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Resumen de la tesis que presenta Helena Areli Chavez Duarte como requisito parcial para la obtencién
del grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

Disefio y estudio de nanocompuestos magnéticos funcionalizados con acido félico para el
encapsulamiento de farmacos antitumorales

Resumen aprobado por:

Dr. Sergio Andrés Aguila Puentes Dra. Karla Josefina Santacruz Gémez
Codirector de tesis Codirectora de tesis

En esta tesis se aborda la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas magnéticas (MNPs) basadas en
nanoparticulas de ferrita de manganeso (Fe;04:Mn) para aplicaciones en la entrega de farmacos
antitumorales. Estas MNPs son objeto investigacidén debido a su baja toxicidad y su potencial uso como
agentes de contraste en la terapia de hipertermia, asi como para la entrega dirigida de farmacos.
Ademas, se ha demostrado que la funcionalizacion superficial de las MNPs usando polietilenglicol
(PEG) proporciona una plataforma estable para la uniéon de agentes terapéuticos, dirigidos vy
potenciadores de la permeacidn dentro de las células. En este estudio, se obtuvieron MNPs cubicas de
aproximadamente 40 nm por el método de sintesis hidrotermal. La incubacién de doxorrubicina (DOX)
fue ejecutada para examinar su liberacién mediante variaciones de pH. Las muestras fueron analizadas
mediante Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) confirmando la conjugacidn con PEG, DOX y
acido félico (FA). Las medidas de magnetizacién por medio del Magnetémetro de Fuerza Vibrante
(MVV) confirma sus propiedades superparamagneticas. Ademads, se logréo una eficiencia de
encapsulacidon de DOX de hasta 35.78% en las nanoparticulas, con una liberacién del 43.3% en 24
horas, mediada por pH. Adicionalmente, se explord preliminarmente la funcionalizacion de las MNPs-
DOX con FA para su potencial uso en células de cancer de mama. En conclusién, este estudio
demuestra el potencial de las MNPs de Fe;04:Mn funcionalizadas con PEG y FA para la entrega dirigida
de DOX.

Palabras clave: Nanoparticulas magnéticas, nanoparticulas de ferrita de manganeso, polietilenglicol,
doxorrubicina y acido félico.



Abstract of the thesis presented by Helena Areli Chavez Duarte as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Nanoscience

Desing and study of magnetic nanocomposites functionalized with folic acid for antitumoral drugs
encapsulation

Abstract approved by:

Dr. Sergio Andrés Aguila Puentes Dra. Karla Josefina Santacruz Gémez
Thesis Co-director Thesis Co-director

This thesis addresses the synthesis and characterization of magnetic nanoparticles (MNPs) based on
manganese ferrite nanoparticles (Fe,04:Mn) for applications in the delivery of antitumor drugs. These
MNPs are the focus of the research due to their low toxicity and potential use as contrast agents in
hyperthermia therapy, as well as for targeted drug delivery. Additionally, it has been demonstrated
that the surface functionalization of MNPs using polyethylene glycol (PEG) provides a stable surface
for the binding of therapeutic agents, targeting moieties, and permeation enhancers in cells. In this
study, cubic MNPs approximately 40 nm in size were obtained using a hydrothermal synthesis method.
Doxorubicin (DOX) loading was performed to examine its release through pH variation. The samples
were analyzed using Transmission Electron Microscopy (TEM), confirming conjugation with PEG, DOX,
and folic acid (FA). Magnetization measurements using a Vibrating Sample Magnetometer (VSM)
confirm their superparamagnetic properties. Additionally, a DOX encapsulation efficiency of up to
35.78% in the nanoparticles was reported, with a 43.3% release over 24 hours, pH mediated.
Furthermore, preliminary exploration of the functionalization of MNPs-DOX with FA was conducted
for potential use in breast cancer cells. In conclusion, this study demonstrates the potential of
Fe204:Mn MNPs functionalized with PEG and FA for targeted delivery of DOX.

Keywords: Magnetic nanoparticles, ferrite of manganese nanoparticles, polyethylene glycol,
doxorubicin, folic acid.
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Cancer

El cdncer es una enfermedad en la cual las células presentan un crecimiento descontrolado, lo
que produce una formacién de agregados que crecen dafiando tejidos vecinos, se nutren del
organismo y alteran su fisiologia (N. Catherine Sanchez, 2013). Esta malignidad afecta a la
poblacion en general, posiciondndose entre una de las principales causas de muerte a nivel
mundial. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, en el afio de 2020 se atribuyeron
casi 10 millones de defunciones a los diferentes tipos de cancer conocidos, por lo que se considera

una amenaza global significativa para la salud publica (World Health Organization, 2022).

En la actualidad, existen varios enfoques terapéuticos contra el cdncer, los cuales incluyen
quimioterapia, radioterapia, inmunoterapia, hipertermiay cirugia, por mencionar algunas, siendo
la quimioterapia y la radioterapia los estandares de oro para tratar esta patologia (Babu et al.,
2017). La quimioterapia neoadyuvante suele ser el tratamiento inicial para diversos tipos de
cancer, cuyo objetivo es destruir las células cancerosas para controlar el crecimiento tumoral, y
prevenir su propagacion, con la finalidad de mejorar las opciones quirurgicas disponibles, incluso

para casos de cancer en etapas avanzadas (Larissa A Korde et al., 2021).

La doxorrubicina (DOX) es uno de los agentes quimioterapéuticos mds utilizados para tratar
distintos tipos de cancer, incluidas leucemias, linfomas, sarcomas, carcinomas, cadncer de ovarios,
endometrio, vejiga, pulmon, gastrico, tiroides, higado, pancreas y mama (National Cancer
Institute, 2023). En particular, este Ultimo mencionado es el cancer mds comun en mujeres, y la
DOX es uno de los principales tratamientos para el cdncer de mama temprano y avanzado

(Kostrzewa-Nowak et al., 2005).

No obstante, su uso esta limitado debido a que causa una toxicidad en el tejido sano, efecto
inherente a su propiedad vesicante y genotoéxica (Kreidieh et al., 2016), provocando en algunos

de los casos efectos secundarios graves como miopatia cardiaca, cuadros gastrointestinales,
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vémitos, nauseas, dolor de ojos, dolor en manos o pies, erupcidn cutanea, dificultad para respirar,
convulsiones, entre otras (MedlinePlus, 2012). Estos problemas pueden ocurrir durante el
tratamiento o, en algunas ocasiones, meses o anos después de recibir doxorrubicina. Esta
citotoxicidad inespecifica se debe a dos mecanismos de accidn del compuesto: 1) intercalacion en
el ADN con alteracion de la topoisomerasa Il (corta y repara hebras enredadas del ADN), y/o 2)
generaciéon de radicales libres que dafian las membranas celulares, el ADN y las proteinas
(Narmani et al.,, 2019). Es por ello, que la quimioterapia generalmente se asocia como una
amenaza toxica para todo el organismo, dando lugar a los efectos secundarios (Dhamecha et al.,

2015; Ye et al., 2014) que afectan la calidad de vida del paciente oncolégico.

