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Resumen

Los avances cientificos en la nanotecnologia en conjunto con las ciencias de los materiales han tenido
un gran crecimiento en las Gltimas décadas, lo que ha dado lugar a numerosas innovaciones
cientificas, que prometen satisfacer ciertas necesidades de la sociedad. Un ejemplo de ello es la
nanomedicina, la cual, en afios recientes se ha constituido como una herramienta multidisciplinaria
que dard lugar a novedosas estrategias terapéuticas con diversas aplicaciones médicas.

Dentro de la nanomedicina, las nanoparticulas de dxido de hierro, conocidas también como magnetita
(Fes0.) han cobrado gran relevancia y se vislumbran efectivas para aplicaciones biomédicas debido
a

a) La posibilidad de conjugar farmacos en su superficie y ser utilizadas como acarreadores de
farmacos;

b) Sus propiedades magnéticas, ya que pueden ser utilizadas en la Hipertermia (terapia que conlleva
un aumento de temperatura en una region especifica de 6rganos o tejidos, entre 42°C y 45°C que
ocasiona dafios selectivos a tejidos especificos, por ejemplo células cancerosas) o bien como agentes
teranosticos;

c) Utilizarse en técnicas de transfeccion o separacion de componentes celulares en métodos de
diagnostico.

Dado el potencial de los compuestos de magnetita, es fundamental identificar todos aquellos aspectos
gue permitan su traslado a las aplicaciones clinicas. Por ejemplo, recubrimientos que mantengan sus
propiedades magnéticas; métodos de sintesis sencillos, reproducibles y escalables; asi como la
elucidacion del comportamiento de estos materiales en los entornos biolégicos.

El objetivo del presente trabajo fue la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas magnéticas de 6xido
de hierro (Magnetita, FesO4) recubiertas con lipidos con distinto peso molecular: nonilamina (NLA),
dodecilamina (DDA), tetradecilamina (TDA) y oleilamina (OLA); asi como la exploracion de su
comportamiento biol6gico in vitro en la linea celular HepG2 (células epiteliales hepaticas humanas).
Las nanoparticulas de 6xido de hierro, se sintetizaron por el método de coprecipitacion, utilizando un
protocolo desarrollado dentro del grupo de investigacion, el cual se distingue por utilizar solamente
una sal de hierro, con un tiempo de reaccién de 5 minutos y sin necesidad de una atmdsfera inerte.
Las muestras se caracterizaron por espectroscopia infrarroja, analisis termogravimétrico, difraccién
de rayos X y microscopia electronica de transmision. El analisis de las propiedades magnéticas se

realizé empleando un magnetémetro de muestra vibrante.
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La caracterizacion demostr6 que se obtuvieron nanoparticulas de magnetita, con un tamafio de 14.56-
26.5 nm con una estructura nucleo-coraza de NLA, DDA, TDA y OLA. Tanto los valores de
magnetizacion de saturacion, como los estudios preliminares sobre su efecto en células epiteliales,
indican que las nanoparticulas de magnetita obtenidas en este trabajo, son aptas para futuras
aplicaciones biomedicas.

12



1. INTRODUCCION

1.1 Introduccion a la nanotecnologia

Hoy en dia, el concepto de “Nanotecnologia” ha ganado, gran popularidad. Este concepto
fue visualizado por primera vez por Richard P. Feynman, Premio Nobel de Fisica (1965) en
una conferencia en el Tecnologico de California (Caltech) en Diciembre de 1959, en donde

menciond:
“There’s a plenty of room at the bottom” (R.Feynman,1959)

En dicha conferencia, Feynman sefialo: “...De lo que deseo hablar, es sobre el problema de
manipular y controlar las cosas en una escala pequefia, no discutiré como lo vamos a hacer,

sino de que es posible...”

Una década mas tarde, el Dr. Norio Taniguchi introduce el término nanotecnologia para
describir sus investigaciones a base de lo ya mencionado por Feynman (Taniguchi, 1974). A

partir de este momento, han surgido diversas definiciones para describir a la Nanotecnologia.

Pugazhendhi et al., (2018) por ejemplo, define a la Nanotecnologia como el disefio, la
caracterizacion, produccion y aplicacion de materiales, dispositivos y sistemas, controlando
la forma y el tamafio dentro de la nanoescala. En otras palabras, es un proceso de ingenieria
de ultra-precision de cierto tipo de materiales dentro del rango de 1 a 100 nm; los
nanomateriales estan estructurados y/o tienen un tamafio dentro de este rango en por lo

menos, una de sus dimensiones.

Sin embargo, una definicion mas amigable, es la descrita por Elnashaie, Danafar and
Rafsanjani (2015,p.79): “Nanotecnologia es el arte y la ciencia de manipulacién de atomos y
moléculas, para crear sistemas, materiales y dispositivos a nanoescala, asi como su aplicacion

en diversos campos”.

Bajo la definicion presentada y la aplicacion que se ha realizado hasta el presente sobre este

conocimiento, la nanotecnologia se visualiza hoy en dia como una nueva revolucion
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tecnologica de propdsito general, tan reflexiva que impacta en la vida de la sociedad entera.
La nanotecnologia promete productos mas resistentes, duraderos, limpios, seguros e
inteligentes, para el hogar, las comunicaciones, la medicina, el transporte, la agricultura, y la
industria en general. Esto es debido a que la Nanotecnologia es un campo que integra varias

disciplinas.

A pesar de que la Nanotecnologia se defini6 como tal, hasta la década de los 70°s, las
observaciones sobre las propiedades de los materiales al ser reducidos en un rango de 1 a
100 nm (nanoescala) datan desde el siglo IV a.C en Roma, con la copa de Licurgo como el
gran ejemplo historico. La copa esta hecha de un tipo de vidrio que cambia de un color verde
opaco a un rojo brilloso al incidirle luz. Hoy en dia se sabe que este efecto se atribuye a
cantidades muy pequefias de cristales metalicos de plata y oro (aproximadamente de 70 nm)
en un radio molar de 14:1 que le brinda esta propiedad éptica inusual. Otro ejemplo, es el
“azul maya”, pigmento fabricado por primera vez en el siglo IX, por las culturas Maya y
Azteca el cual resultd ser un material hibrido compuesto por particulas de material organico
(indigo, derivado de las hojas de afiil) e inorganico (un filosilicato que se encuentra en

algunas arcillas)(Elnashaie, Danafar and Rafsanjani, 2015).

En la edad media, las aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas empezaron a ganar una
buena reputacion, puesto que los “poderes” curativos de varias enfermedades como epilepsia,
enfermedades venéreas y del corazon, asi como el éxito del diagnostico de sifilis, se

fundamentaban en el uso de oro soluble (Purohit et al., 2017).

El primer libro que describe la sintesis de oro coloidal y casos exitosos de su aplicabilidad

en la medicina, fue escrito por el médico y filésofo Francisci Antonii en 1618.

Con lo anterior, el desarrollo de la nanotecnologia ha sido evidente, como ejemplo, los
descubrimientos que tienen conexion con nanoparticulas se presenta en la tabla 1. En dicha
tabla se observa que las herramientas para caracterizar materiales en la nanoescala, como la
microscopia, asi como los avances en la quimica de materiales han sido fundamentales para
saber que es debido al tamafio, la forma y el acomodo de las particulas, que se observaban

efectos particulares.
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TABLA 1. CRONOLOGIA DE LA NANOTECNOLOGIA

ANO
1200-1300
a.C.
290-325d.C.
1618
1676

1718

1857
1908

1931

1937
1959

1972

1974
1976

1986
1986

Acontecimiento

Descubrimiento de oro soluble

Copa de Licurgo

Primer libro sobre oro coloidal

Publicacion del libro sobre oro bebible en
un medio neutral

Publicacion del tratado completo sobre oro
coloidal

Sintesis de oro coloidal

Escaneo 'y absorcion de campos
electromagnéticos por nano-esferas
Microscopio Electronico de Transmision
(TEM)

Microscopio Electronico de Barrido (SEM).
Conferencia de Feynman sobre “Hay
mucho espacio en el fondo”

Efecto de Honda- Fujishima. (Disociacion
fotocatalitica del agua, en un electrodo de
TiO2)

Concepto sobre Nanotecnologia.

Nanofibra de carbono

Creacion de la primera celda fotoeléctrica
de silicio amorfo, con una eficacia de 1.1 %
Microscopio de fuerza atomica (AFM)
Manipulacion espacial tridimensional de
atomos demostrada (Premio Nobel)

15

Pais / Autor
Egipto y China

Alexandria o Roma

F. Antonii (Europa Edad Media)
J. Von Lowenatern-Kunckel
(Alemania)

Hans Heinrich Helcher (Alemania)

M. Faraday (Gran Bretafia)

G.Mie (Alemania)

M. Knoll y E. Ruska (Alemania)

M.Von Ardenne. (Alemania)
R.P. Feynman (USA)

E. Maruyama (Japén)

N. Taniguchi (Japon)
M. Endo (Japon)

D. Carlson y C. Wronski
(Laboratorios RCA, USA)

G. Bining y H. Rohrer (Suiza)
S.Chu. (USA)



1991 Descubrimiento de nanotubos de carbono  S. Lijima (Japon)

1992 Comienza el Proyecto Nacional de Japon sobre maxima manipulacion de atomos
y moléculas

1995 Nanoimpresion S.Y. Chou (USA)

1996 Nanosheets T. Sasaki (Japdn)

2000 Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (NNI), Estados Unidos.

2001 Programa especial de Ciencia 'y Tecnologia (PECYT), México.

2003 Ley de investigacion y desarrollo en nanotecnologia del siglo XXI, Estados
Unidos.

2005 Nanociencias y nanotecnologias: un plan de accion, Europa.
Fundacién de Argentina de Nanotecnologia (FAN).

A lo largo del tiempo se puede observar un crecimiento en el interés por la nanotecnologia,
impactando directamente las politicas publicas de diversos paises, que invierten gran
cantidad de recursos a su investigacion. México no es la excepcion, quien reafirma su
posicionamiento en las nanociencias con el PECYT 2008-2012, en el cual se indica que junto
con otras tecnologias emergentes, la nanotecnologia es necesaria para contribuir a mejorar la
calidad de vida de la sociedad y lograr una mayor competitividad a nivel mundial (CIMAV,
2011; Gutman, 2017)

1.2 Aplicaciones de la Nanotecnologia

Dentro de las aplicaciones méas importantes de la nanotecnologia, se encuentran aquellas
relacionadas con la biotecnologia y biomedicina, por el impacto que pudiera tener en la salud
de una poblacion. Algunos agentes de contraste y sistemas de liberacion de farmacos, basados
en Nanotecnologia ya han sido aprobados por FDA. Estos nanodispositivos estan
constituidos de nanoparticulas, que a su vez estdn basadas en materiales inorganicos,
organicos o en estructuras hibridas (Pugazhendhi et al., 2018). A continuacién definiremos

estos términos.
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-Nanoparticula.

Es el componente fundamental en la fabricacion de una nanoestructura. En principio,
cualquier coleccion de dtomos unidos entre si, con un radio estructural menor o igual a 100

nm es considerado como una nanoparticula (Singh, 2016).

