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Resumen

Las propiedades de los materiales inteligentes permiten el disefio de
nanoplataformas funcionales con potencial aplicacién biomédica. En este trabajo se
presenta un estudio sistematico centrado en la evaluacion de las propiedades
fisicoquimicas multi-responsivas de dos sistemas basados en poli (N-
isopropilacrilamida) (PNIPAM). En el primer sistema (sensible a pH y temperatura)
se evaluo el efecto de la relacion molar entre PNIPAM:Quitosano (49:1(PCiF),
99:1(PC2F) y 198:1(PCsF)) a travées de sus propiedades fisicoquimicas:
Conformacion estructural por medio de Espectroscopia de Infrarrojo por
Transformadas de Fourier (FT-IR por sus siglas en inglés), temperatura critica
inferior de la solucion (LCST por sus siglas en inglés) por calorimetria diferencial de
barrido (DSC por sus siglas en inglés), sensibilidad al cambio de pH usando dos
modelos mateméaticos, morfologia utilizando microscopia electronica de barrido
(SEM por sus siglas en inglés). Basandose en los resultados, las muestras exhiben
caracteristicas deseables para el uso potencial como un hidrogel de activacion dual
(termo-pH) en la liberacion controlada de sustancias hidrofilicas. En el segundo
trabajo de investigacién realizamos una evaluacién sistematica de los parametros
de sintesis de una nanoplataforma (FesOs@PNIPAM) sensible a temperatura y
campo magnético. Se monitoreo el tamafio de particula y la morfologia del
nanocompuesto por SEM, la evoluciéon del potencial-¢, la funcionalizacién de las
nanoparticulas (NPs) de FesO4 mediante las espectroscopias FT-IR y ultravioleta-
visible (UV-Vis), la LCST por medio de dispersion dinamica de luz (DLS por sus
siglas en inglés), el comportamiento magnético a través de un dispositivo
superconductor de interferencia cuantica (SQUID por sus siglas en inglés). La
plataforma mostro ser biocompatible en para las lineas celulares HeLa y MDA-MB-
231 a concentraciones de 1, 2, 4x10° NPs/ml mediante ensayos MTT. El sistema
posee caracteristicas prometedoras para continuar analizandose en sistemas mas
apegados al medio fisiolégico que permitan un uso potencial en aplicaciones

bioldgicas.



Abstract

The properties of smart materials allow the design of functional nanoplatforms with
potential biomedical applications. In this work, we present a systematic study that
focuses on the evaluation of the multi-responsive physicochemical properties of two
poly (N-isopropylacrylamide) based systems (PNIPAM). In the first system (sensitive
to pH and temperature) we evaluated the effect of the molar ratio between PNIPAM :
Chitosan (49:1(PCiF), 99:1(PC2F) and 198:1(PCsF)) through its physicochemical
properties: Structural conformation by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-
IR), lower critical solution temperature (LCST) by differential scanning calorimetry
(DSC), sensitivity to pH change using two mathematical models, morphology using
scanning electron microscopy (SEM). Based on the results, the samples exhibit
desirable characteristics for potential use as a dual-activated (thermo-pH) hydrogel
in the controlled release of hydrophilic substances. In the succeeding research work,
we present a systematic evaluation of the synthesis parameters of a temperature
and magnetic field sensitive nanoplatform (FesOs@PNIPAM). We monitored the
particle size and morphology by SEM, the evolution of the potential-, the
functionalization of FesOs nanoparticles (NPs) by FT-IR and ultraviolet-visible
spectroscopy (UV-Vis), the LCST by dynamic light scattering (DLS), the magnetic
behavior by a superconducting quantum interference device (SQUID). We
concluded the platform present biocompatible for HeLa and MDA-MB-231 cell lines
at concentrations of 1, 2, 4 x10° NPs/ml by MTT assays. The system has promising
characteristics for further analysis in systems more similar to the physiological

environment that allow potential use in biological applications.



1. Introduccién

1.1.Cancer en la actualidad

El cancer representa una problematica creciente a nivel mundial ya que es una de
las principales diez causas de muerte en el mundo [1]. En México los tumores
malignos representan la tercera causa de muerte [2]. En las mujeres el cancer de
mama es el mas comun; en México en el afio 2014 se registraron 11,372 casos
nuevos con una tasa de incidencia de 22.56 por 100,000 habitantes mayores de 10
anos; siendo Sonora la entidad con mayor mortalidad (28.6) [3]. Por otra parte, el
cancer del cuello uterino es la segunda causa de muerte por cancer en la mujer,
anualmente se estima una ocurrencia de 13,960 casos, con una incidencia de 23.3

casos por 100,000 mujeres en México [4].

En la mayoria de los casos el diagnostico se da en fases avanzadas de la
enfermedad, el cual se trata de diferentes formas dependiendo de la fase en la que
se encuentre el cancer. Para el caso del cAncer no metastatico se utiliza terapia
local es decir la reseccién quirdrgica del tumor con la consideracién de la radiacion
postoperatoria; también se utiliza la terapia sistémica es decir la quimioterapia la

cual puede ser preoperatoria, postoperatoria 0 ambas [5].

La reseccién quirdrgica ha evolucionado considerablemente en los ultimos
decenios, con avances destinados a reducir al minimo las secuelas cosméticas y
funcionales a largo plazo de la terapia local [4]. En ocasiones después de la cirugia
se irradia con rayos X lo cual reduce la tasa de recurrencia local en un 70-88%,
también existe una reduccion del 5,3% de la mortalidad. Sin embargo, se sospecha
que la radioterapia auxiliar en la mama izquierda puede conducir a toxicidades

cardiacas relevantes [6].

La quimioterapia se utiliza actualmente en tres entornos clinicos principales: 1)

en tratamiento primario de induccion para la enfermedad avanzada o para los



canceres para los que no hay otros enfoques de tratamiento eficaces, 2) en
tratamiento coadyuvante para los pacientes que presentan una enfermedad
localizada, para los que las formas locales de terapia, como la cirugia o la
radioterapia, o ambas, son inadecuadas por si mismas, 3) en tratamiento auxiliar de
los métodos locales de tratamiento, incluida la cirugia, la radioterapia o ambas [7].
La quimioterapia se ha realizado ampliamente en la clinica debido a su proceso
simple y conveniente. Sin embargo, todavia hay algunas limitaciones significativas
en el tratamiento del cancer que utiliza Unicamente la quimioterapia. En primer lugar,
las drogas quimioterapéuticas no estan distribuidas especificamente en el cuerpo,
inhibiendo ineficazmente el crecimiento del tumor, la metastasis y la recurrencia.
Para superar estas limitaciones y lograr una mejor eficiencia terapéutica del cancer,
es necesario disefiar sistemas de administracion de farmacos mas efectivos y que
a la vez combine la quimioterapia con otros tratamientos para cancer. La teragnosis
surge al intentar obtener un sistema que ofrezca las tareas simultaneas de
diagnéstico y tratamiento. Dichas plataformas son desarrollas mediante la

aplicacion de nanotecnologia [8].

1.2.Nanociencia y nanotecnologia

La nanociencia se encuentra en pleno auge, se ha posicionado como uno de los
campos de la ciencia mas multidisciplinarios [9]. El interés es amplio, no son pocas
las ramas de la investigacién que muestran un alto interés en los fenébmenos que
describe la nanociencia. Esto causa que la nanociencia aborde areas del
conocimiento tan variadas como la fisica [10]-[12] quimica [13]-[15] biologia [16]—
[18], economia [19], [20], ingenierias [21]-[25], medicina [26], ciencias de la
computacion [27]-[31], ciencias ambientales [32]—[34], entre otras [35].

Las aplicaciones y la explotacién de los fenbmenos nanométricos aportan a
la nanotecnologia un interés no solo de los investigadores, el publico en general

esta expectante de las novedosas aplicaciones de los nanomateriales [11]. En la



ingenieria el uso de nanocompuestos para modificar las propiedades de los
materiales en bulto, filtros nanoestructurados, vidrios que se limpian por si mismos,
pinturas que cambian de color con la temperatura, materiales super resistentes,
entre otras aplicaciones. En la industria energética las nuevas generaciones de
celdas solares, baterias, catalizadores y la conversion térmica de energia, son
ejemplo de las aplicaciones de la nanotecnologia que estan teniendo un gran éxito
[35]. En medicina los implantes ortopédicos [36], los sistemas de carga y liberacion
de drogas [37], la ingenieria molecular y nuevos métodos de diagndsticos[38], [39]
son ejemplos claros de aplicaciones exitosas de la nanotecnologia. En el area
electronica la optoelectronica [40], [41], la nanofotdnica [42], [43], la espintronica
[11], [12], [44] encontraron en la nanotecnologia una herramienta para desarrollarse

ampliamente.

El gran potencial de los nanomateriales es debido a sus propiedades las
cuales no estan presentes en los materiales en bulto. Estas propiedades son debido
a dos razones principalmente. La primera razén es su area superficial. Una
nanoparticula cuenta con un mayor porcentaje de su materia en su superficie, lo
cual causa una mayor reactividad quimica, esto afecta la forma en la que la particula
se ve afectada por interacciones externas [45], [46]. La segunda razén es que en la
escala nanométrica cobran relevancia los fenbmenos cudanticos, esto permite

comportamientos Opticos [47], eléctricos [48] y magnéticos Unicos [49].

Se cataloga a un material como nanoestructurado si al menos una de sus
tres dimensiones espaciales estd restringida en la escala nanométrica. Hay
materiales restringidos: en una dimension como son las peliculas delgadas [50],
[51], en dos dimensiones como los nanotubos [52] y nanohilos [53] o en tres
dimensiones como los puntos cuanticos (QD por sus siglas en inglés) [54], [55]. No
existe un consenso sobre la dimension maxima o minima de un nanomaterial. Un
ejemplo de lo anterior lo vemos en la comparacion de los QD y las NPs poliméricas;
QD solo presentan el fendmeno de confinamiento cuantico en tamafios menores de

10 nm, por otro lado, las NPs poliméricas para carga y liberacion, las caracteristicas



deseadas para esta aplicacion se encuentran en tamafios de 150 nm (por debajo
de este tamafio las particulas no son tan eficientes en la carga de farmacos) hasta
450 nm (por encima de este tamafio las particulas requieren de un gasto energético
para poder ser internalizadas en una célula). Podemos concluir que se considera un
material como nanoestructurado cuando debido a la restriccion dimensional en
escala nanométrica este presenta fendmenos que no estan presentes en el mismo
material en bulto. Existen dos métodos generales para la produccion de materiales

nanoestructurados: “de arriba abajo “ y el “de abajo arriba” [56].

1.2.1. Método “de arriba abajo ¢

El enfoque “de arriba abajo” consiste en obtener nanomateriales partiendo de
precursores en bulto, la transformacion es por medio de aplicar energia al sistema.
La idea general es remover del material en bulto lo que no es deseado, hasta llegar
al tamafio y morfologia esperada (Figura 1). Las principales técnicas son

evaporacion [57], pirolisis por laser [57], irradiacion idnica/electrénica [57].

El método “de arriba abajo” es ampliamente utilizado en la industria de los
semiconductores [58], el ejemplo mas conocido es la fabricacion de transistores de
efecto de campo metal-6xido-semiconductor (MOSFET por sus siglas en inglés) por

medio de una técnica fotolitografica [59].



Figura 1. Representacion del método “de arriba abajo”.

1.2.2. Método “de abajo arriba”

El método “de abajo arriba” consiste en obtener materiales nanoestructurados
complejos a partir de la interacciéon de bloques unitarios simples (Figura 2). Este
proceso no siempre es propiciado por el hombre, en la naturaleza los organismos
macroscopicos nacen de subunidades que se interactlan entre ellas para auto

ensamblarse y dar paso a un organismo vivo de gran complejidad.

Durante el proceso de autoensamblaje la entropia tiene un rol importante, las
subunidades que conforman el sistema tenderan a buscar un estado energético
menor. Entendemos por medio de la termodinamica que las subunidades busquen
arreglos estructurales que les permita alcanzar ese estado. Las interacciones entre
los bloques (atomos y moléculas) podran ser: covalentes, metalicas, idnicas, puente
de hidrogeno, fuerzas de Van der Waals y enlaces coordinados. Las técnicas a

utilizar dependera del material precursor y del producto final que se esté buscando,



algunos de los métodos mas usados son: Coprecipitacion [60], sol-gel/gel-sol [61],
reduccion de sales metélicas [62], sonicacion [63], extrusion [63] y polimerizacion

por radicales libres [64].

