberacién.

3.4.11. Estudio de la liberacion de la quercetina por magnetohipertermia
El estudio de liberacion de la quercetina por magnetohipertermia fue realizado en un

equipo Ambrell, modelo Easy Heat LI. Primero se realizaron estudios de perfiles de
calentamiento de las nanoparticculas sin recubrimineto (NpMs) y después con recubrimiento
(NpMs@PSS/PAH y NpMs@CMC/CHI) a una frecuencia constante de 326 kHz mientras
que la amplitud del campo magnético alterno (CMA) se vario de 50e a 190 Oe. Los datos
del aumento y disminucccion de la temperatura fue medida por un termopar que esta inmersa
en las solucciones de las muestras. El intervalo de tiempo para el calentamiento fue de 0-
900s seguida de un enfriamiento de 900-1400s. Posteriormente se obtienen los perfiles de
calentamiento de las muestras que contienen la quercetina a la misma frecuencia de 326 kHz.
Después de cada 180 s las muestras fueron decantadas magnéticamente y el sobrenadante fue
analizado en un espectrofotdmetro UV-Vis-U3900OH-Hitachi (Amax 380 nm). Las medidas se
repitieron 3 veces y la cantidad de quercetina liberada se determind utilizando una curva de
calibracion de la quercetina que relaciona la absorbancia con la concentracion conocida de
la quercetina contenida en solucion acuosa 0.1 M de NaH2PO4 a pH 7.4. Los resultados

obtenidos se presentaron como porcentaje de la liberacion de quercetina a lo largo del tiempo.
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3.4.12. Evaluacion de la citotoxicidad mediante el método de MTT

El método de MTT ha sido ampliamente utilizado para medir citotoxicidad
(viabilidad celular) in vitro; su nombre proviene del compuesto bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Es una prueba colorimétrica que se basa en la
reduccion metabolica del MTT realizada por la enzima mitocondrial succinato -
deshidrogenasa, la cual causa la ruptura del anillo de tetrazolio del MTT y origina la
formacion de cristales azules insolubles en agua (conocidos con el nombre de formazan),
pero solubles en dimetil sulfoxido (DMSO) formando una solucion purpura. Un aumento o
disminucion en el numero de células resulta en un cambio en la cantidad de formazan
formado, indicando asi el grado de citotoxidad causado por las nanoparticulas usadas y
evaluar la funcién mitocondrial de la célula [87, 88].

Lineas de células tumorales ovaricas humanas (A2780) se mantuvieron en matraces
de cultivo celular (75 cm?) en una incubadora 37 °C, 5% de CO; y 98% de humedad con 5
ml de medio de cultivo celular DMEM que contiene 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS)
y 1% (v/v) de antibidticos (10,000 U/ ml de penicilina — 10,000 ug / ml de estreptomicina).
Estas fueron retirados a cada 3 0 4 dias. Después de alcanzar la etapa de confluencia (cuando
el nimero de células es grande y los nutrientes son insuficiente en una determinada area), las
células fueron removidas del frasco de cultivo, utilizando 500 pl de 0.25% de Tripsina-EDTA
y recultivadas en una densidad menor.

Para la determinacion de la viabilidad celular, las células A2780 fueron transferidas
para placas de cultivo de 96 pozos con una densidad de 5x10° células/pozos e incubadas con
diferentes concentraciones (40 a 100 pmol/L) de nanoparticulas recubiertas de
polielectrolitos, nanoparticulas recubiertas de polielectrolitos con quercetina y quercetina
libre a 37 °C y 5% de CO>. El pH de las muestras fue ajustadas para un pH 7.4 con NaOH
(1,0 mol L) antes de ser depositadas con las células. Después de 72 h de incubacion, el
tratamento fue retirado y se afiadio 150 pL de solucion 0.5 mg/ml de MTT en DMEM a cada
pozo y se incubaron durante 3 horas a 37°C (5% de COy). Para solubilizar los cristales de
formazan fue retirado el medio de cultura y se afiadié 200 pl de dimetil sulfoxido (DMSO).
Por altimo, se midié la absorbancia de cada muestra en un espectrofotdmetro con un lector
de microplacas a una longitud de onda de 595 nm (SpectraMax®, modelo M2, Molecular

Devices).
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La cantidad de cristales formados de formazan es directamente proporcional al
namero de células viables (viabilidad celular) y esta se obtiene midiendo la absorbancia. La
viabilidad de las células no tratadas (grupo control) fue considerada como méaxima (100%) y
el porcentage de viabilidad celular fue calculada como a razon entre la absorbancia de las

células tratadas y la absorbancia de las células no tratadas, ecuacion 9 [89].

Abs. Células tratadas 9)
X
Abs. Células control

% viabilidad celular =

Todos los resultados fueron obtenidos a patir de tres experimentos independentes y
se expresan como la media + desviacion estandar. La diferencia entre el efecto de las células
tratadas en comparacion con las células no tratadas (grupo control) se verifico mediante el
analisis de varianza (ANOVA) y la prueba Post Hoc (Tukey) utilizando el programa
GraphPad Prism® 5.0. Los valores que tiene una diferencia entre pares de medias con un
nivel de significancia de p<0.05 (es decir se considera como “estadisticamente significativo”)

se indican en la figura 45 con un asterisco.

3.4.13. Pruebas de actividad antimicrobiana

Las pruebas de actividad antimicrobiana de la quercetina se hicieron sobre
Escherichia coli (Gram negativa) y Bacillus subtilis (Gram positiva) en un medio de cultivo
LB (Luria-Bertani): triptona 10 g, extracto de levadura 5 g y NaCl 10 g para 1 un litro.

Se hizo un cultivo bacteriano en 24 h a 37 °C y en agitacion a 150 rpm en una
incubadora. De este cultivo se tomd un volumen y se diluyé en el medio LB hasta alcanzar
una medida en la densidad dptica de 0.1 (D.0O.s00), usando un espectrofotdmetro con un lector
de microplacas a una longitud de onda de 600 nm (SpectraMax®, modelo M2, Molecular
Devices, EE. UU.). Una vez que cada microorganismo alcanza la densidad dptica de 0.1 se
activa la cinética de crecimiento para cada microorganismo, para realizar esto se mezcla una
porcion de suspension bacteriana con una porcion de suspension que contiene nanoparticulas
recubiertas de polielectrolitos con y sin quercetina a concentraciones de 2.6 mg/ml y 0.2
mg/ml , respectivamente. Para realizar el crecimiento se emplearon matraces Erlenmeyer y

una incubadora a a 37 °C y en agitacion a 150 rpm. De cada suspensién se tomaron 200 pl
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en intervalos de tiempo de 2, 4, 8, 12 y 24 h y se midi6 el cambio de la densidad oOptica. Los
valores reportados corresponden a un promedio de 3 medidas. Los experimentos de la
cinética de crecimiento se repitieron 3 veces con siguientes parametros de control: a) La
esterilidad del medio de cultivo (Solo el medio de cultivo LB), b) el control de las bacterias
con nanoparticulas recubiertas de polielectrolitos con quercetina y la quercetina libre (control
positivo) y c) el control de crecimiento para cada bacteria (control negativo, es decir medio

de cultivo mas indculo bacteriano)
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Capitulo 4. Funcionalizacion nanoparticulas de vy-
Fe>Os con multicapas de polielectrolito sin farmacos

4.1. Microscopia electronica de transmision (TEM)
Las nanoparticulas de y-FeoO3 fueron sintetizadas por el método coprecipitacion

explicado en el capitulo anterior y por medio de microscopia electrénica de trasmision (TEM)

se observo el tamafio y la morfologia de la muestra.

Figura 9. Imagenes TEM de las nanoparticulas de y-Fe;Os.

Las imé&genes TEM muestran que las nanoparticulas de y-Fe>Os tienen una
morfologia esférica (figura 9). Mediante un analisis de imagen, usando Image J, se obtuvo
un histograma de distribucién de tamafos, y por medio de un ajuste de distribucion normal
se estimé un didmetro promedio de 8.83 nm con una polidispersidad de alrededor de 0.29

nm, ver figura 10. En el analisis se tratraron 686 particulas.
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Figura 10. Histograma de distribucion de tamafio de las nanoparticulas de y-Fe2Os y su ajuste
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En laimagen obtenida de HRTEM (figura 11 a) se determiné una distancia interplanar

de 0.24 nm vy el diagrama de difracccion de electrones muestra el plano (311), ver figura 11

b. Este resultado coincide con los reportados en la literatura para y-Fe-O3 con estructura de

espinela [90, 91].
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Figura 11. a) HRTEM de las nanoparticulas de y-Fe-Os, y b) diagrama de difracccion de

La metodologia de sintesis presentada en este trabajo de tesis radica en la formacién

de nanoparticulas de magnetita (FesO4) y por medio de un proceso de oxidacion se obtienen
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la maghemita (y-Fe203). Con el fin de observar la cristalinidad de ambas nanoparticulas
obtenidas en el proceso de la sintesis se utilizo difraccion de rayos X. La figura 12a) presenta
el patron de difraccion de la magnetita (antes de la oxidacidn) y maghemita (después de la
oxidacion). Los resultados muestran picos de difraccién en 30°, 35°, 43°, 53°, 57°, 63° y 74°,
y de acuerdo al patron de difraccion estandar de la magnetita (JCPDS 19-0629) y de
maghemita (JCPDS 39-1346), corresponden a los planos (220), (311), (400), (422), (511),
(440) y (533), respectivamente. Algunas investigaciones muestran que hay una similitud
entre los difractogramas de magnetita y maghemita tal como se muestra en la figura 12a, y
se atribuye basicamente a que ambas presentan dos fases con la misma estructura cristalina
y pardmetros de red casi idénticos. Sin embargo, se ha reportado que hay un ligero
desplazamiento hacia angulos mayores en los picos (400) y (511) de la maghemita con
respecto al difractograma de la magnetita [92, 93, 94, 95].

4.2. Difraccion de rayos X (DRX)

En las figuras 12 b y c, se muestra la comparacion de los picos (400) y (511) antes y
después del proceso de oxidacion y se puede observar que la maghemita presenta un ligero
desplazamiento en ambos picos hacia angulos mayores (> 0.20°), esto concuerdan con lo
reportado, donde se observa un ligero dezplazaminetos en los angulos debido a los cambio
estructural de la magnetita y la maghemita. De hecho, la magnetita contiene Fe3*y Fe?*

mientras que la maghemita contiene cationes de Fe3* con ausencia de cationes Fe?*.

Por otro lado se estimo que el tamafio promedio del cristalito (después del proceso de
oxidacion) fue aproximadamente de 9.6 nm usando la ecuacién de Debye-Sherrer en el pico
mas intenso (311).
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Figura 12. a) Difractograma XRD de Fe3O4 (antes de la oxidacion) y nanoparticulas de y-Fe;O3
(después de la oxidacion). Normalizacion y ajuste de los picos de XRD para b) (400) y c) (511) de
las nanoparticulas.

4.3. Determinacion del pKa de la nanoparticula y de los polielectrolitos

Se realizaron experimentos conductimétricas y potenciométricas con el fin de
determinar el pH requerido para una interaccién atractiva éptima entre los sitios iénicos de
la superficie de las nanoparticulas magnéticas y los mondmeros cargados de los
polielectrolitos, con el fin de optimizar el recubrimiento de las nanoparticulas mediante la

técnica LbL.
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Figura 13. Curva potenciométrica y conductimétrica simultaneas para las nanoparticulas de y-Fe;Os.

La figura 13 muestra una curva de titulacién potenciométrica y conductimétrica de
las nanoparticulas de maghemita. La curva de conductividad contiene 3 zonas 0 regiones
distintas separadas por 2 puntos de equivalencias PE1.» y PE>3 los cuales se calculan a traves

de una extrapolacion lineal.

La primera zona corresponde la titulacion de un acido fuerte y al incrementar el
volumen del titulante (NaOH) provoca la neutralizacion del exceso de HsO™ en la solucion,
lo que conduce a que la conductividad decrezca (puntos blancos de la fig. 13). La segunda
zona corresponde a la titulacion de la superficie de la particula que se comporta como un
acido diprético débil, es decir se vuelve principalmente anfotera y neutral (sitios =MOH). En
esta zona la conductividad aumenta ligeramente ya que la concentracion de iones Na* del
hidroxido de sodio en la solucion aumenta. En la zona 3 esta relacionada con el exceso del
titulante y esto ocasiona que la conductividad incremente bruscamente. Sin embargo, el
cambio de la conductividad respecto al titulante es menor que en la primera zona, y se debe
aque la conductividad molar especifica de los iones OH" es ligeramente menor que la de los
iones HzO".
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Figura 14. Curva potenciométrica y conductimétrica para la carboximetilcelulosa.