Sin embargo la Asociacion Americana para el Ensayo y Materiales (ASTM, 2006) la define

como:

“Nanoparticula, s—en nanotecnologia. Subclasificacién de particulas ultra-finas
con longitudes en dos o tres dimensiones superiores a 0,001 micrometros (1
nandmetro) y menores que aproximadamente 0,1 micrometros (100 nandmetros) y

gue pueden o no exhibir propiedades intensas relacionada con su tamafio”

-Nanoparticulas inorganicas: Estan formadas por lo general de algin metal y/u 6xidos de
éstos. Algunos ejemplos son Plata (Ag), Oro (Au), 6xidos de hierro (FesOas), Oxidos de
Titanio (TiO2), Oxidos de Cubre (Cu0), y Oxidos de Zinc (ZnO). En términos generales, se
obtienen a través de sintesis sencillas y sus dimensiones pueden ser controladas desde 1 a

100 nm con una estrecha distribucion de tamafios (Rosslein et al., 2013)

-Nanoparticulas organicas: Las nanoparticulas organicas se describen cominmente como
particulas sélidas compuestas de compuestos organicos (principalmente lipidos o polimeros).
Tienen una distribucion de tamafio mas amplia y pueden adoptar diferentes topologias
(esferas, micelas, liposomas, polimeros ramificados, dendrimeros, polimeros estrella)
(Perullini, Aldabe Bilmes and Jobbagy, 2013).

-Nanoparticulas Hibridas: Obtenidas a partir de la combinacion de compuestos organicos
e inorganicos. Este tipo de nanoparticulas, se logra por medio de interacciones, entre el
material organico y el inorganico (por lo general, centros metalicos) o la interaccion entre
ligandos organicos y la superficie de una nanoparticula inorgénica, permitiendo acoplar
sistemas de reconocimiento molecular a la generacion de nuevos materiales (Pugazhendhi et
al., 2018).

Es asi que el estudio de las propiedades fisicas y quimicas Unicas de las nanoparticulas en
general, como caracteristicas de superficie, reologia, conductividad eléctrica, magnetismo,

propiedades Opticas, electronicas, cataliticas, entre otras, prometen aplicaciones en diversos
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campos, las cuales se han clasificado en tres generaciones (Elnashaie, Danafar and
Rafsanjani, 2015; Aguirre et al., 2016).

La primera generacion, comprende un disefio de nanoestructuras y materiales “pasivos” con
funciones estables o relativamente simples, que se utilizan como componentes que mejoran
productos. Por ejemplo, metales nanoestructurados, aerosoles y polimeros reforzados con

nanoparticulas.

La segunda generacion, introduce productos mas sofisticados con nanoestructuras y
dispositivos activos para realizar multitareas y para satisfacer las necesidades que no se
abordan por las tecnologias actuales. Por ejemplo, sondas y actuadores dpticos basados en
nanoparticulas metalicas, herramientas de diagndstico molecular en el punto de atencion y
productos terapéuticos especificos (Bragas, 2007; Boraschi, Swartzwelter and Italiani, 2018;
Roy et al., 2018).

La tercera generacion presentd el descubrimiento y desarrollo de clases completamente
nuevas de materiales, tanto cientifica como tecnolégicamente. Estas incluyen nanoalambres
unidimensionales y puntos cuénticos de varias composiciones, nanoestructuras de metales
nobles polivalentes, grafeno, metamateriales y una amplia variedad de otras composiciones

de particulas.

La cuarta generacion, aprueba conceptos completamente nuevos: el primer dispositivo
cuéntico se construyo6 y probd en 2010 y se completo la primera célula artificial con genoma

sintético.

En general, la nanotecnologia promete la resolucion de necesidades de alto impacto en areas
como comunicaciones (computacion y dispositivos de comunicacion), aeroespacial,
aeronautica, geoingenieria, ambiente (apoyo para un entorno sostenible en términos de
conversion, almacenamiento de energia, purificacién de agua, energia renovable y clima),
alimentos, agricultura (sistemas alimentarios) textiles (aislantes, fibras mas resistentes) y

medicina ( cuidados a la salud, aspectos de biologia sintética) (Figura 1).
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Figura 1. Aplicaciones de la nanotecnologia en diversos sectores.
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1.3 Nanomedicina

En 2011, “The European Science Foundation” establece que la Nanomedicina es la
aplicacion de la nanotecnologia al diagndstico, la prevencion y el tratamiento de
enfermedades y, en consecuencia, al entendimiento de los procesos pato- fisioldgicos que

intervienen en el origen y curso de una enfermedad determinada (Rojas-Aguirre et al., 2016).

Para cubrir las necesidades del sector salud, la nanomedicina integra las siguientes areas
(Rojas-Aguirre et al., 2016):

1. Liberacion de farmacos. Encargada del desarrollo de biomateriales
nanoestructurados para construir sistemas que transporten y entreguen farmacos de
manera controlada. Esto es, dirigir el farmaco al sitio de la enfermedad con una
concentracion minima, a través de una orientacion, localizacion eficiente y especifica.
A la fecha Doxil y Abraxan, son ejemplos de estos nanosistemas.

2. Diagnostico. Esta area se enfoca en el disefio de nanodispositivos con componentes
bioldgicos (por ejemplo ,secuencias cortas de DNA o RNA o bien anticuerpos), con
la finalidad de identificar una enfermedad a nivel celular o molecular a traves de
nanosistemas de imagen o nanobiosensores y ser capaces de detectar en tiempo real
y con una alta sensibilidad un analito determinado. Por ejemplo el Sistema Verigene®
es una herramienta de diagnéstico médico para el punto de atencion de infecciones
por patdgenos sin necesidad de cultivos microbiologicos (Consultada en
12/Marzo/2018; Luminex, 2016)

3. Teranosticos. Aqui se busca disefiar y aplicar nanomateriales que identifiquen una

patologia y liberen moléculas terapéuticas simultaneamente y de manera controlada.

Los materiales utilizados para la construccion de nanosistemas inmersos en las tres areas que
comprende la nanomedicina, pueden ser organicos, inorganicos o hibridos. Sin embargo,
resalta el caso de los 6xidos metélicos ya que se pueden utilizar en las tres areas
simultdneamente. En particular las nanoparticulas de ¢Oxido de Fe, entre ellas las de

magnetita.
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1.4 Magnetita

La magnetita, es un oxido de hierro de color negro que se encuentra inmerso en la naturaleza
en forma de mineral. Es un 6xido mixto de hierro; contiene hierro en los estados de oxidacion
2%y 3*, con férmula quimica de unidades repetidas de [Fe?* (Fe**)2 O4]. Su composicion
corresponde a 27.6% de oxigeno y 72.4% de hierro. Cristaliza en un sistema cubico centrado
en caras (FCC de oxigenos, a=8.40 A) con estructura de espinela inversa con un grupo
espacial Fd3m, como se ilustra en la figura 3. En su celda unitaria de 56 atomos, 32 son de
oxigeno y 24 son cationes de hierro, de los cuales 16 estan en forma férrica (Fe**) y 8 en
forma ferrosa (Fe?*). Los atomos de oxigeno forman la celda unitaria ctbica centrada en las
caras y los cationes de hierro estan alojados en los espacios intersticiales. Las posiciones
tetraédricas corresponden especificamente a cationes Fe** y en las posiciones octaédricas se
alojan cationes Fe** y Fe?* por igual. A nivel de la superficie, lo sitios activos de la magnetita
son tanto los cationes de Fe*" y Fe?* como lo atomos de oxigeno (O2) y su nivel de exposicion
depende de los planos mostrados preferencialmente por el cristal. Para el plano (111) que se
considera mas estable en las estructuras FCC, los cationes Fe3* (que se comportan como
acidos de Lewis) y los atomos de oxigeno (que no estan totalmente coordinados actian como
bases de Bronsted) quedan expuestos y por tanto ambos sitios activos se encuentran en la

superficie accesible a los sustratos (Noval and Puentes, 2017) (Ver figura 2).

Oxigenos mds expuestos
Plano (111)

<“--"

’ Fe(lll)- Tetraédricos

Figura 2.Sitios activos expuestos en el plano (111) de la superficie de magnetita de acuerdo a la informacion de (Noval
and Puentes, 2017)
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Por otro lado, las propiedades magnéticas de este tipo de ferrita, dependen fuertemente del
tamano de particula. Cuando las particulas se reducen a escala nanométrica, sus propiedades
magnéticas decaen: la magnetizacion de saturacion, la remanencia magnética y la fuerza
coercitiva disminuyen drasticamente y en consecuencia las nanoparticulas de magnetita
exhiben un comportamiento denominado superparamagnético (Ver apartado 1.5). Este
comportamiento se produce cuando la energia térmica de estas particulas puede superar
ciertas fuerzas de union ocasionando que los momentos magnéticos atdbmicos fluctien al azar.
Asi, las particulas superparamagnéticas adquieren cierta magnetizacion cuando se aplica un
campo magnético externo pero, debido a su energia térmica dicha magnetizacion se pierde

cuando éste Ultimo es retirado.

Figura 3. Estructura de la magnetita (Modificada de Rios, (2016).

Para un mejor entendimiento de lo anterior, las propiedades magnéticas de magnetita, suelen
clasificarse de acuerdo a las interacciones de sus momentos magneticos en ausencia o
presencia de un campo magnético externo. Estas propiedades dependen de la configuracién

electrénica de los atomos, moléculas y de su estructura cristalina:

)] Diamagnéticos: En ausencia de un campo magnético externo, no presentan
momentos magnéticos; sin embargo, al aplicar un campo externo se producen
momentos magnéticos que apuntan en direccion opuesta a éste. Siendo este tipo

de material, repelido por un iméan. Su momento magnético es cero.
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i) Paramagnéticos: Los momentos magnéticos existentes, estan distribuidos al azar,
sin embargo se alinean al aplicar un campo magnético externo y tienden a apuntar
hacia la direccion de éste.

I11)  Ferromagnéticos: Los materiales con este comportamiento, en al menos alguno
de sus atomos, los momentos magnéticos estan alineados paralelamente entre si
en ausencia de un campo magnético.

IV)  Ferrimagnéticos: Presentan un momento magnético neto distinto de cero, debido
a que los momentos magnéticos estan alineados de manera antiparalela, pero estos
no son de la misma magnitud.

V) Antiferromagnéticos: Presentan un momento magnético neto igual a cero, puesto
gue los momentos magnéticos estan alineados antiparalelamente entre si. Cuando
la magnitud de los momentos magnéticos vecinos es igual, da como resultado una

magnetizacion cero.

1.5 Superparamagnetismo

De acuerdo con Qi et al., (2016)el superparamagnetismo es una propiedad que poseen las
nanoestructuras, compuestas por materiales magnéticos y se derivan, cuando la energia
térmica es suficientemente alta para sobrepasar la energia de estabilizacion de la particula,
explicando como la coercitividad de las nanoparticulas varia, cuando su tamafio disminuye,
hasta que el estado superparamagnético es alcanzado. En la figura 4, se observa el
comportamiento de una particula ferromagnética vs una nanoparticula superparamagnética
en ausencia de un campo magnético externo (i), en la presencia de un campo magnético
externo (ii) y cuando el campo magnético se apaga (iii). EI momento magnético de las
particulas superparamagnéticas en ausencia de un campo externo, el momento magnético
neto es cero, de forma similar al momento magnético neto de un ensamblaje de particulas
superparamagnéticas. En presencia de un campo magnético externo, los momentos de las
particulas se alinean con éste. Cuando el campo magnético se apaga, los momentos

magnéticos de particulas superparamagnéticas quedan aleatorizados y carecen de una

23



magnetizacion remanente, mientras que en las particulas ferromagnéticas, se observa un

remanente de magnetizacion.

i) Sin aplicar un campo magnético

Particula ferromagnética Nanoparticula superparamagnética

i) Aplicando un campo magnético

Particula ferromagnética Nanoparticula superparamagnética

i) Apagando el campo magnético

Particula ferromagnética Nanoparticula superparamagnética

Figura 4.Particula Ferromagnética vs nanoparticula superparamagnética, modificada de (Qi et
al., 2016).

