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RESUMEN

En este trabajo se desarrolla un protocolo para la sintesis de nanoparticulas tipo
nacleo/coraza de FesC/y-Fe203 encapsuladas en sistemas micelares de
dodecilsulfato de sodio (SDS) con nuacleo hidrofébico de &cido oleico (AO)
estabilizadas con quitosana (Q). Las nanoparticulas se sintetizaron utilizando como
precursor el pentacarbonilo de hierro (Fe(CO)s) y estabilizando las particulas (OA)
para su uso en nhanoemulsiones usando la técnica de sonosintesis. Las
nanoparticulas obtenidas y purificadas por centrifugacion a 7500xg, resultaron en
particulas con un didmetro hidrodinamico de 19.71 nm y un indice de polidispersidad
de 0.134, las cuales fueron utilizadas en la fase organica del proceso de sintesis de
las nanoemulsiones, en el cual se vario la cantidad de surfactante SDS, dando como
resultado 6ptimo el uso de una concentracién final de 7 mM, con lo que se
obtuvieron nanoemulsiones con un diametro hidrodinamico de 223.6 nm y un indice
de polidispersidad de 0.216; asi mismo, se realizaron nanoemulsiones sin
nanoparticulas, esto con el fin de realizar una comparativa en cuanto a tamafios y
cargas de las muestras, obteniendo para el caso de nanoemulsiones sin
nanoparticulas un didmetro hidrodindmico de 229.9 nm y un indice de
polidispersidad de 0.146, ambos casos con un potencial zeta de -41.5 mV, esto
debido a la carga negativa natural del surfactante utilizado. Una vez obtenidas las
nanoemulsiones, se procedié a realizar el recubrimiento de las mismas mediante
sonicacion, con una disolucion de Q de bajo peso molecular en acido acético al 2%,
obteniendo en el caso de las nanoemulsiones con nanoparticulas un diametro
hidrodindmico de 185.3 nm y un indice de polidispersidad de 0.150, mientras que
para las nanoemulsiones sin nanoparticulas se obtuvo un didmetro hidrodinamico
de 225.3 nm y un indice de polidispersidad de 0.222, con una carga de 36.7 mV y
36.2 mV respectivamente, confirmandose el encapsulamiento con Q, debido a que
la quitosana tiene una carga positiva. Usando microscopia electronica de barrido y
transmision, se encontré una morfologia esférica, y el posible encapsulamiento de
las nanoparticulas de oxido de hierro tipo ndcleo/coraza. Los resultados de la

técnica de dispersion de rayos-X (EDS) mostraron la presencia de los elementos de



interés. La técnica de espectroscopia infrarroja (FT-IR) nos mostré los cambios
guimicos durante las diferentes etapas de sintesis y encapsulamiento, mostrando la
modificacion de la superficie de las nanoparticulas con AO y su
nanoencapsulamiento con Q. Basandose en las caracteristicas de las nanocapsulas
obtenidas, éstas demuestran que sus propiedades quimicas y fisicas podrian ser
usadas para el tratamiento y diagnéstico de enfermedades, es decir, como un

agente teranostico.
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1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1 Introducciéon

Los avances en la ciencia siempre han sido una fuerza impulsora en tecnologia
de dispositivos médicos, y la aparicion de la nanotecnologia en los ultimos afios ha
tenido una fuerte influencia en la mejora de dispositivos médicos. La nanotecnologia
es el término utilizado para cubrir el disefio [1], la construccion [2] y el uso de las
estructuras funcionales [3] con al menos una dimension caracteristica que se mide
en nanémetros (de 1 a 100 nanémetros) [4]. Esto se deriva del hecho de que, al
cambiar el tamafio de los materiales cominmente conocidos, surgen nuevas
propiedades que se pueden utilizar en muchas areas de las tecnologias actuales,
como por ejemplo medicina [5], electrénica [6], celdas solares [7], combustibles [8],
entre otros [9].

La nanotecnologia se puede llamar una tecnologia de "habilitacion”. Es un
campo altamente interdisciplinario que implica quimicos, fisicos, bidlogos,
ingenieros y médicos por nombrar sélo unos pocos [10]. En los ultimos afios, la
interaccion de diferentes campos como son la medicina y la nanotecnologia han
producido una amplia gama de técnicas y materiales con cualidades compatibles
para la aplicacién controlada en la liberacion de farmacos.

Recientemente, se ha incrementado la basqueda de aplicaciones biomédicas
de las nanoparticulas en la terapia enfocada al cancer. Algunas aplicaciones que se
pueden mencionar son como agentes de contraste para la deteccion oportuna de la
enfermedad [3] y/o el uso de las mismas como agente de transporte de moléculas
con actividad biolégica o agente terapéutico [11].

Las aplicaciones de nanoparticulas de 6xido de hierro se han investigado
ampliamente, como por ejemplo las nanoparticulas de maghemita (y-Fe203), que
son utilizadas en biomedicina [12], debido a que son biocompatibles y no toxicas
para los humanos [13], mientras que su magnetismo permite la manipulacién a
distancia con campos magnéticos externos [14]. Algunos de sus usos potenciales

son electrofotografia, hipertermia enfocada para la eliminacion de células



cancerigenas, imagenes de resonancia magnética para el diagnéstico clinico, entre
otros [15], [16].

Las nanoparticulas magnéticas, debido a su tamafo, presentan un
comportamiento superparamagnético [17], es decir, requieren de un campo
magnético para lograr su ordenamiento por debajo de la temperatura critica y éste
desaparece en ausencia del campo magnético antes mencionado [16].

Las nanoparticulas magnéticas con recubrimientos superficiales son cada vez
mas utilizadas clinicamente para diversas aplicaciones biomédicas, tales como
resonancia magnética [18], termoterapia [19], administracién de farmacos [5],
reparacion de tejidos [20], células [21], asi como tejido diana y transfeccidn genética
[3], esto debido a su biocompatibilidad y buena respuesta a campos magnéticos.

Los sistemas nanoencapsulados han atraido un gran interés en los ultimos
afos debido a la facilidad en su sintesis y las cualidades intrinsecas como medio
para atrapar y liberar agentes terapéuticos a través de su membrana [22]. Las
nanocapsulas pueden servir como portadores de farmacos u otras sustancias para
lograr la liberaciéon controlada de éstos por medio de la seleccion adecuada de los
materiales y tamafio que la conforman, propiedades que se ven potenciadas por su
estabilidad fisica y quimica.

Las nanocapsulas son materiales nanoestructurados, estan compuestas por
un nucleo, normalmente sélido o liquido y una capa protectora que envuelve a éste,
la cual es por lo regular una membrana polimérica no toxica (ej. la quitosana), que
hace posible la deposicién de farmacos [22]. Debido a su tamafio, las nanocapsulas
pueden ser utilizadas para la liberacion controlada y la concentracion de
medicamentos contra la proteccién de enzimas, proteinas y células extrafias,
ademas de tener un gran numero de aplicaciones, ya sean farmacéuticas [23],
bioquimicas [5], eléctricas [24], cuidado personal [25], agricultura [22], etcétera.

Cuando un medicamento es colocado dentro del hueco de las nanocapsulas,
el farmaco podria ser entregado directamente en el sitio que es requerido, mediante
el efecto de permeabilidad y retencion aumentada (EPR), el cual es un mecanismo
de difusion pasiva que se encuentra en situaciones como el cancer, en el que debido

al crecimiento de las células se aumenta el flujo sanguineo en la regién de



crecimiento tumoral; y en una dosis mucho menor, lo que reduce significativamente
cualquier efecto secundario que se pudiera presentar y controla estrictamente el
area de curacion [26], [27].

La preparacion de las nanocapsulas involucra la fase organica (solvente,
polimero, aceite y farmaco) y la fase acuosa (agua y surfactante) [22], [25]. Una vez
completas, éstas pueden funcionalizarse en sus superficies, para proporcionar
conexiones para anticuerpos u otros tipos de moléculas para aumentar su
efectividad biolégica.

El trabajo propuesto en esta investigacion esta enfocado a la preparacion de
nanoparticulas de 6xido de hierro tipo nucleo/coraza preparadas por sonosintesis,
utilizando como precursor el pentacarbonilo de hierro con la técnica de sondlisis.
Una vez sintetizadas estas nanoparticulas magnéticas se pretende encapsular las
mismas, utilizando la técnica de nanoprecipitacion, esto con el fin de obtener una
nanocapsula que pueda ser recubierta con quitosana para utilizarse en aplicaciones

teranodsticas.

1.2 Objetivo general

Desarrollar un protocolo general para la preparacion de nanoparticulas

encapsuladas recubiertas con quitosana.

1.3 Objetivos especificos

e Preparar nanoparticulas de 6xido de hierro tipo nucleo/coraza de didmetro
aproximado de 20 nm.

e Preparar nanoemulsiones de SDS, utilizando las nanoparticulas de 6xido de
hierro tipo nucleo/coraza suspendidas en AO.

e Recubrir la nanoemulsion con quitosana.

e Realizar pruebas de hidratacion a las nanocapsulas recubiertas.

e Caracterizar fisicamente las nanocapsulas usando técnicas como dispersion

de luz dindmica, potencial Z, SEM y TEM.



e Caracterizar las nanocapsulas quimicamente usando técnicas como FT-IR,
y EDS.



2 MARCO TEORICO

2.1 Nanoparticulas

Las nanoparticulas se definen como particulas con tamafios que van de uno a
100 nanometros (nm) en al menos una de sus tres dimensiones. Debido a tan
pequefia escala, las nanoparticulas poseen una inmensa area por unidad de
volumen, una gran proporcién de atomos en la superficie [7], la habilidad de exhibir
efectos cuanticos [28], diversidad quimica (metales, 6xidos, semiconductores, etc.)
[29], diversidad morfologica (esferas, cilindros, discos, tubos, etc.) [30]. Debido a las
caracteristicas Unicas antes descritas (entre otras), las propiedades de las
nanoparticulas no pueden ser anticipadas de una simple extrapolacion de
propiedades de conglomerados de materiales, generalmente las caracteristicas de
una nanoparticula de cierto elemento no pueden ser derivadas o descritas a partir
de una muestra de ese mismo elemento.

Las nanoparticulas pueden ser generadas utilizando distintos enfoques de
sintesis, incluyendo aquéllos basados en fase gaseosa, liquida, o sélida. Una vez
sintetizadas, las superficies de las nanoparticulas deben ser modificadas (en la
mayoria de los casos), para pasivarlas y estabilizarlas ya que su nanoescala las

hace muy reactivas quimicamente y/o fisicamente agregativas.

2.1.1 Métodos de sintesis

A continuacion, se describen los principales métodos de sintesis y el método

a utilizar en este trabajo.

2.1.1.1 Sintesis clasica: Coprecipitacion.

La técnica de coprecipitacion es probablemente la mas simple y efectiva para
obtener particulas magnéticas. Los oxidos de hierro (FesOs y y-Fe203) son

usualmente preparados por una mezcla estequiométrica de envejecimiento de sales



ferrosas y férricas en medio acuoso, asi como otros compuestos que ayudan en el
control de estructura, tamafio y forma de las nanopatrticulas [19].

La magnetita (FesO4) es un material poco estable, proclive a oxidarse y
transformarse en maghemita (y-Fe203) en la presencia de oxigeno [19].

La principal ventaja que presenta este método es que se puede sintetizar una
gran cantidad de nanoparticulas. Sin embargo, se tiene un limitado control en la
distribucion de tamafios, porque solo los factores cinéticos estan controlando el

crecimiento del cristal [31].

2.1.1.2 Hidrotermal y reacciones a altas temperaturas.

La sintesis hidrotermal de las nanoparticulas de FesOa4 se lleva a cabo en un
medio acuoso en reactores o autoclaves donde la presion puede alcanzar mas de
los 2000psi y una temperatura por encima de los 200°C [19].

Existen dos rutas para la formacion de ferritas mediante este método:
hidrolisis y oxidacion, o bien, neutralizacién de hidréxidos metalicos mixtos. Estas
dos reacciones son similares a excepcion de que se utilizan sales ferrosas en el
primer método [32].

Cabe mencionar que en este método se observa que el tamafio de particula
Fes0a4 se incrementa conforme se incrementa el tiempo de reaccion y que un mayor
contenido de agua da como resultado la precipitacion de particulas mas grandes de
FesOa4 [33].