Las curvas de titulacion de la carboximetilcelulosa (CMC) tiene también tres regiones
distintas, ver figura 14. La primera region se debe a la reduccion de la conductividad por la
neutralizacion del exceso de los iones de HzO" en la solucion. La disociacion de los grupos
carboxilicos empieza a presentarse en el primer punto de equivalencia (PE1-2). En esta zona
no ocurre cambios en la conductancia debido a neutralizacion de los iones H* asociados al
polielectrolito por los iones OH", que surge de la adiccion del titulante (CMC-COOH + NaOH
< CMC-COO" + Na"+ H20).

Asi mismo, el pH de la solucion aumenta debido al exceso de los iones OH" libres en
la solucidn junto con el proceso de la desprotonacion de los grupos carboxilicos del CMC,
ver puntos negros de la figura 14. Y por ultimo se observa que después del PE2.3
(desprotonacion total del CMC) la conductancia aumenta conforme se afiade NaOH en la

solucion.
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Figura 15. Curva potenciométrica y conductimétrica para el sulfanato de sodio de poliestireno.

S

En la titulacion del PSS (figura 15) se presentan dos regiones que corresponde a dos
fendmenos fisicoquimicos distintos. En la primera region ocurre una reduccion en la
conductividad (puntos blancos de la figura 15), esto se debe a que el exceso de hidronios en
la solucion comienza a reaccionar con el titulante afiadido, reduciendo asi la concentracion
de H3O", ademas los grupos sulfénicos comienza a desprotonarse mediante la siguiente
reaccion quimica: PSS- SO3zH + NaOH « PSS- SOs™ + Na*+ H>O . Cuando se desprotona
totalmente el polielectrolito, se observa un aumento progresivo en la conductancia asi como
en el pH (puntos negros de la figura 15) que es resultado del exceso de grupos —OH" libres

en la solucion.
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Figura 16. Curva potenciométrica y conductimétrica para hidrocloruro de polialilamina.

La figura 16 muestra las curvas de titulacion del PAH donde se encuentran dos zonas
distintas. Inicialmente dentro de la primera zona todos los grupos —NHs* del polielectrolito
estdn protonados, a medida que el titulante (NaOH) aumenta se observa una reduccion en
los valores de la conductividad (puntos blancos de la fig. 16) ya que el grupo hidroxilo
desprotona al grupo amino (PAH-NH3" + NaOH < PAH-NH. + Na™+ H.0). En la segunda
zona se observa que conforme aumenta el volumen del titulante tanto la conductividad asi

como el pH (puntos negros de la figura 16) se incrementan.
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Figura 17. Curva potenciométrica y conductimétrica para quitosano.
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Las titulaciones realizadas anteriormente fueron con el objeto de desprotonar al
polielectrolito, sin embargo, para el caso de la CHI se realiz6 una titulacion diferente ya que
tiene un grado de insolubilidad que depende del solvente y del pH. Los experimentos
potenciométrica y conductimétrica, figura 17, se hicieron con HCI como titulante, con pH
inicial de 7. En este caso se llevd a cabo una protonacion del polielectrolito CHI. A medida
que el titulante es adicionado ocurre la protonacion de los grupos —NH., aumentando la
solubilidad de la CHI (CHI-NH2 + HCI <> CHI-NH3" + CI). Con la reduccion del pH (puntos
negros de la figura 17) se verifica un aumento en los valores de la conductividad (puntos
blancos de la figura 17) debido a la presencia de mayor cantidad de los iones H3O* en

comparacion con la cantidad de iones CI°

A partir de los puntos de equivalencia encontrados en las curvas de titulacion se
calcularon los pKa y la densidad de carga de las nanoparticulas y de los polielectrolitos, para
ello se utilizo las ecuaciones reportados Campos et al. y S. Farris et al., respectivamente [96,
83, 82], tabla 4.

Tabla 4. Valores de pKa y de densidad de carga superficial.

Muestra Valores de pKa Densidad de carga (60)
Maghemita 48y95 0.23 C/m? *
PSS 1.9 2.87 £ 0.04 mmol g, 0 1.44 mmol/0.5 g
PAH 8.6 4.84 +0.03 mmol g%, 0 2.42 mmol/0.5 g
CHI 6.3 3.60 + 0.04 mmol g%, 0 1.80 mmol/0.5 g
CMC 4.1 3.35+0.05 mmol g%, 0 1.67 mmol/0.5 g
* Densidad de carga para NpMs ao(pH)ziv 1077 —10-verres .CT, donde F es la

A ’ 10—2 pH +10—( pH + pkal) + 10—( pkal+ pka2)
constante de Faraday, V es el volumen de la dispersion, A es el area total de las nanoparticulas y CT es la concentracion
total de los sitios superficiales.

4.4. Diagrama de especiacion de las nanoparticulas y polielectrolitos

De la ecuacién de Henderson-Hasselbalch (Ec. 7) y con los valores de pKa se obtiene
los diagramas de especiacion en funcion del pH tanto para los polielectrolitos y las
nanoparticulas. La figura 18 muestra diagramas de especiacion de los polielectrolitos usados

en esta tesis, donde se observa que se encuentran en dos estados cargados que depende del
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pH, es decir protonado (cuadrados) y desprotonado (circulos). Los resultados sugieren que
los polielectrolitos utilizados se comportan como un sistemas de acidos monoproticos y

siguen el modelo de un pKa (one-pKa model) [97].
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Figura 18. Diagrama de especiacion para a) PAH, b) PSS, ¢) CHI y d) CMC.

Para el caso de las nanoparticulas se observa 3 estados: =MOH," en medio acido,
=MO'en medio bésico y con =MOH siendo los sitios anfdteros intermedios (siendo el
simbolo M = metal superficial), ver el diagrama de especiacion de la figura 19.

Este comportamiento se debe a que en la superficie de la nanoparticula de maghemita
en contacto con una solucién acuosa, se comporta como un &cido diprético de acuerdo con
el modelo de 2-pKa (two-pKa model) [98]. Este resultado estd determinado por la cantidad
de iones (OH o H) en la solucién, como se muestra en las siguientes reacciones quimicas,

ecuaciones 10 y 11 [99]
=MOH>" +H20 < =MOH+H30* (10)
=MOH+H;0 < =MO+H30* (11)

Los resultados de los diagramas de especiacion sugieren que para una interaccion
optima entre la nanoparticulas y los polielectrolitos durante la formacion de las capas debe
de estar a un pH 4 cuando se realicce el procedimento de LbL. Para el caso del sistema

sintetico a pH = 4 tanto el PSS como el PAH estan totalmente protonados. Sin embargo, para
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los polielectrolitos naturales y al mismo pH la CMC estd débilmente protonado (~50%)
mientras que la CHI esta totalmente protonado, la razon por la cual se mantiene el pH =4
para el caso natural es por el balance entre la solubilidad (caso particular de la chitosan) y la

interaccion atractiva que se crea en el sistema.

pka,=4.8 .

Fraccion (ag)

Figura 19. Diagrama de especiacion de las nanoparticulas de y-Fe,O3 como una funcién del valor de
pH. Los cuadrados negros, circulos rojos y triangulos azules son la fraccion de especies protonadas,
neutras y desprotonadas de las nanoparticulas, respectivamente.

4.5. Potencial zeta de la nanoparticulas magnéticas

Se realizaron experimentos de la movilidad electroforética de las nanoparticulas de y-
Fe>Os para inferir el potencial zeta por medio de la ecuacion de Henry (ecuacion 6). La figura
20 describe el comportamiento del potencial zeta de la superficie de la nanoparticula de -

Fe>O3 cuando el pH aumenta.

Se observa que a pH &cidos el potencial zeta tiene un valor positivo y a medida que
aumenta (hacia pH basicos) el valor del potencial zeta pasa por un punto isoeléctrico y
después hay una inversion de carga (valores negativos). El punto isoeléctrico se encuentra
alrededor de pH=7. EI comportamiento del potencial zeta descrito aqui se relaciona con la
carga que adquiere la superficie de las nanoparticulas; es positiva debido a la adsorcion de
protones (Fe-OH + H" <> Fe-OH,") a pH acidos, neutro entre los pH 7-8 (=MOH) y es
negativa debido a la disminucién de protones, (Fe-OH+ OH « Fe-O") [100] a pH basicos,
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ademas desde un punto de vista energético cuesta mayor trabajo quitar un segundo proton
(H* de la superficie lo que confiere un valor de potencial zeta negativo mas pequefio respecto
al valor del potencial zeta positivo. En el método LbL usamos un pH = 4 el cual confiere el
maximo valor del potencial zeta en la nanoparticula tal como se muestra en la figura 20 y
este resultado se relaciona con el grado de protonacion del diagrama de especiacion de la

figura 19.
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Figura 20. Variacion de potencial zeta en funcion del pH de las nanoparticulas de y-Fe20s.

4.6. Potencial zeta de las NpMs @ multicapas de polielectrolitos sintéticos y naturales

En esta seccidn se discutira el efecto de las capas de polielectrolito sobre el potencial
zeta de las nanoparticulas magnéticas cuando se emplea la técnica de LbL como metodologia
de recubrimiento. La Figura 21 muestra el comportamiento del potencial zeta (a pH 4) para
las nanoparticulas de de y-Fe;Oz3 sin y con polielectrolito. En el caso de las nanoparticulas
sin recubrimiento se obtiene una carga superficial positiva mientras que, en las nanoparticulas
con recubrimiento de polielectrolito, se observo que el potencial zeta cambia de valores
negativos y positivos que depende del polielectrolito adsorbido en la superficie de la NpMs.
Estos resultados claramente confirman que se llevd a cabo la deposicion y formacion de
multicapas de polielectrolito sobre las NpMs. Los nimeros impares de las capas estan
asociados con la formacion de capas PSS (o CMC) originando un potencial zeta negativo y
los numeros pares de capas estan asociados con la formacion de capas PAH (o CHI)

generando un potencial zeta positivo.
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Figura 21 Potencial de zeta en funcién del nimero de capa para nanoparticulas de y-Fe,O3;
recubiertas con a) polielectrolitos sintéticos, y b) polielectrolitos naturales. Los nimeros impares
corresponden a la adsorcién del polianion y los nimeros pares a la adsorcion del polication.
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Se realizaron medidas para cada capa de polielectrolito, tanto del sistema sintético y
natural, con diferentes valores de pH, ver figura 22. Se observa que el potencial zeta tiene
diferentes comportamientos dependiendo por un lado del polielectrolito usado y por otro lado
por el valor del pH. La variacion del potencial zeta de las capas del sistema natural
(CMC/CHI*) es mayor que el sistema PSS/PAH* cuando aumenta el pH. Como se habia
discutido anteriormente los polielectrolitos PAH y CHI se protonan a pH acidos y se
desprotonan a pH basicos [101], esto es una caracteristica tipica de los polielectrolitos
débiles y fue explicado en la introduccion [102, 103, 104, 105]. Ademas, se observa que el
punto isoeléctrico de la Gltima capa compuesta por CHI se encuentra practicamente en su
pKa = 6.3 mientras que el punto isoeléctrico para el caso donde la ultima capa es PAH se

encuentra en pH=10, es decir cercano a su pKa ~ 9.
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Figura 22. Potencial de zeta en funcion del pH para nanoparticulas de y-Fe>O3 recubiertas con capas
de a) polielectrolitos PSS/PAH, y b) polielectrolitos CMC/CHI.

Por otra parte, las nanoparticulas recubiertas con polielectrolitos anionicos presentan
un potencial zeta negativo tanto para el sistema sintético como el natural y cuyo valor
depende del pH tal como se muestra en la figura 22. Cuando nos encontramos en pH acidos,
el valor del potencial zeta es pequefio y se debe a la protonacion de los grupos SOz™ y COO
para el sistema sintético y natural respectivamente. El valor del potencial zeta aumenta a
medida que el pH se incrementa y esta relacionado con el incremento de los sitios cargados
negativamente, es decir el polielectrolito se desprotona [106]. Nuevamente se observa de la
figura 22 que el polielectrolito natural (CMC) es mas afectado por el pH respecto al
polielectrolito sintético (PSS), aungque aqui no se presentas puntos isoeléctricos. Por otro
lado, se observa que a pH’s mayores a 6 el valor del potencial zeta permanece practicamente
constante lo que indica la poca dependencia del pH sobre la carga del PSS y CMC. Esta es
una caracteristica tipica de polielectrolitos fuertes.