Figura 2. Representacion del método bottom-up.

1.3. Nanomateriales

El 18 de octubre de 2011 la Union Europea emitié una serie de recomendaciones
definiendo un nanomaterial como “...un material natural, secundario o fabricado que
contenga particulas, sueltas o formando un agregado o aglomerado y en el que el
50 % o mas de las particulas en la granulometria numérica presente una o mas
dimensiones externas en el intervalo de tamafios comprendido entre 1 nm y 100
nm” [65].

Las NPs se pueden clasificar de varias maneras: morfologia, tamaiio,
composicion y por la forma en la que sus componentes interactian entre ellos [66].
Una clasificacibn mas seria por el tipo de material precursor de la nanoparticula,
podemos distinguir tres grandes grupos; inorganicos, biolégicos vy

poliméricos/organicos [67]. Por ultimo podriamos clasificar a los nanomateriales por



la forma en la que interactian a estimulos externos, obteniendo materiales

inteligentes y no inteligentes [68].

1.3.1. Nanomateriales inorganicos

Los materiales mas utilizados en la sintesis de NPs inorganicas son metales nobles,
metaloides, materiales ceramicos, oxidos de hierro [69]. Los m&s estudiados son
NPs de metales nobles [70], [71], oxidos de hierro [72], [73], silicio [74], [75],
nanoalambres [53], [76], QD [54], [55].

1.3.1.1. Nanoparticulas metalicas

Los metales nobles como el Au, Pty Pd y algunos metales semi nobles como la Ag
y el Cu son ampliamente utilizados en la sintesis de NPs metdlicas [77]. Las
propiedades fisicoquimicas varian entre cada uno de los materiales y su respuesta
Optica depende estrechamente de su tamafio (una particula metélica mas pequefia
posee un plasmon de resonancia superficial mas energético) [78], forma (la
morfologia tiene un impacto en la capacidad de internalizarse de la muestra y
ademas en ocasiones confiere propiedades Unicas, como las nanoparticulas huecas
de oro) [79], [80], composicién (combinar distintos materiales da lugar a sistemas
mas complejos con propiedades especiales) [81] y medio circundante (en ocasiones
un mismo sistema puede comportarse distinto si se varian propiedades del medio
que contiene al sistema el pH y la temperatura son buenos ejemplos) [82], [83].
Tienen aplicaciones en la biomedicina (por su baja reactividad quimica [84], alta
biocompatibilidad [85] y su plasmon de resonancia superficial localizado [86]), como
conductores (por sus propiedades eléctricas [48]) y la industria (como agentes

cataliticos [15]).



1.3.1.1. Puntos cuanticos

Los QD son particulas generalmente con un tamafio menor a 10 nm, son
nanocristales semiconductores que cuentan con propiedades electro-épticas
causadas por los fendmenos de confinamiento cuantico. Tienen aplicaciones en
dispositivos electroluminiscentes (QD de Sulfuro de Cadmio electroluminiscentes
dopados con Cu [87]), celdas solares (QD de silicio para aumentar la eficiencia
energética [55]), marcadores celulares ( QD biocompatibles capaces de entrar al

citoplasma y marcarlo [88]) entre otras.

1.3.1.2. Nanoparticulas magnéticas

Los nanomateriales magnéticos, con sus propiedades Unicas, tales como alta
funcionabilidad de superficie, facil control de su tamafio. A demas cuando los éxidos
de hierro se encuentran en tamafio hanométrico presentan superparamagnetismo.
Se estudian cada vez mas en biomedicina como sistema de liberacion controlada y
dirigida de farmacos [89], como agentes de contraste en resonancia magnética e
hipertermia [90][91]. También se explora su uso en dispositivos de almacenamiento

de energia [92].

1.3.1. Nanomateriales biologicos

Existen tres principales grupos de nanomateriales biologicos: materiales
sintetizados a partir de moléculas biolégicas, materiales bioinspirados y por ultimo

los materiales biosintetizados.
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Los materiales sintetizados a partir de moléculas biolégicas més estudiados
utilizan acidos nucleicos o proteinas para sintetizar materiales mas complejos, como
nanoparticulas sintetizadas a partir de polisacaridos o proteinas [93]. Los materiales
bioinspirados intentan emular caracteristicas observadas en la naturaleza, ejemplo
de ello es una nanoestructura inorganica basada en ZnO inspiradas en los ojos de
las moscas con una extraordinaria respuesta a la luz visible [94]. Por ultimo los
materiales biosintetizados utilizan organismos vivos como plantas [95] o bacterias

para sintetizar NPs [96].

1.3.2. Nanomateriales organicos basados en carbono

Existe una gran variedad de compuestos organicos basados en carbono. Esto
gracias a que los atomos de carbono tienen tres orbitales hibridos diferentes, sp3,
sp?y sp’. Se le conoce como la familia del carbono a el grafito, fullerenos, diamantes
y carbinos [97]. Algunos ejemplos de aplicaciones tecnoldgicas de los
nanomateriales basados en carbono son: los materiales lubricantes [98],
nanoplataformas para la internalizacion y entrega de material genémico [99],
sensores de contaminantes en alimentos [100], nanoparticulas para control de
plagas [101], que impactan en las industrias aeroespacial, medica, alimenticiay en

la industria agricola respectivamente.

1.3.3. Nanomateriales poliméricos

Las NPs poliméricas son particulas coloidales solidas en un rango entre 1 y 1000
nm [102]. Las aplicaciones van desde la electronica [103], fotonica [104], materiales
conductores [105], hasta el control de contaminacion [106]. En el area de la

biomedicina las NPs poliméricas se aplican como vectores de transporte de
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proteinas [107], péptidos [108] y drogas [109]. Ofrecen grandes posibilidades de
modular sus caracteristicas, ya sea por medio de los parametros de sintesis como
Anjali Pant et al. quienes propusieron una solucion a la agregacion de
nanoparticulas de Qs modificando las condiciones de reaccion [110], utilizando un
copolimero como Wen-Qin Chen et al. quienes lograron la modificacion de la LCST
y una morfologia en forma de estrella al utilizar PLC como copolimero [111] o
funcionalizando la superficie como Eduardo Zufiga et al. quienes reportaron un
sistema para carga y liberacion de Rodamina basado un material termosensible con
su superficie funcionalizada con silicio mesoporoso [112]. Esto permite la posibilidad

de ofrecer una terapia dirigida[113] y/o especifica [114].

1.3.4. Nanomateriales inteligentes

Un material inteligente es aquel que permite la alteraciébn controlada de sus
propiedades por estimulos externos como la temperatura [115], ultrasonido [116],
pH [117] o campo eléctrico/magnético [118]. Uno de los materiales inteligentes mas
conocidos es la magnetita (FesOs4) que en escala nanométrica muestra

superparamagnetismo (Figura 3).

Figura 3. NPsFes04 antes y después de interactuar con un campo magnético.
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Algunos de estos fendmenos se dan en el material en bulto como la
termosensibilidad del PNIPAM en tamafios macroscopicos [119], otros solo se
encuentran en la escala hanométrica como los 6xidos de hierro que al llevarse a
tamafos menores de 15 nm muestran superparamagnetismo [120]. Inclusive se
puede aprovechar de fendmenos nanomeétricos en materiales que en bulto ya son
sensibles a estimulos y de esa forma combinar las propiedades. Una caracteristica
importante de estos materiales es su capacidad de regresar a su estado original una
vez que el estimulo es retirado. Los materiales inteligentes presentan respuestas

tan variadas como los estimulos a los que son sensibles (Figura 4) [121] .

Estimulos I ResEuesta |
Agentes quimicos éptjca
Campos (E, B) Cambio estructural
Solventes Mecanica
Radiacion Eléctrica
Temperatura Superficial
pH Quimica

Figura 4. Representacion de estimulos-respuesta de los materiales inteligentes.

Los materiales poliméricos inteligentes han sido investigados para cargay liberacion
de farmacos. El concepto general es una nanoplataforma que permita la liberacion
controlada bajo estimulos externos (Figura 5) [37]. Una ventaja de estos materiales
es poder copolimerizar o crear nanocompuestos que den un caracter
multiresponsivo aprovechando las ventajas de mas de un material inteligente, dos
ejemplos son: la combinacion de magnetita, Qs y acido fitico para lograr una

plataforma sensible al pH y al campo magnético [122], y la funcionalizacion de
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nanoparticulas de oro y su posterior polimerizacion de polietilenglicol dando como

resultado sensibilidad al pH, temperatura[123].

Liberacion
Medio Acido/Basico @
Glucosa | . . -
0 0
[

Estimulo >
° k3

~ :

Sensible a: Campo (E, B)
Temperatura
pH
Campos (E, B,) A Temperatura

Moléculas biologicas

Figura 5. Representacion de respuesta a estimulos para liberacién de drogas en

NPs poliméricas.

1.4.Nanoparticulas de Magnetita

Cuando el tamafno de los 6xidos de hierro como la FeszOs se lleva a una escala
nanométrica, exhiben cambios dramaticos en la reactividad, un aumento en el area
de superficie, y modificaciones en sus propiedades magnéticas, convirtiéndose en

un material superparamagnético [124].
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1.4.1. Propiedades magnéticas

Un material magnético esta formado por dipolos magnéticos que se acoplan entre
ellos. Este acoplamiento en presencia de un campo magnético (H) da lugar a un
momento magnético neto que se denomina magnetizacion (M), esta caracteristica
es propia de los materiales ferromagnéticos y paramagnéticos. A los materiales que

muestran una interaccion repulsiva se les denomina diamagnéticos [125], [126]

Los materiales ferromagnéticos al interactuar con un H exhiben una My
cuando se retira el campo la M no vuelve a su valor inicial. Esta remanencia de M
se llama histéresis y este fendmeno se puede seguir por medio de la curva de
histéresis que grafica el valor del H contra la M [127]. En la Figura 6 se observa una
curva de histéresis clasica de un material ferromagnético. Donde Ms es el valor de
saturacion magnética, M es la magnetizacion remanente y Hc es la fuerza necesaria

para que la magnetizacion sea cero, también llamada coercitividad [128].

Figura 6. Curva de histéresis de magnetizacion.

1.4.2. Superparamagnetismo
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Los dipolos de un material magnético se agrupan en dominios. Un domino es una
zona del material que tiene la misma magnetizacion, es magnéticamente isotropico.
La separacion entre los dominios puede ser de dos tipos: paredes de Bloch y
paredes de Néel. Las paredes de Bloch se presentan en materiales voluminosos y
las de Néel en materiales delgados comparado con su longitud [125]. Por debajo de
un tamafio critico de particula la formacion de paredes es energéticamente
desfavorable lo que causa que la particula se comporte como un monodominio
(Figura 7) [129].

En la Figura 7 podemos observar que a medida que se reduce el tamafio de
particula se encuentran en ella menos dominios. Cuando llegamos al tamafio critico
y obtenemos un monodominio, el sistema se comporta de forma
superparamagnética y su coercitividad se reduce a cero. La coercitividad es

directamente proporcional al tamafio de particula [130].

Monodominios Multidominios

itividad

Coerc

Diametro de Particula

Figura 7. Representacion de la relacion entre coercitividad y didmetro de particula.

Cuando la temperatura de un material ferromagnético o ferrimagnético es mayor

que su temperatura de Curie se comporta como un material paramagnético [126].
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Contrario a esto las NPs que presentan superparamagnetismo se encuentran por
debajo de su temperatura de Curie. En estos casos la M total del sistema es causada
por el momento magnético resultante de la interaccion de los momentos magnéticos

de cada dipolo de la nanoparticula.