El estudio de las nanoparticulas magnéticas, se centra en la respuesta de estas ante un campo
magnético externo, principalmente en aquellas ferromagnéticas y ferrimagnéticas, debido a
que las nanoparticulas de esta indole, presentan un comportamiento especial denominado

superparamagnetismo, el cual es de suma importancia para las aplicaciones biologicas.
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Asi la combinacidn de la biologia con el magnetismo es de suma importancia, debido a que
la bioguimica permite una union selectiva de las particulas, mientras que el magnetismo
permite una facil deteccion y manipulacion de las nanoparticulas magnéticas. Cuando se
aplica campo magnético a las particulas magnéticas, estan sometidas a fuerzas significativas
incluso cuando se incrustan en un ambiente biologico pero cuando éste campo se retira, las
nanoparticulas no presentan propiedades magnéticas y por lo tanto no hay atraccion entre si,
eliminando la principal fuerza impulsora para la aglomeracion. Lo anterior resulta una
ventaja, ya que la falta de momento magnético neto cero, de este tipo de particulas, una vez
incluidas en el diagnostico y/o terapia, evita la acumulacion potencial de las nanoparticulas,
y por lo tanto la formacion de embolias en los vasos sanguineos (Salado et al., 2012; Qi et
al., 2016)

Hoy en dia, esta propiedad promete solucion a varios problemas, tales como el tratamiento
de las celulas cancerosas, liberacion de farmacos, imagen por resonancia magnética,

biosensores, etc.

1.6 Sintesis de Magnetita

En el caso de las nanoparticulas de magnetita su alto rendimiento desempefia un papel
importante como una herramienta en el diagnostico y tratamiento del cancer, asi como en la
visualizacion en tiempo real de otros eventos bioldgicos como la, metastasis, sefializacion

celular e interacciones a nivel molecular y celular (Cham, 2013)

En ausencia de cualquier recubrimiento de superficie, las nanoparticulas de magnetita, tienen
superficies hidréfobas con una gran relacion de area superficial a volumen. Debido a las
interacciones de Van der Waals entre las nanoparticulas, estas tendran tendencia a la
aglomeracion dando como resultado agregados de mayor tamafo. Ademas, estos agregados
presentan fuertes atracciones magnéticas dipolo-dipolo entre ellos, lo que conlleva a un
comportamiento ferromagnético y la subsecuente desaparicion del superparamagnetismo.
Para disminuir tanto las interacciones de van der Waals como la atraccién magnética, sera
necesaria la modificacion de la superficie. Tal modificacion puede consistir en la adicion de

tensoactivos, polimeros, lipidos, péptidos o proteinas, y se puede llevar a cabo durante la
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formacion de la nanoparticula para evitar, desde un inicio, su agregacién, en el momento de
la preparacion, para evitar la agregacion de las particulas a nanoescala (Gupta and Gupta,
2005).

Actualmente, existen diferentes rutas de sintesis reportadas para magnetita y se pueden

clasificar en 3 grandes grupos (Tabla 2):

Tabla 2. Rutas de sintesis de nanoparticulas magnéticas de acuerdo a su origen

Naturaleza de Sintesis Método

Ablacion con laser pulsado

Fisicas Deposicion en fase gaseosa

Polvo con molina de bolas

Coprecipitacion

Quimicas Sol-Gel

Microemulsion

Mediada por bacterias

Bioldgicas Mediada por hongos

Mediada por extractos biolégicos
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1.6.1 Sol-Gel.

La reaccidn de sol-gel se lleva a cabo en la interface de aceite y agua, por lo que una solucion
acusa que contiene las sales de Fe?*/Fe®* se le agrega a un solvente organico con un
estabilizador. Esta reaccién se basa en la hidroxilacién y condensacién de los precursores en
la solucién. En cuanto a las condiciones de reaccion, se emplea una temperatura moderada,
tiempo de reaccidn de horas, y con precursores generalmente caros (Nyiro-Kosa, Re¢nik and
Pdsfai, 2012; Kudr et al., 2017).

16.2 Micro-emulsién

La magnetita se forma en microgotas de agua (o algun glicol) dentro de micelas dispersas en
uno o mas solventes organicos de alto punto de ebullicion a 1 atm y temperaturas superiores
a 100 °C. Suelen llamarse micelas inversas por tener las cabezas hidrofilicas hacia adentro y
exponer colas hidrofobas hacia afuera. EI agente precursor es una sal disuelta de Fe(lll)
-como FeCls- que se agrega a la microemulsion formada por una base (por ej. KOH acuoso)

y la mezcla de solventes, tales como n-octanol y ciclohexano (Nacional and Sur, 2017).

1.6.3 Coprecipitacion.

La coprecipitacion es una de las metodologias més utilizadas en la obtencién de magnetita.
Convencionalmente esta metodologia, involucra afiadir una base, a una mezcla acuosa de
cloruro de Fe?* y Fe®*, en una relacién molar de 1:2. La reaccion quimica de la precipitacion
de magnetita (FesOas) se visualiza en la figura 5. La reaccion general se describe, de la

siguiente manera:

Fe?* +2 Fe®* + 8 OH = FesOs+ 4 H20 (1)
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De acuerdo con la termodinamica de esta reaccion, debe esperarse una precipitacion completa
de FesO4 a un pH entre 9 y 14, en un ambiente no oxidante libre de oxigeno (atmosfera de

Nitrogeno o Argon). De lo contrario, FesOs podria oxidarse.
Fes3Os4 + 0.2502 + 4.5H20 = 3Fe(OH)s  (2)

Se reporta que la oxidacion, afecta criticamente las propiedades fisicas y quimicas de las
particulas de magnetita de tamafio nanométrico. Con el fin de evitar su posible oxidacion en
el aire asi como también en la aglomeracién, las nanoparticulas de FesO4 producidas por la
reaccion (1) se pueden recubrir y la sintesis debe realizarse en un entorno libre de oxigeno
mediante una atmosfera de nitrogeno (o argén). El burbujeo de nitrogeno a través de la
solucién no sélo protege la oxidacidn critica de la magnetita, sino que también favorece la
formacion de nanoparticulas de magnetita de un mas pequefio tamafio en comparacion con
una atmosfera oxidante. Bajo esta modalidad, la formacion de nanoparticulas de magnetita
se puede dar en un rango de temperatura de 20 °C a 90°C, mientras que el tiempo de reaccion
varia entre minutos y horas. Las condiciones de reaccion suelen estar en un rango de
temperatura de 20 a 90 °C, con un tiempo de reaccion de horas (Zhu and Wu, 1999; Gupta
and Gupta, 2005; Zhang et al., 2007; Nyiro-Kosa, Re¢nik and Posfai, 2012; Salavati-Niasari,
Mahmoudi and Amiri, 2012; Ebrahimian Pirbazari, Saberikhah and Habibzadeh Kozani,
2014; Unsoy et al., 2015).

Se ha observado que el método de sintesis empleado, influye directamente en la forma, la

distribucion de tamafio y fases presentes (Ver tabla 3).
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Desprotonacion

Fe>* +H,0 > Fe(OH)™
Desprotonaciéon
Fel* +H,0 > Fe(OH), Y
Fe(OH), >~
Oxidacio .
N il Magnetita
Deshidratacion Fe.O
pH~9.0, 60°C €%
Fe(OH),>?

Figura 5.Mecanismo de reaccion de la formacion de Nanoparticulas de magnetita a partir de una mezcla acuosa de
cloruro ferroso y cloruro férrico mediante la adicion de una base (método de co-precipitacion)(Gupta and Gupta, 2005).

Tabla 3. Comparacion entre los métodos de sintesis para la obtencion de 6xidos de hierros y sus propiedades. Modificada

de Cruz, (2016)

Comparacion entre los métodos de sintesis para la obtencion de 6xidos de hierro

Método Caracteristicas del nanoparticulas obtenidas
de Distribucion i Valores de . .
L . Morfologia L Ventajas Desventajas
Sintesis de tamafio magnetizacion
o . Entre 10 y 50 emu/g . El producto final contiene
_ Distribucion | Esféricas Forma y tamafio
3] B conun restos de los componentes
Q de tamafios con alta ] controlado. .
S . . comportamiento . del matriz sol-gel en la
» amplia. porosidad. . Producto monodisperso. .
paramagnético. superficie.
Implica manipular grandes
volUimenes de reactivos
- o . . inflamables generando
S Distribucion . >30 emu/g con un Propiedades uniformes, . )
2 Cdubicas o ) . residuos peligrosos en
E estrecha de . comportamiento tamafio puede ser o o
8 . esféricas. . términos de su toxicidad.
2 tamafios. superparamagnético. controlado.

Dificil remocion de los
surfactantes, rendimiento
bajo.
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Muestras obtenidas son
directamente
hidrofilicas y por lo
tanto estables en medio
acuoso.

tamafios.

S o Entre 30 - 80 emu/g Barato, robusto, no son Poco control de forma, y
= Distribucion - . . .

I Cubicas o conun necesarios reactivos y del tamafio, puede formar
=" estrecha de . . . .

g esféricas comportamiento condiciones especiales. agregados.

S

o

o

superparamagnético. Féacil escalamiento para
su utilizacién en la
industria, no se requiere
purificacion posterior
debido a la nobleza de

SUS precursores.

1.7 Técnicas de caracterizacion

Hoy en dia, existe un gran nimero de métodos para caracterizar magnetita y los empleados
dependeran de la informacion que se desee recabar. La informacién acerca de la estructura
de las nanoparticulas se puede obtener por espectroscopia infrarroja (IR), difraccion de rayos
X (DRX) y métodos termo-analiticos como calorimetria de barrido (DSC) y analisis
gravimétrico (TGA) mientras que para tamafio de particula, se emplea microscopia

electronica de barrido (SEM) y microscopia de transmision (TEM).

= Espectroscopia infrarroja (IR). Cuando las nanoparticulas estan funcionalizadas con
moléculas orgénicas, IR proporcionard la informacion estructural correspondiente a dicho
recubrimiento. o unidas a grupos organicos, es importante identificar los grupos funcionales
que residen en la superficie de la nanoparticula, su fuerza de unién (covalente o iénica). Los
fotones que transportan la radiacion infrarroja no tienen energia suficiente para provocar
transiciones electronicas, pero si pueden conseguir vibraciones de los enlaces covalentes de
las moléculas orgénicas. Los &tomos no se encuentran estaticos dentro de una molécula sino
gue estan en movimiento constante, estos sélo pueden vibrar a frecuencias especificas,
conocidas como estados de vibracion. Una molécula absorbe luz infrarroja solo cuando dicha

energia incidente es igual a la necesaria para que se dé el estado de vibracion de la molécula.
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Es decir, la molécula comienza a vibrar de una determinada manera gracias a la energia que
se le suministra mediante luz infrarroja. Las bandas de absorcidn caracteristicas de casi todos
los grupos funcionales se encuentran entre 4,000 cm™y 400 cm™. Los espectros de infrarrojo
se representan como gréaficas de absorbancia frente a nimero de onda (Fadeel and Garcia-
Bennett, 2010).

= Andlisis termogravimétrico. (TGA por sus siglas en inglés) es una técnica que nos permite
saber la composicion de un sistema multicomponente. Registra de manera continua, el
cambio de la masa de una muestra colocada en una atmoésfera controlada, en funcion de la
temperatura o del tiempo. En el primer caso (experimento dinamico) la temperatura de la
muestra va aumentando de manera controlada (normalmente de forma lineal con el tiempo),
y en el segundo la temperatura se mantiene constante durante todo el experimento. La
representacion de la masa o del porcentaje de masa en funcion del tiempo o de la temperatura
se denomina termograma o curva de descomposicion térmica (Madrid, 2010). Esta técnica

permitird analizar cuantitativamente el recubrimiento organico de las NPM.

