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“Si quieres ir rapido camina solo, pero

si quieres llegar lejos, ve acompanado.”

Proverbio africano
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RESUMEN

Los nanotubos de magnetita, FesOa4, tienen la capacidad de ser materiales
ferrimagnéticos o superparamagnéticos. Esta propiedad ha sido de especial
interés en los Ultimos afios, para aplicaciones en diferentes campos de la
nanociencia, pero en particular en la preparacién de materiales para la adsorcion,
transporte y liberacion controlada de farmacos. Por otro lado, los dendrimeros, en
particular los derivados de poli-(amidoamina) (PAMAM) son macromoléculas
altamente ramificadas, monodispersas los que han sido ampliamente estudiados
como sistemas nanotransportadores de farmacos. Una de las principales
desventajas de ambos materiales es la limitada capacidad de carga que muestran
frente a algunos farmacos de interés en el tratamiento de enfermedades crénicas.
Ademas del limitado control que se tiene en los procesos de liberacion cuando

estos sistemas se usan como nanotransportadores de farmacos.

Dada las caracteristicas de ambos sistemas, esta tesis contemplo el estudio de un
sistema hibrido NT-FesO4 acoplado a dendrimero PAMAM de tercera generacion
para la encapsulacion de dos farmacos: piroxicam (PRX) y silibinina (SIL). La
preparacion del nanomaterial hibrido se llevd a cabo a partir de sintesis
hidrotermal de los 6xidos de hierro, la que permiti6 obtener los nanotubos de
Fes3Oa4 a partir de la reduccion térmica de los nanotubos de Fe203 en presencia de
flujo de H2. Finalmente el acople del dendrimero PAMAM a la superficie del
nanotubo se realiz6 mediante una inmovilizacion covalente, mediada por un
agente de acople. El nanomaterial hibrido fue caracterizado por termogravimetria,
difraccién de rayos X, microscopia electronica de barrido, microscopia electrénica
de transmision, susceptibilidad magnética e isoterma de adsorcién-desorcion de
N2 a -196°C, ademas de espectroscopia FT-IR con lo que se demostro la efectiva
inmovilizacion de PAMAM a un contenido de 16% en masa. El material hibrido
(FesO4-PAMAM) mantiene la forma nanotubular y las propiedades magnéticas del
soporte inorganico de partida. En los experimentos de adsorcion se empled NT-

Fesz04 como adsorbente control. Para ambos adsorbentes, FesOs-PAMAM y NT-



Fes04, se determinaron las cinéticas de adsorcion para dos farmacos modelos
piroxicam (PRX) y silibinina (SIL). Para ambos materiales la adsorcion de los
farmacos mostraron ajustarse a cinéticas de pseudo-primer orden y la cantidad
maxima de adsorcion de farmaco se vio mejorada junto con un aumento en la

velocidad de adsorcidn por la presencia de PAMAM en la superficie del material

hibrido.
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ABSTRACT

Magnetite nanotubes, Fes3Os4, have the capacity to be ferrimagnetic or
superparamagnetic materials. This property has been of special interest in last
years, for applications in different fields of nanoscience, but in particular in the
preparation of materials for the adsorption, transport and controlled release of
drugs. On the other hand, dendrimers, in particular the derivatives of poly-
(amidoamine) (PAMAM) are macromolecules highly branched and monodisperse
which have been widely studied as drug nanocarriers systems. One of the main
disadvantages of both materials is their limited load capacity showed against some
drugs of interest in the treatment of chronic diseases. In addition, these systems
present an uncontrolled drug release in the liberation processes when they are

used as drug nanocarriers.

Considering the characteristics of both systems, this thesis contemplated the study
of a hybrid system NT-FesOs coupled with PAMAM dendrimer of the third
generation for the encapsulation of two drugs: piroxicam (PRX) and silybin (SIL).
The preparation of the hybrid nanomaterial was carried out from hydrothermal
synthesis of iron oxides, which allowed obtaining NT-FesOs4 from the thermal
reduction of the nanotubes of Fe20s3 in the presence of Hz flow. Finally, the
coupling of the PAMAM dendrimer to the surface of the nanotube was performed
by covalent immobilization, mediated by a coupling agent. The hybrid nanomaterial
was characterized by thermogravimetry, X-ray diffraction, scanning electron
microscopy, transmission electron microscopy, magnetic  susceptibility
measurements, and N2 adsorption-desorption isotherm at -196°C, in addition FT-
IR spectroscopy analysis demonstrated the effective immobilization of PAMAM to a
content of 16% by mass. The hybrid material (NTFez0s+-PAMAM) maintains the
nanotubular form and the magnetic properties of the starting inorganic support. In
the adsorption experiments, NT-FesO4 was used as the control adsorbent. For both
adsorbents, NT-Fe304-PAMAM and NT-FesOa4, adsorption kinetic were determined
for two drug models piroxicam (PRX) and silybin (SIL). For both materials, the
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adsorption of the drugs was adjusted to pseudo-first-order kinetics, and the
maximum amount of drug adsorption was improved along with an increase in

adsorption rate by the presence of PAMAM on the surface of the hybrid material.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad existe una amplia gama de farmacos disponibles para el
tratamiento de diferentes tipos de enfermedades. En el tratamiento de un proceso
fisiopatoldgico, se espera que la administracion de los medicamentos se realice de
forma tal que alcance su lugar de accion con una determinada concentracién. No
obstante, algunos medicamentos muestran una escasa solubilidad en el plasma
sanguineo asi como también en el medio inter-intracelular. Por lo general solo el
1% de la dosis administrada llega al sitio diana, mientras que el resto del farmaco
se distribuye a través del resto de células y tejidos. Esta desventaja impone la
administracion de altas dosis de farmacos para lograr un aumento de su
concentracion local, lo que provoca numerosos efectos toxicolégicos e

inmunologicos indeseables [1-3].

Esta limitante estd siendo superada gracias al desarrollo de una variedad de
transportadores de farmacos los que actiuan por asociacion fisica y/o quimica
entre la sustancia activa y el transportador. Entre las mdultiples ventajas que
pueden aportar los transportadores de farmacos se destaca el control de las
concentraciones plasmaéticas y de la distribucion tisular, gracias a que protege la
sustancia activa contra la inactivacion (quimica, enzimatica o inmunoldgica) desde
el lugar de administracibn hasta el sitio de accion [2, 4-7]. Los sistemas
transportadores han sido clasificados de acuerdo a su naturaleza quimica o a su
tamafio, pero en las JUltimas décadas son aquellos denominados
nanotransportadores los que han mostrado los resultados mas promisorios en el
desarrollo de sistemas vectorizados de transporte y liberacion de farmacos para el

tratamiento especifico de enfermedades.

Los nanotransportadores son sistemas que se caracterizan por ser de tamafo
nanométrico, donde sus medidas pueden fluctuar entre 1 y 100 nm, en una 0 mas
de sus dimensiones [8, 9] (ver Figura 1). La adsorcion del farmaco ocurre

generalmente al interior de cavidades del nanotransportador las cuales permiten



alojar las moléculas de farmaco, en un fendmeno que se describe como
encapsulacion [10, 11]. Dentro de los nanotransportadores de farmacos que
cumplen con estos requisitos se encuentran aquéllos que se basan en sistemas
inorganicos, organicos y aquéllos denominados hibridos que son una mezcla de

ambos.

De la familia de transportadores basados en nanomateriales (NM) inorganicos se
pueden mencionar algunos como: nanotubos de carbono (CNTSs) [12], nanotubos
de oxidos inorganicos como TiO2 [13] y Al203 [14], nanoparticulas de oOxidos
inorganicos como SiO2 [15] y FesOa4 [16], entre otros. La principal caracteristica de
estos sistemas es su nula solubilidad en el plasma sanguineo. La habilidad de
adsorber farmacos de estos materiales, viene dada principalmente porque
disponen de un é&rea superficial y porosidad que permiten el alojamiento del
farmaco al interior de los poros, lo que ralentiza su liberacién una vez internalizado

en el huésped.

Liposoma Dendrimero Micela polimérica
.~ O e
Polimero lineal Quantum Dots Nanoparticula

Figura 1. Algunos tipos de nanomateriales utilizados en el transporte de farmacos

y para diagndstico e imagen [17].

Los NM orgéanicos también se han considerado una buena alternativa para su uso
como sistemas nanotransportadores de farmacos de los que se pueden mencionar
a los dendrimeros [18], micelas [19], polimeros [20] y liposomas [21], entre otros. A

diferencia de los materiales inorganicos, los nanomateriales organicos pueden



actuar de forma soluble o insoluble en el plasma sanguineo. El principio de
adsorcién se basa en la diferencia de afinidad del farmaco frente al medio
dispersante. De forma general farmacos que son poco solubles en agua se

adsorben de forma efectiva en sistemas que posean cavidades hidréfobas.

Los sistemas nanotransportadores hibridos nacen de la necesidad de combinar
propiedades de los sistemas inorganicos y/o organicos con el fin de producir un
NM que muestre una alta sinergia entre ambos componentes en el proceso de
adsorcion y liberacion de farmacos [13,14, 22]. Dependiendo de la naturaleza del
sistema hibrido, se pueden clasificar en: hibridos inorgénico/inorganico [23],
hibridos inorgéanico/orgénico [24] e hibridos orgéanico/orgénico [25].

1.1 Nanomateriales magnéticos

Dentro de los NM inorganicos mas interesantes, se encuentran las
nanoestructuras de oxidos hierro. El 6xido de hierro existe en la naturaleza en tres
fases, magnetita (Fesz04), maghemita (y-Fe203) y hematita (a-Fe203) [26]. La
magnetita presenta las propiedades mas interesantes entre todos los demas
oxidos de hierro, debido a la presencia de cationes de hierro en dos estados de
valencia (Fe?* y Fe3*) en su estructura cubica centrada en la cara de tipo espinela
(AB204) inversa. En ella, el oxigeno forma un empaquetado cubico compacto
donde la mitad de los cationes Fe3* ocupan sitios tetraédricos (A) mientras que la
otra mitad de Fe3* y los cationes Fe?* ocupan los sitios octaédricos (B) [27], lo cual

le confiere susceptibilidad magnética.

El nimero de cationes Fe®* en cada sitio de la red cristalina (tetraédrico y
octaédrico) es el mismo, pero con direcciones opuestas del espin magnético, por
lo tanto, los momentos magnéticos de los cationes Fe3* se anulan entre si, como
resultado, los cationes Fe?* son los responsables del momento magnético neto en
la magnetita. Por lo cual, la magnetita posee un comportamiento ferrimagnético, es

decir los espines magnéticos son antiparalelos y sus magnitudes son desiguales.