En las NPs que presentan superparamagnetismo en ausencia de un H
externo el valor medido de M sera cero. La explicacion esta en el tiempo de
relajacion de Néel [120], este es mucho menor que el intervalo de tiempo que le
toma al equipo realizar la medicion. Para cuando el equipo realice la medicion la
particula rotard muchas veces y el valor medio medido sera cero. En estos sistemas
un H externo magnetiza el monodominio y este se comportara
paramagnéticamente, pero el sistema muestra una respuesta en su M mayor. A lo
anterior se le conoce como superparamagnetismo. Este comportamiento causara
que el sistema no presente Hc. La alta susceptibilidad magnética y la ausencia de
Hc se ven reflejada en su curva de histéresis caracteristica de un material

superparamagnético (Figura 8).

Figura 8. Curva de histéresis caracteristica de un material superparamagnético.

1.4.3. Sintesis de NPs magnéticas
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Se puede clasificar los métodos de sintesis de NPsFe30O4 en métodos fisicos y
métodos quimicos [120]. Los métodos de condensacion (vaporizacion por laser
[131], vaporizacion térmica [132]) y nanodispersion de un material compacto
(erosidn electrolitica [132], generacion electroquimica [133]) son los métodos fisicos
mas usados. Del mismo modo los métodos de termdlisis (deposicion quimica de
vapor (CVD por sus siglas en inglés) [134], ultrasonido [135], reduccidén de metales
[136], reduccion quimica asistida por radiacion [137], sintesis en micelas inversas
[138], sol-gel [139], sintesis en interfaz gas-liquido [139], y el método de
coprecipitacién el cual es un método sencillo que requiere equipo minimo, los

meétodos anteriormente mencionados son los mas reportados en la literatura.

1.4.3.1. Método de coprecipitacion

El método de coprecipitacion para la sintesis de NPs de 6xido de hierro como la
Fesz04 y maghemita es el mas utilizado en la actualidad. El método consiste en tener
una disolucién acuosa con sales de Fe (II)/Fe (lll) a un pH basico. Desde el primer
reporte en 1956 [140] se ha extendido el uso de la coprecipitacién por su sencillez
y facil modificacién. Las caracteristicas fisicoquimicas de las NPs obtenidas por este
meétodo varian respecto a las sales empleadas, la relacion molar Fe (I)/Fe (ll1),

temperatura y pH de reaccion.

El control del tamafio de particula fue por un tiempo un punto débil de este
método, pero el uso de estabilizadores para delimitar el crecimiento se ha vuelto
una practica comun para contrarrestar esta desventaja. Se han utilizado desde
estabilizadores como Qs [141], poli(lactico-co-glicolico) [142] y acido oleico [143]. El
estabilizador usado depende en gran medida de las caracteristicas fisicoquimicas

deseadas.

18



1.4.4. Aplicaciones de NPsFe304en la medicina

Existen dos principales aplicaciones en la medicina para las NPsFesO4. Una es
como agente de contraste en imagenologia por resonancia magnética (MRI por sus

siglas en inglés) y la segunda es como agente de terapia dirigida.

1.4.4.1. NPsFe304como agente de contraste en MRI

La técnica MRI ofrece grandes ventajas sobre otras técnicas, no es invasiva, no es
ionizante, inocua para los pacientes, las imagenes obtenidas son de alta resolucion.
Su principal desventaja es la baja sensibilidad en imagenologia molecular. Las

NPsFes04 pueden ser utilizadas como agente de contraste en MRI [141].

En la técnica de MRI la sefial de radio frecuencia se emite en pulsaciones, y
al concluir una pulsacion los protones tenderan a volver a su estado original. Justo
en el momento en el que la sefial es retirada los protones mantienen una
magnetizacion con componente longitudinal, pero sin componente transversal. El
contraste en MRI es causado por el diferencial en la densidad de protones, T1
(tiempo de relajacion longitudinal) y T2 (tiempo de relajacion transversal) [144]. Las
NPsFes304 superparamagnéticas modifican los valores de T2 de los protones de
agua que rodean la NP. Las NPs en presencia de un campo magnético alinearan
sus momentos magnéticos creando un gradiente de campo que permite la difusiéon
de los protones del agua. El momento magnético del agua y de las NPsFez04 se
acoplan comportandose como un dipolo, esto causa una disminucion en T2 por el
desfase de spin producido. Lo anterior causa en la técnica una disminucion de la
sefal, lo que permite observar mejor los 6rganos blandos ya que las zonas donde

hay NPsFesO4 apareceran obscuras [145].
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1.4.4.2. NPs magnéticas como agente de terapia dirigida

Paul Ehrlich (1854-1915) Premio Nobel de Medicina en 1908. Fue la primera
persona en proponer un agente selectivo y dirigido a un organismo causante de

enfermedades, que atacara especificamente la causa de la enfermedad.

En 1960 Freeman fue el primero en proponer las NPs magnéticas como
agente dirigidos a través del cuerpo por medio de un campo magnético [146].
Durante las préximas décadas se desarrollaron plataformas magnéticas en tamafio
micromeétrico, pero las primeras pruebas con NPs en animales fueron realizadas con
en 1995 [147], al afio siguiente el mismo equipo llevo a cabo el primer ensayo clinico
de fase |, 14 pacientes con tumores solidos cancerosos en etapa avanzada se les
suministro 4'-Epidoxorubicina dirigida por un campo magnético concluyendo que fue
posible dirigir hacia la zona tumoral la sustancia suministrada [148].

Muchos han sido los grupos que sintetizan vectores magnéticos con
aplicaciones biomédicas potenciales [149]. En la actualidad las NPsFe3O4 se
conjugan con drogas a la vez que se funcionaliza su superficie para potenciar su
uso [150]-[152]. Un tema importante en esta area es la biodegradabilidad o
excrecion de las NPs magnéticas. Se considera que las NPsFeszOs son
biodegradables por medio de las rutas bioquimicas normales para metabolizar el Fe
[153].

1.5.PNIPAM

El PNIPAM es un polimérico inteligente. Su sensibilidad a estimulos externos y

estructura quimica le proporciona potenciales aplicaciones en la medicina,
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remediacion de agua [154], 6ptica [155], ingenieria de tejidos [154] y biosensores
[156].

La estructura quimica del PNIPAM tiene grupos metilos en sus dos extremos,
uno de los cuales es la seccion polimérica conformada por una cadena
hidrocarbonada (enmarcados en azul en la Figura 9), estos segmentos tienen un
caracter hidrofobico. EI PNIPAM también presenta un grupo amida el cual es de

caréacter hidrofilico (enmarcado en verde en la Figura 9).
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Figura 9. Estructura quimica del PNIPAM.

El PNIPAM es un polimero termosensible, tiene una temperatura critica inferior de
solucion (LCST por sus siglas en inglés) cercana a los 32 °C [157]. Si la temperatura
se encuentra por debajo de la LCST el PNIPAM tiene un caracter hidrofilico. Si se
aumenta la temperatura, se presenta un cambio conformacional del material, por
encima de la LCST el material no es soluble en un medio acuoso, presentando un
caracter hidrofébico. Este fendbmeno se explica por los cambios de entropia y

entalpia respecto a la variacion de temperatura de su entorno.
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La LCST del PNIPAM esta estrechamente relacionada con la relacion de
grupos hidrofébicos e hidrofilicos en su estructura. Si la temperatura esta por debajo
de la LCST los grupos aminas interactuaran con las moléculas de agua formando
puentes de hidrogeno. Al aumentar la temperatura el aporte energético en forma de
calor rompera los puentes de hidrégeno. Por encima de la LCST, para la estructura
no es energéticamente favorable crear puentes de hidrégeno, por lo que presenta
un caracter hidrofébico. Por esta razon un hidrogel de PNIPAM debajo de la LCST
captard una gran cantidad de agua, mientras que a medida que aumente la
temperatura la expulsara (Figura 10) [115], [158].

2

Figura 10. Representaciéon del comportamiento por debajo o encima de la LCST del
PNIPAM.

1.5.1. Termodindmica de la LCST

La energia libre de Gibbs (AG) nos permite conocer si un proceso es espontaneo o
no. Si AG es negativo (AG < 0) se trata de un proceso es espontaneo, en caso de

un AG positivo (AG > 0) el proceso no lo es. La entalpia (AH) es la energia que un
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sistema es capaz de transmitir a su entorno, un AH negativo (AH < 0) significa que
€S un proceso exotérmico, mientras que un AH negativo (AH > 0) significa que el
proceso es endotérmico. La relacion entre estas propiedades esta plasmada en la
ecuacion AG = AH - TAS.

Por debajo de la LCST del PNIPAM el AG < 0 lo que nos dice que el proceso
de solubilidad (formacién de puentes de hidrogeno) es espontaneo. Por encima de
la LCST el AG >0 lo que la formacion de puentes de hidrogeno no se ve favorecida,

dando como resultado la insolubilidad del PNIPAM en el medio acuoso.

1.5.2. Modificacion de la LCST

La LCST es dependiente de la relacion de segmentos hidrofilicos-hidrofébicos de
un polimero, tal manera que si esta relacion aumentara en favor de los grupos
hidrofébicos la LCST bajaria, pues se necesitaria una cantidad de energia menor
para modificar el comportamiento del polimero [159]. Por otro lado, si se adicionan
grupos hidrofilicos la LCST aumenta, esto es debido a que existe un mayor nimero
de puentes de hidrogeno que necesitan ser rotos para que el balance (hidrofilicos-

hidrofébicos) favorezca un caracter hidrofébico [160].

La temperatura fisiolégica ronda los 36 °C, por lo que una aplicacion
biomédica requiere el aumento de la LCST del PNIPAM. Se han utilizado diversos
polimeros hidrofilicos como el Qs para recorrer la LCST en polimeros inteligentes
[161], N,N-dimetilacrilamida [162], alginato [160], poli[N-(4-vinilbenzoico)-N,N-
dietilamina] [163], entre otros.

1.5.3. Sistema PNIPAM-Quitosano
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Fue en 1859 que se reportd por primera vez el Qs como polimero semi sintético
[164]. En las ultimas décadas el Qs ha cobrado relevancia en las investigaciones
del area farmacéutica [165]. Su alta biocompatibilidad, facilidad de modificacién
quimica y su biodegradabilidad lo vuelven ideal como material base para disefar
plataformas biomédicas [166]-[170]. EI Qs es un polimero sensible al pH, esto
debido a que su amina se protona a pH éacido y se desprotona en pH basico
causando su precipitacion. El Qs proviene de someter a la quitina a un proceso de
desacetilacion parcial. La quitina se obtiene del exoesqueleto de crustaceos e

insectos, asi como de la pared celular de algunos hongos.

El Qs es un biopolimero utilizado en la modificacién de la LCST del PNIPAM.
Diversos trabajos sobre la sintesis de una matriz polimérica completamente
interpenetrado de PNIPAM-Qs [161]. El Qs aporta sensibilidad al pH al sistema,
permitiendo una sensibilidad dual (pH y termosensible), por su caracter hidrofilico
aumenta la LCST de la matriz [171]. Otra ventaja que aporta el Qs es la
biodegradabilidad, pues al degradarse el Qs permite el fraccionamiento polimérico
de la matriz.

1.5.4. PNIPAM nanoporoso

Se han investigado hidrogeles nanoporosos de PNIPAM como agentes
antimicrobianos [172], agentes de liberacion [161], como potenciadores de
luminiscencia de tierras raras [173], como andamiaje celular en la ingenieria tisular

[174], todo esto debido a sus propiedades fisicoquimicas.
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El funcionamiento basico de un hidrogel termosensible de PNIPAM es que
debajo de la LCST capta agua y por encima la expulsa (Figura 11). Este
comportamiento permite que cualquier sustancia de caracter hidrofilico pueda ser
captado por la red polimérica. Un control de la LCST, tamafio de poro puede ser
desembocar en una plataforma para liberacion de sustancias hidrofilicas controlada

por temperatura.

Figura 11. Comportamiento ante el cambio de temperatura de un hidrogel de
PNIPAM.

Se han reportado copolimerizaciones con el fin de modificar sus propiedades, otro
camino explorado es la semi [175] y completa [176] interpenetracion de otro
polimero. A pesar de contar con propiedades mecénicas poco deseables a lo largo
de los afios se fueron mejorando por los dos enfoques mencionados [177].