En el proceso hidrotermal, el tamafio de particula es controlado por los
procesos de nucleacion y crecimiento de grano [34]. La nucleacion puede ser mas
rapida que el crecimiento de grano a temperaturas muy altas y resulta en una
disminucién en el tamafio de particula. Por otra parte, el tiempo de reaccion
prolongado favoreceria el crecimiento de grano [33].

Las nanoparticulas con un alto nivel de monodispersidad y control de tamafio
pueden ser obtenidas por descomposicion a altas temperaturas de precursores
organicos de hierro, tales como pentacarbonilo de hierro (Fe(CO)s) o acetilacetonato

de hierro (Fe(acac)s), usando solventes organicos y surfactantes. Por ejemplo, el



oleato de hierro puede formarse a partir de la descomposicion de carbonilo de hierro
en presencia de octil éter y AO a 100°C [35].

En el trabajo realizado por Hyeon et al.[35], se obtuvo material altamente
cristalino y cristales monodispersos de maghemita obtenidos a 100°C por
descomposicion térmica de pentacarbonilo de hierro en presencia de AO, para luego
envejecer a 300°C el complejo de hierro oleico. Obteniendo asi un tamafo de
particula entre 4 a 16 nm.

El tamafio y morfologia de las nanoparticulas puede ser controlado por los
tiempos y temperaturas de reaccion, pero también por los rangos y concentraciones
de los reactantes, naturaleza del solvente, precursores, fuerza complejante y la
adicion de semillas [19]. Asi mismo, particulas de magnetita hidrofébica con un
tamafio monodisperso han sido preparadas por descomposicion termal de Fe(CO)s
en octil éter con una disolucién de AO, consecutivo a una aireacion [36].

La descomposicién termal de hierro pentacarbonilo y oleato de hierro a
diferentes temperaturas ofrecen nanoparticulas monodispersas en un rango de 4 a
11 nm, dispersables en solventes organicos (hexano y tolueno) pero no en agua, ya
que se requeriria de métodos pos-preparativos para hacer estos nanocristales

solubles en agua [37].

2.1.1.3 Sondlisis

Un punto caliente de muy alta temperatura generada por el rapido colapso de
cavitaciones, formadas sonicamente, permite la conversién de sales ferrosas en
nanoparticulas magnéticas. La sondlisis de una disolucion de Fe(CO)s en presencia
de dodecil sulfato conduce a la formacion de un hidrosol estable de nanoparticulas
amorfas de Fes0a4 [38]. En la Figura 2.1 se presenta el esquema del proceso de

sonicacion, y equipo a utilizar en este trabajo.



Figura 2.1. Esquema del proceso de sonicacion en el ultrasonido [39].

Nanoparticulas de Oxido de hierro superparamagnéticas con una alta
magnetizacion y cristalinidad han sido sintetizadas utilizando el método
sonoquimico. Fluidos ferrosos de estas nanoparticulas, cubiertas con AO como
surfactante, han sido preparados por este método [19].

El método descrito anteriormente, esta propuesto como la técnica de sintesis
planificada para la elaboracion de las nanoparticulas de magnetita recubiertas de
AO como estabilizante para ser usado continuamente a lo largo de esta
investigacion.

La ventaja de utilizar este método es el hecho de que se utiliza un equipo de
baja potencia, como bafio ultrasénico, que se puede encontrar en cualquier
laboratorio, ya que en la literatura solamente se utilizan equipos de alta potencia
[39]-[41].

2.1.2 Oxidos de hierro

Los 6xidos de hierro son compuestos de hierro y oxigeno que se encuentran
dispersos en la naturaleza y son facilmente sintetizados en el laboratorio. Por
ejemplo, el hierro comiunmente es almacenado en la proteina ferritina ([FeOOH]n
gue contiene nanoparticulas magnéticas), la cual esta presente en las células de
plantas y animales, incluyendo a seres humanos. Cabe destacar que el cerebro
humano contiene mas de 108 nanoparticulas magnéticas de magnetita-maghemita
por gramo de tejido [42].

Existen siete tipos de 6xidos [43]:

e Oxido de hierro II, wiistita (FeO)



e Oxido de hierro I, 1ll, magnetita (FezOa4)
e Oxido de hierro Il (Fe203)
> Hematita, fase alfa (a- Fe203)
> Fase beta (B- Fe203)
» Maghemita, fase gamma (y- Fe203)
>

Fase épsilon (- Fe203)

Por la variedad de oxidos de hierro es que se tiene un gran interés en

diferentes disciplinas, como se muestra en la Figura 2.2.
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Figura 2.2. Investigacion multidisciplinaria de los 6xidos de hierro [44].

La hematita (a- Fe203) es el mineral con mayor tiempo de conocerse y se
encuentra disperso en rocas y suelos de un color rojo-sangre. La fase cristalina de
la hematita es termodinamicamente estable y el Ultimo miembro de las

transformaciones de oxido de hierro [43].



La magnetita (FesOs) es un material ferrimagnético de color negro que
contiene Fe*3y Fe*?. Posee una estructura clbica de espinela inversa, es decir, los
atomos de oxigeno (esferas verdes) forman parte de una celdilla unidad cubica
centrada en las caras (fcc) y los cationes de Fe ocupan los huecos intersticiales.
Los huecos tetraédricos (esferas rojas) estan ocupados por los iones de Fe®*,
mientras que los octaédricos (esferas amarillas) estan ocupados por los iones de
Fe?* y Fe3* por igual [45], como se muestra en la Figura 2.3. En cuanto a los puntos
de fusién y ebullicibn se observan a temperaturas de 1590°C y 2623°C,
respectivamente [46].

Figura 2.3. Estructura cristalina de la magnetita [45].

Las nanoparticulas de magnetita presentan superparamagnetismo ya que
debido a su tamafio no presentan un momento magnético permanente, evitando asi
que se formen agregados. El superparamagnetismo se produce cuando la energia
térmica puede superar las fuerzas de union magnéticas, provocando que los
momentos magnéticos atomicos fluctien al azar. Cuando se aplica un campo
magnético externo, las particulas superparamagnéticas adquieren cierta
magnetizacion, pero debido a la elevada energia térmica de éstas, la magnetizacion
se pierde cuando el campo magnético es retirado. Es por ello que la magnetita
puede ser facilmente separada del resto de los componentes de una reaccion, o
bien confinarse mediante la aplicacién de un campo magnético externo [45].

Es usualmente considerado que la historia del magnetismo comienza con la
magnetita (FesOa), el primer material magnético conocido por el hombre. Mientras

gue, la oxidacioén de la magnetita, la cual ocurre a muy bajas temperaturas (>50°C),
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resulta en maghemita (y-Fe203). Ambos son materiales muy similares en estructura
(tipo espinela) y en propiedades magnéticas, lo que hace dificil diferenciarlos, pero
difieren significativamente en caracteristicas opticas y eléctricas [14]. La principal
ventaja de la maghemita sobre la magnetita es su estabilidad quimica. La
maghemita es de color rojo-café y es un mineral ferrimagnético vy
superparamagnético cuando la particula esta por debajo de los 10 nm, al igual que
la magnetita, pero con vacancias cationicas [19].

La versatilidad de la maghemita esta basada en la posibilidad de obtener este
material como particulas de diferentes morfologias, desde esferas hasta elipsoides,
con un amplio rango de tamafios, entre 2 y 1000 nm, lo cual depende del método
de sintesis. Finalmente, la maghemita se puede utilizar en muchas aplicaciones,
que dependen de la forma y tamafio de las particulas, incluyendo almacenamiento
de informacion, refrigeracion magnética, ferrofluidos, sensores magnéticos, etc.,
haciéndola uno de los materiales mas fascinantes [47]-[50]. Inicialmente, su uso
estaba limitado a cintas de audio, en la forma de particulas aciculares de ~1000 nm
para aumentar la coercitividad [47]. Después, tomando ventaja del cambio de
comportamiento ferrimagnético a superparamagnético (esto cuando las particulas
son menores a 10 nm), la maghemita ha sido ampliamente usada en la preparacion
de fluidos magnéticos y compadsitos [48]-[51]. Por lo tanto, muchos ferrofluidos son
creados de suspensiones de pequefias particulas de maghemita (<10 nm) cubiertas
con AO o dextran para prevenir su aglomeracion [48].

Aparte de sus aplicaciones basadas en sus propiedades magnéticas, la
maghemita también es un soélido bastante interesante desde el punto de vista de
cristalografia, debido a que contiene vacancias de cationes dentro de la estructura,
lo que puede ser distribuido con diferentes grados de ordenamiento, afectando sus
propiedades estructurales y magnéticas. La maghemita es también un soélido de
gran interés cientifico y es usualmente utilizado como modelo para la comprensién
de las propiedades magnéticas de las particulas ferrimagnéticas [14].

En la Tabla 2.1 se muestra un resumen de las propiedades mas relevantes

de los oxidos de hierro.
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Tabla 2.1. Propiedades de los éxidos de hierro [44].

Hexagonal Cubica Cubica o Cubica
(Romboédrica) tetragonal
a =0.50356 a=0.8396 a=0.83474 a=0.43026
c=1.37489 0.4275
6 8 8/24 4
5.26 5.18 4.87 5.965.99
Rojo Negro Rojo-café Negro
Débilmente Ferrimagnético Ferrimagnético | Antiferromagnético
ferromagnético o
antiferromagnético

Al trabajar con 6xido de hierro es muy importante controlar un tamafio
monodisperso, ya que las propiedades de un nanocristal dependen fuertemente de
las dimensiones de la nanoparticula, en particular las propiedades fotdnicas,
bioquimicas, eléctricas y magnéticas [31].

Las nanoparticulas de o6xido de hierro superparamagnéticas con una
apropiada superficie quimica pueden ser utilizadas en diferentes aplicaciones in
Vvivo, tales como agente de contraste en resonancia magnética, reparacion de tejido,
inmunoensayo, desintoxicacion de fluidos biolégicos, hipertermia, administracion de
farmacos y separacion celular [52]. Dichas aplicaciones biomédicas requieren de
nanoparticulas con altos valores de magnetizaciéon, un tamafio menor a 100 nm y
una distribucion de tamafio de particula estrecha. Estas aplicaciones necesitan una
particula magnética con un revestimiento superficial peculiar, debido a que deben
ser no toxicas, biocompatibles y que también les permita ser dirigidas a un area

especifica [19].
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La funcionalizacién de la superficie de las nanoparticulas es un desafio, asi
como la sintesis de nanoparticulas capaces de circular durante un tiempo por el
torrente sanguineo y tener ligandos aptos para facilitar su internalizacion especifica

en células tumorales [53].

2.1.2.1 Propiedades magnéticas

Todos los materiales estan formados por atomos; los atomos contienen
electrones que giran alrededor del nucleo igual que un ciclo portador de corriente
que genera un campo magnético, es decir, todo material responde a un campo
magnético. Un material muy magnético o poco magnético es determinado por la
escala con la cual se presenta la respuesta de electrones y atomos [54].

En general hay dos tipos principales de materiales magnéticos: materiales
magnéticos blandos y magnéticos duros. Los blandos se utilizan en aplicaciones en
las cuales el material debe imantarse y desimantarse facilmente. Por otra parte, los
materiales magnéticos duros se utilizan para aplicaciones que requieran materiales
gue no se desimanten con facilidad [54].

Dentro de las caracteristicas que presentan algunos materiales magnéticos
se encuentra la histéresis magnética: cuando un material ferromagnético, sobre el
cual ha estado actuando un campo magnético, cesa la aplicacion de éste, el material
no anula completamente su magnetismo, sino que permanece un cierto magnetismo
residual. Para desimantarlo sera precisa la aplicacion de un campo contrario al
inicial. La curva o ciclo de histéresis es una grafica que nos indica los cambios que
sufre la densidad del flujo magnético en un cuerpo, cuando éste se encuentra bajo
la influencia de un magnetismo imantador en sentido tanto positivo como negativo

[55]. El aspecto tipico de esta curva se muestra en la Figura 2.4.
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Figura 2.4. Curva de histéresis.

A su vez, también se clasifican los materiales magnéticos en seis tipos: 1)
diamagnéticos, 2) paramagnéticos, 3) ferromagnéticos, 4) antiferromagnéticos, 5)
ferrimagnéticos, y 6) superparamagnéticos [54]. A continuacion, se describira
brevemente cada tipo de material magnético.