El comportamiento de este material magnético puede cambiar drasticamente
dependiendo del tamafio. A medida que el tamafio de la estructura disminuye, los
multidominios magnéticos cambian hasta obtener una estructura conformada por
un solo dominio magnético [27-29], dando como resultado una nueva propiedad
magnética denominada superpara-magnetismo. Esta propiedad se define como la
capacidad de ciertos NM magnéticos, que poseen alta susceptibilidad y saturacion
de magnetizacion bajo la influencia de un campo magnético, las que pierden
completamente una vez que se elimina el campo magnético, lo que resulta una
remanencia magnética y coercitividad de cero [30]. Debido a su baja toxicidad y
alta biocompatibilidad ademés de la alta estabilidad mecéanica, térmica y quimica,
la magnetita ha atraido mucho la atencién para aplicaciones biomédicas tales
como: resonancia magnética, hipertermia magnética, terapia del cancer, liberacion

controlada de farmacos, ingenieria de tejidos, entre otras [29-32].

Muchos esfuerzos también se han llevado a cabo en la sintesis y propiedades de
las nanoestructuras de Oxido de hierro con morfologias bien definidas, como
nanocristales, poliedros, cubos, varillas, tubos, entre otros [26]. Varios métodos
sintéticos han sido reportados para la preparacion de nanoparticulas de 6xido de
hierro que incluyen: co-precipitacion, irradiacion de ultrasonido, sintesis
solvotermal, sintesis hidrotermal, microemulsion, sintesis via microondas y la
descomposicion térmica [33]. La sintesis hidrotermal es una ruta de precipitacion
en fase acuosa que se lleva a cabo en reactores que soportan altas presiones y
temperaturas, la que se emplea ampliamente para sintetizar nanoestructuras
funcionales con formas especificas [26, 27], ya que es un proceso simple y de alto
rendimiento, con el cual se obtienen nano-arquitecturas de tamafio y morfologia

reproducible [31].

Jia y colaboradores han reportado un proceso sencillo para producir nanoanillos
de FesOas, en el cual se utiliza la ruta hidrotermal con la participacion de los
aniones dobles SO4%> y H2PO4 como controladores de la morfologia para producir

Fe2O3 como base estructural, el cual es sometido a un tratamiento de reducciéon en



atmosfera de Hz para producir el material en base a magnetita [34]. Este método
abre la posibilidad de crear una gama de estructuras tridimensionales variando las
relaciones de iones SO4%/H2PO4 durante el tratamiento de sintesis hidrotermal
[34]. Se ha demostrado que los iones SO4%, tienen el efecto de aumentar el
tamafo de particula debido a que aumenta la superficie de las nanoestruturas
Fe20O3s formadas [35]. La presencia de iones H2PO4 es el factor crucial que induce
la formacion de una estructura tubular, producto de la adsorcién selectiva de iones
fosfato en la superficie de las particulas de Fe203 y su capacidad de coordinar con
los iones férricos [36]. Estas estructuras tubulares o nanotubos magnéticos (NT-
Fes04) no solo conservan el fondo y la forma de una nanovarilla, también
proporcionan cavidad interna que lo proyectan como un material que permite la
encapsulacion y liberacion controlada de farmacos, oligdmeros, supramoléculas
y/o macromoléculas, entre otras especies [37], las cuales se pueden transportar
de forma segura en el sistema in vivo evitando la degradacion hidrolitica o la

precipitacion de farmacos hidréfobos durante la entrega en el sitio especifico.

La principal ventaja de los NT-FesO4 como transportadores de farmacos es que
pueden poseer la propiedad del para- o superpara-magnetismo para realizar un
seguimiento de la administracién de farmacos. El traslado de los NTs puede ser
controlado por un campo magnético externo dirigiéndolo de forma especifica a los
sitios fisiol6gicos de accion [38]. La combinacién de las propiedades magnéticas
con una estructura tubular hace de los NT-FesOs4 un candidato ideal como
nanotransportador empleado en aplicaciones biomédicas. La principal limitante
para el empleo de este tipo de sistemas es el tipo de moléculas que pueden ser
adsorbidas, ya que en general se ha observado que moléculas de pequefio

tamafio no son adsorbidas en forma eficiente [34, 39].

Una forma de poder superar la baja capacidad de adsorcion de farmacos por parte
de los NT-Fes04 es generando sistemas hibridos que sean capaces de incorporar
una segunda unidad que incrementen su capacidad de adsorcién. Esto se puede

conseguir recubriendo al NT-Fe3O4 con un segundo componente, generalmente de



naturaleza organica, obtenido de una fuente natural o sintética, proveyendo
nanoestructuras hibridas con propiedades mejoradas frente a sus componentes
puros. La asociacion del componente organico con el NM inorganico puede

realizarse empleando 3 rutas, tal como se muestra en la Figura 2.

Figura 2. Esquemas de asociacion componente organico en soportes solidos. (a)
Adsorcion; (b) Adsorcion por formacion de pares idnicos y (c) Anclaje por enlace

covalente.

La asociacion por formacion de enlaces covalentes ha sido la técnica mas
prometedora, y puede llevarse a cabo gracias al uso de moléculas intermediarias
denominadas agentes de acople, los cuales son capaces de modificar la superficie
de un sélido inorganico y a su vez unirse covalentemente al estabilizante a través
de una funcién organica reactiva. Algunos agentes de acople (AAC) se pueden
clasificar en cuatro grupos: acidos carboxilicos, polimeros, silanos y moléculas
organofosforadas. Los AAC del tipo silano son los mas utilizadas en los NM
inorganicos, la formula general de este tipo AAC muestra dos clases de
funcionalidades (R1-(CH2)n-Si-(R2)3). Los grupos R1 representan al grupo organico
funcional como NH2, SH, epoxi, metacrilato etc., y los grupos Rz representan a un
grupo funcional hidrolizable tal como OCHz, OCH2CH3 o CI [40, 41].



Debido a que la superficie de NM inorganicos, de tipo Oxido, poseen grupos
hidroxilos (-OH) éstos se utilizan como sitios de reaccién para el proceso de
anclaje. El proceso de acoplamiento se logra a través de la reaccion quimica,
entre los grupos trialcoxido del AAC y los grupos hidroxilos superficiales del NM

inorganico [41], tal como se muestra en el esquema de la Figura 3.

—OH —OH —OH
—Olt,Cco —OH —OH
&,-0CHs
@ R HiCQ OCHs o HsCO_ OCHs
—d\ —d+—‘§i' —OIII--Si'
CHs
—OH - OH —OH
—OH —OH —OH
—OH ocH —O OCH —0
3 Na: 3 .
__OCH SIS N Anclajes T1, T2y T3
L OmSj 3 (o) R O Si~=R = . .
. (T™ = (Si0),—Si—~(OCHsg)s.m R, m = 1-3)
—OH —OH —O
T1 T2 T3

Figura 3. Esquema de anclaje del AAC en el soporte [42].

Dependiendo de la naturaleza de la molécula organica a anclar, hay dos formas de
incorporarla en la superficie del soporte: anclaje de AAC en la superficie del NM y
posterior reaccion con la molécula de interés o reaccion previa entre molécula y

AAC para realizar el posterior anclaje en la superficie del NM.

En este contexto se ha propuesto que la utlizacion de sistemas
nanotransportadores hibridos podrian mejoran las variadas limitaciones que
presentan la mayoria de los sistemas nanotransportadores basados en materiales

inorganicos con baja capacidad de adsorcion. Algunos sistemas hibridos



propuestos para la adsorcion de farmacos han sido: nanoparticulas de silice
funcionalizadas con polimeros que contienen guanidina, donde se ha estudiado el
comportamiento de carga y liberacion de doxorrubicina y sulfasalazina [22];
nanoparticulas de ZnO-poli(N-isopropilacrilamida) en las cuales se ha estudiado la
liberacion del farmaco doxorrubicina en células tumorales [43]; nanotubos de
carbono-dendrimero, los cuales han permitido el aumento significativo de la
solubilidad del farmaco carvedilol [44], nanotubos de TiO2 y Al2Os acoplados a
dendrimeros PAMAM cuyo objetivo es combinar las propiedades de adsorcion y

liberacion de metotrexato, silibinina y curcumina [13, 14].

1.2 Dendrimeros

En el ultimo tiempo, ha habido un creciente interés en el uso de macromoléculas
sintéticas, en base a polimeros de masa molar controlada y estructura quimica
definida como vectores en la administraciéon controlada de farmacos y otras
aplicaciones terapéuticas o de diagnostico, donde se destacan los dendrimeros
[45]. Los dendrimeros son una clase de macromoléculas poliméricas de forma
globular, altamente ramificadas y monodispersas, que constan de un ndcleo
central a partir del cual se originan una serie de ramificaciones. La palabra
dendrimero deriva del término griego dendron, que significa arbol, y meros, es
decir, parte. La estructura de un dendrimero incluye tres partes: un nucleo central,
unidades ramificadas, y grupos superficiales. Las unidades ramificadas estan
dispuestas en capas denominadas generaciones (G) y la zona de la cual emergen
estas ramificaciones se conoce como nodo [23] tal como se muestra en la Figura
4. El tamafio de los dendrimeros varia entre 10-130 A de diametro dependiendo
de la generacion del dendrimero [45-47]. A pesar de su gran tamafio molecular
muestran una muy baja polidispersidad en comparacion con los polimeros

sintéticos tradicionales [48].

La principal ventaja de los dendrimeros es que, de acuerdo a su estructura

quimica, poseen cavidades hidrofdbicas, caracter que se acenta a medida que



crece la generacion del dendrimero. Esta propiedad favorece la adsorcion de
farmacos poco solubles en su interior, destacandolos como agentes de transporte
para farmacos poco solubles [49-52].

3 . . Ndcleo
R -~ =  Ramas

@ Punto divergente

A Grypos funcionales
superficiales

Figura 4. Esquema general de la estructura de un dendrimero.

Fuente: Elaboracion propia.

Por otra parte, estos nanotransportadores poseen en su superficie un nimero
definido de grupos funcionales (amino, carboxilo, hidroxilo, etc.) los que le
confieren una gran versatilidad, ya que no sélo poseen capacidad para la
adsorcion de farmacos en la cavidad interna de la macromolécula, sino que al
mismo tiempo, los grupos funcionales superficiales permiten realizar

modificaciones brindandoles una alta capacidad de vectorizacién [17, 53].