Otra caracteristica es la morfologia, reportes de tamafio de poro permitieron
vislumbrar las aplicaciones para un hidrogel termosensible con tamafio de poro
micrométrico [175]. Un tamafio de cientos de nanOmetros aumenta el area
superficial, permitiendo una mayor captacién de moléculas hidrofilicas en su matriz.

Una matriz nanoporosa permite la funcionalizacion por NPs de forma eficiente en
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sus poros. Aungue se estudia la morfologia de poro y su tamafio alin no se logra un

control adecuado en base a los parametros de sintesis.

1.5.5. Nanoparticulas de PNIPAM (NPsPNIPAM)

Las NPsPNIPAM han sido ampliamente estudiadas como potenciales acarreadores
de drogas [178] y terapia dirigida [64]. Sus propiedades fisicoquimicas (tamafio,
carga superficial y morfologia) pueden ser controlada al modificar los parametros de
sintesis o al copolimerizarse con otro material [163], [179]-[182]. Son facilmente
funcionalizables, en su matriz se pueden encapsular sustancias hidrofilicas, sus
grupos amidas permiten interactuar con superficies metalicas. Ademas, cuenta con
propiedades Opticas que lo vuelven prometedor en el area de fabricacion de
dispositivos opto eléctricos [173]. Se intenta por medio de combinar con otros

materiales paliar desventajas como la biodegradabilidad.

Las NPsPNIPAM para su uso potencial en aplicaciones biomédicas tiene que
contar con ciertas caracteristicas fisicoquimicas. Su carga superficial es cero o
levemente negativa, esto puede modularse acorde a la aplicacién. se reportan
cambios sustanciales de potencial-¢ de caracter positivo[183] y negativo[64] segun
el material con el que se combine. Otra caracteristica clave en el uso biomédico de
las NPsPNIPAM es el tamafio de particula. Se reportan caso de internalizacion
celular con particulas de hasta 500 nm con rutas que implican un gasto energético
[184], pero particulas de tamafio menor pueden ser endocitadas de forma pasiva.
Sila aplicacion es carga y liberacion de drogas es necesario un tamafio que permita
la internalizacién pasiva y al mismo tiempo sea adecuado para retener una cantidad
optima de la sustancia a transportar el cual se encuentra entre 100 a 400 nm, al
mismo tiempo un potencial-¢ positivo podria ayudar a la internalizacion debido a la
interaccion electroestatica de la superficie de la particula con la membrana celular,

una morfologia esférica permite una mejor internalizacion.
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1.5.6. Método de sintesis

La precipitacion polimérica por radicales libres es la sintesis mas utilizada en la
obtencion de polimeros de PNIPAM. Este método permite de forma sencilla la
copolimerizacion, el efecto de los parametros se encuentra bien establecido lo cual

permite una gran modulacién de la sintesis [159], [185].

La sintesis parte de tener una solucién acuosa del monémero NIPAM vy el
entrecruzante N,N'-Metilenbisacrilamida (Bis). El Persulfato de Amonio (APS) al
contacto con el agua se solvata, para después por hidrélisis dar paso a la formacién
de dos moles de un radical libre. El radical libre atacara a un monomero de NIPAM
para estabilizarse, dando lugar a un radical de cadena mas grande. Dicho nuevo
radical atacara a otro monémero hasta que la polimerizacion termine, ya sea porque
no quedan mas monomeros o dos cadenas de radicales se estabilizan entre si. El
Bis esta en una concentracion muy baja, por lo que no predomina su caracter
fisicoquimico, pero cumple con su funcién de entrecruzante al poderse polimerizar

a dos cadenas de PNIPAM, dando como resultado una red polimérica [62].

Algunos estudios reportan el uso de TEMED como regulador de la polimerizacion y
obtencion de materiales porosos [186]. Si lo que se busca es particulas de tamafio
micro 0 nanométrico es necesario detener la polimerizacion cuando el tamafio
deseado sea alcanzado, esto se logra con la adicion de un surfactante como el
Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) [187]-[189].

1.6. Motivacion
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Los materiales sensibles a estimulos o materiales inteligentes han ganado una
atencion significativa por parte de la comunidad cientifica debido a sus propiedades
fisicas, su reactividad quimica y su capacidad de respuesta conformacional. La
medicina moderna en su batalla contra enfermedades como el cancer necesita
materiales innovadores que cumplan con los requisitos de los desafios que enfrenta.
Los materiales inteligentes nanoestructurados prometen innovadoras aplicaciones
en la biomedicina como agentes de carga y liberacion controlada de farmacos en
quimioterapia, agentes de contraste en resonancia magnética, hipertermia, entre
otras. Materiales inteligentes multisensibles como el PNIPAM, Qs y la Fesz04 han
sido estudiados y muestran potenciales aplicaciones en la biomedicina. A pesar de
lo anterior, en la actualidad hacen falta estudios que permitan determinar las
condiciones Optimas de sintesis para la obtencién de nanoplataformas inteligentes
que cumplan con las condiciones fisicoquimicas adecuadas deseables segun las

funciones de la nanoestructura.

Lo anterior nos alienta a investigar la optimizacion de las propiedades
fisicoquimicas de las nanoplataformas (tamafio, morfologia bien definida y alta
estabilidad), intentando dilucidar las condiciones de sintesis optimas que permitan

la modulacion de sus propiedades segun la potencial aplicacion.
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1.7.Hipotesis

Es posible la sintesis de un hidrogel nanoporoso de PNIPAM con una LCST
modulable por medio de la interpenetracion de Qs en su red. Obteniendo un hidrogel
multiresponsivo (pH y temperatura) el cual pueda ser utilizado como plataforma de

carga y liberacion controlada.

Es posible la mejora de los protocolos de sintesis de un nanocompuesto
multiresponsivo (temperatura y campo magnético) de FesOas recubierto de PNIPAM
(FesO4s@PNIPAM), que permita modular sus propiedades fisicoquimicas (carga
superficial, morfologia, tamafio y responsividad a estimulos externos) y

biocompatibles a las necesidades de la aplicacion.
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1.8. Objetivos

1.8.1. Objetivo General

Dilucidar los parametros 6ptimos de sintesis de nanoplataformas inteligentes

(PNIPAM-Qs y FesO4@PNIPAM), para sus potenciales aplicaciones como agentes

dirigidos de carga y liberacidbn controlada de farmacos aprovechando sus

propiedades multiresponsivas (temperatura-pH y temperatura-campo magnético).

1.8.2. Obijetivos Particulares

e Sintesis de hidrogeles nanoporosos de PNIPAM-Qs.

o

Caracterizacion fisicoquimica de las nanoplataformas obtenidas
(morfologia, tamafio de poro, determinacién de la LCST, estructura
quimica, propiedades luminiscentes).

Obtencién de las cinéticas de carga y su modelado matematico.
Determinar el efecto del pH en la capacidad de carga de los
hidrogeles.

e Sintesis de NPs con estructura FezO4@PNIPAM.

o

o

Caracterizacion fisicoquimica de las nanoplataformas obtenidas
(morfologia, estructura cristalogréafica, determinaciéon de la LCST,
estructura quimica, carga superficial, propiedades Opticas,
propiedades magnéticas).

Evaluar la citotoxicidad de la nanoplataforma.
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2. Materiales y Métodos

2.1.Materiales

Qs de bajo peso molecular (100.000 g/mol) con un grado de desacetilacion (70-
80%) y una viscosidad de 20-300 cp, N,N'-metilenebisacrilamida (C,H;,N.O) 154,17
g/mol (99,5%), N-isopropilacrilamida (NIPAM) (CsH11NO) 113. 16 g/mol (98%),
tetrametiletiliendiamina (CsHisN2) 116,9 g/mol (99%), persulfato de amonio
((NH4)2S208) 228,20 g/mol (98%), cloruro de hierro (FeCls) (Ill) (97%), acido oleico
(C18H3402) (299%), cloruro de hierro (1) (FeClz), hidroxido de sodio (NaOH) (=98%),
isotiocianato de fluoresceina (C21H11NOsS) 389.38 g/mol (298%), metanol (CH3OH)
32 g/mol (299.8%), hidroxido de sodio (NaOH) 40 g/mol (=298%). Se us6 agua
desionizada ultrapura (18.25 MQ) en todos los experimentos, todos los reactivos
guimicos se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.). El gas nitrégeno

se obtuvo de un proveedor local.

2.2. Metodologia experimental

2.2.1. Moadificacion del quitosano con fluoresceina (QsF)

La modificacion del Qs se realizé con una adaptacion del método de Huang et al.
[167], [190]. Se disolvieron tres pmoles de Qs en 200 ml de una solucion de acido
acético 0,1 M. A continuacién, se afladieron a la mezcla 100 ml de metanol y 10 ml
de solucion de fluoresceina de 2 mg/ml. La solucién se dej6 reaccionar durante 24
horas con agitacion magnética (150 rpm) a 70 °C en la oscuridad. El producto final
se precipitd al agregar una solucion de 1 N de NaOH. Finalmente, los precipitados
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se purificaron con agua durante tres dias por didlisis, se utiliz6 en membrana de

15.000 MWCO. El producto se liofilizé y almaceno para su posterior uso.

2.2.2. Sintesis de hidrogeles

Se evaluaron diferentes relaciones molares entre el NIPAM - QsF [49:1(PCiF),
49:2(PC2F) y 49:4(PCsF)]. Se prepararon las soluciones correspondientes de QsF y
de NIPAM en 50 ml de una solucion de acido acético de 0,1 m. A continuacion, se
afiadieron 3,0 mmol de la solucion QsF-NIPAM y 65,0 umol de BIS bajo
agitacion magnética en la oscuridad. El sistema se mantuvo a un flujo constante de
nitrégeno. Treinta minutos después, se afiadieron a la solucién 0,1 ml de solucién
de APS de 60,0 mM y 0,2 ml de una solucién de TEMED 64,0 mM. Después de 24
h de reaccidn, los hidrogeles fueron dializados durante 2 dias con agua pura antes

de ser liofilizados.

2.2.3. Sintesis de NPsFez0a4

Las NPsFes3O4 se sintetizaron mediante el método de coprecipitacion de sales de
hierro con algunas modificaciones, mediante la adiciéon de hidroxido de sodio
(NaOH) en condiciones libres de oxigeno, para completar la siguiente reaccion
global [191]:

2FeCls +FeCl2 +8NaOH—Fe304 +8NaCl+4H20
Se coloc6 una mezcla de cloruro férrico (FeCls) y cloruro ferroso (FeCl2) en 50 ml

de agua desionizada (18,3 MQ) en una relacion molar de 2:1, respectivamente. La

solucion de reaccion se agité mecanicamente a 700 rpm mientras que el nitrégeno
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gaseoso fluyé dentro del matraz durante 30 minutos dando como resultado el
desplazamiento del oxigeno. La mezcla se calent6 a 70 °C durante 15 minutos; se
observd un cambio en el color de la solucion de amarillo a rojo vino. Se afiadieron
10 ml de hidroxido de sodio (30%) y se observé un cambio en el color de la solucién
de rojo vino a negro, lo que indica la formacion de NPsFes04. Posteriormente, se
afiadi6 acido oleico a la reaccidon en una relacion molar 1: 1,5 (FeCls: acido oleico),
correspondientemente. El acido oleico se expuso a las NPs durante 15 minutos para
lograr su estabilizacion. Finalmente, las NPs sintetizadas se separaron de la
solucion usando un iman de neodimio, la solucién se decant6 y se realiz6 un ciclo
de lavado; primero con etanol puro, luego con una mezcla de 50% de etanol y

finalmente con agua pura, dando como resultado un producto negro brillante.