4.7. Radio hidrodinamico de NpMs dispersas en medios acuosos

En esta seccion se hace un analisis del comportamiento de las NpMs en medios
acuosos por medio de Dispersion Dindmica de Luz (DLS) con el fin de conocer su didmetro
hidrodinamico y observar el grado de agregacion o estabilidad coloidal del sistema que es de

suma importancia en el proceso de la metodologia de recubrimiento via LbL. Los resultados
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del diametro hidrodindmico de la nanoparticula con y sin recubrimiento se muestran en la

figura 23.
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Figura 23. Diametro hidrodinamico en funcion del nimero de capas de polielectrolito.

El diametro hidrodindmico de la NpMs sin recubrimiento es de ~64 nm, con un indice
de polidispersidad de 0.2, mientras que la nanoparticula tiene un diametro promedio 9 nm
(figura 9 y 10), esta diferencia de tamafios sugiere que en una solucion acuosa las
nanoparticulas se estan agregando con 7 nanoparticulas magnéticas y los agregados son
dispersados en la solucion acuosa (dispersion coloidal). Este sistema puede ser considerado
como nanoplataformas que pueden ser encapsuladas con polielectrolito y farmacos. En ese
contexto, la figura 23 también muestra que el diametro hidrodinamico de las NpMs
recubiertas aumenta cuando se incrementa el nimero de capas tanto del sistema sintético
como el natural. Se encontré que el diametro hidrodindmico de las nanoparticulas recubiertas
con los polielectrolitos naturales es mayor que aquellos que fueron recubiertos por los
polielectrolitos sintéticos. A partir de estos resultados es posible estimar el espesor del
recubrimiento del polielectrolito o numero de capa (04) mediante la sustraccion del radio
hidrodinamico de las nanoplataformas recubiertas con polielectrolito y radio hidrodinamico

de las nanoparticulas desnudas, ver tabla 5.
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Tabla 5. 64 de la multicapa de polielectrolito.

NpMs @PSS/PAH (oh) NpMs @CMC/CHI (oh)
NpMs @3 Capa | 119%1.7nm 36.9 + 1.6 nm
NpMs @4° Capa | 14.9%1.6nm 485+ 1.5nm

Como era de esperarse las multicapas de polielectrolito naturales (CMC/CHI) son
gruesas comparadas con las multicapas de los polielectrolitos sintéticos (PSS/PAH). Uno de
los parametros que se relaciona con el incremento de espesor es el peso molecular de cada
polielectrolito, que en el sistema natural (CMC/CHI) es de 350,000 g/mol mientras que para
el sistema sintético (PSS/PAH) es 87,500 g/mol. Obviamente el espesor puede estar
influenciado por el hinchamiento de las multicapas de polielectrolito y no dependen
solamente del peso molecular, otros factores se tiene que tomar en cuenta, entre los que
podemos numerar: el pH (ya que desprotona o protona al polielectrolito cambiando la
estructura de la multicapa), cooperatividad entre las cadenas de polielectrolito, afinidad del
sustrato con la multicapa de polielectrolito, procedimiento llevado a cabo en LbL, fuerza

ionica, temperatura y solvente.
4.8. Espectroscopia infrarroja con trasformada de Fourier (FTIR)

Experimentos de FTIR fueron realizados a todos las muestras con el objeto de analizar
las moléculas que interaccionan en la superficie de las nanoparticulas con o sin recubrimiento
los cuales son interpretadas por sus bandas correspondientes. El espectro FTIR de la
maghemita (figuras 24 a'y 25 a, linea roja) exhibe una banda caracteristicas alrededor de 582
cm? (N° 1) correspondiente a la vibracion de estiramiento de v(Fe-O), asi como una
absorcion fuerte alrededores de 1380 cm™ (N° 2) correspondiente a la vibracion de
estiramiento de v(O-N-O) del nitrato usado durante el proceso de sintesis. El pico 1630 cm
1 (N° 3) esta relacionado a la vibracion del flexion de v(O-H) y el pico aproximadamente en
el rango 3600-3100 cm™ (N° 4) es asignado a la vibracion de estiramiento simétrico y
antisimétrico de O-H que puede sugerir la presencia de agua adsorbida en la superficie de la

nanoparticula proveniente de la humedad del ambiente [107].
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Figura 24. Espectros FTIR de las nanoparticulas de y-Fe-Os recubiertas con capas de polielectrolito
PSS/PAH y con sus polielectrolitos individuales. Deconvolucion de los espectros de FT-IR de las
nanoparticulas de y-Fe.Os recubiertas con la b) 22 capa y c) 42 capa de polielectrolito.

Igualmente, en las figuras 24a y 25a se puede observar la interaccion entre los
polielectrolitos sintéticos y los polielectrolitos naturales, respectivamente, con las NpMs. En
los dos casos (NpMs@P1-4 y NpMs@C1-4) presentan bandas de absorcién alrededor de
2850 cm™ (N° 5) y 2920 cm™ (N° 6) correspondiente al modo de vibracion de estiramiento
simetrico y antisimeétrico de —CH. de las cadenas de los polielectrolitro [108]. Por otro lado
en las capas impares del sistema NpMs@PSS/PAH (figura 24) aparecen las absorciones en
1184 cm™ (N° 7) y 1040 cm™ (N° 9) correspondiente a la vibracion antisimétrica y simétrica
del enlace S=0 del grupo SOs, asi como la vibracion esquelética en el plano del anillo del
benceno a 1130 cm™ (N° 8)[109, 110]. Ademas, en las capas pares (NpMs@P2 y NpMs@P4)
se distingue un incremento en la banda de absorcion a 1630 cm™ (N° 10) del modo de
vibracion de estiramiento de v(O-H) este incremento puede ser debido a la contribucion de
la banda de estiramiento de C=O del enlace amida lo cual estaria contribuyendo en gran
medida al incremento de dicha sefal.
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En las figuras 24 b y 24 c, se muestra las deconvoluciénes del FTIR de las capas pares
(NpMs@P2 y NpMs@P4) y en ella existen banda de absorcion a 1588 cm™ (N° 11)
caracteristica a la vibracion de flexion de N-H del monémero de NH3" del PAH y
confirmando asi la interaccion de los polielectrolitos PAH con el PSS. Ademaés se
distinguieron bandas de absorcion a 1406 y 1384 cm™ (N° 12) relacionados al enlace C-H de

las capas pares [111].
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Figura 25. Espectros FTIR de las nanoparticulas de y-Fe;Os recubiertas con capas polielectrolitos
CMC/CHI y con sus polielectrolitos individuales. Deconvolucién de los espectros de FT-IR de las
nanoparticulas de y-Fe,Os3 recubiertas con la b) 12 capa, c) 22 capa, d) 32 capa y e) 42 capa de
polielectrolitos.

El FTIR del recubrimiento de las nanoparticulas con CMC/CHI se muestra en la
figura 25. Se observa que las capas impares presentan algunas bandas alrededor de 1060 cm-
1 (N° 13) y 1414 cm™ (N° 14) correspondiente a la vibracion de flexion C-O-C y a la
vibracion de estiramiento del grupo COO™, respectivamente. Asi, mismo se observé en la
deconvolucion del FTIR de las NpMs@C1 (figura 25 b) una banda de absorcion a 1550 cm’
1 (N° 15) que corresponde al ion carboxilato originado por la interaccion de los grupos

carboxilicos de CMC con los sitios de la superficie de la nanoparticulas [112, 113, 114]. En
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el caso de las deconvoluciones del FTIR de las capas 2 y 4 (figura 25 ¢ y €) muestra 3 bandas
a 1550 cm™® (N° 15), 1630 cm™ (N° 10) y 1588 cm™ (N° 11) estas vibraciones nos indica la
interaccion del quitosano y la capa de CMC. Los resultados experimentales mostrados aqui

confirman la deposicion de los polielectrolitos sobre la superficie de las nanoparticulas.

4.9. Anélisis termogravimétrico (TGA)

Se hicieron medidas termogravimétricas para analizar la perdida de peso y
descomposicion de los polielectrolitos sintéticos y naturales, como una media de estabilidad
térmica, asi como las perdidas de peso de las nanoparticulas de y-FeOs sin y con

recubrimiento. Todos los andlisis fueron realizados en atmosfera de nitrogeno
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Figura 26. Termogramas de a) polielectrolitos sintéticos, b) polielectrolitos naturales.

En la figura 26a, se presenta los termogramas de los polielectrolitos PSS y PAH. Para
el PSS se pueden observar 3 estados de descomposicion térmica, el primer estado de
descomposicion (35-200°C) corresponde a la perdida de agua. La segunda etapa de
degradacion esta relacionando a la desulfonacion térmica (200-400°C) vy la tercera etapa de
pérdida de peso observada >400 ° C, puede atribuirse a la descomposicion de la matriz
polimérica [115]. Del mismo modo se observa el primer estado de descomposicion térmica
del PAH en el intervalo de 35-300°C puede ser atribuida a perdida de agua. En el segundo
estado de descomposicion se encuentra en el intervalo de 300-470°C y es atribuido a la

eliminacion de la cadena lateral -CH2NH2Cl y el tercer estado de descomposicion se
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encuentra en el intervalo de 470-600°C y es causada por la descomposicion de las cadenas
de polielectrolitos [116, 117].

En el termograma de la CMC y CHI se presentan en la figura 26 b, donde para el caso
de CMC se observan 2 estados de descomposicion térmica. La primera perdida de pesos (35-
200°C) es la descomposicion térmica de segmentos de la cadena del polielectrolito y la
segunda perdida es atribuida a la perdida de CO2 del polisacarido. El grupo COO" en la
carboximetilcelulosa es descarboxilado es este rango de temperatura [118]. Cabe mencionar
que para el quitosano presenta también 2 estados de descomposicion térmica. EI primer
estado descomposicion (35-200°C) esta dado por la deshidratacion y en el segundo estado de
descomposicion (200-600°C) esta dado por la descomposicién de la cadena principal de

quitosano, figura 26b [119].
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Figura 27. Termogramas de las a) nanoparticulas de y-Fe;Os recubiertas con capas de polielectrolito
sintético, y b) nanoparticulas de y-Fe,Os3 recubiertas con capas de polielectrolito natural.

En los termogramas de las NpMs recubiertas del sistema sintético (PSS/PAH), que se
muestran en la figura 27a, existen dos pérdidas de masa, donde en la primera etapa (hasta
150 °C) es la pérdida de agua residual, después se observa una ligera pérdida de peso hasta
~170 °C. La segunda pérdida de peso se refiere a la degradacion de las cadenas de
polielectrolito. Asimismo, se observa un desplazamiento en la temperatura de la degradacion

de los polielectrolitos y esto nos confirma que la estabilidad térmica mejora con respecto al
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incremento del ndmero de capas, ver también la tabla 6. No hay un cambio de peso
significativo entre la temperatura de degradacién y 600 °C, lo que implica solamente la
presencia de nanoparticulas de 6xido de hierro. De hecho, se puede apreciar una ligera
pérdida de peso de las nanoparticulas de éxido de hierro sin recubrimiento (linea negra de la
figura 27a'y 27b) y se debe principalmente al agua libre y componentes volatiles [60] que se
encuentran en la superficie de la nanoparticula. Se observé un comportamiento similar para
las NpMs recubiertas con CMC / CHI (Figura 25 b). Los resultados confirman que las
nanoparticulas de y-Fe>Os fueron recubiertas con multicapas de polielectrolitos usando la
técnica LbL. Ademas, la mayor pérdida de masa se encontro con aquellos polielectrolitos que
generan multicapas gruesas, que en este caso son los naturales; pero también estos resultados
se relacionan con la masa molecular de los polielecrreolitos usados en este trabajo de tesis,
que es mayor en el caso de los naturales que los sinteticos. La tabla 6 muestra los porcentajes
de pérdida de peso de las nanoparticulas recubiertas con polielectrolitos sintéticos y naturales,

los cuales fueron estimados a partir de termogramas de la figura 27.

Tabla 6. Datos de degradacion térmica de muestras.