Los dendrimeros poliamidoaminas (PAMAM) fueron la primera familia de
dendrimeros sintetizados y caracterizados [54], siendo uno materiales de mayor
interés en estudios de nanotransportadores en relacion a su biocompatibilidad. Los
dendrimeros PAMAM estan constituidos por un ndcleo de 1,2-etilendiamina y
ramificaciones de poliamidoamina [48]. En solucién acuosa, estos polimeros se
comportan como polielectrolitos, ya que las aminas terciarias presente en la

cavidad interna (pKa 3.0 — 6.0) y las aminas primarias superficiales del dendrimero

9



(pKa 9,4 — 9,7) pueden ser protonadas a diferentes pH [13, 51], lo cual conlleva a
un cambio en la conformacién, tamafio y carga del dendrimero. Los dendrimeros
PAMAM estan disponibles comercialmente hasta la décima generacion (G10). Los
de baja generacion (G1-G3) son poco sensibles a los cambios frente a variaciones
de pH, poseen conformaciones abiertas [55] y cavidades internas que permiten la
encapsulacion de farmacos hidrofobos, mientras que los grupos superficiales
estan disponibles para interacciones electrostaticas o conjugacion covalente. En la

Figura 5 se observa un dendrimero PAMAM de tercera generacion (G3).
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Figura 5. Dendrimero PAMAM de tercera generacion (G3). Fuente: Elaboracion

propia.

En la Tabla 1 se puede observar algunas propiedades de los PAMAM. A medida

que aumenta la generacién del dendrimero hay un aumento progresivo de su
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tamafo (aprox. 1,0 nm en cada generacion) y como consecuencia se observa un
incremento exponencial en el nUmero de grupos aminos superficiales.

Los dendrimeros PAMAM han demostrado ser efectivos como
nanotransportadores de farmacos pues poseen baja citotoxicidad, son

biodegradables y no inmunogénicos por lo menos hasta la generacion 5 [56, 57].

Tabla 1. Impacto en la masa molecular y en el tamafio de los dendrimeros

PAMAM segun crece la generacion [48].

Dendrimeros » Namero de
Masa molecular Diametro en
PAMAM . grupos en
. (kDa) nandémetros (nm) o
generacion superficie
0 0,517 15 4
1 1,430 2,2 8
2 3,256 2,9 16
3 6,909 3,6 32
4 14,215 4,5 64
5 28,826 54 128
6 58,048 6,7 256
7 116,493 8,1 512
8 233,383 9,7 1024
9 467,162 11,4 2048
10 934,720 13,5 4096

Algunos ejemplos reportados en bibliografia han demostrado el aumento de la
solubilidad de algunos farmacos poco solubles en medio acuoso como: nifedipina,
adsorbida en PAMAM-G3 y PAMAM-G4 [58], acido mefenamico adsorbida en
PAMAM-G2 y PAMAM-G3 [51], piroxicam en PAMAM-G3 [59], metotrexato y
adriamicina en complejos PAMAM-G3-pegilado y PAMAM-G4-pegilado [60], entre

otros.
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La principal aplicacion de los PAMAM como nanotransportadores ha sido en la
adsorciéon vy liberacion de farmacos antineoplasicos [61]. Lamentablemente los
sistemas PAMAM no muestran especificidad como para considerarlos potenciales
candidatos para terapias dirigidas en el tratamiento de enfermedades sin ser
previamente vectorizados. Es por esto que la investigacion que se ha desarrollado
en los ultimos 10 afios ha estado focalizada en la sintesis de nanotransportadores
PAMAM modificados con algunas moléculas capaces de conferirle especificidad
en orden a aumentar la liberacion de los farmacos adsorbidos en la zona donde se
encuentran los receptores farmacologicos, para asi disminuir al minimo su
concentracion en otras zonas del organismo [62, 63]. Ademas, variados estudios
han mostrado que los dendrimeros PAMAM poseen una limitada capacidad de
adsorcion de farmacos, so6lo de unos cuantos miligramos de farmaco por gramo de
dendrimero. Esto, unido a la rapida liberacion de las moléculas de farmacos bajo
condiciones fisioldgicas, impone el desarrollo de nuevas estrategias para el disefio
de nanotransportadores de farmacos en base a dendrimeros PAMAM.

1.3 Nanomateriales hibridos 6xido inorganico/PAMAM

Dada la capacidad de adsorber farmacos del sistema PAMAM y su habilidad de
poder sufrir modificaciones en sus grupos aminos superficiales, es que se ha
considerado como un componente que mejoraria la capacidad de adsorcién de
farmacos poco solubles en sistemas inorganicos. De acuerdo a la experiencia del
grupo de investigacion, se sabe que la preparacion de nanotransportadores
hibridos, en base a nanotubos de TiO2 y Al20s acoplados con dendrimeros
PAMAM G3, han demostrado un incremento en la capacidad de adsorcion de

farmacos poco solubles como metotrexato, silibinina y curcumina [13, 14].

En base a las evidencias previas reportadas en relacion al empleo de materiales
hibridos en base a nanotubos de éxidos inorganicos acoplados a dendrimeros
PAMAM vy las caracteristicas de NM del tipo NT-Fez0a4, es que se ha propuesto la

sintesis, caracterizacion y evaluacion de la capacidad de adsorcion de farmacos
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de materiales en base a NT-Fe3Os4 acoplados a PAMAM G3, los que podrian
constituir sistemas con una capacidad de adsorcién superior respecto del NT-
FesOs4 ademas de exhibir propiedades para- o superpara-magnéticas que le
conferirian la capacidad de ser magneto-dirigido a los sitios de accion. Se espera
realizar la inmovilizacion por medio de la unién covalente entre el NT-FesOa4 y
PAMAM mediada por un agente de acople de tipo 3-glicidoxipropil-trimetoxisilano
(GPTMS). Los estudios de adsorcion se hicieron con dos farmacos poco solubles
como modelos: silibinina (SIL) y piroxicam (PRX) empleando como adsorbentes
NT-Fe3O4 y NT-Fe3Os-PAMAM G3.
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2. HIPOTESIS
La inmovilizacion covalente del dendrimero PAMAM de tercera generacion en un
NT magnético en base a FesOs permitird adsorber efectivamente farmacos que

poseen baja solubilidad en agua.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL:

Sintetizar un nanotransportador hibrido Fe3Os-PAMAM (G3) con la capacidad de

adsorber farmacos con baja solubilidad en agua.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar y caracterizar una nanoestructura magnética, basada en nanotubos

de FesOas, obtenidos por una reduccion de nanotubos Fe20s.

e Funcionalizar la nanoestructura magnética con agente de acople por medio de

enlaces covalentes.

e Obtener un nanomaterial hibrido, basado en la inmovilizacion covalente del

dendrimero PAMAM en la nanoestructura magnética funcionalizada.

e Estudiar la adsorcion de los farmacos piroxicam y silibinina en el nanomaterial
hibrido.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Sintesis de los nanotransportadores

4.1.1 Sintesis de nanotubos de magnetita (FesOa4)

Para la obtencién de estos nanotubos magnéticos, primero se realizé la sintesis de
nanotubos de hematita (a-Fe203) como precursor de forma, los que fueron
obtenidos por tratamiento hidrotermal de una mezcla de disoluciones de
FeCl3-6H20 (J.T.Baker®) NH4H2POs (Sigma-Aldrich®) y Na2S0s (Merck®) de
acuerdo al trabajo reportado por Jia y colaboradores [34]. Las relaciones molares
empleadas de la sal precursora y los agentes directores de estructura fueron
FeClz:NH4H2PO4:Na2S04 36:1,2:1 las que se prepararon en agua desionizada y se
llevaron a un autoclave de 100 mL de capacidad. La mezcla se calent6 a 220°C
durante 48h. EIl precipitado obtenido se separd por centrifugacion y se lavoé tres
veces con agua desionizada y etanol absoluto (Merck®), respectivamente. Después
el sélido se sec6 en una estufa a vacio por 12h a 80°C, para obtener los nanotubos
de Fe20s. Finalmente, los NT-FesO4 fueron obtenidos por reduccion de los NT-
Fe203 a 360°C bajo flujo continuo de H2 5%v/v en Ar durante 5h en una rampa de

calentamiento de 1°C/min. El rendimiento de la sintesis fue de un 91%.

4.1.2 Funcionalizacion de NT-FesOs4 con el agente de acople

3-glicidoxipropil-trimetoxisilano

Los NT-Fez0s se dispersaron en tolueno (Merck®) seco, el cual fue previamente
desgasificado con N2 por 1h en un reactor de vidrio provisto de agitacion mecéanica
y atmosfera controlada (ver Figura 6). Al tolueno se agregd 1 g de NT- Fes3O4
formando una dispersion negra, la que se calento hasta alcanzar la temperatura de
ebullicion. Una vez alcanzada la temperatura deseada, se inyectd el agente de
acople 3-glicidoxipropil-trimetoxisilano (GPTMS 98% Aldrich®) en relacién 1 mL

GPTMS por 1 g de soporte [13, 14]. La reaccion se mantuvo a reflujo por 24h. Una
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vez obtenido NT-Fe30s-GPTMS, se lavé con acetona (Merck®) para eliminar el
exceso de GPTMS y se seco en estufa a vacio por 12h a 40°C. El rendimiento de
la reaccion acople se determind por medio de andlisis termogravimétrico el cual se

adjunta en la seccién 5.1.2.

Figura 6. Sistema de reaccion para realizar las modificaciones superficiales de NT-

FesOa4. Fuente: Elaboracion propia.

4.1.3 Acoplamiento de NT-Fe304-GPTMS con dendrimero PAMAM

En un reactor de vidrio provisto de agitacion mecéanica (Figura 6) se agregaron
0,50 g de NT-Fe304-GPTMS con 25 mL de dimetilsulféxido (DMSO, Merck®) seco,
generandose una dispersidbn negra que se agitd durante 1h en N2 a 40°C.
Posteriormente se disolvio 86,3 mg de dendrimero PAMAM G3 (20% m/m en
metanol, Sigma-Aldrich®) seco en 5 mL de DMSO seco y se agreg6 al sistema de
reaccion el cual se mantuvo en agitacion mecanica y a 40°C por un periodo de
48h. El material obtenido se lavdé exhaustivamente con metanol (Merck®), para
eliminar los restos de DMSO y PAMAM adsorbidos. Por ultimo, el sélido NT-Fe3Oa-
PAMAM se secoO al vacio a 40°C por un periodo de 24h. El rendimiento de la
reaccion conjugacion se determind por medio de analisis termogravimétrico el cual

se adjunta en la seccion 5.1.2.
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4.2 Caracterizacion de los sistemas

4.2.1 Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR)

Un espectro IR se obtiene al pasar radiacion IR a través de una muestra y
determinar que fraccion de esta radiacion incidente ha sido absorbida. La energia
particular a la que aparece cada banda en el espectro guarda relacion con la
frecuencia de vibracién de una parte de la molécula. Los espectros en la region
infrarroja estan asociados a las transiciones entre niveles de energia vibracional,
estos niveles corresponden a vibraciones, tension-contraccién (stretching) y
flexiones (bending) de los enlaces y otros movimientos complejos de las moléculas
[64]. La region IR del espectro electromagnético se encuentra entre 14290-10 cm™.
El intervalo que abarca la espectroscopia infrarroja puede dividirse en tres
regiones: IR cercano (NIR): 14290-4000 cm™, IR medio: 4000-400 cm; IR lejano:
400-10 cm, siendo en el IR medio donde se dan la mayoria de las aplicaciones

analiticas tradicionales.