1) Diamagnetismo: Materiales en los que sus atomos no tienen momento
magnético resultante, debido a esto no pueden interactuar magnéticamente
con otros materiales. Sus dipolos se oponen al campo magnético, haciendo
gue la magnetizacion sea menor que cero. La direccion de la M es opuesta
a la direccién del campo aplicado, H [54], [56]. En la Figura 2.5 se puede

observar su prueba de susceptibilidad magnética.

Induccién Magnética

Campo Magnético

Figura 2.5. Prueba de susceptibilidad magnética para materiales diamagnéticos.
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2) Paramagnetismo: Materiales en los cuales los 4tomos si tienen momento
magneético. Sin embargo, en ausencia de un campo magnético externo los
espines individuales apuntan en direcciones diversas, de manera que sus
contribuciones individuales se anulan, y como consecuencia, no se observa
un campo magnético resultante. Se requiere de campos magnéticos
extremadamente grandes para alinear todos los dipolos [54], [56]. Su

susceptibilidad magnética se observa en la Figura 2.6.

Inducciéon Magnética

Campo Magnético

Figura 2.6. Prueba de susceptibilidad magnética para materiales paramagnéticos.

3) Ferromagnetismo: Presenta el fendmeno fisico en el que se produce un
ordenamiento magnético de todos los momentos magnéticos de una
muestra, en la misma direccion y sentido. En la Figura 2.7 se observa su

curva de histéresis para materiales ferromagnéticos (b).
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4)

5)

6)
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A
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—

Induccion Magnética
Induccion Magnética

Campo Magnético Campo Magnético

Figura 2.7. Curva de histéresis para materiales ferromagnéticos a) blandos y b) duros.

Antiferromagnetismo: En este tipo de materiales, los momentos magnéticos
producidos en dipolos vecinos se alinean oponiéndose unos a los otros, aun
cuando la intensidad de cada dipolo sea muy elevada, por lo cual tienen una
magnetizacion igual a cero [54], [56]. Estos materiales no presentan una
curva de histéresis.

Ferrimagnetismo: Los materiales ferrimagnéticos son similares a los
antiferromagnéticos, salvo que las especies de &tomos alternados son
diferentes (por ejemplo, por la existencia de dos subredes cristalinas
entrelazadas) y tienen momentos magnéticos diferentes. Existe entonces
una magnetizacion neta, que puede ser en algunos casos muy intensa [54],
[56].

Superparamagnetismo: Cuando el tamafio del grano de los materiales
ferromagnéticos y de los ferrimagnéticos disminuye por debajo de un cierto
tamafo, estos materiales se comportan como si fueran paramagnéticos. La
energia del dipolo magnético de cada particula se vuelve comparable a la
energia térmica, este pequefio momento magnético cambia su direccién de
manera aleatoria (como resultado de la energia térmica). Es por eso que el
material se comporta como si no tuviera un momento magnético neto [54].

En la Figura 2.8 se observa el comportamiento de su curva de histéresis.
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Induccion Magnética

Campo Magnético

Figura 2.8. Curva de histéresis para materiales superparamagnéticos.

Los efectos de tamafio cuantico y la gran superficie de area de las
nanoparticulas de Oxido de hierro cambian completamente sus propiedades

magnéticas, exhibiendo asi este tipo de magnetismo.

2.1.2.2 Propiedades bioldgicas de las nanoparticulas de 6xido de hierro

El uso de las nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de hierro ha
cobrado auge en los Ultimos afios, ya sea como agentes de contraste directo (in
vivo), para monitorear moléculas especificas (in vitro e in vivo), o para etiquetar
células ex vivo y rastrearlas in vivo [57].

Las nanoparticulas de hierro son ampliamente aplicadas como agentes de
contraste en resonancias magnéticas, como vehiculos para administracion
localizada de farmacos, asi como en tratamientos basados en hipertermia
magnética [57]. Sin embargo, para evitar dafios a la salud, estas aplicaciones
requieren cierto comportamiento superparamagnético y propiedades biologicas a
temperatura ambiente. Por ejemplo, los residuos de nanoparticulas (o
nanoemulsiones) pueden llevar una aglomeracion de particulas y derivar en el
bloqueo de vasos sanguineos, o exhibir efectos toxicos que pueden dafar
fuertemente las células sanas [58]. En este aspecto, las hanoparticulas basadas en

oxido de hierro son de amplio interés debido a sus propiedades fisicoquimicas y a
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su alta y comprobable biocompatibilidad en el cuerpo humano. Dentro de las
propiedades bioldgicas mas sobresalientes del 6xido de hierro se encuentran [17],
[57], [58]:

e La naturaleza superparamagnética de las nanoparticulas de 6xido de hierro
implica que las particulas no se atraen entre ellas disminuyendo asi el riesgo
de una aglomeracion.

e El hierro existe de manera natural en el cuerpo humano, de modo que las
nanoparticulas que contienen hierro son biocompatibles ya que el cuerpo
esta adaptado para metabolizar este tipo de particulas. Incluso los
“‘desechos” pueden ser utilizados por el cuerpo en otros procesos
metabdlicos, por ejemplo, para transportar oxigeno.

e La toxicidad de las nanoparticulas basadas en 6xido de hierro depende de
varios factores, por ejemplo, propiedades estructurales (forma), dosis, y uso.
Por ejemplo, las nanoparticulas para transporte de farmaco no

necesariamente pueden ser aplicadas para contraste y viceversa.

2.1.2.3 Nanoparticulas de 6xido de hierro tipo nucleo/coraza

En trabajos anteriores, se prepararon nanoparticulas usando el método de
sonosintesis en la elaboracion de sistemas tipo nucleo/coraza [59]. Se encontr6 que
las mejores condiciones para la purificacion fueron a 7500 xg, con un diametro
hidrodindmico de 26.83 nm y un bajo indice de polidispersidad de 0.275. Se realiz6
un cambio de fase de las nanoparticulas de hidrofébica a hidrofilica utilizando
tripolifosfato pentasodico (TPP), el cual es un surfactante aniénico. Por medio de
microscopia electronica de trasmisién (TEM por sus siglas en inglés), se obtuvieron
los diametros de las nanopatrticulas, con un tamafio de 7 nm+2. De acuerdo con los
resultados obtenidos por las técnicas de caracterizacion, el oxido de hierro
sintetizado es maghemita (y-Fe203). Las imagenes obtenidas por medio de HRTEM
mostraron las distancias interplanares asociadas a maghemita. También se
encontro otra fase en el ndcleo de las nanoparticulas relacionada a la cementita

(FesC). Las imagenes de TEM (Fig. 2.9) mostraron una morfologia tipo
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ndcleo/coraza, la cual surge del resultado de la oxidacion de la superficie de las

nanoparticulas expuestas al aire o durante el proceso de lavado.

Figura 2.9. Nanoparticulas de 6xido de hierro tipo nicleo/coraza.

2.2 Fundamentos de autoensamblaje y autoorganizacion

Una de las principales caracteristicas de la nanotecnologia es la manipulacion
de atomos o moléculas individualmente, en la autoorganizacion y autoensamblaje
en estructuras mayores. Se conoce como autoensamblaje, a cualquier proceso por
el cual se forma un sistema a partir de sus componentes de manera espontanea.
Un proceso de autoensamblaje puede ocurrir en un solo paso o, mas posiblemente,
en una cantidad de pasos definidos.

Igual que las moléculas en un organismo vivo se reconocen y se unen unas
con otras, algunas moléculas y estructuras también se reconocen y pueden
ordenarse con ayuda de un trabajo externo, esto es lo que se conoce como
autoorganizacion. El resultado son las nanoestructuras, que son objetos de tamafio

nanomeétrico y que pueden llegar a tener propiedades sumamente interesantes

19



(emitir luz, efectos cuanticos, efectos magnéticos, entre otros) precisamente a causa
de su bajo tamafio.

El autoensamblaje y la autoorganizacion dependen de las propiedades fisicas
y quimicas de las moléculas y los materiales, los cuales se rigen por la complejidad
del sistema termodinamico. El control de tal autoorganizacion, en particular en la
escala nanométrica, se ha convertido en un importante empefio dentro del
desarrollo de materiales en busca de nuevas funcionalidades y nuevos dispositivos
[60].

El autoensamblaje es el concepto que expresa que las moléculas que son
complementarias y se reconocen molecularmente, interaccionan entre si y forman
un sistema organizado. Asi, el autoensamblaje implica la asociacién supramolecular
entre varias especies para formar un agregado de mayor tamafo y, generalmente,

de una arquitectura mas compleja [61].

A=K X

Figura 2.10. Representacion esquematica del proceso de autoensamblaje con formacién de un
agregado mayor.

La autoorganizacion resulta fundamental, por ejemplo, en la formacion de
micelas y membranas celulares a partir de los lipidos, en la polimerizacion de los
microtubulos de las células eucariotas a partir de las proteinas, o en la
estructuracién de los muasculos a partir de fibras proteicas. El apareamiento de
bases nitrogenadas para formar ADN o el plegado de proteinas, son otros de los

procesos auto-organizativos importantes en la vida.
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2.2.1 Surfactantes

Los surfactantes, también Illamados tensoactivos, son compuestos
generalmente consistentes en una cabeza polar y una larga cadena alquilo apolar
que, dependiendo de su afinidad se orientan en una interface. En la sintesis de
nanoparticulas se alinean y adsorben en su superficie, creando una capa organica
que permite su estabilizacién dentro de la suspension y pueden llegar a controlar la
morfologia y tamafio de la nanoparticula [62].

Dependiendo de la naturaleza del grupo hidrofilo, los tensoactivos se

clasifican en:

Anionicos: Los surfactantes anidénicos normalmente son sales donde la parte
hidrofilica del surfactante posee una carga negativa, balanceada por un cation
metalico (ver Figura 2.11). Los grupos hidrofilicos pueden ser, entre otros,

carboxilato, sulfonato y sulfato [63].

Ll

Figura 2.11. Surfactante anionico.

Catidnicos: En los surfactantes cationicos, la parte hidrofilica posee una carga
positiva (ver Figura 2.12). Dentro de los mas comunes se tienen las sales de amonio

cuaternario, comunmente conocidas como haluros [63].
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Figura 2.12. Surfactante catiénico.

No-iénicos: En estos casos, no existen grupos cargados en la parte hidrofilica, sin
embargo, la solubilidad en agua se deriva de grupos muy polares como los

polioxietilenos o polialcoholes (Figura 2.13) [63].

é? ejelele

Figura 2.13. Surfactante no-iénico.

Anfoteros: Estos surfactantes contienen cargas positivas y negativas al mismo
tiempo, dependiendo del pH en el que se encuentre la disolucién (Figura 2.14). En

este grupo se encuentran derivados de aminoacidos [63].
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Figura 2.14. Surfactante anfétero.

Dado que los surfactantes poseen una parte hidrofilica y una hidrofébica, es
de esperarse que cuando las moléculas del surfactante se encuentran en un medio
completamente acuoso, tenderan a reducir la superficie de contacto del agua con
las partes hidrofébicas. Muchas veces esto se logra agregando las moléculas en
forma de una gota, con las colas hidrofébicas hacia adentro, de modo que la gota
tiene un interior muy parecido a un hidrocarburo, mientras que la superficie es rica
en grupos cargados con gran afinidad por el agua.

La agregacion para formar micelas se presenta a partir de una cierta
concentracion de surfactante (ver Figura 2.15), conocida como concentracion
micelar critica (CMC) [61]. Las moléculas del soluto se comienzan a agrupar en
micelas, convirtiendo al sistema en un coloide. La CMC marca por lo tanto la frontera
entre disolucion verdadera y coloide; por debajo de la CMC el sistema se comporta

como disolucion y por encima de la CMC como coloide.

Surfactante

7N

Hidrofilo Lipdfilo

Figura 2.15. Micela y grupos que conforman al surfactante.
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2.2.2 Vesiculas

Los sistemas vesiculares han ganado una gran importancia recientemente,
esto debido a su capacidad para actuar como un medio de liberacion sostenida de
farmacos. Estos sistemas presentan varias ventajas: pueden encapsular partes
hidrofilicas y lipofilicas, prolongar la vida media de los farmacos mediante el
aumento de la duracion de la circulacion sistémica debido a la encapsulacion,
biodegradabilidad, y la ausencia de toxicidad [64]—[70].