2.2.4. Polimerizacion in situ NIPAM en NPsFe304 (FesOs@PNIPAM)

La polimerizacion por radicales libres se realizé6 con modificaciones menores [192].
Se afadieron 170 mmoles de NIPAM a un matraz de fondo redondo de tres cuellos
y luego se disolvieron en 10 ml de agua ultrapura. Posteriormente, se afiadieron 15
mmol de BIS y 25 mmol de SDS. Durante la fase de nucleacion, el papel del
tensoactivo era mejorar la estabilidad coloidal de las NPs. La suspension coloidal
de NpsFes04 se incorpord luego a la solucion en relaciones de volumen de 8:0
(WXo), 8:1 (WXa), 8:2 (WX2) Y 8:4 (WX3) gota a gota y se agitd mecanicamente a
1000 rpm por 3 horas, después de las cuales fluyé gas nitrdgeno en el matraz
durante 30 minutos, produciendo un desplazamiento del oxigeno. La solucion
resultante se calenté a 70 °C usando un bafio de aceite. Finalmente, se afiadio
lentamente 1 ml de APS 5 mM. El flujo de nitr6geno y las condiciones magnéticas
de agitacion se mantuvieron durante 1 hora a 70 °C. Observamos una solucién
opalescente sin agregados de polimeros. Las soluciones resultantes se
centrifugaron fraccionalmente, primero 4000 RPM durante 30 minutos (separando

las NPsFe304 que no estaban recubiertos), luego el sobrenadante resultante a 6000
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RPM durante 30 minutos las estructuras nucleo-coraza (FesOs@PNIPAM). El

sedimento resultante se resuspendié en agua ultrapura para su posterior analisis.

2.3. Caracterizaciones fisicoquimicas

2.3.1. Calorimetria diferencial de barrido

Los valores de LCST se obtuvieron utilizando un equipo de doble horno DSC modelo
8500 (Perkin Elmer, Inc., Waltham, MA, EE. UU.), Con un rango de temperatura
operativa de —180 °C a 750 °C, y tasas de lectura de datos de 100 puntos/s.

Los resultados obtenidos por el software se muestran como una curva de
flujo de calor frente a temperatura donde los picos de datos representan cambios
estructurales. Los picos positivos representan una reaccion exotérmica, mientras
gue los picos negativos muestran reacciones endotérmicas. La curva se puede usar
para mostrar la LCST en la que el hidrogel rompe sus enlaces de hidrdégeno,

expulsando agua a su entorno y colapsando.
Las muestras de hidrogel analizadas se sumergieron en agua durante al
menos 48 h hasta alcanzar el equilibrio. El analisis térmico se realiz6 con muestras

de hidrogel hinchado (10-20 mg) a una velocidad de calentamiento de 5 °C/min con
un rango de temperatura de 20-45 °C, utilizando nitrégeno como purga a 20 ml/min.

2.3.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)
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Los espectros FT-IR se obtuvieron de un espectrometro Spectrum (Perkin Elmer,
Inc., Waltham, MA, EE. UU.) equipado con un diamante de reflectancia total
atenuada (ATR por sus siglas en inglés) con un rango de 8300-350 cm™ y un haz
IR variable de 2 a 11 mm de didmetro. Los espectros IR se recogieron 16 veces

(resolucion espectral 4 cm™) y se analizaron usando el software Spectrum.

2.3.3. Caracterizacion éptica

Las mediciones de fluorescencia se realizaron en el espectrémetro de fluorescencia
LS55 (Perkin Elmer, Inc., Waltham, MA, EE. UU.) Con una lampara de xenoén
pulsado como la fuente, con 20 kW durante 8 ps de duracion y el ancho del pulso a
media altura < 10 ys. Se prepararon soluciones con concentraciones de 0.1 M en
agua ultrapura. Los espectros se analizaron con una longitud de onda de excitacion
de 450 nm.

2.3.4. Estudio de cinética de carga y efecto del pH

Las muestras deshidratadas se sometieron a un proceso de rehidratacion hasta que
la curva cinética mostré6 un comportamiento constante y se observo un cambio no
significativo en la masa de la muestra. Se consideré que se habia alcanzado el

equilibrio.

Diez miligramos de cada muestra se sumergieron en 20 ml de agua pura a
una temperatura constante de 25 ° C hasta alcanzar el equilibrio. Se realizaron
mediciones gravimeétricas a distintos tiempos hasta el equilibrio. Asi mismo las
muestras deshidratadas se sometieron a un proceso de rehidratacion en 20 ml de

soluciones con diferente pH a 25 °C durante 24 horas. En esta ocasion solo se tomé
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el valor final. Antes de las mediciones, la muestra se puso sobre una superficie

absorbente para eliminar el agua de la superficie del hidrogel.
2.3.5. Modelado matematico de los hidrogeles

El método gravimétrico se usé para determinar la captacion de agua del hidrogel
considerando el peso en un momento inicial (Mo) y un tiempo determinado (M). El

porcentaje de cambio de masa se obtuvo utilizando la siguiente ecuacion:

o (M, — Mo)
YoHinchamiento = — x 100 (1)
0

La ecuacion de la ley de potencia empirica (Modelo 1) se utilizé para determinar el
mecanismo de difusion del agua en las redes poliméricas. Esta ecuacion fue
disefiada teniendo en cuenta el perfecto estado del sumidero y la difusién solo en

una dimensién (34). Se escribe como:
— =k t" (2)

Donde M- representa la ingesta de agua en el momento de equilibrio. La constante
k1 es el factor frontal de la relacion de hinchamiento. Finalmente, n es el exponente
de hinchamiento relacionado con el mecanismo de sorcion de agua. Cuando se
obtienen valores de n <0.5, el mecanismo de transporte que limita la sorcion es de
tipo Fickiano. Por otro lado, un rango 0.5 < n <1.0 indica que la difusion no es

Fickiana. El paso limitante depende de la relajacion de las cadenas poliméricas del
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hidrogel (35). La ecuacién de la ley de potencia representa validamente el 60% de
la ingesta de agua. Sin embargo, no ofrece un andlisis preciso si Mt/ M- = 0.60 (36,
37). Para obtener una mejor descripcion de los fenbmenos de sorcion por encima
del valor de 0.6, de la relajacion de las cadenas poliméricas del hidrogel se
considera la ecuacion diferencial de Berens-Hopfenberg (38):

aM
0 = Mo — M) (3

k2 (min~!) es la constante de velocidad de relajacién. La solucién de la ecuacion (3)

resulta en el Modelo 2, donde A es una constante:

M,
= 1A exp(—kzt) (4)

Tanto el Modelo 1 como el Modelo 2 (ecuacion (2) y ecuacion (4), respectivamente)
se determinaron ajustandose a los datos experimentales utilizando un algoritmo de
minimos cuadrados no lineales en el software MATLAB® (MathWorks, EE. UU.).

Esto se hizo para obtener los pardmetros respectivos.

2.3.6. Caracterizacion morfolégica de los hidrogeles

La morfologia de los hidrogeles se evalud con un microscopio electronico de barrido
de emision de campo (JEOL JSM-7800F, Pleasanton, CA, EE. UU.). Todas las

muestras se secaron por liofilizacion y se analizaron inmediatamente. El diametro y
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la circularidad promedio de las imagenes SEM se determinaron utilizando las

herramientas de medicion del software ImageJ (version 1.51J).

2.3.7. Caracterizacion morfolégica de las nanoplataformas

La morfologia de las NPsFe304 se determiné mediante un microscopio electrénico
de transmision (TEM) (PhillipsCM-12). La muestra se prepar6 utilizando rejillas de
cobre recubiertas de carbono y se seco al aire durante varios minutos. Se diluy6 de
1 a 30 antes de depositarse sobre la pelicula. La morfologia de la muestra WXo se
evalué con el microscopio electronico de barrido (SEM) (JEOL JSM-7800F,
Pleasanton, CA, EE. UU.). Se utilizé el mismo instrumento (en modo STEM) para
evaluar la morfologia de las muestras con una estructura de nacleo-coraza (WXa,
WXz y WX3). Las muestras se diluyeron de 1 a 15 antes de depositarse en la
pelicula. Las muestras fueron preparadas usando una pelicula de formvar-carbon y
secada al aire durante varios minutos. Las muestras fueron analizadas

inmediatamente.

2.3.8. DLS y Potencial ¢

Las distribuciones de tamafios de las muestras nanométricas fueron obtenidas
utilizando un Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido). Las muestras
se diluyeron 1 a 10 en agua ultrapura, las mediciones se realizaron en equilibrio
térmico por 5 minutos en la temperatura deseada y se realizaron por triplicado. El

potencial ¢ de todas las muestras se determiné utilizando el mismo equipo.
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2.3.9. UV-Vis

La absorcion de NPsFe3Os4, WXi1, WXz y WXz se realizd mediante un
espectrofotometro UV-visible (Agilent 8453, EE. UU.) equipado con un detector de
matriz de diodos, con un rango espectrofotométrico de 300 a 1000 nm. Las muestras
se diluyeron 10:1 antes de depositarse en una celda de cuarzo para su analisis, y

se utilizd agua desionizada ultrapura como referencia.

2.3.10. Pruebas magnéticas

Las propiedades de magnetizacion de las muestras se llevaron a cabo a 300 K
usando un magnetometro de muestra vibrante (PPMS-VSM, disefio cuantico). La
magnetizacion de saturacién (Ms), magnetizacion remanente (M) y la coercitividad
(Hc) de las muestras se midieron con un campo magnético aplicado méximo de

70,000 Oe. Las muestras se liofilizaron previamente.

En el protocolo para la obtencion de las curvas enfriadas a campo cero (ZFC
por sus siglas en inglés), primero se disminuye la temperatura por debajo de la
temperatura ambiente al minimo posible (2 K), luego se midi6 el momento
magneético con el aumento de la temperatura sin la presencia de un campo. Por otro
lado, en el protocolo de las curvas enfriadas (FC por sus siglas en inglés), la muestra
se somete a un campo y la temperatura se reduce al minimo posible, después de lo
cual el momento magnético se medira de nuevo en funcién del aumento de la

temperatura.

2.3.11. Difraccion de rayos X
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Los experimentos de Difraccion de rayos X de la fase cristalina de las NPsFe3Oa4 se
realizaron utilizando un difractémetro n-ray (Siemens D5005) y Cu-Ka (A = 1.5418
A). Los parametros de las lecturas fueron: 40 kV y 30 mA con un rango de variacion
angular de 10 a 80° en 0.05° pasos/10 s.

2.3.12. Ensayos de citotoxicidad

El ensayo MTT es un ensayo colorimétrico para medir la actividad metabdlica de las
células. Se basa en la capacidad de las enzimas oxidoreductasas celulares para
reducir el colorante MTT a su formazéan, que tiene un color puarpura. Este ensayo,
por lo tanto, mide la viabilidad celular en términos de actividad reductora como la
conversion enzimatica del compuesto de tetrazolio en cristales de formazan por las
deshidrogenasas que se producen en las mitocondrias de las células vivas.
Posteriormente se mide la absorbancia de este compuesto a 570 nm con un

espectrofotometro.