Muestra Etapa 1 Etapa 2 IToéers%I?gtgf
(35-600°C)
T1(°C)2 | P1(%)° | T2(°C)2 | P2(%)®
NpMs 6.00
z NpMs@P1 35-150 219  170-455  4.39 6.96
% NpMs@P2 35-150 235  170-470 441 7.35
c@;) NpMs@P3 35-150  2.33  170-495  5.38 8.01
EL NpMs@P4 35-150  2.02  170-547  7.89 10.14
= NpMs@C1 35-150 223 170-324  7.80 11.01
S NpMs@C2 35150 298 170395 1105 | 15.16
é NpMs@C3 35-150 329  170-410  13.62 18.55
é NpMs@C4 sz 385 170422 1719 | 2188

a Intervalo de temperatura, b Porcentaje de pérdida de peso en cada etapa de degradacion.
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4.10. Propiedades magnéticas de las NpMs @ multicapas de polielectrolitos sintéticos y
naturales

Los experimentos de magnetizacién en funcion del campo magnético de las
nanoparticulas fueron realizados a 300K en el intervalo de + 20K Oe, ver figura 28. La curva
M vs H en la figura 28 exhibe un comportamiento superparamagnético para las
nanoparticulas sin recubrimineto: no presentan magnetizacion remananente ni campo

coercitivo. La linea roja es un ajuste usando la funcion de langevin [120].

M=N J:o uL <1:3_I—'II‘) f(u)du (12)

donde f(z) es una funcion de distribucion log-normal del momento magnético u
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Figura 28. Magnetizacion en funcién del campo magnético de la nanoparticulas de y-Fe.Os. La
linea roja es el ajuste usando una suma ponderada de distribucion de la funcién de Langevin.

Se efectuo el ajuste en la curva experimental de magnetizacion en funcion de campo
magnético aplicado para estimar la magnetizacion de saturacion de la NpMs. A partir de este

ajuste se obtuvo un valor estimado de 64.66 emu/g; este valor es menor a la magnetizacion
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de un material macroscopico de y-Fe>O3 (73.5 emu/g) [121]. Esta disminucion es causada
comunmente por los efectos de tamafio finito y superficiales que afectan las propiedades
magnéticas de los granos nanométricos [122, 123].

Por otro lado, se observd que las nanoparticulas recubiertas con multicapas de
polielectrolitro también tienen un comportamiento superparamagnético como se muestra en
las curvas de M vs H de la figura 29. Se observo ademés que hay una disminucién de la
magnetizacion de saturacién cuando aumento el numero de capas de polielectrolito sobre las
NpMs, como se observa en la tabla 7, este comportamiento se debe principalmente a la
presencia del polimero diamagnético (y no magnético) en la superficie [124, 125], es decir,
ahora tenemos un material hibrido (inorganico-organico) tipo core@shell donde hay una
susceptibilidad magnética efectiva (yefrf) menor que la susceptibilidad magnética de la NpMs
(xnpms). Estos resultados apoyan la afirmacion de que un ndcleo magnético estéa recubierto
con una coraza (o capa) diamagnético (0 no magnético) creciente. Sin embargo, los resultados
también sugieren que hay una interaccién de los spines localizados en una region
magnéticamente desordenada (en la superficie interna y externa de la maghemita) y spines
ubicados en la regién ordenada de la cubierta de polielectrolito (o coraza), lo que contribuye

a una disminucion en sus propiedades magnéticas.

a) NpMs @ PSS/PAH b) NpMs @ CMC/CHI
60] — NV @ PL s0[—NpV5 @ CL
— |—NpMs@P2 ~ |—NpMs@C2
D 40/ —NpMs@P3 S 40/—NpMs@C3
g |—NpMs@P4 E | —NpMs@CA
I 20- & ol
S o S ol
g g |
N N
S 201 200
c E c L
& -40- -0k
> >
60 60F
20000 10000 O 10000 | 20000 -20000 10000 0 10000 20000
Campo magnético (Oe) Campo magnético (Oe)

Figura 29. Magnetizacion en funcion del campo magnético de las nanoparticulas de y-Fe;O3
recubiertas con a) capas de polielectrolito sintético, y b) capas de polielectrolito naturales.
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Sorprendentemente, se observd una reduccién mas fuerte en la magnetizacion de
saturacion de las NpMs recubiertas con polielectrolitos sintéticos que en el sistema de
recubrimiento usando polimeros naturales (véanse las Tablas 5y 7). Es importante tener en
cuenta que las muestras con biopolimeros (CMC/CHI) presentan capas mas gruesas (en
comparacion con las sintéticas) y, por lo tanto, una masa de polielectrolito diamagnética
mayor, lo que disminuiria la magnetizacion del sistema mas fuertemente que en el sistema
PSS / PAH, pero esto no fue lo que sucedi6. Este comportamiento anémalo podria estar
relacionado no solo con la presencia de una masa diamagnética en las multicapas de
polielectrolito, sino también con la forma en como interactuan las cadenas de polielectrolitos
y la superficie de la NpMs. Varios estudios han mostrado que las propiedades magnéticas de
las nanoparticulas de oxido de hierro se ven afectadas por el tipo del grupo funcional (enlace
covalente) que esta unido a los atomos en la superficie de las nanoparticulas, esto cambian
la anisotropia y el momento magnético de los atomos metalicos ubicados en la superficie de
las particulas, lo que resulta en la alteracion de la magnetizacion [126, 127]. Particularmente,
Zhang et al. encontraron un comportamiento similar [128], lo que demuestra que cuando las
nanoparticulas de MnFe>O4 estaban recubiertas con moléculas de &cido benzoico, su
magnetizacion de saturacion aumentaba. Ademaés, los autores han demostrado una
correlacion entre la naturaleza del ligando de la superficie unida (aceptor = 0 donante ) y la
respuesta magnética: la ganancia maxima de magnetizacion de saturacion se encontrd
utilizando ligandos que podian evocar a un mayor grado de divisioén en la energia de
estabilizacion del campo cristalino. En este trabajo de tesis hay interacciones electrostaticas
durante la construccion de LbL, cuyas fracciones ionizables de los polielectrolitos, SOz
(PSS), NH3z* (PAH), COO" (CMC) y NHs* (CHI), son grupos complejos que se unen
facilmente a los a&tomos Fe3* en la superficie de la maghemita, afectando asi las propiedades
magnéticas de las nanoplataformas. Ademas, los polielectrolitos PSS y PAH presentan sitios
cargados en las cadenas del polielectrolito, las cuales tienen un mayor entrelazamiento por
unidad de masa respecto al entrelazamiento de las cadenas de biopolimeros CMC y CHI. Por
lo tanto, se espera que una capa mas delgada de polielectrolitos sintéticos induzca
alteraciones mas significativas en las propiedades magnéeticas que las capas mas gruesas de

polimeros naturales depositados en estas NpMs.
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Tabla 7. Valor de la magnetizacion de saturacion de las nanoparticulas y nanoparticulas recubiertas

con multicapas de polielectrolitos

NpMs @PSS/PAH NpMs @CMC/CHI
Magnetizacion de saturacion Magnetizacion de saturacion
(emul/g) (emul/g)
NpMs 64.66 64.66
NpMs @1° Capa 54.74 56.53
NpMs @2 Capa 53.33 53.18
NpMs @3 Capa 47.57 50.85
NpMs @4° Capa 45.83 49.19

Ademas, investigaciones recientes encontraron que efectos de cooperatividad
permite que poli-iones se puedan adsorber fuertemente sobre superficies de carga opuesta
para generar eficientemente la formacion de una capa del poliion en la superficie excediendo
la carga superficial nominal [129]. Adicionalmente, Marquez et al. [130] analizaron el
comportamiento de complejos de polielectrolios de PSS/PAH, que son autoensambles
moleculares de tamafios nano-métricos, donde se observo que la cooperatividad entre las
cadenas de polielectrolitos se incrementd cuando el pH aumento, teniendo este complejo una
solubilidad mayor que otros complejos usando polielectrolitos diferentes (CHI, CMC, PAA)
en soluciones acuosas. De hecho, la efectividad de la formacion de complejos esta
fuertemente influenciada por el proceso de liberacion de contra-iones de la cadena de
polielectrolitos, o ganancia de entropia del contra-ion. Usando simulacion Dindmica de
Particulas Disipativas, Meneses-Juarez et al. [131] estudiaron el mecanismo de interaccion
en los sistemas PSS/PAH y analizaron el cambio conformacional de las cadenas de
polielectrolitos, i. e., un entrecruzamiento extendido de las cadenas de polielectrolito a uno
compacto cuando aumenta tanto la concentracion de sal y la relacion molar entre las
moléculas de polielectrolito. Estos hallazgos indican una alta cooperatividad entre las
cadenas de cargas opuesta para el caso del polielectrolito sintético usados en ese trabajo de
tesis. Por otro lado, varios trabajos muestran que la CHI tiene una baja solubilidad a pH ~ 6
en soluciones acuosas [132], lo que conduce a una cooperatividad débil con el polielectrolito
altamente cargado de la CMC cuando se encuentran a este pH.
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Los resultados obtenidos en este trabajo muestran por primera vez que el
comportamiento de la magnetizacion en sistemas NpMs@polielectrolitos no solamente
depende de la parte diamagnética (no magnética) de la multicapa sino también de la
cooperatividad entre las cadenas de polielectrolito y la afinidad con la superficie magnética,
Palomec et al [133]. Para los sistemas estudiados en este trabajo de tesis resulto tener una
mejor cooperatividad las cadenas de polielectrolitos sintéticos (capa delgada) con una mejor
afinidad en la superficie de NpMs que el caso de los polielectrolitos naturales (capa mas
gruesa), afectando asi, en mayor o en menor grado, las interacciones con los espines ubicados
en las regiones magnéticamente desordenadas en la superficie de la nanoparticula.
Precisamente, el control de propiedades magnéticas (usando polimeros cargados) son de
suma importancia en ciertas aplicaciones biomédicas, ya que por ejemplo se pueden disefiar
nanoplataformas magneto-receptivas, donde se puede mejorar la entrega / liberacion de
farmacos hidrofobicos con estimulos magnéticos externos. De hecho, estudios tedricos y
simulaciones sobre estas nanoplataformas son necesarios realizar con el objeto de
comprender mejor el efecto y el mecanismo de la interaccion de NpMs y multicapas de

polielectrolitos sobre las propiedades de magnetizacion.

4.11. Conclusiones
* Por el método de coprecipitacion se obtuvieron particulas esféricas de y-Fe203 con

tamario promedio de 8.83 nm y una polidispersidad de alrededor de 0.29 nm.

Por difraccion de rayos X se observo un ligero desplazamiento (~ 0.20°) confirmando
el cambio de fase de magnetita (antes del proceso de oxidacion) a maghemita
(después del proceso de oxidacion).
= Los experimentos de titulacion conductimétrica y potenciométrica relevo que pH 4
es el pH 6ptimo para llevar a cabo la técnica LbL.

= Los valores del potencial zeta de las nanoparticulas de y-Fe>Os sin y con
recubrimiento presentaron inversion de la carga superficial y el signo depende del
namero de la capa de polielectrolitro.

= El potencial zeta de las nanoplataformas se modifico cuando el pH cambi6 y se debe

principalmente a la protonacion/desprotonacion de los grupos presentes en la
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superficie. Este resultado esta relacionado con los diagramas de especiacion para cada
sistema.

FTIR mostrd la interaccion entre moléculas cargadas del polielectrolitro y sitios
cargados en la superficie de las nanoparticulas.

Los experimentos termogravimétricos de las NpMs recubiertas muestran un pequefio
incremento en la estabilidad térmica de las multicapas adsorbidas cuando se compara
con los polielectrolitos puros.

Los resultados experimentales de magnetizacion muestran que la NpMs vy
NpMs@polielectrolito presentan propiedades superparamagnéticas.

La incorporacidn de polielectrolitros sobre la superficie de la nanoparticula provoca
una disminucion de la magnetizacion de saturacion, lo cual es similar al
comportamiento observado en sistemas nucleo(magnético)@coraza(diamagnético o
no magnético).

La magnetizacién de saturacion en sistemas NpMs@polielectrolitos no solamente
depende de la parte diamagnética (no magnética) de la multicapa sino también de la
cooperatividad entre las cadenas de polielectrolito y la afinidad de ellas con la
superficie magnética.