Las vesiculas tienen una estructura Unica que es capaz de atrapar farmacos
hidrofilos, lipofilos y anfifilicos. Las vesiculas son particulas coloidales que tienen un
nucleo lleno de agua rodeada por un muro de lipidos y tensoactivos organizada en
bicapa (ver Figura 2.16). Si se aumenta la proporciébn de agua, estos anfifilos
pueden formar una o mas bicapas concéntricas. Los farmacos hidrofilicos pueden
encontrar un lugar en el ndcleo acuoso, mientras que los farmacos lipofilicos
anfifilicos quedan atrapados en la pared de dos capas por medio de electrostatica
y/o fuerzas hidrofobicas [70].

Cabeza Polar
o (Hidrofilico)

(¢ ‘;I:j Tallo no polar
' (Hidrofébico)

Figura 2.16. Estructura de una vesicula.
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2.2.3 Micelas

Las micelas son un auto-ensamblaje de moléculas de surfactante que
conducen a la formacion de particulas coloidales de tamafio nanométrico, con un
nacleo hidréfobo y una superficie hidrofila (ver Figura 2.17). Actualmente las micelas
estan siendo utilizadas con éxito como vehiculos farmacéuticos para drogas
insolubles en agua, demostrando una serie de propiedades atractivas como
portadoras de drogas.

Cabeza Polar
(Hidrofilico)

Tallo no polar
(Hidrofdbico)

Figura 2.17. Estructura de una micela.

2.2.3.1 Nanoemulsidén

Una nanoemulsion, es un sistema de particulas dispersas constituidas por
dos 0 mas componentes inmiscibles entre si, uno de ellos disperso dentro del otro
en forma de gotas estabilizadas por un surfactante. Estas particulas dispersas se
utilizan para ayudar en el encapsulamiento y dispersion de particulas o moléculas
no miscibles en un solvente especifico (ver Figura 2.18).

Las nanoemulsiones se pueden definir como agua en aceite (W/O, por sus
siglas en inglés) y aceite en agua (O/W, por sus siglas en inglés); son emulsiones
con gotas de diametros que van de 50 a 1000 nm. Por lo general, el tamafio medio
de la gota es de entre 100 y 500 nm. Las particulas pueden existir en forma de agua

en aceite y aceite en agua, donde el nucleo de la particula es o bien agua o aceite,
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respectivamente. Las nanoemulsiones en este trabajo estan hechas de surfactantes
aprobados para el consumo humano y sustancias de los alimentos comunes que
son generalmente reconocidos como seguros.

La formacion de una nanoemulsion se debe a una emulsificacion espontanea
donde con la ayuda de un surfactante se facilita la formacion de la emulsion. El uso
de surfactantes presenta algunas ventajas como son: estabilidad termodinamica, la
facilidad de purificacion, tamafio de gota y alta area superficial, lo que ayuda a un

mejor apego a la superficie y al transporte de farmacos [71], [72].

Aceite Aceite

| SEELEE L

Surfactante L Ag ua

b

(€)

Emulsion

Q

Gotas
cubiertas de
surfactante

Figura 2.18. Formacion de una emulsion. (a) Dos liquidos inmiscibles formando una separacion de
fases, (b) La agregacion de un surfactante rompe la tension superficial, (c) Se forman pequefas
gotas cubiertas de surfactante, (d) Finalmente se tiene una sola fase dispersa.

2.3 Nanocépsulas

Las nanocapsulas (ver figura 2.19) son sistemas nano-vesiculares utilizados
en una gran variedad de aplicaciones, por ejemplo, en medicina para la liberacion
controlada de farmacos, en la conserva de alimentos, en materiales auto-curativos,

etcétera. Las nanocépsulas se pueden definir como una pequefia porcion de una
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sustancia activa rodeada por un agente de encapsulacion con dimensiones en el
régimen nanométrico, aislando asi esta sustancia del medio externo. Esta
proteccion sirve para aislar a la sustancia activa del ambiente hostil y puede ser
permanente o temporal, en cuyo caso el nicleo generalmente se libera por difusion
0 en respuesta a un disparador fisico (ej., calor), quimico (ej. &cido), o bioldgico (ej.,
la accion de una enzima), lo cual permite que la administracion del farmaco sea
controlada [73].

Nucleo
Oleoso

Recubrimiento

<200nm

Figura 2.19. Estructura de una nanocapsula.

El tamafio de las nanocapsulas puede oscilar entre los 10 a los 1000 nm de
tamafio en al menos una de sus dimensiones, sin embargo, para propoésitos
especiales, las dimensiones pueden ser mas especificas. Las nanocapsulas tienen
una multitud de formas diferentes dependiendo de los materiales y métodos
utilizados para prepararlas. Su estructura depende en gran medida del material de
corteza seleccionado y del método de encapsulacion utilizado [73].
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2.3.1 Encapsulacién

Existen varios métodos de encapsulacion, entre los mas comunes se

encuentran: 1) nanoprecipitacién, 2) emulsion-difusion, 3) doble emulsificacion, 4)

emulsién-conservacion, 5) polimero-encapsulado, y 6) capa por capa. La Figura

2.20 muestra el procedimiento general para los diferentes métodos de preparacion

de nanocapsulas.

Formacién de nanocapsula

Concentracion de
nanocapsula,
purificacion y
estabilizacién

Nanoprecipitacion

Inyeccion lenta
(gota a gota y agitacion moderada)

Fase Orgéanica » Fase Acuosa =

Emulsificacién - Difusién

Fase de dilucién

corte) (agitacion moderada)

Fase Acuosa

Fase Organica
Emulsificacién Difusién
» (mezclador de alto —

Emulsificacion - Coacervacion

Agente reticulante o
agente deshidratante

Fase Orgénica
Emulsificacion Coacervacion
» (agitacién mecanica o

sonicacion) (agitacion moderada)

Fase Acuosa

Doble emulsificacion

Fase Acuosa 2

(sonicacién) de alto corte)
Fase Acuosa 1

Fase Organica
Emulsificacion Emulsificacion o/w
Emulsificacion w/o (sonicaciéon o mezclador ==

Eliminacién de
solvente
(agitacién magnética
moderada, evaporacion
por vacio, ultrafiltracion
tangencial)

Purificacién
(Lavado con agua,
diafiltracion, filtracién a
través de 0,45 um,
filtracion en gel)

Recubrimiento de Polimero

Agente de recubrimiento

{Sonicacion) de alto corte)

Fase Acuosa

Fase Oleosa
e - Emulsificacion o/w
Emulsificacién w/o Y
(sonicacién o0 mezclador g

Recuperacion
(Ultracentrifugacion)

28



Capaporcapa e
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1 Polimero aniénico Polimero aniénico o 1
: o catiénico catiénico :
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' | E I e B ol Estabilizacion
Plantilla apa de poiimero apade polimero cargado ., (Secado por pulverizacién,
cargado 1 2 LT L.
' liofilizacién)

1
- ~N veces

Figura 2.20. Procedimiento general para los distintos métodos de preparacion de nanocapsulas
[24].

En la presente investigacion se utliza el método de encapsulado por
nanoprecipitacion. Esta técnica presenta numerosas ventajas, por ejemplo, la
formacion de nanoparticulas es instantanea y todo el proceso se realiza en un solo
paso. El polimero que recubre y la sustancia activa se deben disolver en un
solvente. Posteriormente la nanoprecipitacion ocurre mediante la desolvacion del
polimero al ser afiadido a un no-solvente. De hecho, tan pronto como el polimero
conteniendo solvente se vierte en el medio dispersor (no solvente), el polimero se
precipita atrapando el principio activo de manera inmediata. La formacion de
nanoparticulas en este método esta gobernada por el efecto Marangoni, el cual se
debe a las turbulencias que ocurren cuando el solvente y el no solvente entran en
contacto. La nanoprecipitacién permite la creacion de nanoparticulas de entre 100
y 300 nm, con una distribucion unimodal muy precisa.

Este método no requiere grandes velocidades de agitacién, sonicacién o muy
altas temperaturas para llevarse a cabo, y se caracteriza por la ausencia de
interfaces oleo-acuosas, condiciones que podrian dafar alguna estructura proteica.
M4as aun, los surfactantes no siempre son requeridos y generalmente los solventes

organicos toxicos son excluidos en este procedimiento [74].

2.3.2 Interaccion coloidal

La interaccion entre un par de las particulas coloidales es el resultado de

interacciones entre todas las moléculas dentro de ellas, asi como aquéllos en el
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medio que intervienen. Es por esto que muchas de las interacciones entre las
particulas coloidales parecen a primera vista similares a las existentes entre
moléculas, por ejemplo, Van der Walls, electrostaticas y estéricas.

Sin embargo, la caracteristica de estas interacciones coloidales es a menudo
diferente de sus homdlogos moléculas, a causa de las caracteristicas adicionales
gue se presentan debido al tamafio relativamente grande de particulas coloidales y
el nimero relativamente grande de diferentes tipos de moléculas implicadas.

Para obtener una disolucién coloidal estable generalmente es necesaria la
modificacion o funcionalizacién de la superficie de las hanoparticulas con el objetivo
de crear una barrera de energia que evite que se aglomeren. Esto puede ser
modificando la carga de la superficie o cubriéndola con otro material. Para esto
altimo suelen utilizarse compuestos organicos que actian como surfactantes o
polimeros que se adsorben a su superficie [61].

La nano-interfaz comprende componentes que interactian dinAmicamente:
() la superficie de las nanoparticulas, cuyas caracteristicas estan determinadas por
su composicién fisicoquimica; (ii) la interfaz sélido-liquido y los cambios que ocurren
cuando la particula interactia con los componentes del medio circundante; (iii) la
zona de contacto de la interfaz sélido-liquido con sustratos biolégicos. En un medio
dado, las caracteristicas mas importantes de las nanoparticulas que determinan las
propiedades de la superficie son la composicibn quimica del material, la
funcionalizacién de la superficie, la forma y el angulo de curvatura, la porosidad y la
cristalinidad superficial, la heterogeneidad, la rugosidad y la hidrofobia o hidrofilia
[75]-[77]. Otras caracteristicas cuantificables, como la carga superficial efectiva
(potencial zeta), la agregacion de particulas, el estado de dispersion, la
estabilidad/biodegradabilidad, las caracteristicas de disolucion, la hidratacion y la
valencia de la capa superficial, estan determinadas por las caracteristicas de los
medios de suspension [75], incluida la fuerza i6nica , pH, temperatura y la presencia
de moléculas organicas grandes (por ejemplo, proteinas) o detergentes [78]. Las
caracteristicas de las particulas contribuyen activamente a las interacciones con el
medio a través de: (i) promover la adsorcion de iones, proteinas, materiales

organicos naturales y detergentes; (ii) formacion de doble capa; (iii) disolucion; o (iv)
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minimizar la energia de la superficie libre mediante reestructuracion superficial [79],
[80]. Muchas de éstas recién adquiridas propiedades de particulas o estados
transformados determinan las fuerzas que operan en la interfaz particulas-medio

con longitudes de caida caracteristicas [80] (Fig. 2.21).

a b)60 L
Van der Waals .
% Electrostatica

%’l : ) %’l 60 A NETEE FERTY FREEE TN ST R
Biomoléculas 0 1 2 3 4 5 6 7
G

Figura 2.21. Interacciones entre nanoparticulas [81]. a) Fuerzas tradicionales para la fabricacion
coloidal y otras interacciones importantes. b) VDW y las fuerzas de reduccion son atractivas,
mientras que las fuerzas electrostaticas son repulsivas en una escala de longitud tipica.

2.3.3 Aplicaciones

Las diversas propiedades de las nanocdpsulas las convierten en una
herramienta Util en varias aplicaciones. Los polimeros y sus derivados son utilizados
como biomateriales en la industria farmacéutica, cosméticos, medicina, alimentos,
etcétera. La tabla 2.2 resume algunos de los usos de las nanocépsulas de acuerdo

con el area de aplicacion [82].

31



Tabla 2.2. Aplicaciones de las nanocapsulas

Area Aplicacion

Farmacéutica | - Geles e hidrogeles para liberacion prolongada y controlada
de farmacos

- Emulsiones para liberacién sostenida de farmacos, muco-
adhesion, etcétera

- Terapias contra el cancer principalmente como agentes de

contraste, deteccion y eliminacién de tumores

Medicina vy | - Tratamiento de heridas, cobertura de heridas y vendaje
bio-medicina | - Suturas e implantes quirlrgicos
- Hemodidlisis

- Hemostatica y anticoagulantes

Tejidos - Piel artificial
- Regeneracion de tejidos

Otros - Agricultura

- Industria alimentaria

- Industria textil

- Tratamiento de aguas de desecho

- Materiales auto-regenerativos

2.4 Nanomedicina

La nanomedicina es la aplicacién médica de la nanotecnologia. Esta abarca
desde la aplicacion médica de nanomateriales, biosensores, hasta maquinas
bioldgicas. Los problemas actuales que enfrenta la nanomedicina se pueden
resumir en el estudio de la toxicidad de nanomateriales para el cuerpo humano y el
impacto ambiental de materiales a nanoescala [24].