= Difraccién de Rayos X. La difraccién es un fendmeno que consiste en la dispersion
aparente de las ondas. En el espectro electromagnético, los rayos X tienen longitudes de onda
similares a las distancias interatdbmicas en la materia, por lo que es posible utilizar la
difraccién de rayos X como un método para explorar la naturaleza de la estructura cristalina.
La difraccion producida por una estructura cristalina, verifica la ley de Bragg que
proporciona una representacion de la difraccion de los rayos X, considerando el fenémeno
desde el punto de vista de una reflexion pura en los planos paralelos de un cristal perfecto.
Es asi que la sefial obtenida, consiste en un conjunto de méximos de difraccion,
caracterizados por dos parametros: su distancia interplanar (en unidades de angstrom o
nandmetros) y su intensidad (en cuentas ¢ 0 en cuentas por segundo cps). La posicion de los
maximos dependera de la radiacion utilizada. Bajo estos parametros, el patron es Unico para
cada material por lo que se le considera como una “huella digital” de cada fase cristalina, que
se puede comparar con patrones de las distintas bases de datos existentes (COD,
MINCRYST, AMCSD, IDCC) para la identificacion de la o de las fases cristalinas presentes

en el material, calculos de tamafio cristalino, determinacién de la relacion amorfo vs
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cristalino, entre otros (Mendoza, 2011).Esta técnica nos permitira analizar el nacleo de

magnetita sin importar su recubrimiento.

» La Microscopia Electrénica de Barrido (SEM por sus siglas en inglés) nos permite la
observacion y la caracterizacion superficial de materiales, proporcionando informacion
morfologica del material analizado. Las ventajas que presenta esta técnica, son la alta
resolucion, la profundidad de campo que le da la apariencia tridimensional a las imagenes y

a sencilla preparacion de las muestras.

» La Microscopia Electronica de Transmision. (TEM por sus siglas en inglés) permite
determinar con un alto grado de precisién la estructura policristalina o0 monocrsitalina del
cristal, es decir, conocer los elementos de simetria, las direcciones de crecimiento, constantes
geomeétricas como el pardmetro de red hasta la posibilidad de conocer defectos estructurales
y fases estructurales de éstas. El resultado es una imagen directa de la estructura de las
nanoparticulas inmersas en la escala nanométrica. De izquierda a derecha, los electrones
provenientes de la fuente (cafion de electrones) atraviesan la muestra siendo dispersados por
esta; se enfocan por la lente objetivo y se magnifican por la proyectora para producir la

imagen de la muestra.

Cuando el haz de electrones interacciona con la muestra, se producen distintas sefiales, que
permiten la caracterizacion estructural y quimica de ésta. Electrones retrodispersados y
secundarios: dan informacion sobre la superficie de la muestra; Electrones absorbidos: dan
informacidn sobre la resistividad de la muestra; Electrones Auger y rayos X: permiten el
analisis quimico de la muestra y Electrones transmitidos: forman la imagen (unos atraviesan
la muestra sin cambiar su direccion de incidenciay los que se difractan (Rosslein et al., 2013;
Cruz, 2016; Rios, 2016)
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1.8 Toxicidad de magnetita

Las aplicaciones de las nanoparticulas de magnetita, estan influenciadas por sus propiedades
fisicas, quimicas y magnéticas junto con su forma y tamafio. Son prometedoras en
nanomedicina para una amplia gama de aplicaciones, como administracion de farmacos
quimioterapéuticos, terapia dirigida, imagen por resonancia magnética, terandsticos,

transfeccidn y separacion celular e hipertermia.

Sin embargo, la toxicidad de éstas hacia las células normales es un factor que limita su uso
como agente terapéutico y/o terandstico en la clinica. El alto grado de unién no especifica a
los componentes celulares y los fluidos biologicos de las nanoparticulas de magnetita, asi
como su inestabilidad coloidal durante la administracion en los medios bioldgicos, se

consideran como la causa principal de la toxicidad.

Se ha observado que nanoparticulas de magnetita de un tamafio muy pequefio pueden ser
secuestradas en varios sistemas del cuerpo e interferir con su funcionamiento normal. Por
ejemplo, cruzar la barrera hematoencefalica y dafiar las funciones neuronales; atravesar la
membrana nuclear y causar mutaciones; existen reportes que indican que nanoparticulas de
magnetita sin recubrir pueden aglomerarse y formar agregados que obstruyan los vasos
sanguineos. Aunque las nanoparticulas de magnetita se recubren en muchos casos para
aumentar su estabilidad y biocompatibilidad, es de suma importancia determinar el efecto
toxico de dicho recubrimiento, especialmente los de naturaleza polimérica (Fadeel and
Garcia-Bennett, 2010; Bregoli et al., 2016; Patil et al., 2018).

Actualmente, el enfoque méas confiable y facil para estudiar de manera preliminar la toxicidad
de las nanoparticulas de magnetita, es mediante estudios de citotoxicidad, in vitro, en

diferentes lineas celulares.

Bajo este contexto, en este trabajo de investigacion se presenta la sintesis de nanoparticulas
de magnetita con cuatro diferentes recubrimientos. Los recubrimientos consisten en cuatro
lipidos: nolilamina, dodecilamina, tetradecilamina y oleilamina (NLA, DDA, TDA, OLA,
respectivamente). Es decir, recubrimientos de la misma naturaleza pero de distinto peso

molecular, ya que solamente varian en nimero de carbonos de su cadena hidrocarbonada
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(Figura 6). Bajaj, Malhotra and Choi, (2010) reportd por primera vez la sintesis de
nanoparticulas de magnetita con DDA. En este trabajo se encontré que DDA se compleja
electrostaticamente con iones de hierro en agua y que recubre las nanoparticulas formadas,
controlando asi su tamafio al evitar la aglomeracién entre ellas. El trabajo de Bajaj, Malhotra
and Choi, (2010) se tomé como punto de partida para las nanoparticulas de magnetita que
sintetizamos en el grupo de investigacion y es por eso que se investigara si nolilamina,
tetradecilamina y oleilamina (NLA, TDA, OLA, respectivamente) tienen la misma funcion.
Por otro lado, Cruz, (2016) implementd un método de sintesis de nanoparticulas de magnetita
con DDA utilizando solamente una sal de Fe con resultados en términos de morfologia
(semiesférica) y tamafo de las nanoparticulas de magnetita (<50 nm) lo cual impactd
positivamente en las propiedades magnéticas que dieron lugar a respuestas favorables en
pruebas de hipertermia. También este método, resulto ser innovador al implicar tiempos de

reaccion (5 minutos), por lo que es sencillo y eficiente, prescindiendo de una atmosfera inerte.
Lo anterior constituyo la motivacion para el planteamiento de este trabajo, ya que:

1) se determinara si NLA, TDA, OLA, son moléculas adecuadas para recubrir nanoparticulas

de magnetita manteniendo un tamafio <50 nm, estabilidad y propiedades magnéticas;

2) se investigara si el método de sintesis implementado en el laboratorio para obtener
nanoparticulas de magnetita recubiertas con DDA es extrapolable a nanoparticulas de
magnetita recubiertas con NLA, TDA, OLA.

Aunado a esto, se presenta un estudio de toxicidad preliminar de estas nanoparticulas de
magnética en células epiteliales, proporcionando informacion novedosa para medir su

estudio potencial en aplicaciones biomédicas.
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LIPIDO Formula Nombre
CoH19N Nonilamina
NN
NH,
C12H27N Dodecilamina
/\/\/\/\/\/NHZ i
C1sH3a1N Tetradecilamina
/\/\/\/\/\/V\NH2
CisH37N Oleilamina
/\/\/\/\/\/\/\/\/\
N NH,

Figura 6. Representaciones esquematicas de Nonilamina (NLA), Dodecilamina (DDA), Tetradecilamina (TDA) y
Oleilamina (OLA).
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Justificacion

Las nanoparticulas de magnetita (FesO4) se vislumbran altamente efectivas para aplicaciones

bhiomédicas debido a:

a) La posibilidad de conjugar farmacos en su superficie y ser utilizadas como acarreadores
de farmacos;

b) Sus propiedades magnéticas, ya que pueden ser utilizadas en la Hipertermia (terapia que
funciona como soporte a las terapias convenciones utilizadas para combatir el céancer;
conlleva un aumento de temperatura en alguna zona del cuerpo entre 42°C y 45°C para dafiar
las células cancerosas sin dafiar las células sanas) o bien como agentes terandsticos;

c) Utilizarse en técnicas de transfeccion o separacion de componentes celulares en métodos
de diagndstico.

Para logar una aplicacion especifica, se deben abordar cuestiones como:

I. Eficacia de la orientacion en un sistema in vivo. La orientacion magnética
depende de la magnetizacion de particulas, esto se controla ajustando las
condiciones de reaccion durante la sintesis.

Il. Recubrimiento de superficie. La tendencia de agregacién de las nanoparticulas de
magnetita limita sus uso terapéutico in vivo, por lo que la modificacion superficial
de éstas, produciria altas cargas positivas 0 negativas para reducir esta agregacion

y/o evitar su oxidacion introduciendo repulsion estérica o electrostatica entre ellas.

Actualmente existen numerosas vias de sintesis de nanoparticulas de magnética (NPM), que
han demostrado su viabilidad para utilizarlas en nanomedicina, no obstante se necesitan
nuevos métodos y estrategias que aborden las dos cuestiones anteriores y contribuyan con el
desarrollo de mejoras significativas en la sensibilidad, eficacia y seguridad de estas
nanoestructuras, sin perder de vista las oportunidades comerciales que podrian surgir de este
mercado emergente. A pesar de las inversiones y de las publicaciones en este campo de la
ciencia, son pocos los productos que han llegado al mercado, debido a que la preparacion a
escala tanto industrial como de laboratorio de las nanoparticulas enfrenta varios desafios. En

parte, esto se debe a que los métodos de sintesis resultan costosos, poco reproducibles y
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dificiles de escalar. A la fecha, no existe un de proceso de produccion Unico para la sintesis
de nanoparticulas de magnetita (Freitas, 2005; Bregoli et al., 2016; Rdsslein et al., 2017;
Jang and Lee, 2018; Roco, Mirkin and Hersam, 2011; Rdsslein et al., 2013; Boraschi,

Swartzwelter and Italiani, 2018).

Ante estas premisas, parte de la motivacion de este trabajo involucra, desarrollar un método
de sintesis para nanoparticulas de magnetita por medio de coprecipitacion que resulta
sencillo, eficiente, robusto, y escalable. Nuestro método resulta innovador al usar cloruro de
hierro tetrahidratado como Unica fuente de hierro, sin una atmosfera inerte (nitrégeno o
argon) durante el proceso de sintesis y con un tiempo de reaccion de 5 minutos, en contraste
con la sintesis convencional, que involucra dos sales de Fe , atmdsfera inerte y tiempos de
reaccion que van de horas hasta dias (Zhu and Wu, 1999; Nyiro-Kosa, Re¢nik and Posfai,
2012; Goswami et al., 2016; Arora et al., 2017). Con los resultados generados, se espera
contribuir a la implementacion de protocolos de produccién de nanoparticulas de magnetita

con potencial de trasladarse a una escala mayor.

Por otro lado, se trabajara con la modificacion de la superficie evaluando distintos
recubrimientos. Se espera que éstos contribuyan a generar nanoparticulas de magnetita con
un tamafio adecuado que retarden o eviten la aglomeracion. Asi mismo, se espera que los
recubrimientos sean biocompatibles y permitan una futura funcionalizacion con farmacos o

moléculas bioactivas.