Para los sistemas estudiados en este trabajo de tesis resultd tener una mejor
cooperatividad las cadenas de los polimeros sintéticos (capa delgada) con una mejor
afinidad en la superficie de NpMs que el caso de los polielectrolitos naturales (capa
mas gruesa), afectando asi, fuertemente o debilmente, las interacciones con los
espines ubicados en las regiones magnéticamente desordenadas en la superficie de la

nanoparticula.
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Capitulo 5. Funcionalizacion nanoparticulas de vy-
FeoOsz con multicapas de polielectrolito con
farmacos

En este capitulo se presenta el analisis del almacenamiento de farmacos asi como la
caracterizacion de sistemas NpMs@polielectrolito-farmaco por medio de mediciones de

absorbancia, potencial zeta, diametro hidrodindmico, termogravimetria y magnetizacion.

5.1. Espectro de absorcion de la quercetina

En la figura 30 a), 31 a) y 32 a) se muestra la absorbancia en funcion de la
concentracion de la quercetina a pH 1.2, 7.4 y 9.0, respectivamente. Los espectros de
absorbancia que presenta son tipicos de los flavonoides (quercetina) que consisten en dos
bandas de absorcion relacionadas con las transiciones m—n*: una banda en el rango de 300-
380 nm, denominada banda I, correspondiente al sistema conjugado entre el anillo B y el
sistema carbonilo del anillo C (sistema cinamoil) y otra que cubre el rango de 240-280 nm
(banda Il) referente al sistema conjugado entre el anillo A y el carbonilo del anillo C (sistema
benzoilo); también se ha reportado una banda débil con un maximo de absorcion alrededor

de 300 nm proveniente Unicamente al anillo C [134, 135].

A partir de estos espectros se puede observar un maximo de absorcion a 373, 380 y
331 nm cuando la solucion de la quercetina tiene un pH 1.2, 7.4 y 9.0, respectivamente. Cabe
mencionar que la variacion en los espectros de absorcion a diferentes pH no son el simple
resultado de una desprotonacién de los grupos hidroxilo de quercetina. Z. Jurasekova et al.
estudiaron el comportamiento a pH entre 9.2 y 11.1 de la quercetina, donde se observé un
desplazamiento hacia el rojo a medida que incrementaba el pH . Estos resultados sugiere que
se produce un cambio quimico profundo que afecta al anillo C, lo que conduce a una pérdida
de resonancia electronica entre los anillos A y B. Este comportamiento sugieren la existencia
de una correlacion entre la estructura molecular y el comportamiento espectral de los

flavonoles a diferentes pH [136].
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De estos valores de absorcion, se realizo una curva de calibracidn, que se muestra en

la figura 30 b), 31 b) y 32 b) lo que permite obtener la absorbancia en funcién de la

concentracion.
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Figura 30. a) Espectro de absorcion de una disolucion de quercetina a pH 1.2 y b) la absorbancia en
funcion de la concentracion.
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Cabe sefialar que las curvas presentan una buena correlacion entre los puntos

(linealidad) en el intervalo de las concentraciones usadas, ademas que cumple con la ley de

Beer-Lambert. Los coeficientes de correlacion lineal obtenidos fueron 0.9986 (para pH 1.2),
0.9965 (pH 7.4) y 0.9984 (pH 9.0).
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Figura 31. a) Espectro de absorcién de una disolucion de quercetina a pH 7.4 y b) la absorbancia en

funcion de la concentracion.
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Figura 32. a) Espectro de absorcion de una disolucion de quercetina a pH 9.0 y b) la absorbancia en
funcion de la concentracion.

5.2 Eficiencia de encapsulacion

La determinacion de la eficacia de encapsulacion de la quercetina en las
nanoplataformas NpMs@PSS/PAH y NpMs@CMC/CHI se determind6 mediante
espectrofotometria UV-Vis y los resultados son mostrados en la tabla 8.

Tabla 8. Cantidad de quercetina en las nanoparticulas.

Muestra Quercetina encapsulada Eficiencia de encapsulacion

(mg/mL.)? (EE%)?
NpMs@PQ?2 0.154 +#2.1 514 +£5.4
NpMs@PQ3 0.129 #1.2 429 +£3.4
NpMs@PQ4 0.194 +3.2 64.7 +3.6
NpMs@CQ?2 0.218 #2.5 72.8 +4.7
NpMs@CQ3 0.204 #3.5 68.0 1.9
NpMs@CQ4 0.263 #1.8 87.8 3.2

‘@ Andlisis realizado por triplicado, n= 3.

Después de la introduccion (o almacenamiento) del farmaco en la primera
(PSS/PAH): y segunda bicapa (PSS/PAH). de los polielectrolitos sintéticos se procedid

analizar la eficiencia de encapsulacion de la quercetina, para este sistema fue 51.4 +5.4y
64.7 + 3.6% , en NPMs@(PSS/PAH)1 y NPMs@(PSS/PAH)2, respectivamente; de hecho la

primera bicapa corresponde la segunda capa de polielectrolito asociado al complejo PAH-
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quercetina (NpMs@PQ?2 de la tabla 8) y la segunda bicapa corresponde a la cuarta capa de
polielectrolito asociado también al complejo PAH-quercetina (NpMs@PQ4 de la tabla 8).
Para el caso natural se obtuvo 72.8 = 4.7 y 87.7 £ 3.2% para NpMs@CQ?2 (segunda capa
asociada al complejo CHI-quercetina) y NpMs@CQ4 (cuarta capa asociada al complejo
CHI-quercetina), respectivamente. El incremento en la eficiencia de encapsulacion (EE%)
cuando aumenta las capas de polielectrolitos es debido a un efecto acumulativo, asi como la
relacién de masa de polimero/NpMs que crece a medida que aumenta el nimero de capas.
Por otro lado, existe una reduccion en EE% del farmaco en las muestras NpMs@PQ3 y
NpMs@CQ3 respecto a la capa 2 (@PQ2 y @CQ?2). Esta reduccion en la eficiencia de
encapsulacion podria deberse a la naturaleza hidrofébica de la quercetina y pequefias
cantidades de esta molécula podrian estar emigrando fuera de las multicapas en el proceso
de lavado. De los resultados obtenidos respecto al almacenamiento del farmaco, se concluye
que el sistema de polimeros naturales tiene una mejor aceptacion para encapsular la
quercetina. Es igualmente interesante mencionar que los grupos NHs* de la CHI y PAH se
asocia con la quercetina a través de enlaces de puentes de hidrogeno y esto esta relacionado
a que presenta una mayor afinidad con el quitosano que con el PAH debido a que el quitosano

tiene mas grupos NHs" (mayor nimero de grupos por monémero) [137].

La influencia del pH sobre la modificacion quimica de la quercetina conlleva a
cambios estructurales importantes y como puede observase se tiene una variacion compleja
de los espectros de absorcion lo que indica las especies existen en diferentes pH y no es el
simple resultado de una desprotonacion de los grupos hidroxilos de la quercetina. De hecho,
estos flavonoides experimentan una clara modificacion quimica cuando el pH aumenta, y en
soluciones alcalinas consiste de una auto-oxidacion que afecta principalmente los anillos C
(C-ring). Este proceso se produce a pH superiores a 11, implica la formacion de un
benzofuranone como un primer paso que puede someterse a una fragmentacion que conduce

a productos moleculares méas simples, que pueden someterse a una posterior polimerizacion.

5.3. Efecto del pH sobre el potencial zeta de las NpMs @ multicapas de polielectrolitos
sintéticos y naturales con quercetina

En la figura 33 se muestra las curvas de potencial zeta en funcion del pH para los
sistemas NpMs@PSS/PAH-quercetina y NpMs@CMC/CHI-quercetina. Los sistemas con
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quercetina presentan comportamientos similares a las NPMs con multicapas de
polielectrolito sin farmaco (figura 22) que fueron estudiados en el capitulo anterior. Sin
embargo, la adicion de la quercetina en la multicapas de polielectrolito provoca una ligera
disminucion en el valor zeta comparados con el sistema sin quercetina (figura 33 y 22).
Ademas, esta disminucion fue mas notoria en las NpMs@PQ2 y NpMs@PQ4. Se observa
un punto isoeléctrico alrededor de pH 7. El resultado del potencial zeta del sistema
NpMs@polielectrolito-farmaco sugiere que la carga nominal del PAH" y CHI*, cuando

interacciona con la quercetina (negativa), se reduce.

—— NpMs@PQL 50 —« NpMs@CQL
—— NpMs@PQ2 404 —— NpMs@CQ2
—+— NpMs@PQ3 ] —+— NpMs@CQ3
—<— NpMs@PQ4 30 —— NpMs@CQ4

BN
2.7

Potencial zeta (mV)
Potencial zeta (mV)
o

Figura 33. Potencial de zeta en funcion del pH para nanoparticulas de y-Fe>O3 recubiertas con capas
de a) polielectrolitos PSS/PAH con quercetina, y b) polielectrolitos CMC/CHI con quercetina.

Como ya se habia explicado en el capitulo anterior, el comportamiento del potencial
zeta con el pH es resultado del fendmeno de protonacion/desprotonacion de los grupos
carboxilos, hidroxilos, aminas presentes en las cadenas de los polielectrolitos, asi como en el

farmaco o quercetina.

Por otro lado, se realizaron medidas de dispersion dindmica de luz con el fin de
conocer la modificacion del espesor de las multicapas cuando se almacena el farmaco en las

nanoplataformas magnéticas
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5.4. Dispersion dindmica de luz (DLYS)
El didmetro hidrodinamico de las nanoparticulas se determind por DLS. Los

resultados se muestran en la figura 34 donde se observa que el diametro aumenta a medida
que aumenta el numero de capas. Los resultados muestran que estos didmetros
hidrodinamicos son mayores que el sistema sin quercetina (figura 23). Este incremento se
debe precisamente al almacenamiento de la quercetina entre las capas de polielectrolito, por
lo tanto, una masa de polielectrolito diamagnética mayor, disminuiria la magnetizacion del
sistema. Sin embargo, como ya se mostro en este trabajo las modificaciones de las
propiedades magnéticas también pueden depender de la cooperatividad entre las cadenas de
polielectrolito y la afinidad de ellas con la superficie magnética. EI farmaco incluido en las

multicapas podria cambiar dichas interacciones y asi tener comportamientos magnéticos

diferentes.
220 -
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Figura 34. Diametro hidrodindmico en funcion del nimero de capas de polielectrolitos con

quercetina.

5.5. Espectroscopia infrarroja con trasformada de Fourier FTIR
Los espectros de infrarrojo de las nanoparticulas recubiertas con multicapas de
polielectrolitos con quercetina estudiadas en el rango de 4000-400 cm™ se muestran en las

figuras 35 y 36. para el espectro que corresponde al quercetina pura se aprecian bandas de
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absorcion que aparece a 1667 (N°5), 1616 (N°4) y 1513(N°3) cmcorresponde al C=0
carbonilo de la cetona, C=C del anillo aromatico y estiramiento de los anillos aromaticos,
respectivamente y las absorcion de las bandas a 1350 (N°2)y 1250 (N°1) cm ! se atribuyen
al C-OH y C-O-C [138]. En las muestras cargadas de quercetina (NpMs@PQ2-4 y
NpMs@CQ2-4) fue posible observar las bandas caracteristicas de la quercetina, lo que

confirma la presencia de este farmaco en las capas de los polielectrolito.
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Figura 35. Espectros FTIR de las nanoparticulas de y-Fe-Os recubiertas con capas de polielectrolitos
PSS/PAH con quercetina y la quercetina libre.
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Figura 36. Espectros FTIR de las nanoparticulas de y-Fe,O3 recubiertas con capas de polielectrolitos

CMCI/CHI con quercetina y la quercetina libre.

De los resultados de FTIR, se puede confirmar que las capas positivas NpMs@PQ2
(NpMs@CQ2) y NpMs@PQ4 (NpMs@CQ4) presenta mayor cantidad de quercetina en la

superficie ya que se observa las bandas de la quercetina mas intensa que en la capa negativa
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NpMs@PQ3 (NpMs@CQ3). Esto es debido a que la quercetina fue incorporada en la

solucidn de polielectrolitos positivo.

5.6. Andlisis termogravimétrico (TGA)

En la figura 37 se muestra la descomposicion de la quercetina en funcion de la
temperatura. En el termograma se observa que la quercetina presenta una ligera pérdida de
peso (~0.4%) en el intervalo de 35-116°C. Igualmente se puede observar que a partir de
260°C presenta un cambio en su pérdida de peso, este cambio puede ser atribuido al inicio
de su oxidacion térmica. También, se observa que desde 360°C en adelante hay un cambio
en pérdida de peso mas pronunciada que esta relacionando a la degradacion de la quercetina
y por ultimo se observa que la quercetina se descompone a 527°C. Este comportamiento
térmico es similar a los reportados por Pereira et al. y Moreira da Costa et al [139, 140].