Administracion no

dirigida

Distribucion en todo el organismo,
generando efectos toxicos en células sanas

Nanoparticulas en la
administracion selectiva
de farmacos

— . :
Microambiente tumoral

[

Administracion pasiva de

farmaco Penetracion efectiva en

células diana, bajo efecto

téxico en células no diana,

permeabilidad mejorada,
efecto de retencién

Aplicacién local directa

Administracion
dirigida

( \ Acido nucleico dirigido

Administracion activa de —_—
férmaco Entrega dirigida mediada
Ligando dirigido (Acido por receptor, efecto toxico

_ Folico) muy bajo en células no
diana

Figura 1 Representacion esquematica de la administracién de farmacos.

Para superar estos enfoques terapéuticos no especificos e invasivos, se ha propuesto la llamada
administracion dirigida (activa) de farmacos para mejorar la terapia del cancer. En la Figura 1, se
muestra un esquema de la administracién de farmaco mediada por nanoparticulas (NPs), donde

se destaca la administracién dirigida y no dirigida.

La administraciéon de farmacos dirigida basada en la administracidn activa ayuda a que el fdrmaco
administrado llegue hasta el sitio del tumor por medio de ligandos que permiten que las células
introduzcan estos farmacos (endocitosis), ocasionando una disminucién en los efectos toxicos

gue pueden causar estos farmacos. Por otro lado, la administracion no dirigida se basa en la
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entrega del farmaco a través de todo el cuerpo, sin especificidad para células cancerosas

(Dhamecha et al., 2015; Ye et al., 2014).

1.2 Nanocompuestos magnéticos funcionalizados con acido félico para

encapsulamiento de farmaco antitumoral

1.2.1 Nanocompuestos

Diversos tipos de nanomateriales han sido propuestos como agentes oncoterapéuticos. En este
estudio nos enfocaremos en los nanomateriales magnéticos, particularmente las nanoparticulas

de ferrita de manganeso (NPs de Fe;04:Mn).

Los nanomateriales se definen como materiales con mas de una fase sdlida, donde al menos una
de ellas tiene dimensiones de 1x10°m, en estado amorfo, semicristalino o cristalino (Porwal &
Saggar, 2017). Por otro lado, los nanocompuestos que se encuentran en presencia de una matriz
polimérica se pueden clasificar como nanocompuestos poliméricos (por sus siglas en inglés,

polymer nanocomposite, PNC) (Kurc et al., 2021).

En la Figura 2 se representa un PNC, donde se muestra una matriz en la que se encuentran las
NPs distribuidas uniformemente. Este tipo de materiales tienen multiples ventajas tales como
estabilidad en tamano, reduce la presencia de defectos superficiales, incrementa la estabilidad

térmica, entre otras.

Sin embargo, tiende a aglomerarse lo cual provoca dispersién de tamafios de las NPs. En el caso
de los nanocompuestos magnéticos para el encapsulamiento de farmacos antitumorales, la fase
matriz ocurre en el recubrimiento de un polimero, mientras que la nanofase contiene las
nanoparticulas magnéticas, donde se sabe que al recubrir las nanoparticulas magnéticas con un

polimero reduce su toxicidad y permite modificar con facilidad la superficie (Narmani et al., 2018).



Matriz polimérica

Nanoparticulas

Figura 2 Nanocompuesto polimérico.

1.2.2 Nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas (MNPs) poseen una alta adaptabilidad de las composiciones
estructurales y exhiben un campo magnético local que puede ser manipulado mediante la
aplicacion de un campo magnético externo (Mirza et al., 2019). En particular, las MNPs de
Fe204:Mn poseen una gran darea superficial, magnetizacion de alta saturacion, minima o cercana
coercitividad a cero y una excelente biocompatibilidad, por lo que se utilizan ampliamente en
muchas areas bioldgicas como la resonancia magnética, tratamiento de hipertermiay en sistemas

de administracion de medicamentos (Kafshgari et al., 2019; Kalaiselvan et al., 2022).

Asi mismo, tienen algunas ventajas cuando se usan como agentes en la administraciéon de
farmacos, una de ellas es que pueden ser guiadas y activada con la ayuda de un campo magnético
externo. Adicionalmente, es posible monitorearla a través de resonancia magnética nuclear, y se
ha demostrado que al alterar la frecuencia de los campos magnéticos es posible generar calor

localmente; técnica conocida en biomedicina como terapia magnética de hipertermia.

La carga de farmacos es de los temas mas importantes para la entrega dirigida hacia el sitio del
tumor. Los medicamentos pueden ser absorbidos o atrapados en los poros, encapsulados dentro
o covalentemente adheridos a la superficie de las MNPS, estos factores son determinados por el

tamanio, la forma y la quimica de la superficie (Kalaiselvan et al., 2022).



1.2.3 Nanoparticulas biocompatibles funcionalizados con acido félico (FA) y

recubiertas con polietilenglicol (PEG)

Otro punto importante en el uso de NPs para aplicaciones biomédicas es la biocompatibilidad. La
conjugacién de MNPs con moléculas biocompatibles de acido félico (FA) para la administracion
selectiva de agentes quimioterapéuticos contra el cdncer en el sitio del tumor son uno de los
enfoques mas practicos en los sistemas de administracién de farmacos dirigidos, ya que pueden
aumentar la acumulaciéon de nanocomplejos en el tumor hasta diez veces mds que cuando el

farmaco se administra solo (Pakdaman Goli et al., 2021).

Esto se debe a que las células cancerosas poseen una sobreexpresion de receptores de FA en su
superficie. El FA fisiolégico se transporta usando estos receptores proteicos que estan asociados
a la membrana celular o al receptor de FA (FR) a través de endocitosis. En la Figura 3a se
representa la modificacién superficial y la funcionalizacion de MNPs para mejorar su
biocompatibilidad, capacidad de carga de farmacos, estabilidad in vivo y propiedades
farmacocinéticas para mejorar la potencia terapéutica de las MNPs. Adicionalmente, en la Figura
3b se representa la orientacidon tumoral de las MNPs mediante la internalizacion medida por FA,
después de la internalizacién, los componentes de los nanocomplejos disociados en condiciones
acidificadas de endosomas y agentes terapéuticos inhiben el crecimiento celular (Narmani et al.,

2019).

Por otro lado, el polietilenglicol (PEG) es un tipo principal de poliéster (Sukanya, et al 2022), es
utilizado como recubrimiento de las nanoparticulas superparamagnéticas de éxido de hierro
(SPIONSs), permite un mayor tiempo de circulacién en la sangre debido a su capacidad de rechazar

proteinas, buena biocompatibilidad y baja citotoxicidad (Huang et al., 2017).