En los experimentos comunes de FT-IR, un haz de luz infrarroja atraviesa la
muestra, y se registra la cantidad de energia absorbida a cada longitud de onda.
Esto puede lograrse barriendo el espectro con un haz de luz monocromatico, el
cual cambia su longitud de onda a través del tiempo o usando una transformada de
Fourier para medir todas las longitudes de onda a la vez, como se muestra en la
Figura 7. A partir de esto, se obtiene un espectro de transmitancia o absorbancia,
el cual permite una interpretacion de la naturaleza de los enlaces quimicos
presentes. La técnica de FTIR se ha utilizado para estudiar materiales de tamafio
nanoescala, como moléculas funcionales injertadas covalentemente en nanotubos

de carbono [65], y nanotubos de TiO2 acoplados a dendrimero PAMAM [13].
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Figura 7. Esquema del equipamiento de un FT-IR. Fuente: Elaboracion propia.

Equipamiento:

Los materiales puros e hibridos se analizaron en el equipo Nicolet marca Nexus
FT-IR, en la zona del IR medio, usando como blanco pastilla KBr. Para ello se
homogeneiz6 1 mg de muestra en 100 mg KBr, seguido por la obtencién de la
pastilla en prensa hidraulica, por ultimo se colocé en el portamuestra la pastilla 'y se
midié el espectro a temperatura ambiente barriendo numeros de onda en el

intervalo medio (4000-400 cmt) y con un nimero de acumulaciones de 64 scan.

4.2.2 Difraccion de Rayos X (DRX)

Los rayos X son una forma de radiacion electromagnética que tiene elevada
energia y corta longitud de onda; del orden de los espacios interatomicos de los
soélidos. Cuando un haz de rayos X atraviesa un solido, la radiacion se dispersa al
interaccionar con los electrones de los &tomos. En este caso, cada capa de atomos
reflejara parte del haz de rayos X; los haces reflejados en las capas sucesivas de
atomos del sodlido pueden presentar ondas que en una determinada direccion,
concuerdan en fase con las ondas reflejadas por otras capas, es decir se produce

una interferencia constructiva, a este fenémeno se le llama difraccién de rayos X.
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La difraccion de rayos X se puede describir simplemente como la reflexion de un
haz de rayos X incide sobre los planos cristalinos de una muestra soélida,
empleando la ley de Bragg, tal como se muestra en la Figura 8 [64].

Figura 8. Difraccion de Rayos X producida por los diferentes planos de un cristal.

Fuente: Elaboracion propia.

La técnica de difracciobn mas comun utiliza una muestra pulverizada o policristalina
consistente en muchas particulas diminutas y orientadas al azar que se exponen a
una radiacion de rayos X monocromatica. Como cada particula de polvo es un
cristal, teniendo una gran cantidad de ellos orientados libremente se asegura que
algunas particulas estén orientadas adecuadamente para que sus planos
cristalogréficos cumplan las condiciones para la difraccion, y de esta forma obtener
perfiles de difraccion tipicos de cada material.

Equipamiento:

En este estudio se utilizé el difractdbmetro Rigaku modelo Geigerflex Il empleando
el método de polvo y usando como estandar interno silicio (cuarzo). La muestra,
previamente pulverizada, se coloca en un porta objeto para ser irradiado con la
linea ka1 del anticatodo de Fe (A: 1.9360 A) a 35kV y 15mA, usando un filtro de

manganeso para eliminar la linea de kg.
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4.2.3 Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

La técnica mas utilizada para la caracterizacion de nanomateriales es la
microscopia electrénica de transmision (TEM), la que ofrece imagenes directas de
los nanomateriales con una resolucion espacial hasta el nivel de las dimensiones
atémicas 10° m [66]. El fundamento del TEM se basa en un haz de electrones que
manejados a través de lentes electromagnéticas se proyecta sobre una muestra
muy delgada situada en una columna de alto vacio. Electrones que atraviesan la
muestran son recogidos y focalizados por la lente objetivo generando una imagen
intermedia ampliada. La imagen es ampliada aun mas gracias a las lentes
proyectoras, las cuales controlan la ampliacion de la imagen en la pantalla
fluorescente, como se muestra de forma esquematica en la Figura 9 [67]. EIl TEM
mejora los analisis morfologicos y estructurales de nanomateriales, ademas
proporciona una mejor resolucion espacial y la capacidad para mediciones
analiticas adicionales [66].

Equipamiento

Las muestras analizadas fueron previamente tratadas tomando una pequefia
porcion del solido el que se molié y disgreg6 en un mortero de agata hasta obtener
un polvo fino. Este se dispers6 en una mezcla de etanol/agua (50 %v/v) y se
sembrd en una gradilla de cobre recubierta por una capa de carbon y colodion. Las
muestras fueron analizadas en un microscopio TEM, modelo JEOL JEM -1200EX
I, con una resolucion de 5A a 120Kv, las imagenes obtenidas fueron trabajadas en
el software ImageJ donde se determinaron los diametros promedio, y el largo
promedio de las particulas empleando la data estadistica entregada directamente

por el software.
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Figura 9. Esquema de un microscopio electronico de transmision. Fuente:

Elaboracion propia.

4.2.4 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La microscopia electronica de barrido (SEM) es una técnica que permite la
observacion y caracterizacion superficial de materiales inorganicos y orgénicos,
entregando informacion morfolégica del material analizado, ademéas del
procesamiento y analisis de imagenes obtenidas. Las principales utilidades del
SEM son su alta resolucién, la gran profundidad de campo que resuelve una
imagen tridimensional de la muestra y la relativa sencillez de preparacion de las
muestras [66, 68]. La imagen entregada por el SEM se genera por la interaccion de
un haz de electrones que barre un area determinada sobre la superficie de la
muestra, tal como se muestra la Figura 10. La técnica consiste en hacer incidir en
la muestra un haz de electrones. Este bombardeo de electrones provoca la
aparicion de diferentes sefales que, captadas con detectores adecuados,

proporcionan informacién acerca de la naturaleza de la muestra.
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Figura 10. Esquema de un microscopio electronico de barrido. Fuente: Elaboracion

propia.

Equipamiento

Las materiales se analizaron tomando 10 mg de muestra, deposinatnadolos en un
porta objeto de aluminio y posteriormente fue analizado en microscopio SEM,
modelo JEOL JSM-6380LV.

4.2.5 Andlisis Termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico (TGA) es una técnica que consiste en la medida
continua, en funcion de la temperatura, de la ganancia o pérdida de la masa de un
compuesto en una atmoésfera determinada [69]. Este andlisis suministra
informacion acerca de la estabilidad térmica y la composicion porcentual de la
muestra original. La instrumentacién utilizada en termogravimetria se denomina
termobalanza y consta basicamente de cinco elementos: balanza de precision,
horno calefactor controlado por un programador, sensor de temperatura (termopar),
sistema de admisién de gases y sistema de adquisicion de datos. Las condiciones
requeridas para la balanza son analogas a cualquier balanza analitica: exactitud,

sensibilidad y reproducibilidad.
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Equipamiento

Las muestras fueron llevadas a un analizador térmico modelo TGA/SDTA 851e.
Los perfiles de descomposicion térmica se barrieron entre 25-1000°C a una
velocidad de calentamiento de 5°C mint en un flujo de 20 mL'min? de N2 u O2

empleando un crisol de Al20s.

4.2.6 Isotermas de Adsorcidon-Desorcion de N2 a -196°C

La caracterizacion superficial de materiales porosos; como Oxidos metalicos,
zeolitas o polimeros organicos; mediante isotermas de adsorcién-desorcién permite
determinar parametros tales como: el area superficial, el volumen y la distribucion
del tamafio de poros [13, 70]. Cualquier material sélido que contiene cavidades,
canales o intersticios puede ser considerado como poroso (Figura 11). Los poros
se pueden clasificar en cerrados y abiertos. Los cerrados son aquellos que influyen
en propiedades macroscopicas como densidad o resistencia mecanica, pero no
son accesibles a procesos de adsorcion. Los abiertos, a su vez, se pueden
clasificar segun su forma o manera de conexion con el exterior. La rugosidad de la
superficie externa de la muestra se distingue de la porosidad en que su

profundidad es menor que su anchura.

Figura 11. Representacion esquematica de un solido poroso [71].
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La estructura porosa se analiza mediante isotermas de adsorcion de gases. Esta
consiste en la adsorcion fisica de un gas (adsorbato) sobre un sélido (adsorbente)
a una temperatura dada para distintas presiones relativas de gas.

Los adsorbatos mas utilizados son el N2, CO2, CO, NO, benceno y algunos
hidrocarburos alifaticos de cadena corta. La adsorcién de N2 a -196°C (77 K) es la
mas utilizada, debido a que cubre todo el rango de porosidad e interacciona
débilmente con la mayoria de los solidos. Ademas, la misma isoterma puede ser
utilizada para el analisis del tamafio de poro y para superficie especifica empleando
una variedad de modelos. El modelo mas usado es el de Brunauer-Emett-Teller
(BET), el cual se basa en dos hipétesis principales: a) la superficie del adsorbente
se supone uniforme y no porosa, b) las moléculas del gas se adsorben sobre la
superficie en capas sucesivas, completas o no, en equilibrio dindmico entre si y

con las moléculas del gas [72, 73].

Equipamiento

Los valores de superficie especifica, se obtuvieron a partir de las isotermas de
adsorcién de nitrégeno a -196°C, realizados en un equipo automatico Micromeritics
modelo ASAP 2010 en el rango de presion relativa de 0,05-0,3. Se utiliz6 el método
BET para calcular las superficies especificas utilizando la parte lineal del gréafico de
acuerdo con las recomendaciones de la IUPAC. El volumen de poro y las
distribuciones de tamafo de poro fueron calculados a partir de las ramas de
desorcion de las isotermas, utilizando el método de Barret-Joyner-Halenda (BHJ).