Existen reportes con recubrimientos de nanoparticulas de magnetita con dodecilamina y
oleilamina, (este ultimo con vias de sintesis distinta a la propuesta en este trabajo). Sin
embargo, a la fecha, no existen reportes en la literatura de la sintesis de nanoparticulas de
magnetita con recubrimientos de nonilamina y tetradecilamina. Es asi, que la sintesis de
nanoparticulas de magnetita con los estas aminas propuestas permitira evaluar la robustez de
nuestro método y generara por primera vez informacion sobre la sintesis y caracterizacion de

nanoparticulas de magnetita sintetizadas en este trabajo.
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La toxicidad de estas nanoestructuras hacia las células y tejidos, es un factor que limita su
uso como agente terapéutico y/o terandstico en la clinica. Por lo que, por primera vez, se
evaluara el comportamiento de nanoparticulas magnéticas con recubrimientos de nonilamina,
dodecilamina, tetradecilamina y oleilamina en hepatocitos sanos, estableciendo una
correlacion entre los distintos recubrimientos, el tamafio, la forma y las propiedades

magnéticas y su interaccion con el entorno biolégico de las nanoparticulas de magnetita.
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1.0bjetivo general

Sintetizar y caracterizar nanoparticulas magnéticas de o6xido de hierro (Magnetita, Fe3O4)

recubiertas con lipidos con distinto peso molecular: nonilamina (NLA), dodecilamina

(DDA), tetradecilamina (TDA) y oleilamina (OLA); y explorar su comportamiento biologico

in vitro en hepatocitos.

2.0bjetivos particulares

1)

1)

V)

V)

Sintetizar nanoparticulas de magnetita (FesOa) recubiertas con nonilamina (NLA),
dodecilamina (DDA), tetradecilamina (TDA) y oleilamina (OLA) por el método de
coprecipitacion desarrollado e implementado en el laboratorio. Se buscard la
optimizacion y reproducibilidad del método para todos los recubrimientos.
Caracterizar por Espectroscopia Infrarroja (IR) nanoparticulas de magnetita (FesO
4) recubiertas con nonilamina (NLA), dodecilamina (DDA), tetradecilamina (TDA)
y oleilamina (OLA). Esta técnica nos permitira identificar los recubrimientos
organicos de las nanoparticulas de magnetita.

Caracterizar via Rayos X de polvos nanoparticulas de magnetita (FesO4) recubiertas
con nonilamina (NLA), dodecilamina (DDA), tetradecilamina (TDA) y oleilamina
(OLA). Para verificar la fase estructural de magnetita.

Caracterizar por Microscopica Electronica de Transmision (TEM) cada producto
obtenido para determinar la morfologia (forma y tamafio) de las nanoparticulas.
Caracterizar las propiedades magnéticas de nanoparticulas de magnetita (Fe3Oa)
recubiertas con nonilamina (NLA), dodecilamina (DDA), tetradecilamina (TDA) y
oleilamina (OLA). por medio de magnetometria de muestra vibrante (VMS) para
estimar la magnetizacion de saturacion (Ms) y campo coercitivo (Hc), cuya

magnitud determinara el caracter superparamagnético de las nanoparticulas
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obtenidas, estrechamente relacionada con la potencial aplicacion biomédica de estas
nanoestructuras.
VI) Evaluar las nanoparticulas sintetizadas en células epiteliales sanas. Identificar su

toxicidad como estudio preliminar para una futura aplicacion biomédica.

3.Hipotesis

Si el método implementado en el laboratorio para la sintesis de nanoparticulas de
magnetita recubiertas con DDA es robusto y reproducible, entonces su capacidad para
producir nanoparticulas de magnetita recubiertas con NLA, TDA, OLA permitira la
seleccion de aquellas que cumplan con tamafio, propiedades magnéticas y un buen perfil

de toxicidad, para una aplicacion terapéutica.
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4.Metodologia

4.1 Reactivos

1

0o N oo o B~ W N

Cloruro de Hierro (Il) tetrahidratado. (198.81 g/mol; 99%; Lot. BCBT2111; Sigma-
Aldrich)

Agua -MilliQ (Membrana de poro 22 um)

Nonilamina (98%;L0t.02621HQ); Sigma-Aldrich)

Dodecilamina (98%; Lot. D222208; Sigma-Aldrich)

Tetradecilamina (96%; Lot. 05615L.T; Sigma-Aldrich)

Oleilamina (70%; Lot. BCBC8962V; Sigma-Aldrich)

Acetona GR.(99.5%; Lot. 179124; Sigma-Aldrich)

Hidroxido de potasio Pellets (87%; E13C68;J.T. Baker)

4.2 Equipos / Instrumentos

Evaporador rotatorio BUCHI-210 con bafio térmico BUCHI B-491 [a 90°C y 120
rpm]

Infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) ThermoScientific Nicolet 6700. [32
escaneos, de 4000 a 400 cm]

Difractometro de rayos X , SIEMENS D-5000 [con arreglo de Brag-Brentano;

Ko co=1.7903 Angstrom].

Analizador Termogavimétrico, TA 2000, Q600 V8 [Nitrégeno 10 mL/min; rampa
10°C/min a 600 °C]

Calorimetro diferencial de barrido DSC Q2000 V24 [rampa 10 °C/min to 400°C;
Rango de temperatura 87.62 to 498.08 °C]

Microscopio Electrénico de Transmision [JEOL-2100 f de Alta Resolucion]
Magnetdmetro de muestra vibrante [rango de temperatura de 2 a 350 Kelvin; campo

maximo 7 Teslas]
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4.3 Sintesis

En la presente tesis se reporta la sintesis de nanoparticulas de magnetita recubiertas de:
nonilamina (NLA), dodecilamina (DDA), tetradecilamina (TDA) y oleilamina (OLA), de
acuerdo al protocolo establecido por Bajaj, Malhotra and Choi (2010) y Cruz (2016).

En la figura7 se muestra la sintesis de manera general de nanoparticulas de magnetita
recubiertas, en donde A) es la solucion de FeClz, B) solucion de NLA, DDA, TDAy OLA a
90°C en agitacion magnética, creando micelas al entrar en contacto con el agua y C) es la
mezcla de las dos soluciones a 90°C en agitacion durante 5 minutos. Como resultado de esta

reaccién se obtienen nanoparticulas de magnetita recubiertas.

. - A A = NLA, DDA,
’ TDA, OLA

Figura 7.Sintesis general de nanoparticulas recubiertas. Mcodificada de (Cruz, 2016).
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4.3.1. Sintesis de nanoparticulas sin recubrir

Solucién de cloruro de hierro I1. Se pesé 121 mg de Cloruro de hierro Il, se col6 en un
matraz volumétrico de 50 mL y agreg6 20 mL de Agua-MilliQ, se disolvio y aforo con Agua-
MilliQ.

Procedimiento. En un matraz de fondo redondo de 250 mL, se agregé 50 mL de Agua-
MilliQ y 1.8 mmol de KOH aproximadamente. En un bafio de aceite a 90° C, se col¢ el

matraz de fondo redondo con agitacion mecénica hasta obtener una solucion homogeénea.

Posteriormente, a este matraz se agreg6 la solucion de cloruro de hierro 11, y se colé en un
evaporador rotatorio durante 5 min, a 90°C a 120 rpm. Al finalizar el tiempo, se retiré el
matraz de fondo redondo y se cold en un bafio de hielo. Una vez atemperado, se realizé la
purificacion del precipitado con tres lavados con acetona y la decantacion magnética
respectivamente. Posteriormente se lavd con Agua-MilliQ por triplicado y se realizé la

decantacion magnética correspondiente. Se liofiliz6 la suspension obtenida.

4.3.2. Sintesis de nanoparticulas funcionalizadas con

Nonilamina

Procedimiento. En un matraz de fondo redondo de 250 mL, depositd 0.5 mL de nonilamina,
se agrego 50 mL de Agua-MilliQ y 1.8 mmol de KOH aproximadamente. En un bafio de
aceite a 90° C, se col6 el matraz de fondo redondo con agitacién mecanica hasta obtener una

solucion homogénea.

Posteriormente, a este matraz se agrego la solucion de cloruro de hierro 11, y se col6 en un
evaporador rotatorio durante 5 min, a 90°C a 120 rpm. Al finalizar el tiempo, se retiré el
matraz de fondo redondo y se cold en un bafio de hielo. Una vez atemperado, se realizé la
purificacion del precipitado con tres lavados con acetona y la decantacion magnetica

respectivamente. Posteriormente se lavo con Agua-MilliQ por triplicado y se realizo la
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decantacion magnética correspondiente y se liofilizé la suspension obtenida, para su posterior

uso.

4.3.3. Sintesis de nanoparticulas funcionalizadas con

dodecilamina

Procedimiento. Se pesé 250 mg de dodecilamina GR, y transfirié a un matraz de fondo
redondo de 250 mL, se agregd 50 mL de Agua-MilliQ y 1.8 mmol de KOH
aproximadamente. En un bafio de aceite a 90° C, se cold el matraz de fondo redondo con

agitacion mecanica hasta obtener una solucién homogénea.

Posteriormente, a este matraz se agrego la solucion de cloruro de hierro 11, y se col6 en un

evaporador rotatorio durante 5 min, a 90°C a 120 rpm.

Al finalizar el tiempo, se retird el matraz de fondo redondo y se col6 en un bafio de hielo.
Una vez atemperado, se realizd la purificacion del precipitado con tres lavados con acetona
y la decantacion magnética respectivamente. Posteriormente se lavd con Agua-MilliQ por
triplicado y se realiz la decantacion magnética correspondiente y se liofilizd la suspension

obtenida, para su posterior uso.

4.3.3. Sintesis de nanoparticulas funcionalizadas con

tetradecilamina

Procedimiento. Se pesé 250 mg de tetradecilamina GR, y transfirié a un matraz de fondo
redondo de 250 mL, se agreg6 50 mL de Agua-MilliQ y 1.8 mmol de KOH
aproximadamente. En un bafio de aceite a 90° C, se col0 el matraz de fondo redondo con

agitacion mecanica hasta obtener una solucién homogénea.

Posteriormente, a éste matraz agregar la solucion de cloruro de hierro Il, y colocarlo en un

evaporador rotatorio durante 5 min, a 90°C a 120 rpm.
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Al finalizar el tiempo, se retird el matraz de fondo redondo y se col6 en un bafio de hielo.
Una vez atemperado, se realizé la purificacion del precipitado con tres lavados con acetona
y la decantacion magnética respectivamente. Posteriormente se lavo con Agua-MilliQ por
triplicado y se realizo la decantacién magnética correspondiente y se liofilizd la suspension

obtenida, para su posterior uso.

4.3.2. Sintesis de nanoparticulas funcionalizadas con

Oleilamina

Procedimiento. En un matraz de fondo redondo de 250 mL, se depositd 1.0 mL de
Oleilamina, se agregd 50 mL de Agua-MilliQ y 1.8 mmol de KOH aproximadamente. En un
bafio de aceite a 90° C, se col6 el matraz de fondo redondo con agitacion mecéanica hasta

obtener una solucién homogénea.

Posteriormente, a este matraz se agrego la solucion de cloruro de hierro 11, y se colé en un

evaporador rotatorio durante 5 min, a 90°C a 120 rpm.

Posteriormente, a este matraz se agrego la solucion de cloruro de hierro 11, y se col6 en un

evaporador rotatorio durante 5 min, a 90°C a 120 rpm.