Las lineas celulares MDA-MB-231 y HelLa se usaron para los ensayos de
citotoxicidad. Cada linea celular se sembr6 en placas de 96 pozos (Costar), se
cultivd en medio DMEM (MDA-MB-231) y RPMI 1640 (HelLa) suplementado con
suero fetal bovino al 10% junto con penicilina/estreptomicina al 1%, para crecer a
37 °C. C y 5% de CO2. Una vez que las células alcanzaron la confluencia, se retird
el medio y se afiadié medio nuevo. En cada prueba se afiadié una de las siguientes
concentraciones WXo (8x10° NPs/ml)y WXz (1, 2, 4, 8x10° NPs/ml). Los tiempos de
exposicidn a los tratamientos fueron de 24 horas, y una vez transcurrido el tiempo

de incubacion, se evaluo el efecto citotoxico con el kit MTT (Sigma Aldrich).
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Resultados y discusiones

2.4.Hidrogel nanoporoso con potencial aplicacion biomédica

Muestra PNIPAM Quitosano
PCo - -
PCiF 49 1
PC2F 49 2
PCsF 49 4

Tabla 1. Disefio experimental para el sistema PNIPAM-Qs

2.4.1. Caracterizacion estructural de las plataformas de PNIPAM-Qs por FT-
IR

La Figura 12 muestra los espectros FT-IR de NIPAM nativo (A) y los hidrogeles
PNIPAM (PCo) (B). Los espectros manifestaron el éxito de la reticulacion en la
polimerizacion de NIPAM y Qs usando el método de los radicales libres. Se observo
una banda de absorcién cercana a 1640 cm correlacionada con la vibracion de un
carbonilo asociado al grupo amida del PNIPAM. Cerca de 3290 cm™ esta presente
una banda que se relaciona con los grupos amidas [193]. Alrededor de 1370 cm™? y
1390 cm* es visible un doble pico relacionado con el grupo isopropilo del PNIPAM.
También se observa un pico de 1450 cm™ relacionado con la flexién del grupo metilo
(-CHa). Alrededor de 1050 cm™* hay dos picos que corresponden a la flexion del (-
CH2) en la seccion polimérica [194]. En la Figura 12 se pueden observar los
espectros PC1F(C), PC2F (D) y PCsF (E). El estiramiento del anillo de piranosa (-

COC-) es el responsable del pico que se observa cerca de 1074 cm™ [195]. Este
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pico esta presente en muestras PCiF, PC2F y PCsF. Este pico mostr6 que su
intensidad era directamente proporcional a la cantidad de Qs que se utilizé en las
muestras. Los espectros pusieron de manifiesto el éxito del proceso de reticulacion
en la polimerizacion de NIPAM y Qs mediante el método de los radicales libres.
Ademas, en la Figura 12 se pueden observar los espectros del Qs modificado con
isotiocianato de fluoresceina (G) y del nativo (F). Hay picos peculiares de piranosa,
como el préximo a los 1085 cm [195]. Sin embargo, los picos que pueden confirmar
la presencia de fluoresceina fueron los cercanos a 1576 cm-1 y 1423 cm™, que
estan relacionados a los estiramientos del grupo carbonilo y con los anillos

aromaticos C-C, pertenecientes a la estructura de la fluoresceina [194].
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Figura 12. Espectros FT-IR de las muestras PNIPAM (A), PCo (B), PC1F (C), PC2F
(D) y PCsF (E), Ch nativo (F) y QsF (G).
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2.4.2. Fotoluminiscencia de hidrogel

Los espectros de fluorescencia se presentan en la Figura 13. Todas las muestras
de PNIPAM con QsF exhiben fluorescencia verdosa intensa alrededor de 530 nm
bajo excitacion a 450 nm. La fluorescencia maxima correspondio a la emision de
isotiocianato de fluoresceina en todas las muestras. La emision debido a la
fluoresceina aumenta de forma directa a la concentracién de QsF usado en cada
muestra, esto es un indicio de una correcta interpenetracion del Qs en la matriz de
PNIPAM.

Intensidad (U.A.)

T T T T y T J T i !
450 500 550 600 650 700
Longitud de Onda (nm)

Figura 13. Espectros de fluorescencia de las muestras PC1F, PC2F y PCsF.
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2.4.3. Estudio cinético del hinchamiento

La Figura 14 muestra la cinética de hinchamiento en las muestras PCiF, PC2F y
PCsF al ser sumergidas en agua ultrapura a 25 °C. El porcentaje de hinchamiento
aumenta con el tiempo hasta que se alcanza el valor limite. Este comportamiento
fue causado por las bajas temperaturas (debajo de la LCST) presentadas en grupos
hidréfilos (N-H y C=0) del PNIPAM. Esto permitié la formacién de enlaces de
hidrégeno con moléculas de agua que contribuyeron favorablemente para que la

energia libre de mezcla fuera negativa (AG mix <0).

Se pudo observar que la hinchabilidad aumentd con el incremento de la
relacion molar a favor del Qs. Esto revelé un maximo en la muestra PCsF al alcanzar
el 714% de incremento en el peso de la muestra. A medida que la relacion molar
aumentaba a favor del Qs, el nimero de grupos de NH2 en la muestra aumentaba.
Los grupos hidrofilos que aumentaron el nimero de moléculas de agua fueron
capturados por el hidrogel. Aunque para la muestra PCo, el hinchamiento aumenté
hasta el 436%. Esto confirmé la importante contribucion del NHz de las cadenas de
Qs. Los grupos NHz son susceptibles de cambiar a su forma protonada (-NHs) en
condiciones &cidas. Este cambio aumenté su capacidad de retener agua mediante
la formacién de puentes de hidrégeno ya que existe un mayor nimero de sitios

disponibles para interactuar con las particulas de agua del medio.
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Figura 14. Hinchamiento de las muestras PCo (¢), PC1F (m), PC2F (A) y PCsF (o).

El analisis cinético de hinchamiento se llevé a cabo utilizando dos modelos para
determinar el mecanismo de absorcion de agua en el hidrogel polimérico. En la
Figura 15 (a-c) se puede observar la ecuacion de la ley de potencia (Modelo 1) sobre
datos experimentales. Se observa que la ecuacion describe bastante bien la cinética
de hinchamiento para valores de M/M-« < 0.60. Sin embargo, no se logré una buena
correspondencia con valores mayores. Aunque en la Figura 15 parte (d), donde el
perfil de hinchamiento experimental correspondia al sistema polimérico con mayor
absorcion de agua, se puede observar una buena correlacion del Modelo 1. Este
resultado podria deberse a la rapida absorcion de agua en comparacion con los
otros sistemas poliméricos analizados, que alcanzan alrededor del 80% de

hinchamiento en los primeros 40 min.
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Figura 15. Perfiles de hinchamiento experimentales y tedricos para los diferentes
polimeros analizados. (a) PCo (¢), (b) PC1F (m), (c) PC2F (A)y (d) PcsF (e). En todos
los andlisis, la linea de trazos y la linea continua representan el ajuste a los datos

experimentales del Modelo 1 y el Modelo 2, respectivamente.

En la Tabla 2 se presentan los valores de los pardmetros del Modelo 1, donde se
observa un aumento del factor frontal de la proporcion de hinchamiento en funcién
de la relacién molar de Qs en el hidrogel. El exponente de hinchamiento n para
todos los hidrogeles sigue una tendencia a disminuir a medida que la proporcion
molar de Qs aumenta en el hidrogel. Los valores n obtenidos de la adaptacion del
Modelo 1 fueron inferiores a 0.5. Esto podria significar que la tasa de penetracion
de agua estaba por debajo de la tasa de relajacién de la cadena de polimeros [196],
[197]. La solucidn de la ecuacion diferencial de Berens-Hopfen-berg (Modelo 2) se
utilizd para mejorar los coeficientes de determinacion del Modelo 1, especialmente

para las muestras de PCo, PC1F, y PC2F. El modelo 2 considera la relajacion de las
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cadenas poliméricas del hidrogel. Como resultado, se logré una buena
correspondencia con los datos, como se puede observar en la Figura 15 (a-c). En
la Figura 15 (d), se observé una mala correspondencia con los datos
experimentales, que podria deberse a la misma rapida absorcion de agua descrita
anteriormente en el Modelo 1. En la tabla 1 se observa que la constante A disminuye
y la tasa de relajacion crece a un ritmo constante de ko a medida que aumenta la
proporcidon molar del Qs. Estos resultados significan que la tasa de relajacion del

hidrogel aumenté con la cantidad de Qs acoplado al PNIPAM.

Tabla 2. Parametros de hinchamiento de los diferentes polimeros analizados. Los
parametros fueron determinados y utilizados en el desarrollo matemético del modelo

1y el modelo 2.

Modelo 1 Modelo 2
Muestra : .
ki (min) n R? A k2 (min-?) R?
PCo 0.0636 0.4134 | 0.9748 | 0.9635 0.0053 0.9986

PCiF 0.1140 0.3259 | 0.9838 | 0.8498 0.0055 0.9948
PC2oF 0.2115 0.2353 | 0.9790 | 0.7617 0.0080 0.9854
PCsF 0.5357 0.0944 | 0.9931 | 0.7177 0.0337 0.9092

2.4.4. El efecto del pH en la hinchabilidad del hidrogel

Para examinar la respuesta del pH de estos hidrogeles, el grado de hinchamiento
se obtuvo a valores de pH de 3, 4,5, 6 y 7 (Figura 16). A partir de los valores de
hinchamiento, se puede ver que la concentracion de Qs influyé en la respuesta del
pH. El valor del grado de hinchamiento disminuy6 consideradamente al pH basico y
aumento al pH acido. Los resultados muestran que a pH 3 todos los hidrogeles que
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contienen Qs exhibieron altos valores de porcentaje de hinchamiento en
comparacion con aquellos con pH 6 y pH 7. Podria considerarse que la alta
sensitividad del pH fue inducida principalmente por el Qs, e cual es una base débil
con un pKaintrinseco de 6.5 [198], lo que significa que las redes poliméricas se
hincharon con valores de pH bajos debido a la protonacion de los grupos amina.
Esta protonacion dio un incremento en la repulsion electrostatica entre las cadenas
y produciendo a la vez un mayor hinchamiento del material. Cuando el nivel de pH
aumento, el grupo amino se desprotond. La repulsion de las cadenas poliméricas
disminuyd lo que permiti6 una contraccion neta. Por otro lado, la muestra de
PNIPAM puro muestra una importante disminucion de la hinchabilidad asociada a
la falta de grupos hidrofilicos como los grupos aminos (NHz). Por lo anterior se
confirmd la influencia de los grupos hidrofilicos en los casos de las muestras PCiF,
PC2F y PCsF, en las que se observé un aumento significativo de la hinchabilidad.

130
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Figura 16. Valores de peso a diferentes pH para muestras PCo (A), PC1F (A), PC2F
() y PC3F (m).

48



2.4.5. Evaluacion de la LCST por DSC

En la Figura 17, se muestran los termogramas de calentamiento obtenidos por DSC
de todas las muestras (PCo, PCiF, PC2F y PC3F) hinchadas en agua ultrapura
durante 48 horas. La LCST se determind por el punto maximo de la curva en
comparacion con la linea base en el rango de transicion [199], [200]. El analisis de
DSC que corresponde a la muestra PCo exhibié un pico endotérmico de alrededor
de 33 °C. Esta transicion fue causada por la ruptura de los enlaces de hidrégeno
entre los grupos (C=0) y (-NH) del PNIPAM vy las moléculas de agua de los
alrededores [201]. Los valores reportados de la LCST de PNIPAM [83], [202] vy el
valor experimental de LCST coinciden alrededor de 33 °C. Se puede observar una
transicion endotérmica causada por grupos carbonilo y amina al romper los puentes
de hidrégeno con el agua para la muestra de PNIPAM nativo (PCo). Los datos de
DSC para las muestras PCiF, PC2F y PCsF se muestran en la Figura 17. Para las
muestras PC2F y PCsF, notamos que el valor de LCST no se modificd para estas
concentraciones de Qs. Mientras tanto, el valor de la LCST cambié en la muestra
PCi1F con una temperatura de 34 °C para la transicion hinchado / colapsado. Esta
modificacion (en PC1F) se asoci6 con los grupos de aminas (NHz) aportados por el
Qs. Estos grupos interactian con el agua a través de enlaces de hidrégeno, por lo
que se necesita un mayor suministro de energia para romper estos enlaces de
hidrogeno. Por otro lado, la no modificacion de la LCST en las muestras PC2F y
PCsF se asocio con el hecho de que la relacion molar era muy alta a favor del Qs.
Esto resulté en un comportamiento de Qs predominante sobre el PNIPAM. Varios
autores informaron la copolimerizacion de N-isopropilacrilamida y reactivo
reticulante como N, N-Bisacrilamida dentro de una matriz polimérica, que da como
resultado una copolimerizacién de interpenetracion completa cerca de las cadenas
de Qs [203][192].

Al calcular los valores para AS en las temperaturas donde inicia y termina la

transicion (ASt1y ASt2) observamos que los valores después de la transicion son
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menores, esto se atribuye a un acomodo més ordenado de las cadenas poliméricas
gue intentan no tener contacto con el medio acuoso. Si comparamos PCo con PC1F
observamos que AH aumenta, esto debido al aporte de grupos hidrofilicos causado
por el Qs. Se requiere una cantidad mayor de calor para romper una mayor cantidad
de puentes de hidrogeno. Este comportamiento se mantiene en PC2F el cual
también aumenta su AH en respuesta a una mayor cantidad de Qs en el sistema.
Al analizar PCsF no observamos el mismo efecto, su AH decrece, esto refuerza la
hipotesis de que el Qs no se interpenetré completamente en la red polimérica
causando agregados de Qs que no contribuyeron a la modificacién de la LCST del
PNIPAM. Con esto en mente, se sugiere un barrido entre las concentraciones
molares utilizadas en PC1F y PC2F para lograr un aumento de LCST por encima de
34 °C.