Debido a su tamafio (y en menor medida a su forma), la estructura de los
nanomateriales es parecida a muchas de las moléculas y estructuras biologicas, de

alli que los nanomateriales pueden ser utilizados en aplicaciones médicas in vivo e
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in vitro, asi como para la creacion de herramientas y materiales que pueden ser

utilizados en la medicina moderna [74].

2.4.1 Biomaterial

Un biomaterial se puede definir como cualquier material utilizado para
fabricar dispositivos que puedan reemplazar una parte o una funcién de un
organismo vivo de una manera segura Y fisiolégicamente aceptable.

Los biomateriales se implantan con el objeto de reemplazar y/o restaurar
tejidos vivientes y sus funciones, lo que implica que estan expuestos de modo
temporal o permanente a fluidos del cuerpo con capacidades corrosivas, aunque en
realidad pueden estar localizados fuera del propio cuerpo.

Debido a que los biomateriales restablecen funciones de tejidos vivos y
organos en el cuerpo, es esencial entender las relaciones existentes entre las
propiedades, funciones y estructuras de los materiales biol4gicos.

El éxito de un biomaterial o de un implante depende de tres factores
principales: biocompatibilidad del implante, condiciones de salud del receptor y
habilidad del cirujano que realiza el implante [83].

Los requisitos que debe cumplir un biomaterial son:

e Ser biocompatible, es decir, debe ser aceptado por el organismo, no provocar
que éste desarrolle sistemas de rechazo ante la presencia del biomaterial;

¢ No ser téxico, ni carcindégeno;

e Ser quimicamente estable (no presentar degradacion en el tiempo) e inerte;

e Tener una resistencia mecénica adecuada,

e Tener tiempo de fatiga apto;

e Tener densidad y peso adecuados;

e Tener un disefio de ingenieria conveniente; esto es, el tamafio y la forma del

implante deben ser los apropiados; y

e Ser relativamente barato, reproducible, facil de fabricar y procesar para su

produccion en gran escala.
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2.4.1.1 Acido oleico

El AO (ver Figura 2.22) es un acido graso que se produce naturalmente en
diversas grasas y aceites animales y vegetales. Es un aceite inodoro, incoloro,
aunqgue algunas muestras comerciales pueden ser de un color amarillento. EI AO
se clasifica como un acido graso monoinsaturado de la serie omega-9. Tiene la
férmula quimica Ci1sH34O2. El término “oleico” significa relacionado con, o derivado
de aceite de oliva, que esta compuesto principalmente de AO [84].

El principal uso del AO es como componente en muchos alimentos, es parte
de la dieta humana normal como parte de grasas animales y aceites vegetales.
También es utilizado como agente emulsionante o emoliente; en pequefas
cantidades como excipiente en productos farmacéuticos y como agente

emulsionante o solubilizante en productos en aerosol [84].

OH

Figura 2.22. Estructura del AO.

2.4.1.2 Dodecilsulfato de sodio (SDS)

El SDS (por sus siglas en inglés) es un compuesto organico sintético con la
formula CH3(CH2)11SOs4Na (ver Figura 2.23). Es un tensioactivo anibnico,
usualmente una mezcla de alquil sulfatos de sodio, principalmente el lauril; que se
utiliza para disminuir la tension superficial de soluciones acuosas; también es
utilizado como emulsionante graso, agente humectante, detergente en cosmética,

productos farmacéuticos y pastas dentifricas o como herramienta de investigacion
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en bioquimica de proteinas. Sus propiedades anfifilicas lo convierten en un
detergente ideal. [85].

Es un surfactante natural que se deriva naturalmente del aceite de coco y de
palma. Se obtiene en forma de cristales, escamas o polvo de color blanco o crema.
Tiene un olor ligero y caracteristico de sustancias grasas.

El SDS es facilmente degradable, con baja toxicidad, y no genera
preocupaciones con respecto a la salud humana [86].

Al igual que otros tensioactivos, el SDS es anfifilico. Por lo tanto, migra a la
superficie de los liquidos, donde su alineacion y agregacion con otras moléculas de
SDS disminuyen la tensidén superficial. Esto permite una dispersién y mezcla mas

facil del liquido.

A4
P W e W N e W W ol

Figura 2.23. Estructura del SDS.

2.4.1.3 Quitosana

La quitosana es un polimero biosintético que se obtiene a partir de la quitina,
uno de los biopolimeros mas abundantes en la naturaleza. La quitina forma parte
de la estructura de soporte de numerosos organismos vivos, tales como artrépodos
(crustaceos e insectos), moluscos y hongos. La quitina y la quitosana son
biopolimeros que han encontrado una gran cantidad de aplicaciones en los ultimos
afos, especialmente en la industria alimentaria y en la biotecnoldgica [87].

La quitina esta formada por unidades de 2-acetamido-2-deoxy-f-D-glucosa
unidas por enlaces -(1—4). La obtencion de quitosana a partir de la quitina se
realiza por medio de la desacetilacion de la misma, dejando libre el grupo amino del
carbono 2 (aunque este proceso nunca llega al 100%) [88]. Es por ello por lo que la
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quitosana es un copolimero de 2-acetamido-2-deoxy-B-D-glucosa y 2-amino-2-
deoxy-p-D-glucosa (Fig. 2.24).

OH

OH

CH; L -

OH

o

OH

NH,

Figura 2.24. Estructura de la quitina (a) y de la quitosana (b).

La fuente y el método de obtencién determinan la composicion de las
cadenas de quitosana y su tamafio. Por lo cual, el peso molecular promedio y el
grado de desacetilacion son dos parametros de obligado conocimiento para la
caracterizacion de este polimero, asi como también son sus principales propiedades
fisicoquimicas que determinan sus propiedades funcionales.

El porcentaje de grupos amino que quedan libres en la molécula de quitosana
es lo que se denomina grado de desacetilacion y esta estrechamente vinculado con
su solubilidad. Como consecuencia de la hidrolisis del grupo N-acetilo, aumenta la
capacidad hidrofilica de la quitosana y pasa a ser soluble en soluciones acidas
diluidas (acético, férmico, clorhidrico, entre otros) [89]. La protonacién de los grupos

amino de la quitosana en medio &cido le confiere un caracter altamente reactivo.
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Algunas de las propiedades funcionales de la quitosana son:
biodegradabilidad, biocompatibilidad, baja toxicidad, antioxidante, entre otras [90].
Estas propiedades funcionales han promovido su utilizacion en diferentes campos
como son industria, agricultura y medicina. Ha sido altamente utilizado en el campo
de la biomedicina debido a su actividad inmunoestimuladora, propiedades
anticoagulantes, accion antibacteriana, antifingica y por su accion como promotor
de la cicatrizacion de heridas [91]. Debido a su caracter cationico y a sus
propiedades gelificantes y filmogénicas, la quitosana ha sido estudiada en la
industria farmacéutica por su potencial en el desarrollo de sistemas de liberacion de
farmacos.

La quitosana puede ser empleada para la elaboracion de vehiculos para la
encapsulacién del farmaco, protegiéndolo y liberdndolo de forma controlada. Asi
mismo, la quitosana presenta propiedades necesarias para su uso en la industria
farmacéutica, como son su biocompatibilidad, biodegradabilidad y no toxicidad. La
toxicidad de la quitosana por via oral es baja; se ha descrito una LD50 (dosis letal

para el 50% de un conjunto de animales de prueba) de 16 g/Kg en ratas [92]-[94].

2.5 Caracterizacion

2.5.1 Dispersion dinamica de luz (DLS)

Debido a las técnicas accesibles que se encuentran hoy en dia, es posible
medir la intensidad de luz dispersada en tiempos muy breves (en el margen del
microsegundo), de tal forma que puede detectarse el movimiento cadtico
(browniano) de las particulas emisoras, como consecuencia de su energia térmica.
La informacion obtenida se puede utilizar para determinar el coeficiente de difusion
de las particulas y de su diametro hidrodinamico [95].

La luz dispersada es medida en intervalos de tiempo, t, donde es posible
observar que la intensidad fluctia alrededor de un valor medio, debido al
movimiento aleatorio de las particulas [96].

El dispersor de luz dinamica (DLS, por sus siglas en inglés “Dynamic Light
Scattering”) mide el tiempo dependiente de la dispersion de luz a un angulo
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particular de dispersion, analizando y calculando la funcion de autocorrelacion de la
intensidad de luz dispersada. La ecuacion que define la funcion de autocorrelacion
normalizada en el tiempo que depende de la intensidad de la luz dispersada, g @

(v), por un tiempo, (t), dado, es:

<I®I(t+71)>
< I(t) >2

9P = (2.1)

Esto es la funcion que mide el DLS, la correlaciéon en el tiempo de la
intensidad de la luz dispersada.

La velocidad de movimiento depende directamente del tamafio de las
particulas. La formula de Stokes-Einstein describe esta correlacion, el coeficiente

de difusiéon con el didmetro hidrodinamico Rn de las particulas:

_ kgT
"~ 6mnR,

(2.2)

Donde kg es la constante de Boltzmann, T la temperatura absoluta en Ky n
la viscosidad del medio [96].

Muestra

Detector

Figura 2.25. Esquema bésico del funcionamiento de un dispersor de luz dindmica.
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2.5.2 Electroforesis con laser Doppler (Potencial Z)

El problema con las nanosuspensiones es su estabilidad, la cual se puede
clasificar en fisica y quimica. La sedimentacion es un problema de estabilidad fisica
que se rige por la ley de Stokes que a su vez nos indica la importancia del tamafio
de la particula, viscosidad del medio y la diferencia de densidad entre el medio y la
fase dispersada [97].

Las particulas tienden a aglomerarse para reducir al minimo la energia de
superficie, es por ello por lo que se introduce un estabilizador; existen dos
mecanismos para estabilizar: la repulsion electrostética, que se describe por la
teoria Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO); y la estabilizacién estérica, que
se rige por la ley de Gibbs. La teoria de DLVO asume que las fuerzas que actlan
sobre las particulas coloidales en un medio incluyen fuerzas electrostaticas
repulsivas y fuerzas de atraccion Van der Waals [97].

En el caso de las fuerzas de repulsion se origina a partir de la superposicion
de una doble capa eléctrica (EDL) que rodea la particula en el medio y evitando asi
la aglomeracion coloidal. Se usa el modelo de la doble capa (Stern y difusa) para
visualizar la atmésfera i6nica en la proximidad del coloide cargado y para explicar

coémo actuan las fuerzas eléctricas de repulsion (ver Figura 2.26) [97].
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Figura 2.26. Visualizacién de la doble capa [98].
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El potencial Zeta () es un potencial eléctrico en el plano de corte que es
limite de la capa liquida circundante unido a las particulas que se mueven en el
medio [97], dicho de otra manera: es el potencial donde se unen la capa difusa y la
capa de Stern.

El ¢ es importante ya que puede ser medido de una manera muy simple,
mientras que la carga de la superficie y su potencial no pueden medirse. El { puede
ser una manera efectiva de controlar el comportamiento del coloide puesto que
indica cambios en el potencial de la superficie y en las fuerzas de repulsion entre
los coloides. El ¢ es ampliamente utilizado para predecir qué tan estable es una
suspension. Entre mas grande es el {, se dice que es la suspension es mas estable
[98].

La electroforesis con laser Doppler es una técnica utilizada para medir el
movimiento de particulas cargadas en un campo eléctrico que utiliza el efecto
Doppler. La luz dispersada de una particula en movimiento experimenta un cambio
de frecuencia, dado que esta frecuencia de la luz es muy alta, el cambio de
frecuencia solo puede medirse por medio de un arreglo Optico o técnica

interferométrica [99].