Al finalizar el tiempo, se retird el matraz de fondo redondo y se col6 en un bafio de hielo.
Una vez atemperado, se realizé la purificacion del precipitado con tres lavados con acetona
y la decantacién magnética respectivamente. Posteriormente se lavd con Agua-MilliQ por
triplicado y se realiz la decantacion magnetica correspondiente y se liofilizd la suspension

obtenida, para su posterior uso.
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5.Resultados y Discusion

5.1 Materias primas

Las diferentes aminas se inspeccionaron visualmente y se analizaron por espectroscopia
infrarroja antes de su uso en la sintesis de las nanoparticulas de magnetita. Todas cumplieron
con los criterios de aceptacion conforme a las especificaciones proporcionadas por el

fabricante. En la tabla 4 se muestran los criterios de aceptacion, las especificaciones

conforme al fabricante y propiedades fisicoquimicas relativas para este estudio.

Propiedad/Determinacion NLA DDA TDA OLA
Férmula molecular CoH2N Ci2H27N CuHaN CisHs7N
Peso molecular (g/mol) 143.2 185.3 213.4 267.5
] Polvo Polvo )
Aspecto Liquido o o Liquido
cristalino cristalino
Ligeramente
Color Incoloro Blanco Blanco )
amarillo
Punto de fusion SD 27-29 °C 38-40 °C 18-26 °C
Punto de Ebullicién 201°C 247-249°C 162 °C 348-350 °C

Tabla 4. Especificaciones de las aminas utilizadas como materia prima, para la sintesis de nanoparticulas de magnetita.

(Nonilamina (NLA), dodecilamina (DDA), tetradecilamina (TDA) y oleilamina (OLA).

En cuanto a la caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo, los espectros de cada materia
prima (Figura 8) presentaron una alta similitud a los espectros reportados en la literatura (S.

Kim et al., Nucleic Acids Res. 2016)

Asi, se observaron bandas de absorcion en 2918 cm™ y 2845 cm™ asociadas a los modos
vibracionales vas(-CH2-) y vsy(-CH2-) que corresponden a las interacciones entre los

esqueletos de carbono de las cadena alifatica. Respectivamente se visualizan las bandas
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complementarias en 1459 cm™ atribuida al modo 8(-CHz-) y otra banda de baja intensidad en

718 cm™! que manifiesta la vibracion de la cadena alifatica y(-CH2-)n, cuando n>4 (Figura?).

Se observa una banda débil a 3332 cm™ asignada al modo vibracional v(N-H) de los grupos
amina. Las bandas encontradas en 1643 cm™ y 816 cm™ se asignaron a §(-NH2-), mientras
que la banda de 1319 cm™ corresponde a v(C-N), provenientes de los grupos amino

terminales en las cadenas alifaticas.

Para el espectro infrarrojo de OLA, se observa una banda en 964 cm™ que corresponderia a
la flexion fuera del plano doop(-HC=C) debido a la insaturacion en el carbono 9 , banda que

no se observa en las muestra NLA, DDAy TDA.
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Figura 8. Espectros infrarrojos de las aminas: nonilamina (NLA), dodecilamina (DDA), tetradecilamina
(TDA) y oleilamina (OLA) utilizadas como materias primas en la sintesis de nanoparticulas de magnetita.
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5.2 Sintesis general de nanoparticulas recubiertas

Una nanoparticula hibrida de magnetita (NPM-Fe3O4) estd conformada de un ndcleo
magnético, rodeada por una capa conocida de un recubrimiento determinado. Si una
nanoparticula de esta indole consistiera sélo en un nlcleo magnético, esta se oxidaria al
interactuar con un medio acuoso, lo cual la haria inutilizable para aplicaciones biolégicas.
No obstante se dice poco del mecanismo de formacion de este tipo de nanoestructuras con

superficie modificada.

En este trabajo todas las nanoparticulas de magnetita (NPM-FesO4) se sintetizaron con
lipidos: nonilamina (NPM-NLA), dodecilamina (NPM-DDA), tetradecilamina (NPM-TDA)
y oleilmaina (NPM-OLA) los cuales, pueden actuar como surfactantes en solucion acuosa, y
dar lugar a nanoparticulas de magnetita recubiertas, de tal manera que al final del proceso, la
cabeza hidrofilica del surfactante queda expuesta hacia el medio acuoso formando una bicapa
lipidica.

De acuerdo con G.Fredd, (1961) analizando las condiciones del medio de reaccion la
oxidacion de Fe (1) a Fe (I1l) debe tener lugar en primera instancia por la presencia de
oxigeno disuelto en agua. Las reacciones via radicales con un biradical como el Oz, pueden

ocurrir con facilidad.

Fe(ll) + O, Fe(III) + HO,

Fe(ll) + HO, ——  Fe(lll) + H,0,
Fe(Il) + Hy;O, ——»=  Fe(lll) + HO + H,O
Fe(Il) + HO —— Fe(Ill) + H,0

Estas reacciones no estan balanceadas con respecto a los iones de hidrogeno y no se pretende

especificar la dependencia de la velocidad de reaccién en esta variable.

La reversibilidad de primer proceso en ausencia de reacciones, dependera de las condiciones
del medio. De manera general para expresar el estado de oxidacién mixto de hierro (I11'y I11I)

presente en la magnetita, se ha propuestos por (G.Fredd, 1961; Aslam et al., 2007; Aschauer
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and Selloni, 2015) la formacion de magnetita mediante el proceso de balanceo y carga de

masa.

2 =T +e) oxidacion de 2 iones de hierro(I)
2(H,O+e — ¥ H, +OH) reduccion de 2 protones del agua
que dan:

2Fe” + 21,0 — 2Fe + W, +2 O

Agregando a esta reaccion un ion intacto de hierro (11) por cada dos iones oxidados de

hierro (I11), conduce:

3 Fe’' +2 H,0 — Fe’' + 2 Fe’' + H, + 2 OH

La formacion de nanoparticulas de magnetita recubiertas con los lipidos utilizados en este
trabajo no se ha esclarecido completamente. Sin embargo, partiendo del mecanismo de
formacion de NPM explicado anteriormente, junto con algunas aproximaciones realizadas

(Aslam et al., 2007; Modelo et al., 2013), proponemos lo siguiente:

Se sugiere que estos lipidos interfieren en la estabilizacién de la espinela inversa de la ferrita
debido a las condiciones de sintesis, y también generan efecto sobre el tamafio de las

nanoparticulas a pH bésico (11-13) durante el proceso de coprecipitacion.

Por otro lado, el Fe* de la superficie de las nanoparticulas de magnetita es un &cido de Lewis,
el cual interactta con los iones OH™ del medio. Los grupos OH, que ahora rodean la superficie
de las nanoparticulas de magnetita, forman enlaces de hidrégeno con los grupos -NH: de los
lipidos. Asi, el grupo -NH2 de la primera capa, se orienta hacia la superficie de las
nanoparticulas y la cola hidrocarbonada de NLA, DDA, TDA y OLA se orienta hacia el
exterior de la superficie de las nanoparticulas. Las cadenas hidrocarbonadas tendran
interacciones de Van der Waals, a su vez con otras cadenas alifatica. EI grupo amino de la
segunda capa estara orientada hacia el exterior (medio acuoso). La estructura de cada bicapa
limita la difusién de las especies hidrolizadas, necesarias para el crecimiento de las
nanoparticulas de magnetita. En consecuencia, esto conducira a una reduccion de la energia

libre de la superficie, debido a la adsorcion y al impedimento estérico generado por NLA,
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DDA, TDA Y OLA que es la razén que limita el crecimiento de las nanoparticulas de

magnetita.

5.2 Caracterizacion de Nanoparticulas de magnetita

funcionalizadas con lipidos

5.2.1 Espectroscopia infrarroja (IR)

Los productos de oxidacién de magnetita son maghemita o hematita, presentan bandas
activas en el espectro infrarrojo. Tanto la magnetita como la maghemita tienen la misma
estructura de espinela, por lo que la espectroscopia infrarroja se usa como técnica
complementaria con difraccion de rayos X para identificar la fase de magnetita. G.Fredd,
(1961); Nasrazadani and Raman, (1993) documentan las caracteristicas observadas en los

espectros IR de las muestras de maghemita por medio del espectroscopio infrarrojo.

La magnetita, exhibe generalmente una vibracidn caracteristica en el espectro infrarrojo en
el rango de 540 a 570 cm™, de acuerdo con Nasrazadani and Raman, (1993) este modo se
asigna vsy(Fe-O), mientras que la presencia de dos bandas de absorcion alrededor de 430 y

630 cm* serian caracteristicas de maghemita.

En el espectro IR de magnetita (FesO4) sin recubrir se observa en la figura 9. La absorcion
en 550 cm® corresponde a vsy(Fe- O) que describe Nasrazadani and Raman, (1993) para la
formacion magnetita. Para los espectros @, b, C y d, esta banda de absorcion correspondiente
a vsy(Fe- O) se presentan en 555 cm™, 569 cm™, 562 cm™ y 541 cm™ correspondientemente.
Es importante descartar la fase de maghemita en las muestras sintetizadas en esta serie, ya
que las bandas de infrarrojo para la superficie del grupo v (O-H) para maghemita se
encontrarian en 3400 cm™ y para el enlace vsy(Fe- O) se esperarian bandas intensas alrededor
de 430y 630 cm™.

En la figura 9, los espectros b, ¢ y d muestra bandas de absorcion caracteristicas en 2915
cm™ y 2846 cm™ que se atribuyen a los modos vas(-CHz-) y vsy(-CH2-) que corresponden a

las interacciones de la cadena alifatica. Adicionalmente se visualizan bandas en 1448 cm™
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atribuida al modo &(-CH2-) y otra banda de baja intensidad en la region cercana en

793 cm! que manifiesta la vibracion de la cadena alifatica y(-CHz-)n, cuando n>4.

Para los espectros b, ¢ y d se observa una banda débil, caracteristica alrededor de
3299 cm™ que se atribuye a v(N-H) de cada estructura lipidica, dicha disminucion de la
intensidad, el respectivo desplazamiento del modo vsy(Fe- O) y el ancho de las demas bandas
caracteristicas podria deberse a la adsorcion a la superficie de las nanoparticulas de magnetita
y a un posible efecto estabilizante estérico, debido a la cadenas alquilicas largas de los lipidos

empleados en la sintesis.

Las bandas encontradas en 1516 cm™ y 908 cm™ corresponde a §(-NH2-). Mientras que la
banda encontrara en 1281 cm™* corresponde a v(C-N). Para el espectro a se observa una banda

en 962 cm™ que corresponderia a d,,,(-HC=C) que no se encuentra en las demas muestras.

En conclusion, NPM-NLA, NPM-DDA, NPM-DTA NPM-OLA muestran la vibracion
caracteristica para el material de Oxido de hierro para la fase de magnetita al rededor
553 cm™ descartando la formacién de maghemita. Dicha banda ha sido previamente
reportada por (Nasrazadani and Raman, 1993; Lara-Rodriguez et al., 2005; Keyhanian and
Shariati, 2011; Arora et al., 2017). El desplazamiento de ésta banda de absorcién
correspondiente a vsy(Fe- O) y la disminucion de la intensidad, el ancho y la presencia de
cambios en las bandas presentes en la region de 1500 cm™ y 850 cm™ con respecto a NPM y
a las sefiales presentadas en materia prima, sugiere una modificacion en la composicion
quimica de la superficie de las nanoparticulas de magnética sintetizadas con los diferentes

lipidos.