—— Quercetina

Pérdida de peso (%0)

100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

Figura 37. Termograma de la quercetina.

Los termogramas de las NpMs@ (polielectrolito/quercetina) presentados en la figura
38 muestra un comportamiento similar a los termogramas realizadas a las
NpMs@polielectrolito sin quercetina, es decir presentaron 2 perdidas de pesos: a) la primera

pérdida de peso esta relacionada a la evaporacion del agua libre y b) la segunda pérdida de
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peso esta atribuida a la descomposicion del material organico. Cabe sefialar que la
incorporacion de la quercetina provoca una mayor pérdida de peso en comparacion de los
sistemas sin quercetina provocando que reduzca la estabilidad térmica de los polielectrolitos.
Esta reduccion térmica indica fuertemente la presencia de un material (quercetina) entre las

capas.

Tambien se debe mencionar que las muestras NpMs@PQ2-4 presentaron una menor
pérdida de peso en comparacién a las muestras NpMs@CQ2-4, esto muestra que las
nanoparticulas recubiertas con polielectrolito sintéticos presentan una mayor estabilidad
térmica que los polielectrolitos naturales y puede ser atribuido a la naturaleza de los
polielectrolitos y a la cantidad de quercetina encapsulada entre las capas (que es menor en el
caso de los sintéticos), como mostraron los resultados de la eficiencia de encapsulacion (tabla
8).
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Figura 38. Termogramas de las a) nanoparticulas de y-Fe,O3 recubiertas con capas de polielectrolito
sintético con quercetina, y b) nanoparticulas de y-Fe,Os recubiertas con capas de polielectrolito
natural con quercetina.
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5.7. Propiedades magnéticas de las NpMs @ multicapas de polielectrolitos sintéticos y
naturales con farmaco

En esta seccidon se presentan resultados sobre las propiedades magnéticas de las

nanoplataformas con el farmaco con el fin de compararlos con los sistemas

NpMs@polielectrolito sin quercetina.
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Figura 39. Magnetizacion en funcion del campo magnético de las nanoparticulas de y-Fe;Os
recubiertas con a) capas de polielectrolito sintético con quercetina, y b) capas de polielectrolito

naturales con quercetina.

Las curvas M vs H para NpMs@polielectrolito-quercetina se muestra en la figura 39,

donde también presentan un comportamiento superparamagnético. La tabla 9 indica los

valores de la magnetizacion de saturacion para los sistemas NpMs@PSS/PAH-quercetina y
NpMs@CMC/CHI-quercetina.

Tabla 9. Valor de la magnetizacion de saturacion de las NpMs recubiertas con multicapas de

polielectrolitos con quercetina

20000

NpMs @PSS/PAH-quercetina NpMs @CMC/CHI-quercetina

Magnetizacion de saturacion Magnetizacion de saturacion
(emul/g) (emul/g)
NpMs @2 Capa 44.82 25.57
NpMs @3 Capa 42.71 22.96
NpMs @4° Capa 39.34 19.64
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La magnitud de la magnetizacion de saturacion presenta un resultado esperado, las
NpMs@PSS/PAH-quercetina (multicapa delgada) presenta una mayor magnetizacion de
saturacion en comparacion con las NpMs@CMC/CHI-quercetina (multicapas gruesas), esto
confirma que una masa de polielectrolito diamagnética mayor, disminuiria la magnetizacion
del sistema. Estos resultados contrastan con los resultados de las NpMs@polilectrolito sin
quercetina y puede deberse a una disminuicion tanto en la cooperatividad de las cadenas de
polielectrolito asi como en la afinidad con la superficie de las nanoparticulas debido al efecto
de las moléculas del farmaco. Cabe mencionar que la quercetina tiene una parte hidrofobica
importante y ademas el complejo (PAH"-quercetina) tiene una carga nominal menor respecto
al PAH" puro, eventualmente estos factores modificaran en gran medida las interacciones
entre las cadenas poliméricas y las interacciones con los espines ubicados en las regiones
magnéticamente desordenadas en la superficie de la nanoparticula, y segun los resultados
obtenidos muestra que dichas interaciones en sistema NpMs@PSS/PAH-quercetina son mas

debiles que en el caso NpMs@polilectrolito sin quercetina.

5.8. Conclusiones

= Los espectros de absorcion de la quercetina presentan maximos de absorcion (373,
380 y 331) nm que dependen del pH (1.2, 7.4 y 9.0). Esto indica modificaciones
guimicas que conllevan a cambios estructurales de la molécula.

= La eficiencia de encapsulacion de quercetina fue significativamente mayor en las
NpMs@CMC/CHI-quercetina, debido a que el CHI presenta mayor cantidad de
grupos NHs" que el caso PAH.

= Los estudios de espectroscopia infrarroja mostraron que la quercetina se encuentra en
la matriz polimérica de las capas 2, 3 y 4 de los sistemas tanto sintéticos
(NpMs@PSS/PAH-quercetina) como naturales (NpMs@CMC/CHI-quercetina).

= Las NPM@polielecctrolito-quercetina tiene un diametro hidrodinamico mayor que
las NPM@polielectrolito sin quercetina, indicando un aumento de grosor de la
multicapa.

= Se observdO una mayor influencia del pH sobre el poencial zeta de las

NPM@polielectrolito-quercetina respecto a las NPM@polielectrolito sin quercetina,
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lo que indica un fuerte efecto en las propiedades fisicoquimicas de las multicapas
PSS /PAH"y CMC/CHI".

El andlisis térmico de las nanoparticulas recubiertas con multicapas de polielectrolito
con quercetina demostraron un disminucién en la estabilidad térmica cuando se
compara con las nanoparticulas recubiertas con multicapas de polielectrolito sin
quercetina.

A temperatura ambiente las NpMs@PSS/PAH-quercetina y NpMs@CMC/CHI-

quercetina poseen comportamiento superparamagnético.
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Capitulo 6. Evaluacion de las NpMs@multicapas de

polielectrolitos sintéticos y naturales con quercetina

En este capitulo se estudia la toxicidad de las nanoplataformas en células cancerosas
ovaricas, analisis antibacteriano, asi como el comportamiento de liberacién por estimulos
fisicoquimicos (pH) y por campos magnéticos alternos (magnetohipertermia). Estos
experimentos fueron realizados con el objeto de analizar posibles aplicaciones biomédicas

de los sistemas sintetizados en el laboratorio.

6.1. Efecto del pH sobre la liberacion del farmaco de las NpMs@PSS/PAH-quercetina y
NpMs@CMC/CHI-quercetina

Las figuras 40 y 41, muestran los resultados de las cinéticas de liberacion de la
quercetina almacenados en los sistemas sintéticos (NpMs@PSS/PAH) y naturales
(NpMs@CMC/CH), respectivamente, a diferentes pHs (1.2, 7.4,y 9.0).

El comportamiento de liberacién en funcion del tiempo se presenta en diferentes
fases. La primea fase es un efecto de rafaga inicial, es decir el gradiente de liberacion es
répida; en esta fase la liberacion esté controlada por difusion y por la solubilidad del farmaco.
La fase 2 presenta una velocidad de liberacién muy lenta y aproximadamente constante, hasta
alcanzar una liberacion completa del farmaco (fase 3). Los tiempos representados en la figura
40 y 41 son en unidades de horas llegando hasta 240 hr (10 dias) por medicién. En estos
rangos de tiempo puede presentarse degradaciones de las cadenas poliméricas que forman la
multicapa, sobre todo en la fase 2 y 3. En ambos sistemas, tanto sintéticos como naturales,

se observa que el pH en la solucion afecta la velocidad y el mecanismo de liberacion [141].
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Figura 41. Perfil de liberacidn de la quercetina por medio de las NpMs@CMC/CHI-quercetina
obtenidas a partir del estimulo de a) pH 1.2, b) pH 7.4y c) pH 9.0.

De los perfiles cinéticos (% de farmaco liberado respecto a tiempo) se deduce el
mecanismo de liberacion del farmaco de las nanoplataformas magnéticas usadas en este
trabajo. A pH 1.2 la degradacién de la matriz polimérica gobierna la liberacién. Mientras
que a pH 7.4 el mecanismo liberacion estd dado por la difusion del farmaco. Por altimo, la
liberacion de pH 9.0 se rige por el proceso de hinchamiento de las capas. De las graficas de
liberacion se observa también que las velocidades de liberacion son mayor en el sistema
NpMs@PSS/PAH-quercetina que en el sistema NpMs@CMC/CHI-quercetina. Esta
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caracteristica puede estar relacionada con la baja solubilidad entre la CHI-quercetina respecto

a la solubilidad del sistema PAH-quercetina.
La liberacion de los sistemas puede ser explicado de la siguiente manera:

a) Laliberacion de la quercetinaa pH 9 (0.1 M de solucion de NH4CIl / NH4OH) presentd
una velocidad de liberacidn rapida, puede deberse a la desprotanacién en las aminas del PAH
(CHI), llevando a una fraccion de carga del polielectrolito menor [142] reducciendo la
interaccion electrostatica con los grupos carboxilicos de los polielectrolito negativo y los
grupos fenolicos de la quercetina (ambos cargados negativamente). Esto provoca una
desestabilizacién entre las capas de los polielectrolitos y como consecuencia la fuerzas de
repulsion electrostatica entre el grupos COO" y los grupos fendlicos dominan el proceso de
liberacion, por lo tanto las moléculas de la quercetina asociadas a las capas de los polimeros
adquieren una mayor velocidad de liberacion.

b) Para la liberacion de la quercetinaa pH 7.4 (0.1 M de solucion de NaH2PO4) presentd
una velocidad de liberacion baja, esto se puede atribuir a una pequefia protonacién de los
grupos aminas en la cadena de polielectrolito PAH (CHI) generando una baja fraccion de
carga (pero mayor que en el caso de pH 9), mientras que los grupos carboxilicos del
polielectrolito y los grupos fenodlicos de la quercetina tienen un valor de carga negativa
mayor. El sistema tendré& por consecuencia multicapas con las cadenas de polielectrolitos de
carga opuesta entrelazadas y extendidas, en este proceso la multicapa comenzara a hincharse
gradualmente y desarrollard una arquitectura porosa o defectos locales que facilitaran la
difusion de moléculas de farmaco hacia la solucién [66] y por otro lado la interaccion
atractiva electrostatica entre la quercetina y el polielectrolito podria atenuar la liberacion del
farmaco.

c) EIl comportamiento de liberacion de la quercetina en valores de pH 1.2 (0.1 M de
solucion de HCI/KCI), esta determinada por una fuerte interaccion atractiva entre los grupos
aminas del PAH (CHI) totalmente totalmente protonados y los grupos sulfatos (carboxilos)
del PSS (CMC) y los grupos fenolicos de la quercetina muy débilmente protonado
(préacticamente fraccion de carga igual a cero), estas interacciones entre los grupos dan como

resultados una liberacion rapida de la quercetina. Sin embargo, esto no ocurre debido a que
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la quercetina se asocia via enlace de hidrogeno con el grupo NHs* del polielctrolitro [137]

ocasionando una velocidad de liberacion intermedia.