Muestra ASt1 (J/°C)  AST2 (J/°C)

PCsF 0.104 0.09
PC2F 0.67 0.59
PCiF 0.62 0.55
PCo 0.36 0.326

Tabla 3. Valores de AS en las temperaturas antes y después de la transicion (LCST).
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Figura 17. Diagramas de DSC de las muestras PCo, PCiF, PC2F y PCsF.

2.4.6. Morfologia de los hidrogeles por microscopio electronico de barrido
(SEM)

La Figura 18 muestra las micrografias obtenidas por SEM para las muestras PCo
(@), PCiF (b), PC2F (c) y PCsF (d). La muestra PCo presenta poros un diametro de
14.6 £ 2.2 ym. Se observa que un incremento en la relacién molar a favor del Qs
lleva a una disminucion del tamafio de poro de los hidrogeles, obteniendo valores
de tamafio de poro de 10.89 + 1.5 ym y 600 nm + 100 nm, para las muestras PCi1F
y PC2F, respectivamente. Aunque la muestra PCsF, que contiene la mayor cantidad
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de Qs en la matriz de PNIPAM, presenta un diametro medio poro de 27.1 £ 1.9 pym.
Cabe senalar que el diametro de los poros de los hidrogeles disminuye al aumentar
el Qs que se encuentra completamente interpenetrado, esto hasta cierto limite
cuando el resultado es contrario, aumentando el diametro de los poros. Entonces,
dentro del rango de proporciones molares evaluadas para NIPAM:Qs, la cantidad
de Qs completamente interpenetrado podria ayudar a controlar el tamafio de poro
del hidrogel. Se observa un aumento en la circularidad de las muestras de PNIPAM,
PCiF y PC2F al aumentar la cantidad de Qs completamente interpenetrado, con
valores de circularidad de 0.77 + 0.03, 0.85 + 0.02, 0.89 % 0.03, respectivamente.
Por otra parte, la muestra PCsF muestra un efecto contrario, al disminuir la
circularidad a 0.79 + 0.03. Este efecto podria estar relacionado con el aumento del

didmetro de sus poros.

Figura 18. Micrografias de SEM correspondientes a las muestras PCo (a), PC1F (b),
PC:2F (con inserto a escala de 1 um) (c) y PCsF (d).
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2.5.Nanoplataforma Magnetita@PNIPAM con potencial aplicacién biolégica

Muestra NIPAM NPsFesO4
NPsFesO4 - -

Wxo 8 0

Wx1 8 1

Wx2 8 2

Wx3 8 4

Tabla 4. Disefio experimental para el sistema PNIPAM-Qs

2.5.1. Estructura cristalina y morfologia de las NPsFe30a4

El patrén de Difraccion de rayos X de las NPsFes3Oa sintetizadas se muestran en la
Figura 19 (A) coincide con los valores 26 y el plano preferencial de crecimiento,
como la tarjeta cristalogréfica correspondiente con FesOs (PDF # 75-0033) (Figura
19 (B)). La morfologia de los NPsFesOa4 recubiertos con acido oleico se observa
mediante una micrografia TEM en la Figura 20, que revela un ligero indicio de
agregacion de las NPsFes3O4 individuales. La agregacion aparece debido a sus
propiedades magnéticas intrinsecas. La micrografia muestra evidencia de formas
semicubicas con un tamafio promedio de menos de 9 nm. Su superficie hidrofobica
y su pequefio tamafio son caracteristicas esenciales que benefician su
incorporacion a una matriz PNIPAM. El tamafio de la nanoplataforma es un atributo
importante, ya que existen correlaciones de tamafio y potencial de calentamiento en
las NPs de oxido de hierro; una baja aglomeracion y un tamafio de particula mas

pequefio aumentan sus caracteristicas magnéticas[204].
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Figura 19. (A) Patrén de Difraccion de rayos X de las NPsFes3Oa4y (B) valores 26 de
la tarjeta cristalografica correspondiente con Fe3Oas (PDF # 75-0033).

Figura 20. Morfologia de las muestras NPsFesOa4 recubiertas con acido oleico por

microscopia electrénica de transmision.
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2.5.2. Polimerizacion in situ de NIPAM en NPsFe304(Fe3sOs@PNIPAM)

El potencial ¢ de las NPsFe3O4 después del proceso de funcionalizacion es de
alrededor de -33 mV (Figura 21 (A)). El potencial ¢ negativo se debe a los grupos
carboxilos presentes en el acido oleico; esto coincide con trabajos anteriores [205],
[206]. EI FT-IR corrobora la presencia de un acido carboxilico; se observa el tipico
estiramiento del C=0, situado alrededor de 1560 cm™. El espectro también confirmé
la presencia de las bandas de acido oleico mas representativas (Figura 22 (A)). Las
bandas caracteristicas del C=Hz de la cadena de &cido oleico hidrofobico aparecen
en 2916 cmt, 2850 cm* y 721 cm asociadas con su estiramiento asimétrico, su
estiramiento simétrico y su balanceo, respectivamente. Asi mismo, en la vecindad
de 3000 cm™ aparece un pico relacionado con el estiramiento de C-H. El espectro
muestra las bandas de absorciéon cercanas a 550 cm™ que estan asignadas al modo
de estiramiento del Fe-O (Figura 22 (A)), y el espectro UV- Vis muestra una
absorcién a 380 nm (Figura 23 (A)), que ha sido asociada con las NPsFez04 en
trabajos anteriores [207], [208]. Los datos anteriores confirman la correcta
incorporacion superficial del acido oleico en la superficie de la Fe3Oas. Gracias a la
estabilizacidon del acido oleico, la plataforma puede utilizarse ampliamente como
portador de medicamentos biocompatibles o0 como precursor de nanomateriales de
multiples componentes [209], [210].
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Figura 21. (A) DLS y (B) mediciones de potencial ¢ para las muestras NPsFe30a,

WXo, WX1 WX2 y WXas. Las barras simbolizan los diametros hidrodinamicos, y los

potenciales { estan representados por punto. Evolucién del promedio de didametros

hidrodindmicos en funcién de la concentracidon de NPsFezOa.
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Figura 22. Espectros FT-IR de polvo secado al vacio de (A) NPsFes304, (B) WXs, (C)
WXz (D) WX1y (E) WXo. Recolectado sobre el rango de numero de onda de 4,000

a 500 cm .
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Los espectros de FT-IR demostraron el éxito de la reticulacion en la polimerizacion
de la NIPAM utilizando el método de los radicales libres (Figura 22 (E)). Se observo
una banda de absorcién de alrededor de 1630 cm?, que se correlaciona con la
vibracion de un grupo carbonilo asociado al grupo amida del PNIPAM. Cerca de
3280 cm, una banda relacionada con el estiramiento N-H esta presente. En las
proximidades de 1360 cm y 1380 cm-1, se observé un doble pico asociado al grupo
isopropilo del PNIPAM. También se observé una sefial a 1450 cm™ asociada a la
flexion del grupo metilo (-CH3) del PNIPAM (Figura 22 (E)). Seguimos la banda de
estiramiento del Fe-O en las muestras WX1 WXz y WXs (Figs. 4(B-D)), si se realiza
una comparacion entre las intensidades relativas de las bandas provenientes del
PNIPAM y la banda del Fe-O podemos concluir que existe un aumento en su
intensidad relativa directamente proporcional a la cantidad de NPsFeszOs4 con
respecto al PNIPAM. Del mismo modo, el espectro de absorcion de las muestras
WX1, WX2y WX3 mostré la absorcion observada previamente en las NPsFeszOa4, pero
con una relacion directa con la proporcion FesO4:NIPAM. Lo anterior es una prueba
de que al afiadir mas NPsFe304, se incorporan correctamente a la plataforma y no

causan agregaciones de Fes3O4 en las muestras.
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Figura 23. Espectros de UV-Vis de las muestras (A) NPsFes304, (B) WXs, (C) WX2y

(D) WXai. Efecto de concentracion de FeszOa4 en sintesis sobre la absorbancia.
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Realizamos un estudio sistematico de la evolucion del potencial ¢ de diferentes
concentraciones de NPsFes3O4 para determinar si el PNIPAM influye en la carga
superficial. Este estudio revela que la adicion de PNIPAM a las NPsFe304indujo un
cambio dramatico en el potencial {. Las mediciones del potencial  de las muestras
WXo, WX1 WX2, y WX3 mostradas en la Figura 21 (A) exhiben valores cercanos al
punto isoeléctrico, no se observd ninguna precipitacion o agregacion incluso ocho
semanas después de la preparacion. Este resultado podria deberse a los efectos
estéricos de las cadenas de polimeros PNIPAM. Bradley y Garcia-Risefo
sintetizaron el PNIPAM-co-DMAPMA@AuUNps, informando de un potencial-¢ similar
cercano a cero para un valor de pH de 6 [211]. Hubo una variacién significativa en
la carga superficial en todas las muestras de FesOs@PNIPAM (WX1 WXz, y WX3)
sin diferencias significativas entre ellas. Al combinar los resultados de potencial- ¢
con los de FTIR se puede asociamos esta variacion con una exitosa funcionalizacién
del PNIPAM en la superficie de la Fe3Oa. El didmetro hidrodindmico de las muestras
muestra un aumento inversamente proporcional a la concentracion de FeszOa (Figura
21 (B)). Asimismo, la plataforma WXz presenta un DH de 283+5 (Figura 21),
comparado con la nanoplataforma reportada por Laurenti et al. que obtuvieron
tamafos superiores a 600 nm [212]. La muestra WXz presenta claras ventajas por

su potencial uso como vector de internalizacion celular de farmacos.

2.5.3. Evaluacion LCST para FesOs@PNIPAM

Para monitorizar la transicion de las nanoplataformas inducida por la temperatura,
establecimos una ventana de temperatura de 21 °C a 41 °C. EI DLS midi6 el cambio
de tamafio de las particulas. Todas las muestras mostraron una transicién de fase
discontinua sensible a la temperatura. A 21 °C, observamos tamafios promedio
iniciales de 257, 295, 300 y 325 nm correspondientes a las muestras WXo, WXa,
WXz y WX3s respectivamente; este primer estado sugiere una estructura expandida

debido a los enlaces de hidrogeno con las moléculas de agua (Figura 24). La
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diferencia en el tamafio de las muestras corresponde al aumento de la
concentracion de NPsFes30a4. En este caso, es probable que el tamafio del nacleo
de Fes0s4 aumento debido a una mayor disponibilidad de esta, manteniendo
constante la concentracién de NIPAM. El aumento de la temperatura provoco una
disminucién significativa del diametro de las particulas cuando la temperatura
estaba cerca de la LCST. Conforme la temperatura aumenta superando la LCST
prevalece las interacciones hidrofobicas, lo que conduce a una disposicion mas
compacta. A 41 °C, las particulas exhibieron tamafios de 104, 113, 114 y 118 nm
para WXo, WX1 WXz y WXs respectivamente. La temperatura del LCST fue de 33 °C
para la muestra WXo, lo que corresponde a trabajos anteriores [213], [214]. Sin
embargo, todas las muestras con un nucleo de FesO4 muestran un cambio en su
LCST a 31 °C. Atribuimos este cambio al hecho de que los segmentos hidrofobicos
pertenecientes al acido oleico modifican la superficie de las NPs. Ya existen
multiples estudios sobre el desplazamiento del LCST por el anclaje de los grupos
hidrofébicos [215], [216].