En este proyecto se propone el uso de nanocompuestos magnéticos de Fe;04:Mny FA con DOX
encapsulada (Fe204:Mn-PEG-DOX-FA) para optimizar la encapsulacion y la liberacidn selectiva de
la DOX en células cancerigenas, se espera que al funcionalizar las MNPs con el receptor de FA
exista una internalizacién de las MNPs por parte de las células cancerigenas ya que tienen sobre

expresado el FR en su membrana.
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Figura 3 Representacion esquematica de MNPs funcionalizados con FA en la entrega de orientacion activa
(Narmani et al., 2019).

1.3 Antecedentes

Desde hace unas décadas el estudio de los enfoques terapéuticos contra el cancer ha despertado
un interés entre la comunidad cientifica. Desde entonces, se ha tratado de mejorar dichos
tratamientos con ayuda de la nanotecnologia, lo que produce una mejora en la eficiencia
terapéutica y el diagndstico. A continuacion, se presentan diferentes trabajos relacionados con el
problema de investigacidn; tratamientos contra el cancer basados en DOX encapsulada en MNPs

como categorias principales del presente estudio.

Rana y colaboradores (2016) realizaron una investigacion titulada: Nanoparticulas magnéticas
Fe304 conjugadas con dcido fdlico para la administracion dirigida de doxorrubicina, cuyo objetivo
se baso en la sintesis de MNPs con propiedades bifuncionales (luminiscentes y magnéticas) para
hipertermia y aplicaciones de imagenes diagndsticas. A través de su investigacién describen que
la utilizacion de MNPs, como el éxido de hierro, tienen diferentes aplicaciones biomédicas
prometedoras como la entrega dirigida, terapia de hipertermia localizada y agentes de contraste
para resonancia magnética nuclear (RMN). Ademas, mencionan que las MNPs se destacan al

poder modificar su superficie con facilidad y hacer conjugaciones que permiten orientar las MNPs


https://www.thieme-connect.de/products/ejournals/abstract/10.4103/sajc.sajc_181_17
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a un sitio en especifico. En el trabajo citado los autores sintetizaron nanoparticulas magnéticas
bifuncionales (BMNPs) enriquecidas con amina y carboxilo a través de la reaccion de clic de
tioleno, a las cuales se les conjugd FA en su superficie para ser dirigidas hacia las células
cancerosas. También, conjugaron la DOX en la superficie de las particulas haciéndolas
fluorescentes y a la vez pueden provocar apoptosis en las células diana. Especificamente,
compararon las FesOs MNPs conjugadas con FA como vehiculo de administracién de farmaco
dirigido de DOX (DOX-FBMNPs) en células cancerosas, y las mismas MNPs, pero sin la conjugacion
del FA (DOX-BMNPs). Los autores concluyen que es posible sintetizar nanoparticulas magnéticas
conjugadas con FA con potencial para las aplicaciones de farmacos dirigidos, debido a la
internalizacién que presentaron en las células cancerosas que tienen sobre expresado el receptor

de acido fdlico.

En complemento Rajkumar y Parbaharan (2018) reportaron nanoportadores multifuncionales
basados en nanoparticulas de éxido de hierro (IONP) conjugadas con DOX, PEG y FA (I0-MMA-
DOXPEG-OCH3/FA) con objetivos terandsticos para la terapia del cancer. Asimismo, compararon
nanoportadores libre de FA con los conjugados de FA mostrando una adsorcién celular mas alta
debido endocitosis medida por receptores de folato (FR). La metodologia utilizada por los autores
fue in vitro, incubando las células Hela (cancer cervicouterino) con las MNPs y midiendo la
captacion celular libre de DOX, I0-MMA-DOXPEG-OCH3 y |IO-MMA-DOXPEG-OCH3/FA. En cuanto
a las células que se trataron con I0-MMA-DOX-PEG-OCH3/FA, la intensidad de fluorescencia DOX
en la regién del citosol aumentd y la acumulacién de DOX en el nucleo se hizo mas evidente,
demostrando que los nanoportadores funcionalizados con FA se internalizan de manera mas
eficiente en las células Hela positivas para FR a través de apoptosis, lo que presentd asi una

citotoxicidad mejorada.

Para ilustrar este proceso de endocitosis medida por receptor de los nanoportadores
funcionalizados con FA (I0-MMA-DOXPEG-OCH3/FA) podemos observar en la Figura 4 el esquema
representativo. En el cual podemos observar la liberacién del farmaco dentro de la célula es pH
dependiente, esto se puede atribuir a la presencia de un enlace hidrazona entre el DOX y la
superficie de IONPs. Dado que el enlace de hidrazona es considerablemente estable en

condiciones neutras en el medio y propenso a la hidrélisis en medio acido, se liberd la cantidad
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maxima de DOX en pH 5.6, esto puede resultar beneficioso para mejorar la eficiencia terapéutica
de los farmacos en células cancerosas y conduce a una reduccion de los efectos citotdxicos de

medicamentos contra el cadncer en células sanas.

" Conjugacién de
DOX

: Célula del

Endocitosis medida
por receptor de folato

Endosoma/
Lisosoma

10-MMA-DOX-PEG-OCH,/FA
nanoportador

Figura 4 Esquema de reaccion para la preparacion de I-MMA-DOX-PEG-OCH3/FA (Rajkumar & Parabaharan, 2018)

Por otro lado, Erdem, Yalcin y Gunduz (2017) realizaron un estudio in vitro en células Hela similar
a los antes mencionados, teniendo por objetivo que fue la internalizacion de nanoparticulas de
Oxido de hierro Fe304 conjugadas con DOX, PEG y FA, como un sistema de liberacion controlada
de farmaco. De esta manera, poder minimizar o eliminar los efectos secundarios que pueda
causar la droga DOX. En el trabajo citado, los autores destacan que las nanoparticulas tienen un
comportamiento paramagnético al ser sometidas a un campo magnético, al ser recubiertas con
PEG permiten una mejor biocompatibilidad y su circulacién a través de la sangre, el tamafio
deseado de las nanoparticulas esta entre 5.5 nm a 200 nm para inhibir la rapida eliminacién renal
de la sangre y endocitosis por fagocitosis celular. También, afirmaron que las MNPs de dxido de
hierro sin ningun tipo de revestimiento no fueron absorbidos por las células debido a su carga
superficial negativa proveniente de los abundantes iones de OH™. Sin embargo, los DOX-FA-MNPs
cargados positivamente se unen facilmente a la membrana celular cargada negativamente, lo que
resulta en una mayor tasa de internalizacién celular. De acuerdo con los resultados obtenidos, los
autores concluyen que los compuestos con PEG conjugados con FA cargados con DOX son
efectivos para generar apoptosis en células cancerosas y pueden disminuir los efectos

secundarios de DOX (Erdem et al., 2017; Rajkumar & Brabanaran, 2018; Rana et al., 2016).
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Tomando en cuenta a la literatura anterior, se propone en este trabajo la sintesis de NPs de un
nanocompuesto de ferrita de manganeso, funcionalizados con FA y DOX (Fe204:Mn-PEG-DOX-FA)
para optimizar la encapsulacion y la liberacion selectiva de DOX en soluciones acuosas. En este
sentido, se espera que, al modificar el pH del medio acuoso, se libere la DOX presente en el

entrecruzamiento del PEG.