Savi et al., (2016) prepararon nanoparticulas de magnetita por coprecipitacion en presencia
de PEG, sin embargo no encontraron diferencias en los espectros de IR con respecto a
magnetita pura, atribuyendo este resultado a que los lavados empleados eliminaban por

completo al polimero.
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dodecilamina (DDA), tetradecilamina (TDA) y oleilamina (OLA) en comparacion de nanoparticula de
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5.2.2 Analisis termogravimétrico (TGA, DSC)

La presencia de los recubrimientos en la superficie de las nanoparticulas de magnetita, se
estudié mediante el analisis de TGA/DTG y DSC. Esta técnica proporciona datos sobre la
estabilidad térmica de las nanoparticulas de magnetita preparadas, la fraccion de
componentes volatiles y la prueba cuantitativa de la estructura de los agentes de
recubrimiento mediante la medicién de los cambios en la masa de la muestra en funcion de

la temperatura (Ennas et al., 1999; Aghazadeh, Karimzadeh and Ganjali, 2017).

Los datos termoanaliticos (TGA/DTG y DSC) de las nanoparticulas de magnetita sin recubrir
(NPM) y con recubrimiento (NMP-NNA, NMP-TDA, NMP-DDA y NMP-OLA) se resumen
en la
tabla 5.

En NPM y NMP-NNA, NMP-TDA, NMP-DDA y NMP-OLA, la curva de TGA sugiere una
pérdida de masa a una temperatura alrededor de 114.52 °C, 129.7 °C, 125,87°C, 130.98°C y
122.03°C respectivamente, cambio relacionado a la eliminacién de agua de hidratacion,
asociada a las moléculas de nuestros componentes (Pompeu, 2010). El proceso ocurre en dos
etapas, atribuido a diferentes fuerzas de union de las moléculas de agua a la superficie de las
nanoparticulas de magnetita (Figura 10): 1) pérdida (Transformacion de materia) de masa en
el rango de 22 °C a 75.6 °C asociada a la liberacion agua intermolecular, la desorcién de esta
etapa sélo quiere 41 kJ para vaporizar 1 mol de agua; Il) pérdida de masa a temperatura de
100.8°C a 175.9 °C, correspondiente a las fuerzas intramoleculares generadas por una posible
coordinacion de las moléculas de agua con la superficie de las nanoparticulas de magnetita,
esta desorcion de las moléculas de agua requeriria 930 kJ para romper los enlaces O-H en 1

mol de agua.
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Tabla 5. Resultados termo analiticos de nanoparticulas de magnetita sin recubrir y nanoparticulas de magnetita

recubiertas con diferentes lipidos

Temperatura de dTGA Pérdida Pérdida Asignacion Temperat Capacidad
© TGA (°C) de masa de masa urade calorifica
3 TGA (%) global DSC (°C) J/g°C)
5 (%) picos
2 exotérmico

S

(1) Desorci6n de agua

intermolecular
s (1) 22-55.3 (1)37.9 maiz (I1) Desorcion de agua (1) 33.29 (1)-1.047
o (1) 80.9-172 (“)11'4 52 (14 4.311 intramolecular (1) 129.7 (11)-0.5082
z ' (1) Transicion de fase | (111) 284.5 (111)-0.9879

de magnetita

(maghemita)

(1) Desorcién de agua

intermolecular
< (1) 35.85-59.5 (4042 | ()12 i(r:'t)raDrf]Z‘;L‘é'&';rde aua | ya251 | (1)-3.689
z (11)86.9- 175.9 (1m129.7 (1 s.2 20.66 (Ill) Punto de (1) 126.69 | (I1)-3.193
E (111) 185.5-230.2 (1) 194.23 | (1) 1.3 ’ ebullicion (111) 201.32 | (II1) -3.404
=z (IV) 241.5-394.6 (V) 304.76 | (IV) 7.3 (IV)Desorcién (V) 278.12 | (IV) -3.527

descomposicion de

lipido

(1) Desorcién de agua

intermolecular
g (1) 49.7-75.6 () 40.42 o3 (I)Desorcidn de agua (1) 40.05 (1) -5.979
[a) (11) 85.96-98.79 (112587 | (1) 7.8 17.95 intramolecular (1) 125.32 | (I1)-5.770
b (111) 181.59-210 (1y188.4 | (lNy2 : (1Punto de ebullicion | (111) 241.39 | (I1l) -5.453
s (IV) 240.4-391.5 | (IV)306.6 | (IV)8.9 (1V)Desorcién, (1V) 366.84 | (V) -2.479

descomposicion de

lipido

(1) Desorcion de agua

intermolecular

(I1) Desorcion de agua
E( (1) 32.9-54.5 (1) 40.42 (ORR:] intramolecular E:i)ﬁfé?s,? E:i)-flfle
= (I1) 87.2-163.4 (11)130.98 | (I)6.5 2943 (111)Punto de ebullicién Qi) 195'; 72 () 3 544
= (1) 177-218 (111)192.98 | (111) 1.2 : (IV'y V) Desorcién, V) 269,45 V) Ey
=z (IV) 241.8-392.2 (V) 309.87 | (IV) 7.6 descomposicion de (V) 338 é7 (V) -2 §66

lipido, transicion de ’ ’

fase de magnetita

(maghemita)

(1) Desorci6n de agua

intermolecular

(I1) Desorcién de agua
j (1) 39.3-55.2 (1) 40.42 (o8 intramolecular (1) 45.98 () -3.982
o 0 100.6-162.6 (1) 122.03 | (1)9.9 30.47 (1IPunto de ebullicién | (11) 139.71 | (I1) -3.693
2 (I 237-441 99 (111)338.63 | (111)15.34 : (1V)Desorcion, (111)212.6 | (111) -3.006
zZ ' descomposicion de (1V) 372.28 | (1V)-1.499

lipido, transicién de

fase de magnetita

(maghemita)
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Figura 10. Diagrama de un TGA referente al agua de hidratacion en la superficie de particulas de magnetita.

Los cambios termogravimétricos de las moléculas de NLA, DDA, TDA y OLA adsorbidas a
la superficie de las nanoparticulas de magnetita, se produce generalmente en dos etapas, que
sugieren que los arreglos conformacionales de los lipidos en la superficie de las
nanoparticulas, forman una bicapa, correspondiendo la primera etapa, que ocurre en el rango
de temperatura de 177°C a 210 °C a la desorcidn de la capa exterior de lipidos adsorbidos a
las nanoparticulas de magnetita, se sugiere que la pérdida de las atracciones electrostaticas
débiles (fuerzas de van der Waals) entre las cadenas alifaticas de los lipidos empleados

durante la preparaciones.

Estas atracciones de van der Waals, actuarian como un componente importante en la
estructura de las nanoparticulas de magnetita recubiertas, al proveerles estabilidad en un
medio acuoso, o bien, con base en los resultados obtenidos en DSC, se estarian alcanzando
el punto de ebullicion, con la consecuente pérdida de masa por la volatilizacion de los lipidos
(ver tabla 5).
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La segunda etapa corresponde a la variacion de la temperatura entre 237 - 441.2 °C
sugiriendo primeramente, la desorcion de la capa lipidica mas proxima a la superficie de las
nanoparticulas de magnetita, y que se relaciona con la ruptura de los enlaces de hidrogeno
formados entre el grupo —NH2 con la superficie de magnetita. Aunado a este fendmeno, se
puede encontrar la completa oxidacion de las moléculas de NLA, DDA, TDA y OLA,
producida a mayores temperaturas completando asi la pérdida estructural total del lipido y la
transicion de la fase magnetita a la maghemita a partir de 284.5 °C para NPM (Figura 19),
278.12°C para NPM-NLA (Figura 20), 366.84°C para NPM-DDA (Figura 21), 338.87°C
para NPM-TDA (Figura 22), 372,28 °C para NPM-OLA (Figura 23)

Finalmente, podemos observar que las NPM sin recubrir, mostraron una pérdida de masa
global de 4.3 %, mientras que para NPM-NLA (Figura 11), NPM-DDA (Figura 13), NPM-
TDA (Figura 15) y NPM-OLA (Figura 17) se observé una pérdida de masa de 20.7 %, 18.0
%, 22.4 %y 30.47 % respectivamente (Ver tabla 5).
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Figura 11. Curvas de TGA de nanoparticulas de magnetita sin recubrir (NPM) y nanoparticulas de magnetita

recubiertas con Nonilamina (NPM-NLA)
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Figura 12. Curvas de TGA de nanoparticulas NPM-NLA (azul) y DTG de nanoparticulas de NPM-NLA(roja).
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Figura 13. Curvas de TGA de nanoparticulas de magnetita sin recubrir (NPM) y nanoparticulas de magnetita
recubiertas con Nonilamina (NPM-DDA)
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Figura 14. Curvas de TGA de nanoparticulas NPM-DDA (azul) y DTG de nanoparticulas de NPM-DDA(roja).
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Figura 15. Curvas de TGA de nanoparticulas de magnetita sin recubrir (NPM) y nanoparticulas de magnetita
recubiertas con Nonilamina (NPM-TDA)

Figura 16. Curvas de TGA de nanoparticulas NPM-TDA (azul) y DTG de nanoparticulas de NPM-TDA(roja).
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Figura 17. Curvas de TGA de nanoparticulas de magnetita sin recubrir (NPM) y nanoparticulas de magnetita
recubiertas con Nonilamina (NPM-OLA).
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Figura 18. Curvas de TGA de nanoparticulas NPM-OLA (azul) y DTG de nanoparticulas de NPM-OLA(roja).
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Figura 20. DSC de NPM- NLA (linea negra) y capacidad calorifica (linea azul)
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Figura 21. DSC de NPM- DDA (linea negra) y capacidad calorifica (linea azul)
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Figura 22. DSC de NPM- TDA (linea negra) y capacidad calorifica (linea azul)
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5.2.3 Difraccion de rayos X (XRD)

En la figura 24 se presenta el difractograma de la muestra en polvo de NPM sin recubrir;
sintetizada con la metodologia propuesta. Se observan que los picos caracteristicos de
difraccion concuerdan con la fase cristalografica de la magnetita, cuya tarjeta de
identificacion es JCP 01-082-1533. Este material consiste en una estructura de espinela
inversa conteniendo con iones Fe®* distribuidos aleatoriamente en sitios octaédricos y
tetraédricos con iones Fe?* en sitios octaédricos. Presenta un arreglo ctbico FCC, con grupo
espacial Pd-3m (227). En esa figura, se observan picos anchos de difraccion, debido al
tamafo pequefio de los cristales, consecuencia de las condiciones de preparacion de la

muestra, tales como método de sintesis y procesos posteriores de tratamiento.

El anélisis de difraccidon de rayos X de todas las muestras con recubrimiento (Figura 25):
NPM-NLA, NPM-DDA, NPM-TDA y NPM-OLA mostraron los principales picos de
magnetita (NPM). Esto demuestra que se encuentra solo una fase, siendo magnetita, con una

estructura cubica.

La principal orientacion de crecimiento cristalino fue el plano de difraccion (311). Sin
embargo, sefiales en 26 correspondientes a los planos: 111, 220, 222, 400, 422, 333, 440, 622
también se logran distinguir y corresponden a los reportados en la ficha cristalografica de

magnetita.

A partir de la informacion obtenida por XRD se calcul6 el promedio de tamafio de particula
utilizando el Software Powder Cell 2.0 (Tabla 6).

Tabla 6. Tamafio de particula

MUESTRA XDR Pardmetro de Red (A)
NPM-FesO. 14.56 8.3216
NPM-NLA 24.20 8.3362
NPM-DDA 26.58 8.3448
NPM-TDA 25.67 8.3147
NPM-OLA 14.78 8.3249
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Figura 24. Patrén de difraccion de rayos X, de la sintesis de magnetita. El patrdn rojo se obtuvo de la base de datos del
equipo y corresponde a la fase de magnetita.
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5.2.4 Magnetizacion

Las propiedades magnéticas de NPM, NPM-NLA, NPM-DDA, NPM-TDA y NPM-OLA, se

realizaron en el Instituto de Fisica, UNAM.