4.2.7 Magnetizaciéon del material
Cuando un material se expone a un campo magnético, el giro de sus electrones
producen un momento magnético paralelo al campo al que esta expuesto; esto es,

en el material se ha inducido una magnetizacién (M) que es proporcional al campo

magnético externo (H).
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En la Figura 12, se observa la curva de magnetizacion de un material
ferromagnético, que corresponde a un grafico de la magnetizacién (M) frente a un
campo aplicado (H). Inicialmente a medida que aumenta la intensidad del campo
aplicado H, M también aumenta hasta alcanzar el punto de saturacion Ms.
Entonces, cuando la intensidad del campo H comienza a disminuir por debajo del
punto de saturacion, M no lo hace en la misma proporcién que antes, sino que a
valores correspondientes a la curva superior. Esto comportamiento se conoce
como histéresis, y se produce porque los dominios magnéticos que se alinean con
un incremento del campo no vuelven a su orientacion original si el campo es
menor. Cuando el campo aplicado H regresa al valor cero, el material aun
presenta magnetizacién, denominada magnetizacion remanente M. Para eliminar
la magnetizacion remanente se debe aplicar un campo Hc en sentido contrario al
campo inicialmente aplicado, conocido como campo coercitivo. Si se continda
aumentando el campo, se produce otra saturacion en direccion contraria. Si desde
esa posicion se disminuye el campo aplicado se vuelve a repetir el mismo

comportamiento dando lugar aun ciclo de histéresis [74].

A
Y
I

Figura 12. Representacion de curva de magnetizacion para un material

ferromagnético [74].
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Los parametros Ms, Mr y Hc obtenidos a partir de la curva de magnetizacion
corresponden a propiedades intrinsecas de un material, aunque los ultimos dos
parametros mencionados, no solo depende del tipo del material sino ademas del

tamafo y forma del material, temperatura y defecto del material [75].

Con la finalidad de comparar el comportamiento magnético de diferentes materiales
frente a un campo aplicado, éstos se pueden clasificar en; diamagnético,
paramagnético, ferromagnético (Figura 12), ferrimagnético, superparamagneético,
antiferromagnético. El instrumento mas utilizado en los andlisis de materiales
magnéticos es el magnetdémetro de muestra vibrante (VSM), disefiado para la
medicion de la magnetizacion y del cual se obtiene el ciclo de histéresis [76, 77].

Equipamiento

Para las curvas de magnetizacion se pesaron 10 mg de las muestras, las que se
depositaron en capsula de policarbonato. Dicha capsula fue llevada al portamuestra
del magnetometro de muestra vibrante (VSM) modelo MLVSM9 MagLab 9T, Oxford

Instrument. Todas las mediciones se realizaron a 17°C.

4.2.8 Adsorcion de Farmacos en Nanotubo FesOasy en nanotransportador
hibrido FesOs-PAMAM

Los ensayos se disefiaron para seguir la adsorcion del farmaco en funcién del
tiempo. Para ello en un vaso de precipitado, colocado sobre una placa agitadora
con control de temperatura, se contactan 200 mL de una disolucion acuosa de SIL
(0,05 mg/mL) con 10 mg del nanotransportador, dispersos en 2 mL de agua
desionizada y colocados en el interior de bolsa de dialisis (Thermo Scientific
SnakeSkin Dialysis Tubing, 10K MWCO, 22mm) tal como se muestra
esquematicamente en la Figura 13. La cinética de la adsorcién se siguié por medio
de espectroscopia de UV-visible, tomando alicuotas de 1,0 mL y monitoreadas a
una longitud de onda de maxima absorcion (Amax) del farmaco (288 nm) cada una

hora empleando un espectrofotémetro UV-VIS (UV2310lISpectrophotometer) hasta
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gue no se detecta variacion en las lecturas absorbancia en funcion.
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Figura 13. Esquema del sistema de adsorcion de farmacos en los
nanotransportadores NT-Fe3O04 y NT-FesOs-PAMAM. Fuente: Elaboracion propia.

El mismo procedimiento fue empleado para evaluar la capacidad de encapsulaciéon
de piroxicam (PRX) donde se empled una concentracion inicial de 0,01 mg/mL y
las medidas de absorbancia se siguieron a Amax = 350 nm. Todas las medidas de
absorbancia se realizaron por triplicado y la cuantificacion se realiz6 empleando las
respectivas curvas de calibracion de cada farmaco. Para ambos sistemas, NT-
Fes04 y Fes0s-PAMAM, las medidas de encapsulacion se realizaron por duplicado.
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5. DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 Caracterizacién de los nanomateriales

5.1.1 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

La caracterizacion espectroscopica por FT-IR entrega informacion sobre los
grupos superficiales existente en una muestra. En la Figura 14, se observa el
espectro de NT-Fe3Os y NT-Fe30s-PAMAM. En el caso de NT-Fe3Os se observa
una banda a 574 cm™ que corresponde al stretching del enlace de Fe-O de la
magnetita, seguido por la banda ubicada entre 945-980 cm™ asociada al bending
del enlace Fe—O-H, atribuido a los grupos hidroxilos adsorbidos en la superficie de
NT-FesOas. El bending a 1628 cm™ se asigna a la vibracién de las moléculas de
H20 fisisorbidas sobre la superficie de la magnetita [78], por ultimo, entre 3090-
3430 cm? se observa una banda ancha correspondiente al stretching de los
grupos Fe—OH superficiales [79, 80].

(b)

1 (@)

Transmitancia (u.a.)

g T g T g T U T g T g T U T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de Onda (cm'1)

Figura 14. Espectro FT-IR de (a) NT-Fe304, (b) NT-FesOs-PAMAM. Fuente:

Elaboracion propia.
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El NT-FesOs4-PAMAM, tiene un espectro similar al NT-FesO4, pero se pueden
identificar la banda asociada al bending N-H de las aminas primarias del PAMAM
a 1541 cm, mientras que a 1638 cm™ se observa una banda atribuida al grupo
carbonilo (C=0) de las amidas que componen ramas de crecimiento internas del
dendrimero. Las bandas entre 2849-2912 cm™ corresponden a los stretching de
los grupos metileno (-CH2-) presentes en el agente de acople GPTMS y en la
cadena alifatica del dendrimero PAMAM [13, 81]. Por ultimo la banda de vibracion
atribuida de los grupos —NH:z terminales se solapa con la sefal de los grupos —OH
de la superficie del NT-FesOs4. Con lo anterior, se verifica la presencia del
dendrimero PAMAM vy la superficie del NT-FesOa, utilizando como agente de
acople GPTMS.

5.1.2 Anadlisis Termogravimétrico

Por medio del estudio de TGA se ha podido determinar la cantidad de PAMAM
conjugada en el sdlido NT-FesOs4. En la Figura 15 se muestran las curvas de
pérdida de masa porcentual en funcion de la temperatura para los tres sistemas
preparados. En el caso de NT-FesOs se observa una curva continua hasta
alrededor de los 200°C donde comienza la pérdida de materia que corresponde a
desorcion de agua fuertemente fisisorbida en el material. En una segunda etapa, a
500°C se detecta la pérdida en masa atribuida a la oxidacién de las especies Fe?*

a Fe®* con la consecuente pérdida de agua [82, 83].

2Fe304 (s) + 1/202 (g) — 3Fe203 (s)

Posterior a 650°C se detecta una continua pérdida de masa la que se asume
corresponde a la deshidroxilacion de las especies Fe-OH remanentes de la
formacion de Fe20s. Cuando al material se le inmoviliza el agente de acople
GPTMS, se observa un perfil de pérdida en masa diferente al material de partida.
La temperatura de inicio es de alrededor de 250°C en la cual comienza la

combustion de la materia organica atribuida al anclaje del agente de acople en la
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superficie de NT-Fes3Os, finalizando alrededor de los 430°C. En la zona del
termograma, que denota la oxidacion de las especies Fe?* a Fe3*, se observa un
desplazamiento a 550°C atribuido a la estabilizacion superficial que le confieren

los enlaces Fe-O-Si que se han formado durante el proceso de anclaje [84, 85].
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Figura 15. Termogramas de los materiales realizados en atmdsfera de Oz. (a) NT-
Fes04, (b) NT-Fe3sOs-GPTMS vy (c) NT-FesOs-PAMAM. Fuente: Elaboracion

propia.

La diferencia en las masas remanentes entre ambas curvas ha permitido estimar
la cantidad de GPTMS que se ha inmovilizado en NT-FesOa4, el cual se resume en
la Tabla 2. Sélo se puede determinar un estimado por esta técnica pues se sabe
gue las especies Fe-O-Si presente en la muestra se pueden sustituir en la matriz

del NT-Fes3Oa4 durante el proceso produciendo la mineralizacion del GPTMS.

4(Fe-0)3Si(CHz2)3-(CH20CHz2)(s) + 2502(g) — 2(Fe-0)3Si-O-Si(O-Fe)s(s) +
20CO0O2(@g) + 16H20(q)
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Lo que al mismo tiempo podria provocar el desplazamiento de la oxidacion de las

especies Fe?* a temperaturas superiores.

Tabla 2. Porcentaje de pérdida de masa y material acoplado GPTMS y PAMAM
(G3) al NT-Fesz0a4. Fuente: Elaboracion propia.

Material (%) (umol/g) (Mmol/m?)
NT-Fes04-GPTMS 3,9 165 6,6
NT-Fes04-PAMAM 16,8 24,3 0,97

Por udltimo, para el material hibrido, NT-Fe3Os-PAMAM muestra un perfil de
pérdida de masa continua desde los 75°C en adelante atribuido a la desorcién de
H20 fisisorbida, la que se incrementa respecto de los materiales precursores
atribuidos a la alta capacidad de adsorber agua por parte del dendrimero
inmovilizado en superficie. Por sobre los 250°C comienza una segunda etapa de
pérdida en masa, la que corresponde a la calcinaciéon de la materia organica
conferida por GPTMS-PAMAM, la que ocurre en dos etapas: 1) combustién de la
materia organica alifatica (250°C) y 2) a la combustién asociada a los enlaces
amidas de la ramas de crecimiento de PAMAM (450°C), la que al mismo tiempo se
acopla con la oxidaciéon de la especies Fe?* del material inorganico. Comparando
los resultados obtenidos para NT-FesOs y NT-FesOs-GPTMS se puede estimar el
contenido de PAMAM conjugado a la nanoestructura, lo cual se resume en la
Tabla 2. Con estos resultados se puede inferir que la reaccion de inmovilizacién ha
afectado el contenido en masa del material el que se puede atribuir a la

conjugacion de PAMAM en los NT-Fe3Oa.

5.1.3 Isotermas de Adsorcién-Desorcion de N2 a -196°C

Las isotermas de adsorcion/desorcion de Nz a -196°C de los materiales NT-Fez0a4
y NT-Fesz04-PAMAM se presentan en la Figura 16. Ambas isotermas son del tipo
IV, de acuerdo a la calificacion BDDT, tipica de solidos mesoporosos y con ciclo

de histéresis tipo H1 [72, 73], caracteristicas de capilares de forma tubular con
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abertura en sus extremos. En la Tabla 3 se resumen los valores de superficies
especificas (Seer), distribuciones de tamafio promedio de poro de los materiales
(dporo) Yy volumen total (Vporo), mostrando que la funcionalizacion con GPTMS
seguido por la inmovilizacion con dendrimero PAMAM en la superficie del NT-

Fes04 provoca una disminucion de los valores.
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Figura 16. Isoterma de adsorcion/desorcion de N2a -196°C para (a) NT-Fe3Oay (b)
NT-Fesz04-PAMAM. Fuente: Elaboracion propia.