1.4 Hipdtesis

El complejo de nanocompuestos de ferrita de manganeso funcionalizados con acido fdlico
recubierto con polietilenglicol tiene la capacidad de mejorar la encapsulacién y liberacién

selectiva de doxorrubicina (Fe;04:Mn-PEG-DOX-FA) en solucion acuosa.

1.5 Objetivos

1.5.1 Objetivo general

Disefiar y evaluar nanocompuestos magnéticos funcionalizados con acido félico como sistema

de encapsulamiento y liberacién controlada de farmaco antitumoral (DOX).

1.5.2 Objetivos especificos

a) Sintetizar un sistema de nanocompuesto de ferrita de manganeso y 4acido félico con

doxorrubicina encapsulada (Fe204:Mn-PEG-DOX-FA).

b) Caracterizacion del tamafo y forma del nanocompuesto de Fe;04:Mn-PEG-DOX-FA.

c) Evaluacién de la eficiencia de encapsulaciéon y la cinética de liberacion de doxorrubicina

(DOX) en las MNPs de Fe;04:Mn-PEG-DOX-FA.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sintesis de nanoparticulas magnéticas por método hidrotermal

70°C

~ Y Lane . SR\ Homo180°C

T 16 hr
;:' \ ..‘ j | i
- ~ Agregar soluuon = =l |1

a autoclave I (
2.82 g Fe(NO;)s - Agregar NaOH ' I
9H,0 + gota a gota
0.89 g Mn(NO3); - pH 13
4H,0 + 50 mL agua
desionizada ) ) =
! T < | Retirar sobrenadante
S H A =il E=] % Vv
—==] - e -
e = 2o 3 3 ol B o ot S
Sistema de recocido térmico Horno 60°C Centrifugacién Agregar EtOH
convencional y rapido (RTA) 24 hr 5000 rpm 15 min x2  Verificar magnetizacion

\\b —
Maceracion MNPs de Fe,0,: Mn

Figura 5 Representacion esquematica de sintesis hidrotermal de MNPs de Fe204:Mn.

El método de sintesis de las MNPs de Fe;04:Mn fue por medio de una sintesis hidrotermal. Donde
los precursores principales fueron Fe(NOs) hidratado y Mn(NQOs),. Respecto al procedimiento
experimental: se disolvieron 2.82 g de Fe(NOs) hidratado y 0.89 g de Mn(NOs). en 50 mL de agua
desionizada hasta disolverse en una placa con agitador magnético, mientras se disolvié la solucién
anterior se hizo una solucién de NaOH a 1M en 50 mL de agua desionizada. Al finalizar las dos
diluciones, se afiadid a la primera solucidn la segunda solucién gota a gota (30 mL aprox.) hasta
obtener un pH de 13. Después, se calentd la solucidn resultante a 70°C por 1 hora. Para secar la
muestra de MNPs se vacio la solucidon en una autoclave para ingresarlas a un horno por 16 horas
a 180°C. Al haber transcurrido 16 horas, la muestra se retiré del horno, fue necesario retirar el

sobrenadante y agregarles etanol para pasarlas a un vaso de precipitado para comprobar si las
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muestras de MNPs eran magnéticas con un iman. Al comprobar que las MNPs eran magnéticas,
se agitaron con un agitador magnético en una placa de calentamiento por 15 minutos, se retird
el sobrenadante y se repitié de 6-7 veces. Después, las muestras se pasaron a viales para ser
centrifugados a 5000 rpm por 30 minutos, retirando el sobrenadante a los 15 minutos y
afiadiendo mas etanol para un segundo lavado, finalmente se retiré el sobrenadante final. Por
ultimo, la muestra se ingresé a un horno RTA para tratamiento térmico por 24 horas, afiadiendo
gas nitrégeno para que no tendiera a oxidarse la muestra, al concluir el tiempo en el horno se
retird la muestra y se trituré en un mortero hasta obtener un polvo (Kafshgari et al., 2019). Este
proceso de sintesis hidrotermal para la realizacién de MNPs de ferrita de manganeso se encuentra

ilustrado en la Figura 5.

2.2 Preparacion de PEG en superficie

Solucion PEG
] Agitacion 2 horas min. . i
20 mg de PEG Temp. Amb. Centrifugacion ]
T 5000 rpm 15 min x2
+ 2 mL diclorometano ) 250 rpm -

Sonicacién 5 min
Agregar gota a gota solucion PEG

Liofilizacién
Fe,0,:Mn — PEG x 24 hr

Figura 6 Representacion esquematica de la sintesis de recubrimiento de Fe204:Mn con PEG.

Para recubrir las MNPs con PEG se pesaron 20 mg de PEG para posteriormente diluirlo en 2 mL

de diclorometano. Después 10 mg de MNPs se afiadieron a una solucién de agua desionizada la
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cual se sometié a un bafo ultrasdnico hasta redispersar las nanoparticulas durante 5 minutos
aproximadamente. Posteriormente al obtener la solucidn con nanoparticulas dispersadas se
afadié gota a gota la solucidn de diclorometano con PEG, para mantenerlo en agitacion a
temperatura ambiente de 2 a 3 horas. Al transcurrir este tiempo se realizaron lavados de esta
solucién por medio de centrifugacidn para separar las nanoparticulas que fueron recubiertas con
PEG del sobrenadante que contiene PEG libre en la solucidn, estos lavados consistieron en
someter la muestra a 5000 rpm durante 15 minutos, retiramos el sobrenadante para agregar 10
mL de agua desionizada a la solucién y repetimos el proceso de centrifugado por una segunda
ocasion, y volvemos a retirar el sobrenadante hasta obtener una pasta al fondo de nuestro tubo
para centrifugar. Por Ultimo, al obtener una muestra humeda se pasa a un proceso de liofilizacién,
el cual consiste en someter nuestra muestra a bajas temperaturas y presiones bajas para remover

la humedad que haya permanecido en nuestra muestra (Khaledian et al., 2020).

2.3 Encapsulacion de DOX en MNPs de Fe;04:Mn-PEG
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Figura 7 Representacion esquematica de encapsulacion de DOX en MNPs de Fe204:Mn-PEG.

Realizaremos una solucién madre de 3.73 mL de DOX con una concentracion de 0.67 mg/mL (total

de 2.5 mg de DOX), la cual se agregd a una solucién con Fe;04:Mn-PEG y se sometié a una
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agitacion vigorosa en un agitador rotatorio a 250 rpm a 37°C por 24 horas, finalmente para
obtener la muestra en polvo se liofilizo durante 24 horas a temperaturas y presiones bajas (Huang

et al., 2017).