Tomando en cuenta que la disminucion en el didmetro hidrodindmico es
debido al rompimiento de puentes de hidrogeno y por ende a un proceso
endotérmico, proponemos que si calculamos el area bajo la curva de la grafica que
representa la derivada del barrido de temperatura podemos obtener una
comparacion cualitativa de la AH que se da en la transicion. Esto debido a que un
mayor cambio de didmetro hidrodinamico significa un mayor rompimiento de
puentes de hidrogeno, lo cual requiere una mayor cantidad de calor. Los valores
obtenidos para las muestras WX1 WXz y WXs muestran una tendencia a disminuir
en funcion de la cantidad de NPsFe304 en la muestra, estos resultados nos permiten
proponer gue el AO con caracter hidrofébico propician un arreglo mas ordenado y
por ende mas compacto que a su vez sea energéticamente mas estable. Esto
concuerda tanto con las areas bajo la curva y con los valores de DLS obtenidos, ya

gue una menor area bajo la curva significa una menor AH en el proceso.
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Figura 24. Una correlacién entre las temperaturas y los tamafios de particula de las
muestras (A) WXo, (B) WXi, (C) WXz y (D) WX3 en una solucién acuosa (0.002
p/v%), segun lo examinado por DLS. Los valores de temperatura se refieren a la
transicion de fase de volumen durante el calentamiento. La pequefia grafica
representa la variacion en el tamafio en relacion con la temperatura, evidenciando
la LCST.

2.5.4. Analisis de la morfologia de los sistemas Fe3O4s@PNIPAM

Para analizar la forma y el tamafio de los nanocompuestos FesOs@PNIPAM se
utilizd STEM. La Figura 25 ilustra que el sistema PNIPAM tienen un tamafio de
alrededor de 220 nm y una morfologia semi esférica. La micrografia también

muestra que todos los nanocompuestos generalmente exhiben una forma
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predominante similar a la estructura de los NPsPNIPAM. Se observa una estructura
de ndcleo que confirma lo que ya han sugerido las caracterizaciones anteriores. Las
imagenes SEM revelan un nucleo de FesO4 y una envoltura de PNIPAM. La Figura
25 presenta el tamafio del nucleo, estas dimensiones sugieren que multiples
NPsFe304 se unen para formar una particula més grande debido a las interacciones
de la superficie y las condiciones de reaccion durante la polimerizacion. A pesar de
las similitudes morfolégicas, hay una clara influencia en el tamafio de la
concentracion de NPsFesOa4; la concentracion afectd al tamafio del nicleo. A pesar
de este aumento se observé una correcta cobertura de la superficie, o que se
observo en las mediciones del potencial {. Los tamafios de la plataforma fueron de
58, 65 y 69 nm para WXi1, WX2 y WXs respectivamente. El menor tamafio en
comparacioén con las particulas sin FesOa4 se atribuye a la contraccion de los grupos
hidrofébicos de &cido oleico que provoca variaciones en la tension superficial y
reduce la concentracion critica de micelar, lo que da lugar a que el Dodecil sulfato
de sodio limite el crecimiento a un tamafio mas pequefio. La muestra de WXz tiene
una morfologia bien definida, asi como una capa polimérica claramente definida,
que es una caracteristica deseada en un uso potencial como vector de drogas. En
comparacion con el sistema planteado por Laurenti et al., que obtuvieron mas
nacleos dispersos [212], los ndcleos de particulas en este estudio muestran una
morfologia mas definida, causada por la mayor eficiencia de la coalescencia de las
NPsFe30s4. Ademas, el tamafio final de la particula era mas controlable (baja

polidispersidad) y ajustable, debido al uso de SDS como surfactante.
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Figura 25. Evolucion del tamafio promedio en funcion de la concentracion de
NPsFes30a4. Micrografias obtenidas por SEM de WXo y STEM para muestras WX1
WX2y WXs (barra de escala = 100 nm).

2.5.5. Propiedades magnéticas

La Figura 26 presenta los bucles de histéresis de NPsFe304, WX1, WXz, y WXz a
300 K. Esta bien establecido que las propiedades magnéticas estan fuertemente

correlacionadas con el tamafio de las particulas [217], frecuentemente el
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comportamiento superparamagnético se observa en particulas de alrededor de 10
nm [218].
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Figura 26. Curvas magnéticas a 300 K de las muestras (A) NPsFes304, (B) WXz, (C)

WXz y (D) WXa. Las curvas de histéresis se obtuvieron con un campo maximo de

7x10% Oe. Las muestras se secaron al vacio para analizarlas.

La Figura 27 muestra las curvas de enfriamiento campo cero y de enfriamiento a
campo aplicado (ZFC y FC por sus siglas en inglés) de la magnetizacién en funcién
de la temperatura de la apertura a un campo magnético constante de 100 Oe. La
curva ZFC muestra un aumento en la magnitud de la magnetizacion a medida que
la temperatura aumenta hasta un maximo, y luego comienza a disminuir. En la
direccion favorable energéticamente, notamos un bloqueo de los espines, a
temperaturas mas bajas. Por lo tanto, el aumento progresivo de la magnetizacion
en la curva ZFC corresponde a la relajacion de los espines de las NPs sobre su
barrera energética, la cual, en promedio, es superada por todos los giros del sistema

magneético a la temperatura en la que la curva ZFC exhibe su maxima imantacion
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[219]. Hay irreversibilidad entre las curvas ZFC y FC, donde se observa un aumento
de la magnetizacion de la curva FC hacia valores superiores al maximo de la curva
ZFC. Lairreversibilidad tiene lugar a partir de un valor aproximado de 270 K. Por lo
tanto, dado el tamafio de particula obtenido, se esperaba un comportamiento
superparamagnético, el cual se observa claramente en la muestra de NPsFe3O04, ya
gue no hay coercitividad, y a pesar del aumento de tamafo en las muestras WXz,
WX2 y WXs, se observa el mismo comportamiento. De estos resultados podemos
concluir que el PNIPAM no afecto a las propiedades superparamagnéticas de las
particulas de FesOs4. Este fendmeno permite concluir que era posible obtener
nanocompuestos de Fe3O4 con matriz de PNIPAM mediante coprecipitacion in situ,
obteniendo asi materiales multiresponsivo (campo magnético y temperatura) para

posibles aplicaciones potenciales en el area biomédica.
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Figura 27. Magnetizacion frente a temperatura medida a 10 Oe. Curvas ZFC y ZC
para las muestras NPsFe304, WX1, WX2 y WX3. Las muestras se secaron al vacio

para analizarlas.
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2.5.6. Ensayos de citotoxicidad de FesOs@PNIPAM

El ensayo biol6gico empleo dos lineas celulares diferentes (MDA- MB-231 y Hela).
Se utiliz6 una concentracion de 8x10° NPs/ml de la muestra WXo y el ensayo MTT
reveld una citotoxicidad no significativa para ambas lineas celulares. El conjunto de

resultados indica una poblacién saludable de células viables (Figura 28).

La ausencia de citotoxicidad de la matriz de polimérica es una propiedad
deseable en las aplicaciones biomédicas, y estos resultados son coherentes con los
informes anteriores que destacan la biocompatibilidad del PNIPAM [220]. En el
presente estudio, seleccionamos la muestra WXz con estructura FesOs@PNIPAM.
Aungue todas las muestras mostraron caracteristicas deseables como morfologia
semi esférica, superparamagnetismo y un tamafio menor a 350 nm, la muestra WXz
presenta una morfologia bien definida en términos de su capa polimérica y una
fuerte respuesta magnética, a pesar de no tener una alta cantidad de Fes3Oas. Se
utilizaron cuatro concentraciones de WXz (1, 2, 4 y 8x10° NPs/ml) para evaluar sus
posibles efectos citotdxicos en las dos lineas celulares. La concentracion maxima
es la concentracion a la que los NPs de PNIPAM no demostraron ninguna
citotoxicidad (Fig. 10).

La norma 1IS010993-5:2009 y la FDA indican que con una disminucién de la
viabilidad celular en un 30% (es decir, si la viabilidad celular es inferior al 70%) el
material debe considerarse toxico y, por lo tanto, no biocompatible [221], [222]. La
concentracion 8x10° NPs/ml de WX2 debe considerarse toxica para ambas lineas
celulares teniendo en cuenta el error estadistico del analisis. En cambio, las
concentraciones 1, 2, 4x10° NPs/ml de WXz muestran una viabilidad celular de
ambas lineas celulares, que hace que las plataformas se consideren biocompatibles

en dichas concentraciones.
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Figura 28. Ensayos MTT para muestras WXo (8x10° NPs / ml) y WXz a diferentes
concentraciones (1, 2, 4 y 8x10° NPs / ml) para MDA-MB-231 y HelLa. Cada
experimento se midié utilizando seis pocillos por concentracion. Los resultados son
la media + desviacidn estandar de cuatro experimentos independientes. La
viabilidad del grupo de tratamiento se expres6 como un porcentaje del grupo de
control, que se considerd 100%.
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3. Conclusiones

3.1. Hidrogel nanoporoso con potencial aplicacion biomédica

Se evaluaron los efectos de las variaciones de la proporcion molar del Qs-NIPAM
en las propiedades del polimero PNIPAM-Qs-fluoresceina (pH y temperatura). Se
demostré que el Qs estaba completamente interpenetrado en la matriz polimérica
de PNIPAM. Por otra parte, se encontré una fuerte correlacion de la cantidad de Qs
en el polimero con respecto a la capacidad de hinchamiento. Esto se atribuye al

aumento de las cadenas hidrofilicas de Qs en el sistema.

El Modelo 1 sugiere que la tasa de penetracién del agua del hidrogel fue
inferior a la tasa de relajacion de la cadena del polimero, mientras que el Modelo 2
muestra que la tasa de relajacion del hidrogel aument6é con la cantidad de Qs
interpenetrado en la red de PNIPAM. Las redes poliméricas de Qs se hidrataron en
los valores bajos de pH debido a la protonacion de los grupos amina, promoviendo

la absorcidn de agua en los sistemas poliméricos de PNIPAM-Qs.

El Qs completamente interpenetrado en las cadenas de PNIPAM puede
modificar el LCST de los sistemas poliméricos. Se obtuvieron sistemas poliméricos
con diferentes diametros en sus poros, observando que la cantidad de Qs
completamente interpenetrado podria ayudar a controlar el tamafio de poro hasta

llegar a tamafios nanométricos.

Las propiedades intrinsecas de estos sistemas poliméricos y su capacidad
para ser funcionalizadas segun los requisitos especificos indican su gran potencial
para ser utilizados como portadores de diferentes compuestos, como farmacos
hidrofilicos o0 como matriz para embeber NPs con potenciales aplicaciones

biomédicas.

3.2.Nanoplataforma FezO4@PNIPAM con potencial aplicacion biolégica
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En esta investigacion, contribuimos con una evaluacion sistematica de los
parametros de sintesis de los hanocompuestos de Fe3O4s@PNIPAM. Se ha logrado
una comprension mas clara del papel que desempefian los parametros de sintesis

en esta plataforma.

Las interacciones electrostaticas entre el monémero de NIPAM y la capa de
acido oleico permitieron que la superficie pudiera ser funcionalizada con el
monomero y ser polimerizado y actuando como centros de nucleacion. La
polimerizacién del PNIPAM condujo a un importante cambio de tamafio y de
potencial-C de las particulas. En los espectros de FTIR podemos seguir el aumento
de la concentracion de NPsFe30a4. De esta manera, confirmamos la funcionalizacion
de la superficie de las NPsFe3z04 con PNIPAM. El analisis morfolégico reveld una
estructura del nucleo-coraza. Los sistemas de FesOs@PNIPAM desarrollados
responden a estimulos magnéticos y de temperatura. Con una morfologia esférica
y un tamafio de 65 nm en estado deshidratado, la muestra WXz demuestra una
respuesta magnética y térmica deseada. El cambio en su radio hidrodinamico indica
la enorme capacidad de la muestra para transportar y liberar moléculas hidréfilas.
Esta muestra tiene una capa de polimero bien definida, lo que permite su uso

potencial como plataforma de carga y liberacion de sistemas hidrofilos.

El comportamiento superparamagnético de las muestras, junto con su
sensibilidad a la temperatura, indica que la plataforma puede ser dirigida y asi
realizar una liberacion localizada. Se demostr6 que la muestra WXz en
concentraciones de 1, 2 y 4x10° NPs/ml es biocompatible, lo que confiere a la
plataforma una caracteristica necesaria para su posible uso como agente
farmacoldgico. Las propiedades intrinsecas de los nanocompuestos sintetizados y
su capacidad para ser personalizados de acuerdo con requisitos especificos indican

un alto potencial para su uso como vehiculos dirigidos de diferentes moléculas.
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