Asimismo, la velocidad de liberacion en la fase inicial de la quercetina en ambos
sistemas NpMs@PSS/PAH-quercetina y NpMs@CMC/CHI-quercetina disminuyd al
aumentar el nimero de capas. Existe una aparente disminucion de permeabilidad de la
multicapa de polielectrolito al aumentar el nimero de capas. Ademas de los resultados
experimentales de termogravimetria se encontré que el porcentaje de la cantidad de agua se
reduce cuando aumenta el nimero de capas. Por lo que podemos concluir que la disminucion
del contenido de agua en las multicapas disminuye su permeabilidad y la movilidad de la
quercetina decrece, lo que contribuye a una velocidad de liberacién inicial menor [143]. Sin
embargo, conforme pasa el tiempo, el fenémeno de degradacién del polimero, asi como
hinchamiento de las cadenas de polielectrolito puede generar un aumento en la difusion del
farmaco en la fase 2 y 3. Con el fin de comprender mejor el mecanismo de liberacién (en
todas las fases de liberacidn) se hicieron ajustes en las curvas experimentales de los perfiles
de liberacién (como se observa en las figuras 42 y 43) utilizando 2 modelos matematicos
Korsmeyer-Peppas y Gallagher—Corrigan , que toman en cuenta la solubilidad limitada de
la quercetina, la degradacion del polimero y difusion del soluto (farmaco). Los modelos se

describieron en la seccion 2.3.
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Figura 42. Ajuste del perfil de liberacion de la muestra NpMs@PQ2 usando el modelo matematico
Korsmeyer-Peppas (La linea de color rojo sélido representa el ajustada de los datos a través de la
ecuacién (4) de una liberacién acumulativa < 60%) .
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a) Modelo matematico Korsmeyer-Peppas

La tabla 10 indica los parametros cinéticos obtenidos para la liberacion de la
quercetina a partir de los sistemas NpMs@PSS/PAH-quercetina y NpMs@CMC/CHI-

quercetina en los pH 1.2, 7.4 y 9.0 a partir del ajuste de liberacion presentados usando el

modelo de Korsmeyer-Peppas. Se obtuvieron para los tres pH un coeficiente de correlacion

de alrededor de R%>0,9, excepto para el sistema NpMs@ PSS/PAH-quercetina a pH 1.2

(R%>0,8). Para todos los experimentos el valor del exponente n se encontré en un rango de

(0.13 a 0.43), la liberacion de la quercetina ocurre en algunos casos por el mecanismo de

difusion de Fickiana cuando n~0.45; sobre todo en la tltima capa en todos los sistemas. Este

comportamiento se debe principalmente por una difusion que pasa a través de poros en la

matriz polimérica (relacionada con la longitud de correlacion de la red que forman las

cadenas de polielectrolito entrelazadas en las multicapas) [72].

Tabla 10. Resultados obtenidos para liberacion de la quercetina, utilizando el modelo Korsmeyer-

Peppas.

pH 1.2 pH 7.4 pH 9.0
T Muestra k n R? k n R? k n R?
g < NpMs@PQ2 | 41.85 0.13 0.8425|30.85 0.27 0.9672 | 60.00 0.16 0.9722
7 £
g_’g NpMs@PQ3 | 26.85 0.29 0.8550 | 22.69 0.24 0.8901 | 52.27 0.16 0.9977
® o
(2]
%_D' NpMs@PQ4 | 19.15 0.34 0.8197 | 14.06 0.31 0.9030 | 39.23 0.20 0.9748
Z

pH 1.2 pH 7.4 pH 9.0
_ Muestra k n R? k n R? k n R?
5@ NpMs@CQ2 | 36.99 0.30 0.9941 | 25.84 0.40 0.9900 | 58.90 0.14 0.9578
O c
§§ NpMs@CQ3 | 28,55 0.31 0.9840 | 23.21 0.31 0.9675|42.31 0.20 0.9067
CE
%U NpMs@CQ4 | 18.23 0.34 0.9274 | 16.25 0.42 0.8673 | 25.92 0.35 0.9499
Z

R? coeficiente de correlacion al cuadrado, k (h™) es la constante del sistema y n es el exponente difusional que
depende de la geometria de la particula
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b) Modelo Gallagher—Corrigan.
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Figura 43. Ajuste del perfil de liberacién de la muestra NpMs@PQ2 usando el modelo matematico
Gallagher-Corrigan.

Los resultados de los ajustes usando el modelo Gallagher-Corrigan se muestran en las
tablas 11y 12.

Tabla 11. Resultados obtenidos para liberacion de la quercetina para el sistema NpMs@PSS/PAH-
guercetina, utilizando el modelo Gallagher—Corrigan.

pH 1.2 pH 7.4

Muestra fs k1 ko tmax R2 fs k1 ko tmax R2

NpMs@PQ2 | 0.27 0.163 0.010 2343 0.9612 |0.19 0.207 0.011 171.8 0.9885
NpMs@PQ3 | 0.21 0.155 0.015 173.7 0.9531 |0.16 0.198 0.016 178.8 0.9618
NpMs@PQ4 | 0.23 0.074 0.017 1918 0.9227 |0.14 0.131 0.020 187.5 0.9004

pH 9.0

Muestra s ki ka trax  R?
NpMs@PQ2 | 0.23 0.272 0.002 116.5 0.9958
NpMs@PQ3 | 0.20 0.220 0.010 69.4 0.9983
NpMs@PQ4 | 0.18 0.242 0.014 94.3 0.9852

Las unidades de ki& ko son ht

La cinética de liberacion de la quercetina obtenida sugiere que el proceso es por
difusion durante la liberacion inicial (rafaga) y luego por una degradacion del polimero que

alguna veces es el factor de control en la liberacion. También se observa que al incrementar
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el nimero de capas disminuye la liberacion inicial (ki), sin embargo, ko aumenta con el
namero de capas Yy esta relacionado con tiempos largos donde fendbmenos de aumento de
poros y defectos locales debido al entrelazamiento de polielectrolito pueden generarse
facilitando asi la difusion de moléculas de la quercetina hacia el solvente.

Tabla 12. Resultados obtenidos para liberacion de la quercetina para el sistema NpMs@CMC/CHI-
quercetina, utilizando el modelo de Gallagher—Corrigan.

pH 1.2 pH 7.4

Muestra fs k1 ko tmax R2 fs k1 ko tmax R?

NpMs@CQ2 | 0.25 0.418 0.015 181.0 0.9919 | 0.28 0.177 0.015 232.2 0.9453
NpMs@CQ3 | 0.24 0.187 0.016 196.8 0.9842 | 0.25 0.162 0.017 230.4 0.9587
NpMs@CQ4 | 0.20 0.153 0.017 189.9 0.9128 | 0.17 0.131 0.017 171.0 0.8325

pH 9.0

Muestra s ki ka trax  R?

NpMs@CQ2 | 0.15 0.220 0.008 9.429 0.9954
NpMs@CQ3 | 0.22 0.194 0.011 113.3 0.9800
NpMs@CQ4 | 0.25 0.168 0.025 150.7 0.9611

Las unidades de ki& ko son ht

6.2. Efecto de la magnetohipertermia sobre la liberacion del farmaco de las
NpMs@PSS/PAH-quercetina y NpMs@CMC/CHI-quercetina

Con el objeto de estimular (y controlar) la liberacién del farmaco en células
cancerosas por medio de campos magnéticos externos no invasivos se realizaron medidas de
magnetohipertermia para evaluar su efecto sobre la liberacion del farmaco y calentamiento

de las nanoplataformas magneéticas.
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Figura 44. Variacion de la temperatura de las nanoparticulas de maghemita en funcion del tiempo
en diferentes campos magnéticos alternos.

La figura 44 muestra la variacion de la temperatura de las nanoparticulas de y-Fe2O3
a diferentes campos magnéticos alternos. Se observa que a medida que aumenta el campo
magnético también aumenta la temperatura de la solucion que contiene las nanoplataformas
magnéticas, lo que se deduce que las particulas magnéticas en campos magnéticos alternos
se comportan como generadores de calor [47, 48]. La temperatura de las nanoparticulas a 50
Oe, 90 Oe, 130 Oe, 170 Oe y 190 Oe del campo magnético alterno alcanz6 temperaturas
maximas de 33, 39, 51, 67 y 76 °C, respectivamente en un tiempo de 900 segundos.

Basandose en los resultados anteriores, el campo magnético alterno que se utilizé para
los analisis de liberacidn de farmaco en los sistemas NpMs@Polielectrolitos-quercetina fue
de 1300e, la justificacion aqui es que el sistema de NpMs produjo una conversién energética
(campo magnético a calor) que generd una temperatura razonable de 51 °C (hipertermia
moderada). Cabe mencionar que diferentes pardmetros como aglomeracién, material usado
para modificar a la superficie de las nanoparticulas, solvente, frecuencia, cambian el valor
de temperatura del sistema [144, 145, 146].

La figura 45 muestra la variacion de la temperatura en funcion del tiempo de
soluciones que contiene las NpMs@PSS/PAH y NpMs@CMC/CHI con quercetina cuando
se aplica un campo magnético alterno con magnitud 1300e y frecuencia de 326kHz. Se

observa que la variacion de la temperatura en la solucion acuosa disminuye a medida que
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incrementa el ndmero de capas sobre las nanoparticulas. Por otro lado, los resultados
muestran que la temperatura del sistema natural (NpMs@CMC/CHI) es ligeramente mayor
que en el sistema sintético (NpMs@PSS/PAH).

Ademas, observamos un efecto de las multicapas de polielectrolitos sobre la
temperatura de la solucién que contiene solamente las NpMs. La temperatura disminuye de
un 27 a 35 % para las multicapas @PSS/PAH* y de un 25 a 33 % para las multicapas
@CMC/CHI*. El resultado sugiere que la capacidad calorifica efectiva de
NpMs@polielectrolito disminuye respecto a la capacidad calorifica de la NpMs sin
recubrimiento, es decir, los polielectrolitos contribuyen con un efecto de menor conduccion
de calor en el sistema. La desventaja de este fendmeno es la practicamente nula hipertermia
en el sistema (la temperatura generada esta por encima en 1 grado de la temperatura normal
del organismo humano), sin embargo, se tiene una ventaja el cual consiste en preservar la

biofuncionalidad quimica del farmaco a estas temperaturas.
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Figura 45. Variacion de temperatura en funcion del tiempo obtenida para
a)NpMs@PSS/PAH y b)NpMs@CMC/CHI
En la figura 46 se muestra la eficiencia de la liberacion de la quercetina de las
NpMs@PSS/PAH-quercetina y NpMs@CMC/CHI-quercetina en 0.1 M de solucion de
NaH2POs a pH 7.4, sometida al campo magnético de 130 Oe y con una frecuencia de 326
kHz y posteriormente analizadas por espectroscopia de UV-Vis. En ambos casos se observa

que la liberacion de la quercetina ocurrio mucho mas rapida después de la aplicacion del
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campo magnético si se compara con la liberacion por pH. Por ejemplo la liberacion
NpMs@P2 fue necesario 10 h para la liberacion ~60 % de quercetina (figura 40 b), mientras
gue este mismo porcentaje de quercetina fue liberado en apenas 180 s después de la
aplicacion del campo magnetico. De esta forma el mecanismo de liberacion de la quercetina
después de la aplicacion del campo magnético se pueda dar por un mayor grado de
permeabilidad en la multicapa relacionado con la capacidad del nucleo magnético de
transfromar la energia magnética en calor, es decir, una movilidad mayor de las cadenas
poliméricas al aumentar la temperatura y asi obtener una cinética grande de liberacion de la
quercetina hacia el medio externo [147].
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Figura 46. Perfil de liberacion de la quercetina a partir de las a) NpMs@PSS/PAH-quercetina, y b)
NpMs@CMC/CHI-quercetina obtenidas después de la aplicacion del campo magnético 130 Oe en
la frecuencia de 326 kHz.

Ademas de estos resultados podemos observar que el cambio de la liberacion con el
tiempo (dL/dt) en los primeros 180 s para NpMs@PQ2 (NpMs@QC?2) presentan un dL/dt
mayor que la muestra NpMs@PQ4 (NpMs@QC4). Este aumento en dL/dt se puede atribuir
a una la mayor velocidad de liberacion de la quercetina a través de las capas, sin embargo
esta disminuye a medida que aumenta el nimero de capas en las nanoparticulas. Se puede
establecer que el campo magnético a la que se sometio a las NpMs@CMC/CHI-quercetina
genera una mayor liberacion de quercetina que las NpMs@PSS/PAH-quercetina y esto se
puede asociarse a que los polielectrolito CMC y CHI presenta una menor estabilidad térmica

que los polielectrolito PSS y PAH (un ablandamiento de la matriz polimérica mas rapida).
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6.3. Estudios de citotoxicidad de las NpMs@PSS/PAH-quercetina y NpMs@CMC/CHI-
quercetina

En la figura 47 y 48 se muestra la citotoxicidad de las nanoparticulas recubiertas con
multicapas de polielectrolito con quercetina (NpMs@PSS/PAH-quercetina 'y
NpMs@CMC/CHI-quercetina), quercetina libe y los polimeros magnéticos cargados de
guercetina, quercetina libre y muestras en blanco (NpMs@PSS/PAH y NpMs@CMC/CHI)
en células tumorales de ovario humano (A2780) después de 72 h de exposicion.