Lo anterior se debe a que el GPTMS y PAMAM, producen el cubrimiento parcial
de la superficie del material tubular NT-Fe3Oa, lo que lleva a que los poros se
cierren o tapen, estrechando sus cavidades y haciendo que el proceso de
desorcion ocurra a menores presiones relativas. Lo descrito con anterioridad,
concuerda con el cambio en el ciclo de histéresis, gracias a una disminucion del
diametro promedio de poro o bien un aumento en el grosor de la pared del
material tubular. Esto es una evidencia experimental de la modificacién superficial
del nanotubo, la que presumiblemente ocurre de forma preferente en la superficie

interna del material.
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Tabla 3. Superficie especifica, tamafio promedio de poro y volumen de poro
determinadas por las de BET y BJH [73, 86] para los materiales en base a NT-

FesO4 sintetizados. Fuente: Elaboracion propia.

Material SeeT dporo Vporo
(m?g™) (nm)* (cm3g)*

NT-Fe3O4 59 33 0,1

NT-FesOs-PAMAM 25 19 0,05

*condiciones normales Presion y temperatura

5.1.4 Difraccion de Rayos X

En la Figura 17, se muestran los perfiles de DRX para de NT a-Fe203, NT-Fez04 y
NT-Fe3Os-PAMAM. El primer material corresponde a NT a-Fe20s, debido a la
sintesis previa de nanotubos de hematita, precursor de los nanotubos de
magnetita. Se observan las difracciones propias de la hematita, la cual coincide
con su estructura hexagonal (JCDS 33-0664) [87-89]. Ademas en la figura 17 se
observa la desaparicion y aparicion de picos desde el primer al segundo material,
en este Ultimo aparecen los picos de la magnetita, esto indica la reaccion de

reduccion de la hematita a magnetita con el consecuente cambio estructural.

Los materiales NT-FesO4 y NT-Fes0s4-PAMAM se detectan las difracciones tipicas
para Fe3Oas con estructura cristalina del tipo magnetita la cual corresponde a una
estructura cubica centrada en la cara de tipo espinela (AB204) inversa (JCPDS 19-
0629) [29, 79, 80]. La modificacidén superficial con agente de acople seguido por el
acoplamiento con dendrimero PAMAM, no provoca cambios en la estructura

cristalina del material NT-FezOa4.
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Figura 17. Difractograma de rayos X para (a) NT a-Fe20s3, (b) NT-FezOs y (c) NT-
Fesz04-PAMAM. Fuente: Elaboracion propia.

5.1.5 Microscopia Electrénica de Barrido y Transmision

La estructura tubular de estos materiales se siguid por medio de microscopia
electronica de barrido y transmision. En relacion a la morfologia superficial se
puede observar en la Figura 18, que en ambos materiales muestran la forma tipica
de materiales nanotubulares huecos, lo cual ratifica los resultados en la forma de
los ciclos de histéresis observados en la caracterizacion por isotermas de
adsorcion de N2 a -196°C (Figura 16). En relacion a la modificacion superficial del
material NT-FeszO4 con GPTMS y PAMAM, se mantiene la morfologia del material

inorganico, en acuerdo con la caracterizacion por DRX.
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(@) (b)

Figura 18. Imagenes de SEM de los materiales (a) NT-FesOas, (b) NT-Fes3Oa-
PAMAM. Fuente: Elaboracion propia.

Para poder determinar de forma directa los tamafos particula, longitud y didmetro
de NT-FesOs y NT-Fes0s4-PAMAM se ha realizado la caracterizacion por TEM y
sus respectivas micrografias se muestran en la Figura 19. Al igual que en el caso
de SEM se observan nanoestructuras que muestran una morfologia definida de

tipo tubular con una cavidad regular abierta en sus extremos.

A través del conteo de los nanotubos y la medicion directa de sus tamafios se han
determinado las curvas de distribucion para el largo y diametro externo de los
nanotubos tal como se muestra en la Figura 19. Los valores promedio del largo
fueron del orden de 280 y 286 nm y los didametros externos fueron 151 y 159 nm
para NT-FesO4 y NT-Fe3sOs-PAMAM respectivamente. Al comparar las imagenes y
sus correspondientes dimensiones obtenidas, se puede observar que la
morfologia del material no se ve afectada al modificar la superficie del NT-Fe304
durante el proceso de conjugacion con el dendrimero PAMAM.
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Figura 19. Micrografias de TEM de NT-Fe3Oa4 (a, b), NT-FesO4-PAMAM (e, f) y las
curvas de distribucién del largo (c, g) y diametro externo (d, h), para ambos NT-
FesOsy NT-FesOs-PAMAM, respectivamente. Fuente: Elaboracion propia.
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5.1.6 Propiedades magnéticas

Las propiedades magnéticas de NT-FesO4 y NT-FesOs-PAMAM fueron estudiadas
por medio de un analisis VSM vy las curvas de magnetizacion se muestran en la
Figura 20, dando como resultado para ambos materiales la propiedad
ferrimagnética. Aquello se debe a que la formula de la magnetita FesO4, puede
escribirse en la forma Fe*[Fe?*Fe®]04 segun la férmula general AB204 de tipo
espinela inversa. Donde la mitad de los cationes Fe3* ocupan sitios tetraédricos
mientras que la otra mitad de Fe3* y los cationes Fe?* ocupan los sitios
octaédricos. Los cationes de Fe®* se distribuyen, por tanto, en dos posiciones
diferentes en la estructura pero con direcciones opuestas de espin magnético, por
lo tanto, los momentos magnéticos de los cationes Fe®* se anulan entre si,
mientras que los momentos magnéticos de los cationes Fe?*, que posee espin de
menor magnitud comparado con Fe®, son los responsables del momento
magnético neto en la magnetita [27, 77, 90]. De la gréfica de la Figura 20 se
observa que el ciclo de magnetizacion muestra un ciclo de histéresis de similares
caracteristicas. Este resultado permite suponer que la modificacién con el agente
de acople GPTMS vy posterior anclaje de PAMAM no perturbé las propiedades
magnéticas del soporte durante la sintesis. De la Figura 20 se pueden extraer el
valor de la magnetizaciéon remanente (M) y coercitividad (Hc) en ausencia del
campo aplicado y el valor de magnetizacion de saturacién (Ms) los cuales se

resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Resumen de parametros magnéticos para los materiales preparados a

17°C. Fuente: Elaboracion propia.

Material Ms M, Hc
(emu/qg) (emu/qg) (Oe)
Fes0. bulk 92 - <100
NT-Fesz04 67 16 249
NT-Fes04-PAMAM 58 10 240
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Los valores de Ms que se encuentran en los materiales nanoestructurados son
generalmente mas pequefios que la magnetita bulk, lo cual puede ser atribuido al
aumento de efectos superficiales y a la presencia de dendrimero PAMAM. A su
vez se han reportado valores experimentales para Ms en nanoparticulas de
magnetita que abarcan entre 30-50 emu/g, inferior al valor del mineral magnetita;
90 emu/g [39, 91-93]. Por el contrario los valores de Hc encontrados para ambas
nanoestructuras son mayores al ser comparado con la magnetita bulk, debido a la

disminucién del tamafio de particula.
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Figura 20. Curva de magnetizacion obtenida para NT-FesOs (a, b) y NT-FezOas-

PAMAM (c, d) utilizando un magnetdmetro de muestra vibrante (VSM) a 17°C.

Fuente: Elaboracion propia.
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5.2 Estudios de la adsorcion de Farmacos en Nanotubo Fes3Os y en
nanotransportador hibrido FesOs-PAMAM

5.2.1 Farmacos de interés

Luego de la caracterizacion de los materiales puro e hibrido se procedio a realizar
en cada uno de ellos la adsorcion de farmacos. Esto con la finalidad de determinar
el tiempo y capacidad maxima de adsorcion mediante estudios de cinética de

adsorcion.

En esta investigacion se ha decidié emplear dos clases de farmacos poco solubles
para estudiar la capacidad de adsorcion de los nanotransportadores sintetizados.

El piroxicam (PRX, M: 331,348 g/mol) es una clase de farmaco antiinflamatorio no
esteroidal, perteneciente al grupo oxicam [94, 95], como se observa en la Figura
21 (a), posee un grupo endlico (pKa: 1,8) y un grupo piridinico (pKa: 6,3) [96, 97];
presenta propiedades analgésicas, antipiréticas, a su vez alivia dolores para la

artritis reumatoide, la artrosis y los sintomas de la dismenorrea [59].

(@ (b)
X
H
N/ N~ OH
o
0 =4
N HO
pd >S
o” o

Figura 21. Estructuras de los farmacos de interés: (a) Piroxicam y (b) Silibinina.

Fuente: Elaboracion propia.
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No obstante, PRX provoca efectos secundarios, principalmente Ulceras gastricas,
ademas, es practicamente insoluble en agua [98, 99]. Para reducir estos efectos
existen investigaciones que tienen relacion con el transporte y liberacion de
farmacos, que pueden cargar eficazmente el farmaco para apuntar hacia el sitio de
accion, aumentando la eficacia terapéutica, y reducir al minimo los efectos
secundarios, donde sistemas de microesferas de albumina de suero bovino han

sido utilizadas para la liberacion piroxicam [100].

El otro farmaco de interés estudiado es la silibinina (SIL, M: 482,44 g/mol) que es
un flavonoide polifendlico natural que se aisla de la planta de cardo de leche
Silybum marianum. Posee cinco grupos hidroxilos, un grupo carbonilo y tres
grupos fenilos, tal como se muestra en la Figura 21 (b). Esta molécula tiene varios
grupos ionizables con sus respectivos pKai: 7,0; pKaz: 8,77; pKas: 9,57; pKaa:
11,66 [101]; y ha sido ampliamente utilizada por sus efectos hepatoprotectores.
Sin embargo, la eficacia de silibinina como farmaco esta muy limitada debido a su
escasa solubilidad en agua y una baja biodisponibilidad después de su
administracion oral. A fin de superar los defectos de la silibinina libre, muchos
enfoques se han adoptado como son los sistemas de entrega liposomal, de
transporte lipidicos nanoestructurados, de complejo silibinina-fosfolipido y

nanosuspensiones [102].