2.4 Recubrimiento de FA en MNPs de Fe204:Mn-PEG-DOX

Solucién Acido Félico

Lo 2

25mL PBS + 4mg FA
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-
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Fe,0,:Mn — PEG — DOX — FA

Figura 8 Representacion esquematica funcionalizacidn de FA.

Para acoplar covalentemente el acido félico (FA) a la superficie de las MNPs de Fe;04:Mn,
agregamos en 10 mL de Buffer Fosfato Salino (PBS) 25 mg de Fe204:Mn-PEG-DOX, después para
aminar la superficie de las MNPs se afiadié 2 mg de 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida
(EDC, 97%) y 3 mg de N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS, 98%), dicha solucién se agitd
gentilmente a una temperatura de 25°C durante 15 minutos. Una vez transcurrido el tiempo de
agitacion, se realizd una solucién de 4 mg de FA en 2.5 mL de PBS para mezclarlos con la solucion
anterior para mantenerlos en agitacién durante 6 horas a temperatura ambiente. Al concluir la

reaccion, la solucién resultante se lavé para eliminar los reactivos que no reaccionaron en la



14
superficie de las MNPs, estos lavados consistieron en someter la muestra a 5000 rpm por 15
minutos, después se retirdé el sobrenadante para agregar 10 mL de agua desionizada y volver a

centrifugar por una segunda ocasion (Kefeng Liu, 2016).

2.5 Técnicas de caracterizacidon de nanoparticulas

Las multiples propiedades fisicas y quimicas que presentan las MNPs sintetizadas fueron

evaluadas con diversas técnicas de caracterizacion, las cuales fueron:

2.5.1 Potencial zeta (Z) y dispersion dinamica de luz (DLS)

Las muestras de MNPs de Fe204:Mn-PEG con una concentracion de 0.03 mg/mL fueron analizadas
por DLS, especificamente con un analizador de particulas Litesizer 500 de marca Anton Paar®,
este equipo incluye tres dngulos de medicién (dispersidn hacia atras, lateral y hacia adelante) para
la determinacion del tamafo de particulas y permite la medicién del potencial zeta a bajos
voltajes. Su fundamento consiste en iluminar con un rayo ldser y un fotodetector detecta las
fluctuaciones de la luz dispersada en un angulo de dispersidon conocido. Las particulas dispersan
la luz y como tal, “imprimen” informacidn sobre su movimiento. Analizando las fluctuaciones de

la luz dispersada se obtiene la informacion de las propias particulas (Beckman Coulter, n.d.).

2.5.2 Microscopia electrénica de transmisiéon (TEM)

La morfologia y la distribucién de tamafos de las MNPs de Fe;O4:Mn con una concentracidon
conocida de 0.01 mg/mL se analizaron por microscopia electrdnica de transmision (por sus siglas
en inglés, transmission electron microscopy, TEM) mediante un equipo JEOL JEM-2010F equipado
con un detector CCD Gatan Quantax SC200B usando un voltaje de aceleracion de 80kV. La imagen
es formada a través de la interaccién de los electrones con la muestra, donde se magnifica y se
enfoca el haz de electrones transmitido hacia el detector. Esta técnica permite visualizar la

morfologia y tamafio de la muestra.
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2.5.3 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (por sus siglas en inglés, Fourier
Transform Infrared Spectroscopy, FTIR) caracteriza la interaccion radiacién-materia por medio de
un espectro de absorcion o transmision de luz. Esta técnica hace uso de la absorcién de luz por la
muestra en frecuencias caracteristicas de las moléculas que la conformen. En su forma mads
simple, consta de un interferémetro de luz que cuantifica las frecuencias absorbidas por la
muestra y las compara con el haz de luz incidente por medio de una transformada de Fourier.
Cada paso de la sintesis fue analizado mediante espectros FTIR, para asi confirmar la estructura
de los conjugados mediante sus grupos funcionales en su superficie. Esto se realizé con un
espectroscopio infrarrojo Perkin EImer Spectrum Two en modo de reflectancia ATR, grabando el
espectro de transmitancia de la muestra en cada paso en el rango de 4000-500 cm™ en pasos de

4 cm™ promediando 16 escaneos.

2.5.4 Magnetdmetro de muestra vibrante (MMV)

Las mediciones de magnetizacién de los MNPs fueron determinadas mediante andlisis de
magnetometria de muestra vibrante, usando un magnetémetro EZ-VSM de MicroSense. Esta
técnica consiste en posicionar la muestra en un campo magnético constante donde se hace vibrar
a amplitudes controladas. Después, un electroiman magnetiza la muestra y, finalmente, bobinas

de deteccidn detectan las perturbaciones de campo magnético.

2.5.5 Espectroscopia ultravioleta visible (UV-VIS)

La técnica de caracterizacion de absorcion de luz UV-Visible permite identificar distintos grupos
funcionales en la muestra. Utiliza radiacidén electromagnética en el rango del UV vy visible para
iluminar una muestra, de la cual el haz de luz transmitido es cuantificado y restado al haz
incidente, obteniendo asi un espectro de absorcion de luz, comunmente en los rangos de 200-
1000 nm. Para los estudios de UV-VIS, se utilizé un MultiskanGO Thermofisher en el rango de 400-

600 nm para la visualizacién de la banda de absorbancia de la DOX localizada en
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aproximadamente 481 nm, el espectro de absorcién de DOX pura disuelta en agua estéril fue a

una concentracidn conocida de 0.67 mg/mL.

2.6 Cinética de encapsulacién y liberaciéon de DOX

La cinética de liberacidon y encapsulacion de DOX es un campo crucial en la investigaciéon de
sistemas de liberacion controlada de farmacos. Aqui se detalla como se estudian estos procesos.
El proceso de encapsulacion se refiere a cdmo un farmaco como la DOX se introduce y se retiene
dentro de un material encapsulante. Este material puede ser un polimero, liposoma o
nanomaterial. La eleccion del material encapsulante depende de sus propiedades fisicas y
quimicas, asi como de su capacidad para retener el farmaco de manera estable hasta que sea
liberado. Una vez encapsulada la DOX en el material, comienza el proceso de liberacion. La
liberacidn se refiere a cdmo la sustancia activa (en este caso, la DOX) se desprende gradualmente
del material encapsulante hacia su entorno circundante, donde puede ejercer su efecto
terapéutico. Este proceso puede estar controlado por varios factores como la descomposicién del
material encapsulante que se refiere a la liberacién que puede ocurrir a medida que el material
encapsulante se descompone debido a factores como la degradacién enzimatica, la hidrdlisis, o
la disociacion del material estructural. Por otro lado, la respuesta a cambios externos esta dada
por sistemas de liberacién que son disefiados para responder a estimulos externos como cambios
de pH (por ejemplo, acidos en entornos tumorales), temperatura (hipertermia localizada), luz
(fototerapia), o incluso campos magnéticos. Estos procesos pueden ser estudiados utilizando

diferentes modelos cinéticos que describen cdmo se produce la liberacidn en el tiempo.

e Cinética de orden cero: La tasa de liberacion es constante e independiente de la

concentracion de farmaco en el sistema.

dc
_— = 1
— k (1)

Donde C es la concentracion de farmaco, k es la constante de velocidad de orden cero.
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e Cinética de primer orden: La tasa de liberacion es proporcional a la cantidad de farmaco

aun presente en el sistema.