En los experimentos realizados para acceder a la citotoxicidad de muestras sin
quercetina (Figura 47), se observo que las muestras no mostraron actividad citotoxica
significativa en cualquier concentracion probada, probablemente debido a la presencia de un
recubrimiento biocompatible y para las muestras NpMs@PSS/PAH-quercetina y
NpMs@CMC/CHI-quercetina y la quercetina libre (figura 48), la viabilidad celular se vio
comprometida significativamente (P <0,0001) y mostro una actividad dependiente de la dosis
amedida que la concentracion de quercetina aumentaba de 40 a 100 umol-1. Estos resultados
confirma la biocampatibilidad de los biomateriales CMC y CHI, ademas del comportamiento
observado por Yu Zenget al., que reportaron que las capsulas de PSS/PAH no son toxica y
que presenta una buena [148].

Junbo Zhou et al. observaron que la quercetina se puede utilizar como terapia
antitumoral en el carcinoma ovarico humano mediante la induccién de la apoptosis [149].
Para verificar que nuestro sistemas NpMs@PSS/PAH-quercetina y NpMs@CMC/CHI-
guercetina pueda utilizarse como trasportador para la administracién de farmaco y pueda
modular la vida o muerte celular en aplicaciones terapéuticas. Se realizaron experimentos de
cititoxicidad de muestras con quercetina y quercetina libre (Figura 48). Los resultados nos
permitieron observar que la quercetina libre redujo la viabilidad celular de 22.7% a 10.7%,
sin embargo en las nanoparticulas recubiertas con multicapas de polielectrolito con
quercetina presentd una mayor viabilidad celular cuando se compara con quercetina libre,
pero cabe sefialar que en todos los casos se observd que a medida se incrementa la
concentracion de la nanoparticulas esta redujo la viabilidad celular. Asi mismo se observa
que la viabilidad celular aument6 a medida que el nimero de capas de polielectrolito
aumento. Esto podria ser relacionado a la cantidad cada vez mayor de polielectrolito en cada

capa Y esto ocasiona que la quercetina quede atrapada entre las capas (menor difusion de la
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quercetina) dificultando su pronta disponibilidad para el medio biologico y provocando una
disminucion en la citotoxicidad, lo cual hace suponer que podria ser bueno para una
administracion del farmaco lenta y constante en zonas especificas del organismo donde

interesa que tengan efecto.
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Figura 47. Porcentaje de viabilidad de células de muestras en blanco (sin quercetina): a)
NpMs@PSS/PAH y b) NpMs@@CHI/CMC después de 72 h de incubacion. Ensayo de viabilidad
por MTT. El agua ultrapura se usé como control negativo después de 72 h de incubacion.
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Figura 48. Porcentaje de viabilidad de las células de A2780 en presencia de quercetina libre y
muestras cargadas de quercetina: a) NpMs@PSS/PAH-quercetina y b) NpMs@CMC/CHI-
guercetina después de 72 h de incubacion. Ensayo de viabilidad por MTT. El agua ultrapura se uso
como control negativo. Significativamente diferente del control: * P <0.0001.

6.4. Estudios de actividad microbiana de las NpMs@PSS/PAH-quercetina vy
NpMs@CMC/CHI-quercetina

El efecto inhibidor del crecimiento dependiente del tiempo se realiz6 durante un
periodo de 24 h con bacterias expuestas a la quercetina y la quercetina encapsuladas en la
nanoparticula con multicapas de polielectrolitos. En este estudio, la disminucion de la
densidad Optica se interpretd como actividad inhibidora del crecimiento o bactericida. En las
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figura 49 y 50 se puede observar que la quercetina libre muestra un efecto de inhibicion

significativo sobre el crecimiento de bacterias de E. coli y B. subtilis en comparacion con el

grupo control que contenia bacterias solamente. Ademas, este resultado indica no sélo la alta

actividad antibacteriana de la quercetina libre sino que implica también su selectividad frente

a las bacterias Gram-positivas [150].

El sistema PSS/PAH con quercetina presenta una inhibicion mas rapida en ambos

sistemas (E. coli y B. subtilis) que el sistema CMC/CHI con quercetina. También, se observo

que el sistema PSS/PAH exhibi6 un efecto de inhibicion menor a medida que aumenta el

numero de capa debido a que la difusion y liberacion de la quercetina es mas lenta
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Figure 49. Curvas de crecimiento (densidad Optica) de E. Coli con quercetina libre y muestras
cargadas de quercetina: a) NpMs@PSS/PAH-quercetina y b) NpMs@CMC/CHI-quercetina.
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Figure 50. Curvas de crecimiento (densidad optica) de B. Subtilis con quercetina libre y muestras

cargadas de quercetina: a) NpMs@PSS/PAH-quercetina y b) NpMs@CMC/CHI-quercetina.

6.5 Conclusiones

El mecanismo de liberacion a partir del modelo matematico Korsmeyer-Peppas y
Gallagher-Corrigan sugiere que la quercetina presenta una difusién a través de la
matriz polimérica por un el hinchamiento de la multicapa lo que provoca poros en la
multicapa.

Los perfiles de calentamiento de estas particulas expuestas a campos magnéticos
alternos de varias intensidades y a frecuencias constate de 326 kHz muestran que las
particulas de magnetita son mas que capaces de alcanzar las temperaturas necesarias
para lograr efectos de liberacion y / o hipertermia estimuladas magnéticamente.

Los estudios de liberacion de quercetina por pH y por magnetohipertermia mostraron
que la velocidad de liberacion disminuye a medida que incrementa el nimero de
capas.

El efecto del campo magnético provoco una mayor velocidad de liberacion de la
quercetina respecto a la cinética de liberacion obtenida por estimulos de pH (sin
campo magnético).

La muestras de los sistemas NpMs@PSS/PAH y NpMs@CMC/CHI no mostraron

actividad citotoxica.

90



La muestras de los sistemas NpMs@PSS/PAH-quercetina y NpMs@CMC/CHI-
guercetina mostraron actividad citotoxica presentando una reduccion de actividad
citotoxica a medida que el nimero de capas de polielectrolito aumento.

Las muestras del sistema NpMs@PSS/PAH-quercetina presenta una inhibicién mas
rapida en los sistemas E. coli y B. subtilis que el sistema NpMs@CMC/CHI-

quercetina.
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Capitulo 7. Conclusiones Generales

Por el método de coprecipitacion se obtuvieron particulas esféricas de y-Fe2O3 con
tamano promedio de 8.83 nm y una polidispersidad de alrededor de 0.29 nm.

Por difraccion de rayos X se observo un ligero desplazamiento hacia angulos méas
altos (~ 0.20°) confirmando el cambio de fase de magnetita (antes del proceso de
oxidacion) a maghemita (después del proceso de oxidacion).

Los experimentos de titulacion conductimétrica y potenciométrica relevo que pH 4
es el pH 6ptimo para llevar a cabo la técnica LbL.

Los valores del potencial zeta de las nanoparticulas de y-Fe2Os sin y con
recubrimiento presentaron inversion de la carga superficial y el signo depende del
numero de la capa de polielectrolitro.

El potencial zeta de las nanoplataformas se modifico cuando el pH cambid y se debe
principalmente a la protonacion/desprotonacion de los grupos presentes en la
superficie. Este resultado esta relacionado con los diagramas de especiacion para cada
sistema.

FTIR mostrd la interaccion entre moléculas cargadas del polielectrolitro y sitios
cargados en la superficie de las nanoparticulas.

Los experimentos termogravimétricos de las NpMs recubiertas muestran un pequefio
incremento en la estabilidad térmica de las multicapas adsorbidas cuando se compara
con los polielectrolitos puros.

Los resultados experimentales de magnetizacion muestran que la NpMs y
NpMs@polielectrolito presentan propiedades superparamagnéticas.

La incorporacion de polielectrolitros sobre la superficie de la nanoparticula provoca
una disminucion de la magnetizacion de saturacion, lo cual es similar al
comportamiento observado en sistemas nucleo(magnético)@coraza(diamagnético o
no magnético).

La magnetizacion de saturacion en sistemas NpMs@polielectrolitos no solamente

depende de la parte diamagnética (no magnética) de la multicapa sino también de la
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cooperatividad entre las cadenas de polielectrolito y la afinidad de ellas con la
superficie magnética.

Para los sistemas estudiados en este trabajo de tesis resultd tener una mejor
cooperatividad las cadenas de los polimeros sintéticos (capa delgada) con una mejor
afinidad en la superficie de NpMs que el caso de los polielectrolitos naturales (capa
més gruesa), afectando asi, fuertemente o débilmente, las interacciones con los
espines ubicados en las regiones magnéticamente desordenadas en la superficie de la
nanoparticula.

Espectros de absorcion de la quercetina presentan maximos de absorcion (373, 380 y
331) nm que dependen del pH (1.2, 7.4 y 9.0). Esto indica modificaciones quimicas
que conllevan a cambios estructurales de la molécula.

La eficiencia de encapsulacion de quercetina fue significativamente mayor en las
NpMs@CMC/CHI-quercetina, debido a que el CHI presenta mayor cantidad de
grupos NHs™ que el caso PAH.

Los estudios de espectroscopia infrarroja mostraron que la quercetina se encuentra en
la matriz polimérica de las capas 2, 3 y 4 de los sistemas tanto sintéticos
(NpMs@PSS/PAH-quercetina) como naturales (NpMs@CMC/CHI-quercetina).

Las NpMs@polielecctrolito-quercetina tiene un didmetro hidrodindmico mayor que
las NpMs @polielectrolito sin quercetina, indicando un aumento de grosor de la
multicapa.

Se observo una mayor influencia del pH sobre el potencial zeta de las NpMs
@polielectrolito-quercetina respecto a las NpMs @polielectrolito sin quercetina, lo
que indica un fuerte efecto en las propiedades fisicoquimicas de las multicapas PSS
/[PAH*"y CMC/CHI*.

El andlisis térmico de las nanoparticulas recubiertas con multicapas de polielectrolito
con quercetina demostraron un disminucion en la estabilidad térmica cuando se
compara con las nanoparticulas recubiertas con multicapas de polielectrolito sin
quercetina.

A temperatura ambiente las NpMs@PSS/PAH-quercetina y NpMs@CMC/CHI-

quercetina poseen comportamiento superparamagnético.
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El mecanismo de liberacion a partir del modelo matematico Korsmeyer-Peppas y
Gallagher-Corrigan sugiere que la quercetina presenta una difusién a través de la
matriz polimérica por un el hinchamiento de la multicapa lo que provoca poros en la
multicapa.

Los perfiles de calentamiento de estas particulas expuestas a campos magnéticos
alternos de varias intensidades y a frecuencias constate de 326 kHz muestran que las
particulas de magnetita son mas que capaces de alcanzar las temperaturas necesarias
para lograr efectos de liberacion y / o hipertermia estimuladas magnéticamente.

Los estudios de liberacion de quercetina por pH y por magnetohipertermia mostraron
que la velocidad de liberacion disminuye a medida que incrementa el nimero de
capas.

La liberacion del quercetina después de la aplicacién del campo magnético genera
una mayor liberacion de quercetina que la liberacion por pH.

La muestras de los sistemas NpMs@PSS/PAH y NpMs@CMC/CHI no mostraron
actividad citotoxica.

La muestras de los sistemas NpMs@PSS/PAH-quercetina y NpMs@CMC/CHI-
quercetina mostraron actividad citotoxica presentando una reduccion de actividad
citotoxica a medida que el nimero de capas de polielectrolito aumento.

Las muestras del sistema NpMs@PSS/PAH-quercetina presenta una inhibicién mas
rapida en los sistemas E. coli y B. subtilis que el sistema NpMs@CMC/CHI-

quercetina.
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Perspectivas

= Realizar la técnica LbL usando polielectrolitos con capacidades calorificas mayores
al propuesto en este trabajo con el fin de obtener una hipertermia mayor (temperaturas
que puedan alcanzar minimamente 42 °C)

= Investigaciones relacionadas con NpMs@polielectrolitos almacenando diferentes
tipos de farmacos.

= Evaluar la citotoxidad de las nanoparticulas post-exposicion a campo magnético, para
observar la estabilidad quimica de la nanoparticula.

= Probar la actividad antimicrobiana de las NpMs@multicapas de polielectrolitro en
otros microorganismos patogenos.

= Realizar un estudio tedricos de los sistemas autoensamblados usados en este trabajo
de tesis con simulaciones de dindmica molecular, con el objeto de entender el
mecanismo de interaccion entre las NpMs y polielectrolitos, cooperatividad entre las

cadenas de polielectrolito y sus efectos sobre las propiedades magnéticas y de calor.
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