Es importante notar que los estudios de la cinética de adsorcion, son
determinantes en términos de conocer cémo varia la concentracion de farmaco
adsorbida en funcién del tiempo para una proporcion farmaco:adsorbente dada. La
cinética de adsorcion permite conocer el tiempo en que se realiza el proceso de
adsorcion y ha de practicarse antes de la determinacion de una isoterma de
adsorcion. Puesto que se trabaja con disolucion, se debe en cuenta los factores
gue influyen en el proceso, ya que el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio
estd en funcién de las caracteristicas del adsorbente y del adsorbato, de la
guimica de la disolucién, de la temperatura y del pH. La data de la cinética de

adsorcion de los farmacos en los nanotransportadores se ajustdé a los modelos
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cinéticos de pseudo-primer orden, pseudo-segundo orden y cinéticas que
involucran quimisorcién [103-106], para ambos nanotransportadores en presencia
de los farmacos PRX y SIL.

De forma general se puede decir que el modelo de pseudo-primer orden, o modelo
de Lagergren, se basa en la suposicion de que cada molécula de adsorbato se
adsorbe en un sitio del adsorbente, lo cual en términos de cinética de reaccion se
expresa como:

d E
d—i =k, - (q.—q.) (1)

y la forma integrada de esta ecuacion queda definida como:

q. = q.(1—e ) )

donde la ge Y gt (Mgrarm/gads) Son la cantidad maxima de farmaco adsorbida una
vez alcanzado el equilibrio (t—x) y la cantidad de farmaco adsorbida al tiempo t,

respectivamente, y k1 (h!) es la constante cinética de pseudo-primer orden.

Para el caso del modelo de pseudo-segundo orden, o modelo de Ho, desarrollado
por Ho y McKay [107], supone que el adsorbato se adsorbe en dos sitios activos
del adsorbente. En este caso, la ecuacion de la cinética de adsorcion se expresa

como.

dq. _

k., - — 2 3
It 2 (9. —q.) (3)

y la forma integrada de esta ecuacion queda definida como:

(4)
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donde k2 (gads/mgtam-h) es la constante cinética de adsorcion de pseudo-segundo
orden. Es importante mencionar que ambos modelos cinéticos se basan en la
homogeneidad de la superficie del adsorbente y donde sélo se considera la
cantidad de sitios involucrados en el proceso. Esto se puede interpretar en
términos cinéticos en que la energia de activacion asociada a la adsorcion del
farmaco en la superficie es constante y Unica en todos los sitios del adsorbente.
No obstante, cuando la superficie es heterogénea en los sitios de adsorcion se
observa que los modelos propuestos pueden perder validez. En estos casos se
prefiere emplear el modelo de Elovich, de aplicacion general en procesos de
quimisorcion, el cual supone que los sitios activos del adsorbente son
heterogéneos y por ello exhiben diferentes energias de activacion, basandose en
un mecanismo de reaccidon de segundo orden para un proceso de reaccion
heterogénea. Este modelo ha mostrado resultados satisfactorios en la
identificacion del mecanismo controlante en procesos de adsorcion de un soluto
en fase liquida a partir de un solido adsorbente [106, 108] y queda descrito

matematicamente como:
d
i =, & E_ngf (5)
y la forma integrada de esta ecuacion queda definida como:
1
qr=E-in(ﬁ-rx-t] (5)

donde a (mgrarm/gads-h) es la constante de velocidad inicial de adsorcion y B esta
relacionado con la superficie cubierta y la energia de activacion por

quimiadsorcion (mgtarm/gads), denominada constante de velocidad de desorcion.

Finalmente, debe considerarse también alguna hipétesis sobre el mecanismo de
difusion de los farmacos al interior de la estructura de los nanotransportadores. Un

modelo aceptado en la literatura es el de difusidn intraparticular en el interior de
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los poros de la particula de adsorbente, el que se basa en el transporte de soluto a
través de la estructura interna de los poros de adsorbente y la difusién
propiamente dicha en el sdélido, lo que conlleva a asumir que el adsorbente posee
una estructura porosa homogénea. Weber y Morris (1963) concluyeron que en un
proceso controlado por la adsorcion en los poros, la velocidad inicial es
directamente proporcional a la concentracion del soluto. La difusién intraparticular
se caracteriza por la dependencia entre la adsorcidén especifica y la raiz cuadrada

del tiempo, siendo la pendiente la velocidad de difusion intraparticular.

Con base en lo anterior, la ecuacién que define la difusion intraparticular viene
dada por:
q. =k - tY7 + C, 5)

Donde ki (mgrarm/gads-h ¥?) es la constante de velocidad de difusion intraparticular y
Ci entrega informacion sobre el grosor de la capa de adsorbato [105]. Esta
ecuacion ha sido utilizada por diferentes investigadores para determinar si la
difusion intraparticular es la etapa controlante de la dinamica de adsorcion de

especies idnicas [109, 110].

5.2.2 Adsorcion de PRX

Las cinéticas de adsorcién de ambos nanotransportadores para PRX se muestran
en la Figura 22. Para ellos se realizaron ajustes no lineales de la data
experimental y los valores obtenidos, los cuales se reportan en la Tabla 5. Los
farmacos son moléculas capaces de establecer interacciones supramoleculares
con nanomateriales, las que dependeran de los grupos funcionales que posean,
del solvente en el cual se encuentran disueltos y el pH del medio. Las
interacciones supramoleculares mas frecuentes son las electrostaticas, enlaces de

hidrogeno, van der Waals e hidrofébicas [111, 112].
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En el caso de lo nanotransportadores empleados en este estudio, se observa que

ambos materiales adsorben PRX y los datos experimentales se ajustan a una

cinética de pseudo-primer orden. Se ha elegido este modelo pues las funciones
estadisticas de coeficiente de correlacion (R?) y el test de chi-cuadrado (x?) el cual

es una prueba de hipétesis que compara la distribucion observada de los datos

con una distribucién esperada de los datos. Ambos célculos se realizaron

mediante empleando el software Origin Pro 8.0 mediante la funcion de analisis no

lineal donde se ajustaron los tres modelos estudiados.
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Figura 22. Cinética y ajustes de modelos cinéticos de adsorcion para PRX en los
nanotransportadores NT-Fe3O4 y NT-Fe3sOs-PAMAM. Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 23. Esquema propuesto para la adsorcion de PRX en los sistemas
sintetizados. (A) FesOs-NT y (B) FesOs-NT-PAMAM. Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 5. Modelos cinéticos para la adsorcion de PRX en los adsorbentes NT-
FesOsy NT-FesOs-PAMAM. Fuente: Elaboracion propia.

Adsorbente NT-Fes;0q4 NT-Fe;04-PAMAM

Qe, exp (mgPRX/gads) 39,1 48,7

Pseudo primer-orden (Modelo de Lagergren)

Je (MYPrX/Jads) 41,3 48,8

ki (h) 0,038 0,079
R2 0,9964 0,9911
X2 0,817 2,87

Pseudo segundo-orden (Modelo de Ho)

Je (MQYPRX/Jads) 53,9 56,6

Kz (gags/mgerx h) 6,49x10* 1,68x103
R2 0,9921 0,9935
X2 1,79 2,10

Quimisoricién (Modelo de Elovich)

a (MQprx/Qads-h) 5,95 16,29
B (Mgrrx/Q) 0,100 0,097
R? 0,9501 0,9613
X2 10,30 10,85

Cabe mencionar que de acuerdo a los reportes Rozou y col. [96] el farmaco PRX
al pH de adsorcién se encuentra en su forma zwitteriénica. El FesOs es un material
inorganico que muestra un pl de 6,8 [113]. A las condiciones de adsorcién
estudiadas, el pH del agua fue de 6,0, luego la superficie del NT-Fe3Os se
encuentra cargada de forma positiva esperandose que la interaccién del farmaco
con el adsorbente sea mediada por interacciones electroestaticas, tal como se

muestra en el esquema de la Figura 23.

Con la incorporaciéon del PAMAM a la fase inorganica se observa un incremento

de un 25% en la capacidad de adsorcion de PRX. Esto se puede interpretar en
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términos moleculares haciendo la aproximacion de los moles disponibles de
PAMAM en funcién de la cantidad adsorbida en comparacion a NT-Fe3Oas sin
modificar. Desde la Tabla 2 se sabe que hay una cantidad de 24,3 pmol de
PAMAM por gramo de adsorbente, debido a que el incremento en la adsorcion
fueron 9,6 mg de PRX (0 29,0 umol de PRX) se puede asumir una estequiometria
PRX/PAMAM = 1,19. De acuerdo a reportes previos publicados por nuestro grupo
de investigacion se sabe que PRX, a pH 7,0, se adsorbe efectivamente en la
estructura PAMAM alcanzando una estequiometria PRX/PAMAM = 23 [59]. En
este caso, pH 6,0, no hay cambios significativos en la estructura del farmaco ni
en la del dendrimero, por lo que deberia haberse esperado un incremento
significativo de la adsorcion de PRX en relacion al nanotransportador NT-Fe3zOa.
Sin embargo, este efecto no fue observado en el nanotubo hibrido, funcionalizado
con PAMAM. Con estos resultados se puede asumir que la afinidad del PRX
mucho mayor por la adsorcion en el material inorganico que por la adsorcién en

los bolsillos de la cavidades internas del PAMAM.

En relacion a los resultados cinéticos, se observa un aumento en la pseudo-
constante cinética de adsorcion siendo KinT-Fezos) < KiNT-Fe3o04-Pamam). Para poder
interpretar el fendmeno en forma mecanistica, la data experimental se ha ajustado
al modelo de difusion intraparticula de Weber-Morris el que se muestra en la
Figura 24. En esta figura se puede observar tres segmentos lineales, lo cual indica
que el proceso de adsorciéon de PRX en los nanotubos procede en tres etapas,
para ambos sistemas. Una situacién similar ha sido observada, en el caso de la
cinética de adsorcion de cefalosporina en microparticulas poliméricas, por Cigu y
colaboradores, quienes han descritos las diferentes etapas de la siguiente
forma[105]:

a) Adsorcion del adsorbato en la superficie del adsorbente
b) Difusion intraparticula desde la zona externa a la superficie del adsorbente
c) Equilibrio de adsorcion donde quedan muy pocos sitios disponibles para la

adsorcion
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Figura 24. Gréfico de adsorcion de PRX en los nanotransportadores sintetizados
considerando un modelo de difusion intraparticula en tres etapas. Fuente:

Elaboracion propia.