= - ke (2)

Donde C es la concentracidn de farmaco, k es la constante de velocidad de primer orden.

e Cinética de Higuchi: Este modelo es comUnmente utilizado en sistemas de liberaciéon
controlada donde la liberaciéon ocurre por difusiéon a través de una matriz sdélida. La

ecuacion diferencial es la siguiente:

(3)

Donde C es la concentracion de farmaco, ky es la constante de disolucién de Higuchi.

Estos modelos cinéticos son utiles para entender y predecir cdmo se comportara un sistema de
liberacion controlada en condiciones especificas, lo cual es esencial para optimizar la eficiencia

terapéutica y reducir posibles efectos adversos (Bruschi Marcos Luciano, 2015).
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Capitulo 3. Resultados y discusion

En el presente capitulo se describiran las diferentes técnicas que fueron utilizadas para el andlisis

de los nanocompuestos que fueron sintetizados.

3.1 Sintesis de sistema de nanocompuesto de ferrita de manganeso (Fe204:Mn-

PEG-DOX-FA)

Como parte del objetivo general de este trabajo se sintetizaron nanocompuestos de Fe;04:Mn-
PEG-DOX-FA, siguiendo la secuencia de procedimientos que se ilustran en la Figura 9. Para
simplificar el procedimiento, se divide en cuatro pasos. En el primer paso, se obtuvo un material
de Fe;04:Mn por medio de una sintesis hidrotermal siguiendo el protocolo descrito por Leila

Kafshgari, et.al. (2018).

En el segundo paso, las MNPs de ferrita de manganeso fueron recubiertas con PEG, con el fin de
mejorar la circulacion sanguinea a largo plazo, utilizando un método prometedor basado en un

protocolo publicado en la literatura (Khaledian et al., 2020).

En un tercer paso, se cargé el tratamiento quimioterapéutico, en este caso DOX, dentro del
entrecruzamiento de la estructura polimérica. En el Ultimo paso, se funcionalizé la superficie de
la estructura con FA; el cual, permite una orientacién dirigida hacia el sitio del tumor por medio

de receptores sobre expresados en la superficie de ciertos tipos de cancer.
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Figura 9 Sintesis de nanocompuesto de ferrita de manganeso y encapsulamiento de DOX en Fe204:Mn-PEG-DOX-FA.
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3.2 Caracterizacion del tamaino y forma de las Fe204:Mn-PEG-DOX-FA.

3.2.1 Caracterizacion fisica TEM

La microscopia electrénica de transmisidn permite estudiar muestras a escalas micro y nano, con
una resolucidén extremadamente alta, resolviendo estructuras a nivel atdmico. Utiliza un haz de
electrones y lentes electromagnéticas para formar imagenes detalladas de la muestra. Esta
microscopia es esencial para investigar la estructura de los materiales como la morfologia y
tamafios en campos como las nanociencias y la nanotecnologia, biologia y ciencias de los

materiales.

En la Figura 10 se observa que las nanoestructuras sintetizadas para este trabajo presentan
formas tipo cubicas con bordes irregulares. También se logra identificar nanoparticulas con
distinta morfologia, variando desde nanocubos hasta nanotubos. El inset en la Figura 10A nos
permite apreciar un nanocubo individual, de un tamafio aproximado de 35 nm de lado. Asimismo,
se logra observar como las nanoparticulas tienden a formar aglomerados de mayor tamaiio,
donde se aprecia como las nanoparticulas de menor tamafio tienden a ser atraidas sobre la
superficie de las nanoparticulas de mayor tamafio, ocasionando que las MNPs se aglomeren hasta
tamafios micrométricos en cuestion de minutos durante su almacenamiento y dificilmente
mitigado mediante procesos de sonicacién o ultrasonicacién. La aglomeracion es un fendmeno
gue ocurre en soluciones coloidalmente inestables, la cual consiste en la unién de distintas
particulas formando estructuras de mayor tamano (Khairunnisa et al., 2021). La aglomeracién
observada coincide con lo reportado por Anggraini, V. et al. para MNPs obtenidas por un método
de coprecipitacién. Este autor propone que la aglomeracion se debe a las velocidades de rotacién
de 600 rpm usadas en la sintesis. Cuanta mayor sea la energia cinética, mayor sera la frecuencia
de colisién de particulas, lo que permite que los materiales interactien entre si y forman
aglomeraciones mads grandes. Por otro lado, se ha reportado que los procesos de aglomeracién
también pueden ser producidos por la aparicion de contaminacién en la muestra, en los

materiales de laboratorio o residuos de humedad después de coccién (Anggraini et al., 2021).
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Los métodos mdas comunes de desaglomeracién incluyen a los procesos mecanicos (agitacion,
sonicacién, ultrasonicacion) (Arbain et al., 2011) o quimicos (tratamientos acidos, modificacidn
de pH) (Godymchuk et al., 2019). En este estudio recurrimos a la ultrasonicacion con el fin de
prevenir la aglomeracion de las nanoparticulas. Este procedimiento consistié en la aplicacion de
ondas ultrasdnicas para dispersar y romper los agregados de particulas. Ademas, utilizamos una
estrategia quimica que consistié en recubrir la superficie de las nanoparticulas con un polimero,
el PEG, el cual actia como agente estabilizador al formar una capa protectora alrededor de cada
particula, impidiendo su aglomeracion y mejorando su estabilidad en suspensién (Suk et al.,
2016). Una vez realizada la PEGilacién, se obtuvieron imagenes TEM para determinar su efecto
en la morfologia de las MNPs. En la Figura 11A, se aprecia como las MNPs se encuentran menos
aglomeradas cuando estan PEGiladas, lo cual se debe a que la capa del PEG provee de una mejor
estabilidad coloidal en suspensiones acuosas tal como se reporta en la literatura (Aboudzadeh et

al., 2021).

Figura 10 Micrografias TEM de las MNPs de Fe204:Mn. A) Imagen amplia mostrando distintas morfologias de
las MNPs en aglomeracidn. Inset: Magnificacion a un nanocubo de 35 nm de longitud. Nanocubos de B) 70
nmy C) 40 nm de tamafio.
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Comparativamente, las MNPs sin recubrir se aglomeran comunmente hasta tamafos de
micrémetros como se observd en la Figura 10A, lo cual es consistente con los resultados
obtenidos por Kafshgari, L. A. et al., quienes realizaron tres métodos de sintesis que producen
nanoparticulas magnéticas, no obstante, en sus tres muestras presentaron procesos de
aglomeracion hasta tamafios superiores a 1 um (Kafshgari et al., 2019). En particular para el caso
de MNPs recubiertas con PEG, se observd que los procesos de aglomeracidon ocurren hasta
tamafios de 150 nm, aproximadamente, como se muestra en la imagen representativa en la

Figura 11A y corroborando con los resultados de DLS presentados.