2.5.3 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectrometros infrarrojos por transformada de Fourier (FT-IR, por sus
siglas en inglés “Fourier Transform Infrared Spectroscopy”) se han convertido en
una de las herramientas mas importantes para observar espectros vibracionales en
diversos materiales. Si dos moléculas estan constituidas por atomos distintos, o
tienen distinta distribucion isotépica o configuraciéon, o se encuentran en ambientes
distintos, se espera que sus espectros infrarrojos sean distintos. Los atomos que
constituyen a una molécula estan unidos entre si por un enlace molecular covalente,
gue semejan uniones elasticas y, en consecuencia, sus movimientos son periodicos

0 cuasiperiodicos. Dichos movimientos relativos de los atomos en una molécula son
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llamados modos normales de vibracién, los cuales definen el espectro vibracional
de cada molécula. Estos movimientos pueden ser rotacional o vibracional [100].
Una sustancia definida puede identificarse por su espectro infrarrojo, ya que
éste se puede interpretar como la huella digital de dicha sustancia; los espectros a
su vez muestran bandas que son tipicas de grupos funcionales particulares y que
tienen localizaciones e intensidades especificas dentro de los espectros infrarrojos;

a partir de los espectros se pueden inferir las estructuras moleculares [101].

Espejo fijo
—— "

Divisor de haz

3 > K
-
Fuente Xz

Muestra

[ ]

X (em) ) hfem™)
Detector Interferograma Computadora Espectrograma

Figura 2.27. Diagrama simplificado de un espectrometro por transformada de Fourier [100].

En la Figura 2.27 se observa un esquema simplificado de un FT-IR. Su
funcionamiento comienza de la siguiente manera: un haz colimado, proveniente de
una fuente que emite en toda la region infrarroja, un laser de He-Ne, incidiendo
sobre un divisor de haz, el cual consiste en una pelicula muy delgada de germanio.
El haz incidente se divide en dos haces perpendiculares de igual energia, uno de

los cuales incide sobre el espejo movil y el otro sobre el espejo fijo. Los haces son

41



reflejados por ambos espejos y se recombinan al llegar al divisor de haz. Esto da
lugar a una interferencia, la cual puede ser constructiva o destructiva dependiendo
de la posicion relativa del espejo mévil con respecto del espejo fijo. El haz resultante
pasa através de la muestra, en donde sucede una absorcién selectiva de longitudes
de onda llegando al detector. Finalmente, la sefial resultante es procesada por la
técnica de transformada de Fourier dando como resultado un espectro, el cual se
interpreta [100].

2.5.4 Microscopia electrénica de barrido y transmision (STEM)

Existen dos clases genéricas de microscopia electronica, SEM (microscopia
electronica de barrido, por sus siglas en inglés) y TEM (microscopia electrénica de
transmision, por sus siglas en inglés), dependiendo del tipo de microscopio utilizado.
La Figura 2.28 muestra esqueméaticamente los principios de disefio fundamentales
de los microscopios SEMy TEM [102].

Los microscopios SEM y TEM generan un haz altamente concentrado de
electrones, que impactan la muestra dentro de una camara de vacio. Sin embargo,
los microscopios SEM estan disefiados principalmente para examinar la superficie
del material (como los microscopios de reflexion de luz), mientras que los
microscopios TEM son disefiados principalmente para examinar la estructura
interna de la muestra (como los microscopios de transmision de luz) [102].

SEM: En el SEM, el haz de electrones se enfoca a un punto, y escanea
secuencialmente la superficie de la muestra (Fig. 2.28 (a)). En cada ubicacion, se
emiten sefiales de la muestra y se recogen mediante detectores. La sefial del
detector es sincronizada con la ubicacion conocida del haz en la muestra, y la
intensidad de la sefal es utlizada para modular el pixel de la imagen
correspondiente. Las sefiales recogidas en series son combinadas para formar una
imagen cuyas dimensiones/distribucion de pixeles dependen del patrén de escaneo

elegido. Las energias tipicas de los electrones van de 1 a 30 keV [102].
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Figura 2.28. Esquema de la metodologia para imagen mediante SEM, TEM y STEM. (a) Coleccién
en serie de puntos de datos en SEM. (b) Adquisicién de imagenes en paralelo en TEM. (C)
Coleccion en serie de electrones transmitidos en STEM [102].

TEM: En el TEM, el haz de electrones es incidente sobre una zona definida
de la muestra (Fig. 2.28 (b)). Los electrones transmitidos a través del espécimen
son enfocados mediante lentes y colectados por un detector paralelo para formar
una imagen. La energia de los electrones en TEM es mucho méas grande que en
SEM, tipicamente de 80-300 keV, para permitirles penetrar a través del material
[102]. Dentro del TEM, es posible obtener imagenes de alta resolucién (HRTEM).

STEM: Versiones hibridas de SEM y TEM también son posibles en maquinas
modernas. Los microscopios SEM pueden ser equipados con detectores para
recoger electrones transmitidos a través de especimenes delgados (Fig. 2.28 (c)).
Esta metodologia de escaneo con la recoleccion de sefales transmitidas se
denomina generalmente microscopia electronica de barrido y transmision (STEM
por sus siglas en inglés). Los TEMs modernos equipados con instrumentos de
exploracién adicionales también pueden escanear un haz altamente enfocado,

permitiendo la implementaciéon de STEM a energias electrénicas mas altas [102].

2.5.5 Espectroscopia de energia dispersiva de rayos-X (EDS)

La técnica de espectroscopia de energia dispersiva de rayos-X (EDS por sus

siglas en inglés) detecta los rayos-X emitidos desde la muestra durante el
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bombardeo por un haz de electrones para caracterizar la composicién elemental del
volumen analizado [28]. Cuando la muestra es bombardeada por un haz de
electrones, los electrones son expulsados de los atomos que comprenden la
muestra (superficie). Las vacantes de electrones resultantes son llenadas por
electrones de un estado mas alto, y un rayo-X es emitido para balancear la

diferencia de energia entre los dos estados de electrones (Fig. 2.29).

Haz de
electrones

Figura 2.29. Mecanismo de trabajo de la espectroscopia de energia dispersiva.

La energia de los rayos-X es caracteristica del elemento del que se emite. El
detector EDS de rayos-X compara la abundancia relativa de los rayos-X emitidos
contra sus energias [28].

El andlisis por medio de EDS estéa disponible en los microscopios TEM, SEM
y STEM, para identificar especies desconocidas o para obtener informacion de la
distribucion espacial de ciertas especies de interés. Dependiendo de la capacidad
de enfoque del haz de electrones, las propiedades del material, y el tamafio de la
muestra, se pueden analizar caracteristicas o fases tan pequefias como 1 nm.

Para andlisis cualitativos con EDS, los valores de energia de los rayos-X del
espectro de EDS son comparados con valores de energia de rayos-X caracteristicos
conocidos para determinar la presencia de un elemento en la muestra. Los
resultados cuantitativos pueden obtenerse a partir de los recuentos relativos de
rayos-X a los niveles de energia caracteristicos para los constituyentes de la
muestra [28]. Para el mapeo elemental, la intensidad caracteristica de los rayos-X

se mide con relacion a la posicidon lateral en la muestra. Las variaciones en la
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intensidad de los rayos-X a un valor de energia caracteristico indican cambios de
concentracion del elemento examinado a través de la superficie. Mapeos de
multiples elementos pueden ser grabados simultaneamente. En el modo de
exploracion de linea, se evalia un haz de electrones a lo largo de una linea
preseleccionada a través de la muestra mientras que los rayos-X son detectados
para posiciones discretas a lo largo de la linea. El analisis del espectro de energia
de rayos-X en cada posicion proporciona graficos de la concentracion elemental de
cada elemento frente a la posicion a lo largo de la linea [28].

EDS es facil de usar, sensible a elementos pesados, excelente para la
identificacion de composiciones atémicas, y facilmente disponible en la mayoria de
microscopios electrénicos (TEM, SEM y STEM). Debido a que el andlisis EDS
requiere estandares, es mejor utilizarlo junto con otras técnicas de caracterizacion

MAs precisas para interpretar cuantitativamente los datos [28].
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales (materiales no purificados)

En el desarrollo de este proyecto se utilizaron los siguientes reactivos:
pentacarbonilo de hierro (Fe(CO)s), AO, octil éter, alcohol absoluto, tolueno, SDS,

agua desionizada, acetona, quitosana de bajo peso molecular, acido acético al 2%.

3.2 Métodos

3.2.1 Sintesis de nanoparticulas

Para la sintesis de las nanoparticulas se prepara una disolucién con una
relacion de 0.001 mol Fe(CO)s y 0.003 mol de AO con 5 mL de octiléter. ElI Fe(CO)s
ocupa el papel de fuente metalica, el AO de surfactante y el octiléter como solvente.
La disolucién final se coloca en un tubo tipo falcén de 15 mL. Se manejan volimenes
pequefios para evitar la descomposicién de la disolucion, debido a la sensibilidad
del Fe(CO)s. El bafio ultrasénico se prepara con tiempo, con agua desionizada a
temperatura ambiente. La disolucion se agita bien y se coloca en el bafio ultrasonico
durante 30 minutos. El equipo utilizado es un bafio ultrasénico Branson modelo 3510
capaz de alcanzar una frecuencia de 40 KHz. Durante la sonicacion se debe
apreciar el cambio de color de la disolucion, de un amarillo claro a un tono negro,

aumentando el tinte durante el tiempo.

3.2.1.1 Procedimiento para la purificacion o lavado

Para la purificacion las muestras se lavan. Primeramente, se toman alicuotas
de 2 mL y se les agregan 3 mL de alcohol etilico absoluto, el cual actuara como
agente precipitante. Después de homogenizar la muestra se centrifuga a 7500 xg
por 15 minutos con el objetivo de descartar el sobrenadante consistente en un
exceso de aceite y octiléter. El sedimento de nanoparticulas se suspende de nuevo

con 0.171 mL de AO y 1.353 mL de tolueno, para después ser centrifugado
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nuevamente a 7500 xg por 10 minutos. El sobrenadante obtenido se transfiere a
otro tubo con el objetivo de aislar las particulas méas pequefias que la centrifugacion
no sedimentd. A este nuevo sobrenadante se le agregan 2 mL de alcohol absoluto,
se agita en vortex durante un minuto y se repite el lavado con el objetivo de eliminar
el exceso de aceite. Se descarta con cuidado el sobrenadante y al fino sedimento
obtenido se le agrega 2 mL de tolueno y se homogeniza para obtener la suspension
coloidal. Las nanoparticulas se almacenan bajo refrigeracion para su posterior

caracterizacion y encapsulamiento.

3.2.2 Nanoparticulas y acido oleico

Una vez obtenidas las nanoparticulas de 6xido de hierro tipo nucleo/coraza
resuspendidas en 2 mL de tolueno, se realiza una disolucion 50% - 50% con el AO,
es decir, se combina 1 mL de nanoparticulas en tolueno con 1 mL de AO. Ya
realizada la mezcla se procede a evaporar por medio de rotavapor para eliminar el
solvente (tolueno) y obtener las nanoparticulas recubiertas con AO, esto con el fin

de evitar la oxidacién de las mismas y posibles aglomeraciones.

3.2.3 Sintesis de nanoemulsién

El método utilizado para la sintesis de la nanoemulsion fue el de
nanoprecipitacion, en este método la nanoemulsibn se obtiene como una
suspensioén coloidal que se forma cuando la fase organica es agregada de forma
lenta y con moderada agitacion a la fase acuosa. Se procede primeramente a
preparar la fase organica, que consiste en 9.5 mL de acetona y 88 puL de AO con
nanoparticulas de 6xido de hierro tipo nucleo/coraza. La fase acuosa consiste en
0.0201 gr de SDS y 20 mL de agua desionizada. La fase organica es depositada de
forma lenta en la fase acuosa y la disolucion obtenida se pone en agitacion
magnética por unos segundos. Al poner las dos fases en contacto se forma
inmediatamente una disolucién con un aspecto blanquecino, indicativo de una

nanoemulsién. Una vez obtenida la nanoemulsion, se pone a evaporar por medio
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de un rotavapor, a una temperatura entre 40°C y 60°C a 80 RPM, en un tiempo
aproximado de 30 minutos o hasta que se obtenga una tercera parte del volumen

inicial (10 mL aproximadamente).

3.2.4 Sintesis de nanocapsulas

Para proceder con la sintesis de nanocapsulas, es necesario que primero se
prepare la disolucion de quitosana. Se utilizaron 0.5 mg de quitosana por mililitro de
acido acético al 2% (0.1 mL de &cido acético en 4.9 mL de agua). Para este proyecto
se utilizaron 0.0025 gr de quitosana de bajo peso molecular para 5 mL de acido
acético al 2%, la disolucién obtenida se pone en agitacion por 24 horas.