Ambos sistemas muestran el mismo perfil de difusion intraparticula y los valores
de las constantes de velocidad para las etapas (a) y (b) presentan valores
relativamente bajos aunque difieren levemente, tal como se resume en la Tabla 6.
En el caso de NT-FesOs4 se observa que la etapa limitante corresponde a la
adsorciéon de PRX en la superficie del nanomaterial a diferencia de NT-Fez0as-
PAMAM donde se observa que la etapa limitante es la difusion intraparticula. Esta
diferencia se puede explicar debido a que PAMAM posee grupos —NH2
superficiales, que al pH de adsorcién estan protonados (ver Figura 23), lo que
incrementa la carga eléctrica superficial del nanotransportador, este hecho podria
provocar un aumento en la velocidad inicial de adsorcion de PRX, si los efectos
electroestaticos gobiernan la velocidad de reaccion en esta etapa, considerando
gue el PRX presenta una estructura dipolar a pH 6.0. Sin embargo, en la etapa
subsiguiente, caracterizada por la adsorcion gradual de PRX, las moléculas de
PAMAM unidas covalentes a la superficie de NT-Fes3Oa dificultan el proceso de

difusién intraparticula provocando una caida en la constante k).
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Tabla 6. Modelo de difusion intra-particula para la adsorcion de PRX en los
adsorbentes NT-Fe3sOs y NT-FesOs-PAMAM, considerando dos etapas
determinantes en la adsorcion del farmaco y una tercera de equilibrio. Fuente:

Elaboracion propia.

Adsorbente NT-FezO4 NT-Fe;04s-PAMAM

Modelo de difusion intraparticula (Modelo de Weber-Morris)

K(a) (MgPrx/Qads.h??) 3,11 7,66
Ra)? 0,9879 0,9903
Koy (MgPrx/Tads.h'2) 6,83 4,09
R 0,9872 0,9944

5.2.3 Adsorciéon de SIL

En la Figura 25, se muestran las graficas cinéticas para la adsorcion de SIL en los
dos nanotransportadores sintetizados. Las consideraciones de ajuste de los
modelos cinéticos se hicieron de la misma forma que para los estudios realizados

con PRXy los valores obtenidos se resumen en la Tabla 7.
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Figura 25. Cinética y ajustes de modelos cinéticos de adsorcion para SIL en los
nanotransportadores NT-Fe3O4 y NT-Fe3sOs-PAMAM. Fuente: Elaboracion propia.
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El comportamiento de los sistemas frente a la adsorcion de SIL muestra la misma
tendencia que la observada en el caso de PRX. Ambos nanomateriales adsorben
SIL y la capacidad maxima se ve incrementada por la presencia de PAMAM. Sin
embargo, en este caso ambos sistemas nanotransportadores presentan una gran
afinidad por el farmaco, obteniéndose cargas maximas superiores a 650 mg de
SIL por gramo de nanomaterial, valores muy superiores a los obtenidos en el caso
de PRX.

El farmaco SIL se encuentra como molécula neutra al pH de adsorcion (pKai: 7,0;
pKaz: 8,77; pKas: 9,57; pKas: 11,66). Para la adsorcion en NT-FesO4 se espera
que las fuerzas que estan predominando en la adsorcion del farmaco sean del tipo
Van der Waals y enlace de hidrégeno entre los grupos funcionales de SIL y los
grupos hidroxilos de la NT-FesO4. Por otro lado las contribuciones hidrofébicas
también deberian jugar un rol importante en la adsorcion del farmaco en estos
nanomateriales, especialmente en el sistema hibrido NT-FesO04-PAMAM. En el
caso del PAMAM estudios recientes realizados en nuestro grupo de investigacion
han mostrado la gran afinidad que presenta el dendrimero por SIL, vy
experimentos NOESY han demostrado la adsorcion de las moléculas de SIL en las
cavidades internas del PAMAM.

Asi, para el material NT-FesO4-PAMAM se observa un incremento significativo de
la adsorcién en relacion al material inorganico. En este caso, el farmaco SIL
interacciona no solo con NT-Fes3Oa4 sino que también con el dendrimero presente.
Si se hace el célculo entre la cantidad adsorbida de SIL en presencia de PAMAM
(150,4 mg o 311,7 ymol por gramo de adsorbente, respectivamente) se obtiene
una relacion molar de SIL/PAMAM = 12,8. Considerando esta evidencia puede
suponerse que el farmaco en el adsorbente NT-FezO4-PAMAM no solo se adsorbe
en la superficie del éxido inorganico, sino que también se esta adsorbiendo en las
cavidades del PAMAM, con estequiometrias similares a las observadas para otros

farmacos insolubles previamente estudiados por nuestro grupo [51, 59].
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Tabla 7. Modelos cinéticos para la adsorcion de SIL en los adsorbentes NT-Fes3O4

y NT-FesO4-PAMAM. Fuente: Elaboracion propia.

Adsorbente NT-Fes;0q4 NT-Fe;04-PAMAM

Qe, exp (mgSIL/gads) 675,0 825,4

Pseudo primer-orden (Modelo de Lagergren)

Je (MQsiL/Yads) 685,3 883,7
ki (h?) 0,052 0,062
R? 0,9975 0,9956
x> 165,6 441,5

Pseudo segundo-orden (Modelo de Ho)

Qe (MQsiL/Yads) 870,6 1023,3

K2 (gads/mgsih) 6,73x10° 5.35x10°
R2 0,9936 0,9954
X2 420,9 457,6

Quimisorcion (Modelo de Elovich)

a (MYsi/Jads-h) 131,9 195,6

B (mgsi/g) 5,69x10° 5,48x1073
R? 0,9695 0,9510
X° 1818,4 45945

En relacion a los modelos de adsorcién se observa que ambos sistemas se
ajustan mejor a cinéticas de pseudo-primer orden con respecto a la adsorcién de
SIL con coeficientes de correlacion y test de chi-cuadrado confiables para el
modelo. Las constantes pseudo primer-orden son similares para ambos sistemas,
KiNT-Fe304) ~ KinNT-Fe3os-pamam), Y del mismo orden de magnitud que las
determinadas en el caso de la adsorcion de PRX. En la Figura 25, se observa que
el maximo de adsorcion de SIL se alcanza a tiempos superiores a 50 horas para

ambos adsorbentes.
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Para entender de manera mas acabada la forma en que operan los fendmenos
cinéticos de adsorcion, se ha realizado el ajuste de Weber-Morris para el modelo
de difusion de intraparticula el que se muestra en la Figura 26, el cual nuevamente
revela un proceso de adsorcion en tres etapas, y los valores de las constantes de

velocidad para las etapas (a) y (b) presentan valores relativamente altos, como se

resume en la Tabla 8.
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Figura 26. Grafico de adsorcion de SIL en los nanotransportadores sintetizados
considerando un modelo de difusion intraparticula en tres etapas. Fuente:

Elaboracion propia.

Considerando que a pH 6,0 el NT- Fe3sO4 se encuentra en su forma protonada, SIL
para adsorberse en la superficie del material debera desplazar ese equilibrio para

ocupar un sitio de la superficie tal como se muestra en el siguiente esquema:

Fe-OH + H20 = [Fe-O-H-OH]*
[Fe-O-H-OHa]* + SIL = [Fe-O-H-0O-SIL] + H20

Este equilibrio es el que determina la cinética del proceso de adsorcion en el caso

del adsorbente NT-Fes3Oas. En el caso del nanotransportador hibrido, también se
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observa que la etapa de adsorcion es la limitante de la velocidad del proceso.
Comparando ambos sistemas, se detecta que Ke@)NT-Fe304) ~ K(a)(NT-Fe304-PAMAM).
Esta diferencia se puede atribuir a la presencia del dendrimero PAMAM en el caso
del nanotransportador hibrido. En términos de naturaleza superficial, se espera
que la asociacion SIL-PAMAM incremente la velocidad del proceso con respecto al

nanotransportador inorganico.

Tabla 8. Modelo de difusion intra-particula para la adsorcion de SIL en los
adsorbentes NT-FesOs y NT-FesOs-PAMAM, considerando dos etapas
determinantes en la adsorcion del farmaco y una tercera de equilibrio. Fuente:

Elaboracion propia.

Adsorbente NT-Fez04 NT-Fes04-PAMAM

Modelo de difusién intraparticula (Modelo de Weber-Morris)

K (MgsiL/Qads.h¥?) 57,7 88,5
Re@? 0,9881 0,9935
Koy (MYsiL/Gags.h¥'?) 105,9 113,5
Re? 0,9803 0,9828
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Se logré sintetizar los nanotubos de magnetita, NT-Fes3Oa4, obtenidos por la
reduccion de los nanotubos de hematita, a-Fe2Os, sintetizados a partir de
tratamiento hidrotermal. Se verific la estructura de la magnetita, su forma tubular
y propiedades magnéticas a través de las técnicas de caracterizacion difraccion de
rayos X, microscopia electronica de transmision y medidas de susceptibilidad

magnética, respectivamente.

El nanotubo inorganico obtenido sirvi6 de soporte para la conjugacién de
dendrimero de poli-(amidoamina) de tercera generacion el cual se logré inmovilizar
en la superficie de NT-Fe3O4 con un contenido del 16% en masa respecto del
material hibrido. EI proceso de inmovilizaciéon no perturbd las propiedades del
soporte inorganico en relacion a las propiedades magnéticas, cristalinas o de

tamafio y forma.

Los materiales obtenidos fueron capaces de actuar como adsorbentes de los
farmacos piroxicam vy silibinina, siendo éste ultimo quien mostrd incrementar la
capacidad de adsorcibn en presencia de PAMAM. Para ambos sistemas y
farmacos, se determinaron las curvas cinéticas de adsorcion donde se logro
determinar que independiente del farmaco, ambos nanotransportadores muestran
ajustarse a cinéticas de pseudo-primer orden. Finalmente, la presencia de PAMAM
no solo potencia la capacidad de adsorcion en los farmacos testeados, sino que
también acelera la etapa de adsorcion superficial con respecto a la determinada

para el adsorbente NT-Fes3O4 por medio del modelo de difusion de Weber-Morris.

Para el farmaco piroxicam, se observ0 que la adsorcion fue mediada
principalmente por interacciones del tipo electroestaticas entre la forma
zwitteridnica de piroxicam y la superficie de los nanotransportadores. La etapa

limitante de la cinética adsorcién para el caso de NT-FezOs fue la adsorcién
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superficial y en el caso de NT-FesOs-PAMAM fue la etapa de difusion

intraparticula.

Finalmente para el farmaco silibinina, se observé que la adsorcion fue mediada
por las fuerzas de tipo Van der Waals y enlace de hidrogeno entre los grupos
funcionales de SIL y los grupos hidroxilos de NT-FesOas. Por otro lado las
contribuciones hidrofobicas también juegan un rol importante en la adsorcion del
farmaco en estos nanomateriales, especialmente en el sistema hibrido NT-Fe3Oa-
PAMAM. Por dultimo, se determind que la capacidad de adsorcidbn se vio
directamente mejorada por la asociacion PAMAM-SIL la que alcanzé una relacién
molar SIL/PAMAM = 12. En ambos casos se observé que la etapa limitante de la

cinética de adsorcion fue la adsorcidn superficial de SIL en los adsorbentes.
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