Fe;0::Mn-PEG
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Figura 11 A) Micrografias obtenida por microscopia electrénica de transmisién para nanocubos de ferrita de
manganeso recubiertas con PEG y B) dispersidén de tamafos de particulas por dispersion dinamica.

3.2.2 Analisis superficial con FTIR

En este estudio se utilizd la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier con el
propésito de identificar la composicidn quimica de la superficie de la nanoestructura sintetizada.
El FTIR es una herramienta tiene la capacidad de confirmar la adhesidn especifica del polimero
PEG a las nanoparticulas magnéticas, asi como para validar la conjugacion precisa del farmaco en
las MINPs recubiertas con PEG, tal como se ha demostrado en investigaciones anteriores (Kayal &
Ramanujan, 2010; Shah et al., 2013). Se obtuvieron espectros mediante FTIR durante los pasos
de recubrimiento de PEG, encapsulacion de DOX y la funcionalizacidon con FA. Los espectros de

FTIR obtenidos para las Fe;04:Mn, Fe204:Mn-PEG, Fe;04:Mn-PEG-DOX y Fe;04:Mn-PEG-DOX-FA
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son mostrados en la Figura 12. La identificacion de los grupos funcionales de las MNPs de

Fe;04:Mn-PEG-DOX-FA estan descritos en la Tabla 1.

Finalmente, es posible encontrar en la literatura informacidn especifica a las bandas de infrarrojo
presentes en MNPs de Fe;04:Mn encapsulados con DOX. La sintesis de las MNPs usando el
método hidrotermal permite la fabricacién de nanoparticulas cuya carga de grupos funcionales

en su superficie es poca o nula, basada en la baja sefial integrada.

Se destaca que la estructura funcional después del recubrimiento con PEG estd de acuerdo con lo

reportado a la literatura para el mismo tipo de nanoparticulas metalicas recubiertas (Shah et al.,

2013).

Por otro lado, al encapsular DOX en el entrecruzamiento de PEG se logra apreciar la estructura de
los grupos OH alrededor de 2900 cm™ y se identifica un pico caracteristico al anillo C=C alrededor

de 1450 cm™* (Kayal & Ramanujan, 2010).

Finalmente, al obtener el nanocomplejo funcionalizado con FA, se observa como la estructura
vibracional de la DOX es apantallada por la sefial del anillo de fenilo del FA alrededor de 1461 cm”
1 no obstante, la estructura vibracional de DOX alrededor de 2900 cm™ es claramente identificada

previa a la funcionalizacién con FA.
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Figura 12 FTIR de nanocompuesto en los distintos pasos de la sintesis.
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Tabla 1 Asignacidn de grupos funcionales asociados a las bandas vibracionales de FTIR para los distintos pasos de la
funcionalizacion del nanocomplejo de Fe204:Mn-PEG-DOX-FA.

Muestra Niumero de onda (cm™) Descripcion funcional

Fe204:Mn 1428 v (C-C)
841 v (C-H2)
Fe204:Mn-PEG 961 v (C-0)
1100 v (C-0)
1240 v (C-0)
1280 v (C-0)
1341 6 (C-H)
1365 v (C-0)
1461 6 (C-H)
2955 v (C-H)
Fe204:Mn-PEG-DOX 1280 v (C-0)
1341 6 (O-H)
1365 v (C-0)

1428 v (C=0 anillo)
1461 8 (C-H)
2847 v (C-H)
2915 v (C-H)
2955 v (C-H)
Fe204:Mn-PEG-DOX-FA 729 6 (C=C)
1461 6 (C-H)

v: estiramiento
6: doblamiento

3.2.3 Caracterizacién magnética de Fe204:Mn y Fe204:Mn-PEG

La evaluacién de la capacidad magnética de las nanoparticulas es esencial en el disefio de
nanocompuestos magnéticos funcionalizados con &acido fdlico para el encapsulamiento de
farmacos antitumorales. En el campo de la biomedicina, esta propiedad permite la orientacion
precisa de las nanoparticulas hacia el sitio del tumor, mejorar la eficiencia de entrega del farmaco,
y la terapia hipertérmica magnética para aniquilar tumores, entre otros (Obaidat et al., 2019). En

conjunto, estas caracteristicas integran diagndstico y terapia, ofreciendo una estrategia
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prometedora para el tratamiento del cancer. Por lo tanto, en este estudio se evalud la propiedad
magnética que aporta la presencia de las nanoparticulas de ferrita de manganeso al
nanocompuesto disefiado. Para ello, se hizo un estudio de magnetizaciéon de las nanoparticulas
de ferrita de manganeso no recubiertas y recubiertas con PEG a temperatura ambiente en un
equipo de magnetometro de muestra vibrante (MMV). Este equipo caracteriza propiedades
magnéticas como las curvas de histéresis, la coercitividad, la magnetizacion remanente, la

saturacion de magnetizacién, entre otros.

El super paramagnetismo es un tipo de magnetismo que ocurre en particulas ferromagnéticas
donde la magnetizacion de las nanoparticulas cambia aleatoriamente debido a campos
magnéticos externos y la temperatura. Este fendmeno es muy similar al paramagnetismo, sin
embargo, posee de cientos a miles de momentos atémicos acoplados lo que la hace “super”. En
ausencia de un campo magnético el magnetismo promedio de las nanoparticulas aparenta ser
cero en cualquier direccion, por otro lado, cuando un campo magnético externo esta presente las
nanoparticulas se orientan sus momentos magnéticos con el campo. Para que el super
paramagnetismo ocurra las nanoparticulas deben ser del orden nanométrico para permitir
cambios en la direcciéon de magnetizacion, a tamanos mayores las particulas son de dominio
sencillo y su magnetizacién puede ser aproximada a un solo momento magnético. La investigacion
de nanoparticulas de ferrita de manganeso tiene relevancia en la oncologia en términos de la
entrega de farmacos orientada mediante receptores de acido fdélico y la hipertermia magnética

para el tratamiento in situ de cancer.

En la Figura 13 se muestra una curva de magnetizacién donde se observa la ausencia de las curvas
de histéresis, lo que indica que las particulas son super paramagnéticas. Sin embargo, como era
de esperase, la magnetizacidon de la MNPs sin recubrir es mucho mayor que aquella de las
Fe204:Mn-PEG. Esto se debe probablemente a diversas variables, tales como 1) la cantidad de
nanoparticulas embebidas en la nanoestructura, y 2) las nanoparticulas disponibles en
comparacion con las que estdn en la muestra pura. No obstante, es importante senalar que el
grado de magnetizacién presentado puede ser suficiente para inducir la amplificacién de efectos

de interés, en particular para este trabajo, la terapia magnética hipertérmica (Mirza et al., 2019).
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Figura 13 Curva de magnetizacién de ferritas de manganeso sin recubrir y recubiertas con PEG.