La nanoemulsion resultante se diluye para que sea mas probable el
recubrimiento con quitosana. Se diluyen 100 uL de nanoemulsién en 9.9 mL de
agua. Se toman 2 mL de nanoemulsién diluida y se le agregan 50 pL de disolucién
de quitosana, la disolucion se pone a sonicar por 5 minutos y se deja reposar para

proceder a la caracterizacién de las nanocapsulas obtenidas.

3.3 Técnicas de caracterizacion

3.3.1 Dispersiéon dindmica de luz (DLS)

Para medir el diametro hidrodinamico de las nanoparticulas, nanoemulsiones
y nanocapsulas se utiliza el equipo Zen5600 nanoseries, de Malvern Instruments
con una fuente de luz He-Ne a 633 nm. Para el caso de las nanoparticulas, el
dispersante a utilizar es tolueno, mientras que para las nanoemulsiones y
nanocapsulas el dispersante es agua. En cuanto al indice de refraccion a utilizar
dependera del material a medir; para las muestras de nanoparticulas se utiliza el
indice de refraccion del 6xido de hierro, para las nanoemulsiones se utiliza el indice
de refraccion del SDS y para las nanocapsulas el de quitosana. Se vierte 1 mL de
la disolucion a medir en una celda de plastico o vidrio (segun el dispersante que se
utilice) y se coloca dentro del equipo; después se procede a establecer los

parametros de la medicion, la cual se realizar por triplicado.
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3.3.2 Electroforesis con laser Doppler (Potencial Z)

La carga de la disolucion se determina con el equipo utilizado para medir
DLS. El primer paso consiste en seleccionar la opcion de Potencial Z (¢), después
se selecciona la configuracion de parametros necesarios para la medicion, que
incluyen el tipo de celda que se utilizara; al igual que en DLS, la medicion se realiza
por triplicado. Para preparar la celda, la muestra a medir es tomada con una jeringa
(la cual se acopla a la celda) y se inyecta con mucho cuidado la muestra, esto para
evitar la formacion de burbujas dentro de la celda, las cuales pueden afectar la
lectura. Como paso final, se coloca la celda dentro del equipo y se realiza la

medicion.

3.3.3 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

La técnica de FTIR ayuda a caracterizar las nanoparticulas, nanoemulsiones
y nanocapsulas, por medio de los espectros de IR, utilizando el espectrofotometro
Thermo Scientific Nicolet iS50 y su estacion de muestreo ATR de diamante. Para
comenzar la medicién, primeramente, se debe realizar un blanco al equipo para que
no afecte algunos parametros que se encuentran en el ambiente. Después se coloca
la muestra en la ventana de diamante, para una muestra en liquido solo se coloca
un poco de muestra en la ventana, mientras que para una muestra soélida se hace
uso del brazo de presién ajustando la muestra a la ventana. Para finalizar, se
procede a realizar la lectura a 36 barridos y una resolucién de 4 cm para muestras

sélidas, y para muestras liquidas se utiliza una resoluciéon de 1 cm-?.

3.3.4 Microscopia electrénica de barrido y transmision (STEM)

Por medio del microscopio electronico de barrido y transmision (JEOL JSM-
7800F disponible en el Departamento de Fisica de la Universidad de Sonora), se
analizan las caracteristicas morfologicas de las nanoparticulas y nanocapsulas

preparadas. El microscopio electronico cuenta con una fuente de haz de electrones
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a 30 kV. Las muestras son preparadas para su inmovilizacién sobre rejillas de cobre

de 400 mallas recubiertas de carbono (Ted Pella Inc.).

3.3.5 Espectroscopia de energia dispersiva de rayos-X (EDS)

Cuando se incide un haz de electrones con la suficiente energia sobre una
muestra es posible que éste acceda a capas internas del atomo liberando electrones
de su oOrbita. Para reestablecer su estabilidad los electrones de capas superiores
tienden a saltar de nivel, liberando energia en forma de rayos X. Estos rayos X
emitidos tienen una cantidad de energia Unica para cada elemento por lo cual son
aprovechados para la caracterizacion. Se us6 un equipo de EDS acoplado al STEM
(disponible en el Departamento de Fisica de la Universidad de Sonora), con el cual

se analizan las muestras de nanocapsulas.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Nanoparticulas

4.1.1 Dispersion dindmica de luz (DLS)

Con el fin de obtener informacion relacionada al diametro hidrodinamico que
presenta la nanoparticula, se realizo la caracterizacion de la misma mediante la
técnica de dispersion dinamica de luz (DLS). En la Figura 4.1 podemos observar
gue se obtuvo como resultado un tamafio promedio de 19.71 nm con un indice de
polidispersidad de 0.134 para las nanoparticulas de o6xido de hierro tipo
nucleo/coraza realizadas por el método de sonosintesis, la cual se logré con un
tiempo de reaccién de 30 minutos y una purificacion en la centrifugadora de
alrededor de 7500 xg. El tamafio obtenido se debe principalmente al método de
sintesis utilizado ya que este método se caracteriza por tener un tamafio promedio
de 20 nm de nanoparticula. No fue posible medir su carga superficial debido a que
no se contd con una celda apropiada para el solvente (tolueno) en gque se

encuentran suspendidas.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
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Figura 4.1. DLS de nanopatrticulas de 6xido de hierro tipo nicleo/coraza.

Las nanoparticulas de 6xido de hierro tipo nucleo/coraza fueron recubiertas
con AO, esto con el fin de evitar que la nanoparticula continte con el proceso de

oxidacion y que se generen aglomeraciones entre las mismas.
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4.1.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Con el fin de obtener informacién relacionada a la estructura y composicion
quimica de la nanopatrticula, se realizé una técnica de caracterizaciéon a las mismas
mediante espectroscopia infrarroja (Figura 4.2). Los espectros de FTIR arrojan la
funcionalizacion del oxido de hierro con el AO, donde se pudo distinguir la
conversion del grupo carboxilo en una sal de carboxilato y su interaccion con el
oxido de hierro.

En el 4cido oleico, se observan bandas en 2923 y 2852 cm, las cuales se
atribuyen al estiramiento asimétrico y simétrico, respectivamente, del grupo
metileno, pertenecientes a la cadena alifatica del acido oleico, mientras que en la
muestra de nanoparticulas se encuentran desplazados en 2920 y 2849 cm?,
respectivamente, y con menor intensidad. El pico intenso en 1706 cm corresponde
al estiramiento C=0 del grupo carboxilo, el cual presenta menos intensidad en la
muestra de nanoparticulas.

Para el caso del Fe(CO)s, la banda en 1976 cm™ se atribuye al estiramiento
asimétrico Fe-C=0, mientras que las bandas presentes en 634 y 612 cm
corresponden a la vibracion dentro y fuera del plano del enlace Fe-C=0,
respectivamente.

La banda que aparece a 1538 cm* corresponde a la vibracién C-O, derivada
de la conversién del grupo carboxilo en el &cido oleico al complejo COO- con el cual

se une al hierro.
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Tabla 4.1. Asignacion de espectroscopia FT-IR de nanoparticulas de 6xido de hierro y sus

precursores.
2923 2920 Estiramiento asimétrico CH
2852 2849 Estiramiento simétrico CH.
1976 Estiramiento asimétrico Fe-C=0
1706 1706 Estiramiento C=0
1538 Vibracion C-O
1462 Deformacion dentro del plano -O-H
1411 1431 Doblamiento simétrico -CHs
1282 Estiramiento C-O
931 Estiramiento fuera del plano -O-H
718 Balanceo -CH,-
634 Vibracion dentro del plano Fe-C=0
612 Vibracién fuera del plano Fe-C=0
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Figura 4.2. Comparacion de espectros FT-IR para nanoparticulas de éxido de hierro tipo
nudcleo/coraza.

4.1.3 Microscopia electronica de transmision (TEM)

Las imagenes obtenidas por medio de microscopia electrénica de
transmision nos muestran una morfologia tipo nucleo/coraza (Fig. 4.3), la cual

probablemente sea resultado de la oxidacion de la superficie de las nanoparticulas
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expuestas a oxigeno durante el proceso de lavado. Otra explicacion a esta
morfologia pueda que se deba al gradiente de temperatura durante la reaccion [59].

Figura 4.3. Nanoparticulas de dxido de hierro tipo ntcleo/coraza.

4.2 Nanoemulsién

4.2.1 Dispersion dindmica de luz (DLS)

Con el fin de obtener informacion relacionada al diametro hidrodindmico que
presenta la nanoemulsion, se realizé la caracterizacion de la misma mediante la
técnica de dispersion dinamica de luz (DLS). Primeramente, se realizaron pruebas
de concentracion de surfactante, para conocer la cantidad apropiada a utilizar en
las nanoemulsiones. Como se puede apreciar en la Figura 4.4, el tamafio adecuado

se obtiene con una concentracion final de SDS de 7 mM.
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Figura 4.4. Tamafios de nanoemulsiones a diferentes concentraciones de SDS.

Asi mismo, se realizaron mediciones de DLS para muestras que contenian o
no nanoparticulas de 6xido de hierro tipo ndcleo/coraza. En la Figura 4.5 podemos
observar la comparativa en la que se obtuvieron como resultado tamafios promedio
de 229.9 nm para las muestras sin nanoparticulas, con un indice de polidispersidad
de 0.146, mientras que las muestras con nanoparticulas presentan un tamafio

promedio de 223.6 nm con un indice de polidispersidad de 0.216.
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Figura 4.5. Comparativa de tamafios de nanoemulsiones.

4.2.2 Electroforesis con laser Doppler (Potencial Z)

Para obtener informacioén relacionada con la carga superficial que presenta
la nanoemulsion, se realizo la técnica de caracterizacion de electroforesis con laser
Doppler (potencial Z), donde se analizaron inicialmente las nanoemulsiones a
diferentes concentraciones, prevaleciendo con mejores resultados la nanoemulsién
con concentracion final de 7 mM, presentando una carga de -45.4 mV (Figura 4.6).
Es importante subrayar que las muestras que se utilizaron para realizar las pruebas
de concentracion no contenian nanoparticulas. Después se procedié a analizar las
muestras que contenian o no nanoparticulas de 6xido de hierro tipo nudcleo/coraza,
donde se obtuvieron resultados de -41.5 mV para ambos casos, dicha carga se cree
gue esta relacionada al surfactante SDS, que recubre la superficie de nuestra
nanoemulsion y que presenta una carga negativa. En la Figura 4.7 podemos

observar el espectro de potencial Z que se obtuvo para las mismas.
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Figura 4.6. Cargas de nanoemulsiones a diferentes concentraciones.

-40
-30 4
S
E
=)
T -204
£
e
o
-10
04
NE NE + NP's
Nanoemulsiones (Potencial Z)

Figura 4.7. Comparativa de cargas en nanoemulsiones.



4.2.3 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Para obtener informacion relacionada a la estructura y composicion quimica
de la nanoemulsibn con y sin nanoparticulas, se realizO una técnica de
caracterizacion a las mismas mediante espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (Figura 4.7).

Para el caso del SDS, la banda observada en 3465 cm™ corresponde al
estiramiento O-H, mientras que en la muestra de nanoemulsién se observa una
banda ancha alrededor de 3298 cm. A 2956 cm* se localiza otro pico indicando la
vibracion de estiramiento asimétrico del metileno, y los picos asignados a los
estiramientos asimétrico y simétrico de la cadena —CHz— se encontraron en 2916 y
2849 cm?, respectivamente, para el caso de la nanoemulsién, se encontraron los
picos en 2919 y 2851 cm™. Las vibraciones de deformacion asimétrica y simétrica
del metileno fueron localizadas en 1468 y 1376 cm, respectivamente. Los picos
para el estiramiento asimétrico y simétrico del S=O del SDS se encontraron a 1215
y 1079 cm! respectivamente, a su vez, en la nanoemulsién los picos se encontraron
desplazados en 1235y 1067 cm%, respectivamente. El pico localizado en 993 cm™?
se asigna a la vibracion de estiramiento asimétrico del enlace C-O-S, el cual para
la nanoemulsién aparece desplazado a 986 cm-.