Existen pardmetros esenciales para describir la magnetizacién de un material, como: 1)
coercitividad (Hc) que representa la energia minima para la inversion de la magnetizacion de
un material y 2) la saturacion de magnetizacion (Ms) la cual indica el valor maximo de
magnetizacion que el material puede alcanzar bajo el efecto de campos lo suficientemente

altos.

Estos parametros, se identifican en la curva de histéresis (Figura 26) generada en las
mediciones de magnetizacion campo-dependiente. En este trabajo de investigacion, se
analizaron NPM, NPM-NLA, NPM-DDA, NPM-TDA y NPM-OLA, mediante el equipo de

medicion magnética MPMS3 obteniendo los resultados mostrados en la tabla 7.

Tabla 7. Magnetizacion

Muestra Coercitividad (Hc) Satu-raup,n ke
magnetizacion (Ms)
NPM-Fe304 7 Oe 43.3 emu/g
NPM-NLA 15 Oe 42 emu/g
NPM-DDA 18 Oe 45 emu/g
NPM-TDA 34 Oe 47 emu/g
NPM-OLA 6 Oe 30 emul/g

A partir de los analisis de los datos presentes en la tabla 7, los valores de saturaciéon de
magnetizacion, presentan una gran similitud entre muestras, a excepcion de NPM-OLA, que
es la que presenta un valor de Ms menor, con respecto a las demas. Lo que indica que las
particulas con los recubrimientos NLA, DDA y TDA poseen la misma capacidad de
saturacion que sin recubrir (NPM-FesO4). De manera general, el rango observado para
nuestras muestras, se encuentra entre 30-43.3 emu/g. Estos valores son mas bajos que el valor
tipicamente reportado para magnetita (70-80 emu/g). Esta diferencia se deber al tamafio de

nuestras particulas, ya que se ha observado que el valor de magnetizacién disminuye
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conforme disminuye el tamafio de particula y también a el método de sintesis empleado (Zhu
and Wu, 1999; Salavati-Niasari, Mahmoudi and Amiri, 2012; Unsoy et al., 2015).

En cuanto a la coercitividad, todas las muestras presentan valores que indican que presentan
superparamagnetismo, resaltando el caso de magnetita sin recubrir y NPM-OLA, cuyos
valores se acercan a 0. La diferencia entre estos valores y el resto de nanoparticulas
sintetizadas en este trabajo se puede deber al tipo de recubrimiento, tipo de cristalizacion y

la presencia de posibles impurezas.

Los resultados de magnetizacion y de coercitividad indican que todas nuestras presentan
propiedades magnéticas que permitan futuras aplicaciones en el disefio de agentes
terandsticos o bien, como potenciales agentes causantes de hipertermia (Arora 2017; Lofti
2017).
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Figura 26. Curvas de histéresis de NPM-Fe30s, NPM-NLA, NPM-DDA, NPM-TDA y NPM-OLA.

72



5.2.5 Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

La caracterizacion estructural se llevé a cabo en un microscopio JEOL-2100 f, utilizando
rejillas de cobre. La preparacion de la muestra, consistio en una dispersion de NPM en agua,
de la cual se tomd una gota que se colocé sobre la rejilla de cobre. La muestra se dejé secar

por un periodo de 24 horas antes de su analisis.

La figura 27 corresponde a la micrografia de NPM-FesO4 obtenidas por el método de sintesis
propuesto. Las NPM presentaron una forma semiesferoidal. Asi mismo, se observan

pequefios cristales, los cuales podrian ser parte de un subproducto de la reaccion.

La figura 28 corresponde a la micrografia de NPM-DDA obtenidas por el método de sintesis
propuesto. Las NPM-DDA presentaron una forma semiesférica y la presencia de diferentes
poblaciones. Asi mismo, se observan pequefios cristales, los cuales podrian ser parte de un

subproducto de la reaccion

Figura 27. Micrografia de las Nanoparticulas de magnetita sin recubrir (Fe3Oa4)
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Figura 28. Micrografia de nanoparticulas de magnetita recubiertas con DDA.
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7.2.6 Evaluacidn de la toxicidad

Las aplicaciones de las nanoparticulas de magnética son diversas. Debido a esto, una prueba

indispensable es la evaluacion de su toxicidad.

En este trabajo de investigacion, fue determinada mediante la viabilidad de células epiteliales
hepéticas humanas sanas después de estar en contacto con estas nanoestructuras. Al existir
pocos reportes sobre la toxicidad de estas nanoparticulas, fue de nuestro interés realizar un
estudio preliminar sobre la toxicidad de las nanoparticulas funcionalizadas con diferentes
recubrimientos. Por tal motivo, se decidio realizar ensayos basados en la medicion de nimero
de células vivas después de ser expuestas por NPM-Fe304, NPM-NLA, NPM-DDA, NPM-
TDA y NPM-OLA.

Este anélisis se llevd a cabo en colaboracion con el Laboratorio Nacional de Soluciones
Biomiméticas para Diagnostico y Terapia a cargo del Dr. Genaro VVazquez Victorio y el Dr.
Mathieu Hautefeuille, en la Facultad de Ciencias, Universidad Auténoma de Meéxico.
Inicialmente, se propuso realizar la determinacién de 1Cso de todas las nanoparticulas bajo
un rango de concentracion de 10-250 pg/ mL. Sin embargo, se observo un efecto toxico
considerable y no se pudo determinar el valor preciso de 1Cso. Por lo cual, se eligio la
concentracion de 10 pg / mL para evaluar Unicamente el efecto toxico de estas

nanoestructuras sobre las células.

El método empleado fue: Viabilidad celular-Calceina / Yoduro de propidio. Este método
se basa en la caracteristica de impermeabilidad de la membrana plasmatica presente
unicamente en células vivas. El cambio del compuesto permeable no fluorescente (calceina)
a su forma fluorescente, estd dado por la actividad de las esterasas intracelulares (presentes
unicamente en celulas vivas). En el caso del yoduro de propidio (PI), se hace uso de la
caracteristica impermeable de éste compuesto en células vivas, mientras que el Pl permea las
membranas dafiadas de las células en proceso de muerte; el Pl es intercalado en los acidos
nucleicos, y con esta union adquiere una mayor capacidad de fluorescencia marcando asi

claramente las células dafiadas.
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Para verificar la efectividad del método en la linea celular HepG2, las células fueron
cultivadas en pozos en medio MEM con 10% de suero fetal bovino al 10% mas
penicilina/estreptomicina, méas piruvato de sodio 1 mM. Al siguiente dia las células fueron
tratadas (24 horas).

Al tratar las células con los respectivos compuestos fueron observadas en un microscopio de

epifluorescencia (Nikon Eclipse) con el objetivo de 4X.

La Figura 29, muestra los resultados obtenidos para NPM-Fe3O4 NPM-NLA, NPM-DDA,
NPM-TDA y NPM-OLA. En la coluesmna A, se encuentran las imagenes referentes a las
células vivas Mientras que en la columna B, se encuentran aquellas células muertas tefiidas
por P, asimismo en la columna C, se identifica el traslape de células muertas vs vivas. De
forma cualitativa, se observa que NPM-TDA present6 mas células muertas, seguido de NPM-
OLA, NPM-DDA, NPM-Fe304, respectivamente. Mientras que en NPM-NLA, la viabilidad
de las células no se vio afectada. Concluyendo que dicho comportamiento, se puede deber al
tipo del recubrimiento de las nanoparticulas de. Sin embargo los resultados para todos los
recubrimientos se ven factibles para su uso biomédico, debido a que la viabilidad de la
poblacion de las células por mas del 80% no se ve afectado al estar en contacto, con este tipio

de nano estructuras a una concentracion de 10 pg/mL.
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Figura 29. Viabilidad de la linea celular HepG2.
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6 Conclusiones generales

Se sintetizaron nanoparticulas de magnetita (FesO4) recubiertas con nonilamina (NLA),
dodecilamina (DDA), tetradecilamina (TDA) y oleilamina (OLA) por el método de
coprecipitacion desarrollado e implementado en el laboratorio, result6 ser adecuado para la
produccion de nanoparticulas de magnetita con estos recubrimientos determinados, sin
embargo es dificil tener control en el tamafio y nimero de poblaciones. Lo cual da pauta para
continuar con la investigacion, y analizar las condiciones necesarias para mejorar los

resultados.
Con base a los datos obtenidos por medio de IR, TGA, DRX, TEM, VSM. Se tiene que:

El tamafio de las nanoparticulas de magnetita sin recubrir, fue de 14.56 nm, las propiedades
magnéticas mostraron que las nanoparticulas presentan anisotropia magnetocristalina en
direccién del campo aplicado, su respuesta fue de 7 Oe y magnetizacion de 43.3 emu/g, el
modo vibracional simétrico para Fe-O fue de 553 cm™ y se observaron los picos

caracteristicos de difraccion correspondientes a la estructura FesOa.

Se obtuvieron nanoparticulas de magnetita, empleando NLA, DDA, TDA y OLA. Latécnica
de espectroscopia infrarroja (IR) nos permitié identificar de forma cualitativa los
recubrimientos organicos de las nanoparticulas de magnetita, que sugirié la interaccién con
la superficie de magnetita, y de manera preliminar descartar la presencia de maghemita. Los
resultados de TGA corroboraron y sugirieron la existencia de un enlace quimico entre los
recubrimientos empleados y la superficie de las nanoparticulas, que a su vez se correlaciona

con la conservacion de la fase magnetita por medio de una bicapa lipidica.
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Se concluye que IR es una técnica, preliminar y eficaz para la observacion y el aseguramiento
de la existencia de un recubrimiento organico sobre la superficie de las nanoparticulas de

magnetita y la observacion de un posible cambio de fase de magnetita.

Por medio de XRD se confirmé la obtencion de la fase pura de magnetita para las muestras
sintetizadas y se sugiere que la presencia de NLA, DDA, TDA, y OLA, contribuyeron a la
conservacion de esta fase (magnetita). Los datos de XRD permitieron obtener el tamafio de
las NP, por medio de una simulacion realizada con el software Powder Cell 2.0. Todas las

NP fueron menores a 50 nm.

Las propiedades magnéticas NPM-NLA, NPM-DDA, NPM-TDA, y NPM-OLA, obtenidas,
mostraron magnetizacion entre 30 y 47 emu/g asi como una coercitividad cerca a cero,
resultados que concuerdan con lo establecido en la literatura para un material con
comportamiento superparamagnético, sugiere que estas nanoestructuras tienen potencial para
una futura aplicacion biomédica. Mostrandonos que es posible dirigir y orientar

magneéticamente estas nanoparticulas para hacerlas vibrar con un campo externo.

Se evaluo el efecto de las nanoparticulas sintetizadas en hepatocitos, se identifico de manera
cualititiva que los recubrimientos NLA y DDA son inofensivos para las celulas, mientras que
TDA y OLA presentaron cierta toxicidad. Sin embargo se propone profundizar en el tema

para un trabajo futuro.

Asi con estos resultados, se cumplen con los objetivos y se acepta la hipétesis de este trabajo.
Sin embargo es importante mencionar que aunque se lograron obtener nanoparticulas con
NLA, DDA, TDA y OLA las condiciones no fueron las mejores, no se obtuvo poblaciones

monodispersas (forma y tamafio), por lo que se propone analizar y buscar las condiciones
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necesarias para mejorar la sintesis. En trabajos futuros ademas de optimizar la sintesis, se
propone sin duda alguna mejorar la caracterizacion por TEM y el empleo de la técnica DLS
para completar la caracterizacion, lo que ayudara a corroborar el posible uso de estas

nanoestructuras en un sistema biologico.
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