3.3 Evaluacion de la eficiencia de encapsulacion y la cinética de liberacion de

DOX en las Fe204:Mn-PEG-DOX-FA

La evaluacién de la encapsulacion y liberacidon de la DOX en la nanoestructura Fe;04:Mn-PEG-
DOX-FA permite identificar su potencial uso como agente para drug delivery en el tratamiento
contra el cancer. Para lograr este objetivo se realizé la encapsulacién y liberacién controlada por
pH de DOX con las MNPs. La eficiencia de encapsulacion (EE) se le conoce al porcentaje del
farmaco atrapado dentro de las MNPs de Fe;04:Mn. Este método de caracterizacion se llevé a
cabo liofilizando a las MNPs, para después suspenderlas en agua estéril y luego recuperar el
sobrenadante por centrifugacién (3000 RPM, 10 min), repitiendo el paso del lavado una segunda

ocasion (A1y A).

La concentracion de DOX en el sobrenadante se midid por espectroscopia UV-VIS a 481 nm vy se
compard con el espectro de absorcidon de DOX pura disuelta en agua estéril a una concentracién
conocida de 0.67 mg/mL (Apox). La eficiencia de encapsulacion del farmaco sera calculada

mediante la siguiente ecuacion:
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Apow —A; — A
EE (%) = D"XA L 2 100 (4)
DOX

Para investigar la eficiencia de liberacion (EL) de DOX de las MNPs en ambientes fisioldgicos, se
utilizé una técnica similar a la de encapsulacién descrita anteriormente. En breve, la solucién

acuosa de MNPs basadas en Fe,04:Mn-PEG-DOX-FA fue estabilizada a pH=5.4.

Este sistema de liberacién se mantuvo a una agitaciéon de 100 rpm a 37°C para proporcionar una
condicion de hundimiento. Se analizaron las absorbancias de los sobrenadantes de las muestras
(AL) en los intervalos de tiempo de 0.5, 1, 2, 4 y 24 horas. Los valores de absorbancia fueron
caracteristicos de la cantidad de DOX liberada por variacion de pH en el sobrenadante (Khaledian

et al., 2020). La eficiencia de liberacidn es expresada como:

x 100 (5)

EL(%) = L
) = Hrox — A =4,

Donde Apox es la absorbancia de la DOX libre en agua a una concentracién de 0.67 mg/mL, A1y
A; son las absorbancias de los dos lavados durante la encapsulacion y A, es la absorbancia de DOX

una vez liberado por variacién de pH.

Para el caso de las MNPs de Fe;04:Mn-PEG-DOX-FA se logrd identificar una eficacia de
encapsulacion (EE) del 35.78%. Considerando que se incubaron 2.5 mg iniciales de DOX, es posible
estimar que se logré encapsular 0.94 mg de DOX en las Fe204:Mn-PEG-DOX-FA. Asimismo, este
farmaco logra una eficacia de liberacion (EL) del 25.87% para 0.5 h, lo que equivale a

aproximadamente 0.23 mg de DOX liberada.

En contraste, la EL para 24 h de incubacién demuestra valores del 43.3%, los cuales permiten la
liberacion de 0.38 mg de DOX. Los resultados pertinentes a la encapsulacion y liberacion medidos

por espectroscopia UV-Vis se muestran en la Figura 14.
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Figura 14 Cinética de primer orden encapsulacién y liberacion de DOX en nanocompuestos magnéticos
funcionalizados con FA. A) Carga encapsulada de DOX, B) carga liberada de DOX, C) eficiencia de encapsulacién y D)
eficiencia de liberaciéon de DOX usando Fe204:Mn-PEG-DOX-FA.

Para dilucidar la cinética de encapsulacion y liberacién de las MNPs de Fe;04:Mn-PEG-DOX-FA se
usé una aproximaciéon de primer orden, los cuales se muestran en lineas punteadas en la Figura
14. Los modelos se ajustan bien a la dispersidon de datos con un valor de R?=0.99 a la carga
encapsuladay R?=0.978 a la carga liberada. Asi mismo, se observd como después del tercer lavado
no se registré el pico de DOX en los sobrenadantes recuperados indicando la finalizacién de la
fase de encapsulacién. Por otra parte, este modelo indica que la liberacién no podra superar el
valor de 0.38 mg a mas de 24 horas de incubacién de 2.5 mg de DOX usando un pH controlado de

5.4.



28

Capitulo 4. Conclusiones

En este trabajo se reporta una sintesis hidrotermal que produce nanoparticulas de tamafios
aproximados del orden de 40 nm con morfologia cubica segln lo observado por TEM. Ademas, se
identificaron los grupos funcionales de la nanoestructura a través de su conjugacién con PEG,
DOX y FA mediante FTIR. Los resultados de magnetizacién corroboran las propiedades
superparamagnéticas de la nanoestructura. Adicionalmente, se reporta la liberacién y
encapsulacion de DOX mediada por pH, donde se destaca una eficiencia de encapsulacién de
hasta un 35.78% de DOX en la superficie de las MNPs y presentan una eficiencia de liberacion del
43.3% para 24 horas. Las nanoparticulas funcionalizadas Fe;04:Mn-PEG-DOX-FA tienen el
potencial de ser una plataforma eficaz para la entrega de farmacos antitumorales, con una
capacidad de encapsulacién adecuada y una liberacidn controlada de la DOX. Ademas, se espera
que la funcionalizacién con &cido fdlico facilite la internalizacidn celular especifica en células
tumorales, lo que podria aumentar la concentracion intracelular del farmaco y mejorar su eficacia
terapéutica. Estos resultados demuestran la importancia en torno a la investigacion de
nanoestructuras con aplicaciones en la oncologia para entrega dirigida de farmacos

antitumorales, asi como la hipertermia inducida magnéticamente.
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Capitulo 5. Perspectivas

Las MNPs basadas en Fe;04:Mn-PEG-DOX-FA en soluciones acuosas presentan un notable
potencial en la entrega de farmaco debido a sus propiedades de encapsulacion y liberacién de
DOX. Sin embargo, se requiere un estudio exhaustivo en lineas celulares de cancer de mamay no
cancerosas, para determinar su selectividad, citotoxicidad y eficacia terapéutica. Asimismo, esto
abre la posibilidad del analisis de viabilidad celular de la DOX para optimizar su liberacién y
concentracion segun el medio celular. Por otra parte, una perspectiva adicional es el uso de
nanoparticulas fabricadas comercialmente para establecer una metodologia de funcionalizacién
con PEG, DOX y FA para su estudio en lineas celulares de cancer de mama. Esto abre la puerta a
futuras investigaciones que nos permitan estandarizar todos los pardmetros en estudios in vitro

e in vivo.
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