En el espectro del acido oleico se presenta un pico en 931 cm*, mientras que
en la nanoemulsiéon aparece desplazado a 906 cm, el cual se asigna al estiramiento
O-H fuera del plano. El pico localizado en 718 cm™ en el 4cido oleico corresponde

al balanceo CHz2, en la nanoemulsién se encuentra desplazado a 730 cm™.
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Tabla 4.2. Asignacion de espectroscopia FT-IR de nanoemulsiones y sus precursores.

3465 3298 -O-H
2923 2956 2919 Estiramiento asimétrico CHs

2916 Estiramiento asimétrico CH:
2852 2849 2851 Estiramiento simétrico CH3
1706 Estiramiento C=0

1468 Deformacion asimétrica CHs
1462 Deformacion dentro del plano -O-H
1411 Doblamiento simétrico CHs
1282 Estiramiento C-O

1376 Deformacion simétrica CHs

1215 1235 Estiramiento asimétrico S=0O

1079 1067 Estiramiento simétrico S=0O

993 986 Estiramiento asimétrico C-O-S
931 906 Estiramiento fuera del plano O-H
718 730 Balanceo CH-

® Permanece

@ Desaparece

® Desplazamiento
® Nuevo

lAcido Oleico

% Transmitancia (u.a.)

|
I
|
:
. 1 ) ! I 1 . 1 ) )
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Numero de Onda (cm™)

Figura 4.8. Espectro de FT-IR de nanoemulsion sin nanoparticulas.

Asi mismo, se analizo la muestra de nanoemulsion con nanoparticulas de
oxido de hierro tipo nucleo/coraza, en donde se observamos los picos asignados a
los estiramientos asimétrico y simétricos de los metiles en 2920 y 2852 cm
respectivamente. En 1006 cm! se encuentra el pico correspondiente al estiramiento
C=0 del grupo carboxilo de las nanoparticulas. Se observaron desplazamientos en
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los picos de los estiramientos asimétricos y simétricos S=0 de la nanoemulsion con
nanoparticulas en 1215 y 1082 cm™ respectivamente. Por Ultimo, se observé un
desplazamiento del pico asignado al balanceo CH2 en 721 cm™.

Tabla 4.3. . Asignacién de espectroscopia FT-IR de nanoemulsiones con nanoparticulas y sus

precursores.

3298 -O-H

2920 2920 Estiramiento asimétrico CHs
2919 Estiramiento asimétrico CH

2849 2851 2852 Estiramiento simétrico CH3

1706 1706 Estiramiento -C=0

1538 Vibracién C-O

1431 Doblamiento simétrico -CHs
1235 1215 Estiramiento asimétrico -S=0
1067 1082 Estiramiento simétrico -S=0
986 Estiramiento asimétrico C-O-S
906 Estiramiento fuera del plano O-H
730 721 Balanceo -CH

|® Permanece
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/@ Desplazamiento
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Figura 4.9. Espectro de FT-IR de nanoemulsion con nanoparticulas.
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4.3 Nanocapsulas
4.3.1 Dispersion dindmica de luz (DLS)

Con el fin de obtener informacién relacionada al diametro hidrodinamico que
presenta la nanocdpsula, se realizd la caracterizacion de la misma mediante la
técnica de dispersion dindmica de luz (DLS). En la Figura 4.10 podemos observar
la comparativa de resultados entre nanocapsulas que contenian 0 no
nanoparticulas, donde se obtuvo como resultado un tamafio promedio de 225.3 nm
para las nanocpsulas sin nanoparticulas, con un indice de polidispersidad de
0.222, mientras que las muestras que contenian nanoparticulas de 6xido de hierro
tipo nucleo/coraza presentan un tamafio significativamente menor, de 185.3 nm, con
un indice de polidispersidad de 0.150. La disminucién de tamafio en las muestras
que contienen nanoparticulas es debido a las interacciones entre los elementos que

componen la nanocapsula.

: : ; 0.35
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-0.25
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o
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- 0.05

NC NC + NP's
Nanocapsulas (DLS)

Figura 4.10. Comparativa de tamafios de nanocapsulas.
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4.3.2 Electroforesis con laser Doppler (Potencial Z)

Para obtener informacion relacionada con la carga superficial que presenta
la nanocapsula, se realizé una técnica de caracterizacion de electroforesis con laser
Doppler (potencial Z), en donde obtuvimos resultados de 36.7 mV para las
nanocapsulas sin nanoparticulas, mientras que las nanocapsulas con
nanoparticulas presentan una carga de 36.2 mV. En la Figura 4.11 podemos
observar las graficas obtenidas, donde se tiene una carga positiva en ambos casos,

esto debido a que las nanocapsulas se recubrieron con quitosana, la cual presenta
una carga positiva.

40 -

DE=1.27 DE=1.47

30 1

20

Promedio (mV)

10

NC NC + NP's
Nanocéapsulas (Potencial Z)

Figura 4.11. Comparativa de cargas de nanocapsulas.

4.3.3 Microscopia electronica de barrido y transmision (STEM)

Con el fin de obtener informacién relacionada a la morfologia que presenta la
nanocapsula (con y sin nanoparticulas) se realizo la caracterizacion de la misma

mediante el método de microscopia electronica de barrido y transmision, en donde
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se pudo observar que las nanocpsulas presentan una morfologia principalmente
esférica, con un tamafo promedio de 220 nm para las nanocapsulas sin
nanoparticulas, resultado que se adecua a lo obtenido por medio de la técnica de
DLS. Mientras que las nanocapsulas que contienen nanoparticulas presentan un
tamafio promedio de 290 nm, presumiblemente por el método de preparacion de
muestras para poder observarse en el microscopio. En las Figuras 4.12 y 4.13 se
puede observar la morfologia de las nanocapsulas.

— 100nm UNISON 7/26/2016
x60,000 5.0kV UED SEM WD 3.9mm 13:22:09

Figura 4.12. Micrografia de nanocapsulas sin nanoparticulas.
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282.9nm

298.3nm

- 100nm UNISON 7/27/2016
x40,000 8.0kV UED SEM WD 4.1mm 11:16:13

Figura 4.13. Micrografia de nanocapsulas con nanoparticulas.

Por medio de microscopia electrénica de transmision se pueden observar
caracteristicas que proponen la presencia de nanoparticulas de éxido de hierro tipo
nacleo/coraza dentro de la nanocapsula. Como se puede observar en la Figura 4.14,
el area delimitada por el circulo muestra el posible encapsulamiento de las
nanoparticulas.
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Figura 4.14. Micrografia de nanocapsulas con nanoparticulas tipo nicleo/coraza.

4.3.4 Espectroscopia de energia dispersiva de rayos-X (EDS)

El analisis de dispersion de energia del SEM demostré la composicion
quimica para la muestra de nanocapsulas con nanoparticulas. En la Figura 4.15 se
puede observar el espectro obtenido. Conteniendo oxigeno y hierro, pertenecientes
al 6xido de hierro y al carbono, correspondiente a la nanoparticula y al ambiente. El
silicio, pertenece al porta muestras utilizado en el microscopio. En cuanto al cromo,
puede deberse posiblemente a contaminacion transferida por manipulacion o
generado por el detector del equipo.

65



% 0.001 cps/eV

500

400

300

200

100

Energy [keV]

Figura 4.15. Espectro EDS para nanocapsulas con nanoparticulas.

4.3.5 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

Con el propésito de obtener informacidon relacionada a la estructura y
composicion quimica de las nanocépsulas, se realiz6 una técnica de caracterizacion
a las mismas por medio de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier.

El espectro de FTIR de la quitosana de bajo peso molecular (Fig. 4.16)
muestra sus picos caracteristicos: estiramientos O-H alrededor de 3315 cm?,
estiramientos asimétricos y simétricos del grupo metileno en 2916 y 2872 cm
respectivamente, estiramiento C-O de la amida | en 1652 cm, estiramiento C=0
en 1581 cm* al igual que en nuestra muestra y el estiramiento del enlace glucosidico
C-0-C en 1026 cm?, el cual se encuentra desplazado en la muestra de
nanocapsulas en 1023 cm-.

La muestra de nanocapsulas presenta una banda ancha alrededor de 3407
cml, correspondiente a las vibraciones O-H, los estiramientos asimétricos y
simétricos del grupo metileno se encuentran en la misma posicién que los presentes

en la nanoemulsion.

66



Tabla 4.4. Asignacion de espectroscopia FT-IR de nanocapsulas y sus precursores.

3298
2919

2851

1235
1067
986

906
730

3315 3407
2920

2916

2872
2851
1706

1652

1581 1580
1464
1216

1147

1026 1023

-O-H

Estiramiento asimétrico CHs
Estiramiento asimétrico -C-Hx-
Estiramiento simétrico -CH.-
Estiramiento simétrico -CH3
Estiramiento grupo -C=0
Estiramiento C-O

Estiramiento C=0

Vibracién de tijera -CHa-
Estiramiento asimétrico -S=0
Estiramiento C-O-C
Estiramiento simétrico -S=0
Estiramiento C-O-C
Estiramiento asimétrico C-O-S
Estiramiento fuera del plano -O-H
Balanceo -CH,-

Quitosana

30%
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1 ® Nuevo
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1
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Figura 4.16. Espectro de FT-IR de nanocépsulas de SDS.

El espectro de nanocapsulas con nanoparticulas (Fig. 4.17) muestra una
banda ancha alrededor de 3305 cm! correspondiente a las vibraciones -O-H. Los
estiramientos asimétricos y simeétricos del grupo metileno se localizan en 2920 y
2851 cm! respectivamente.
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Tabla 4.5. Asignacion de espectroscopia FT-IR de nanocapsulas con nanoparticulas de oxido de

2920

2849

1706
1538

1431

hierro tipo ndcleo/coraza y sus precursores.

3315 3305 O-H
2920 Estiramiento asimétrico -CH3
2916 Estiramiento asimétrico -CH-
2872 Estiramiento simétrico -CH.-
2851 Estiramiento simétrico -CH3

Estiramiento asimétrico Fe-C=0
Estiramiento -C=0

1550 Vibracion C-O
Deformacion dentro del plano -O-H
Doblamiento simétrico CHs

1652 Estiramiento C-O
1581 Estiramiento -C=0
1147 Estiramiento C-O-C
1066 1066 Estiramiento C-O
1026 Estiramiento C-O-C
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® Desplazamiento
® Nuevo
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Figura 4.17. Espectro de FT-IR de nanocapsulas con nanoparticulas de 6xido de hierro tipo

nicleo/coraza.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.4 Conclusiones

e Se sintetizaron nanoparticulas de Oxido de hierro tipo nucleo/coraza
recubiertas con AO a partir de pentacarbonilo de hierro, aplicando sonicacion
de baja potencia.

e Se sintetizaron nanocapsulas de nucleo oleoso con AO y SDS como
surfactante, utilizando la técnica de nanoprecipitacion.

¢ Mediante la técnica de caracterizacion de potencial zeta, se encontré que las
nanocapsulas son capaces de ser recubiertas con quitosana, ya que
presentan una carga positiva después de afiadir la disolucién de quitosana a
la emulsion de carga negativa.

e Através de la caracterizacion en el microscopio electrénico de barrido (SEM),
se encontrd la existencia de nanocépsulas y el posible encapsulamiento de
las nanoparticulas de 6xido de hierro tipo nucleo/coraza.

e La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier nos indica que las
nanoparticulas fueron recubiertas por el AO, las nanoemulsiones estan
compuestas por SDS y AO, y las nanocapsulas contienen a su vez
nanoemulsién y quitosana.

e Por medio de la caracterizacién en el microscopio electrénico de trasmision
(TEM), se comprob6 el encapsulamiento de las nanoparticulas de éxido de
hierro tipo ndcleo/coraza lo cual se corrobor6 mediante espectroscopia de

energia dispersa de rayos-X (EDS).

En base a estos resultados, podemos concluir que la metodologia experimental
nos permite obtener una nanocdpsula compuesta por un ndcleo oleoso con
nanoparticulas de oxido de hierro tipo nucleo/coraza, asi como un recubrimiento
polimérico de quitosana. Lo cual es comprobable por medio de las caracterizaciones

antes mencionadas.
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45 Recomendaciones

e Realizar estudios en equipo de RMN (Resonancia Magnética Nuclear) para
corroborar su potencial como medio de contraste y agente hipertérmico.

¢ Realizar estudios de toxicidad en las nanoparticulas de 6xido de hierro tipo
nacleo/coraza.

e Medir la propiedad magnética de las nanoparticulas con el magnetometro

SQUID (Superconducting Quantum Interference Devices).
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