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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue funcionalizar Nanotubos de Carbono de Pared Mdltiple con
Nanoparticulas Magnéticas para transportar el fotosensibilizante ZnMintPc, para futuras
aplicaciones en Terapia Fotodinamica. Para lo cual inicialmente se realiz la purificacion de los
Nanotubos de Carbono de Pared Multiple (MWCNTS) empleando un ataque acido con HNOsy
H>SO, para la posterior sintesis por el método de Co-precipitacion de Nanoparticulas Magnéticas
de Hematita (MNPs) en presencia de los MWCNTSs para obtener el nanovehiculo MNPs-
MWCNTSs. Finalmente se realizd su funcionalizacion con el fotosensibilizante Mentol-
Ftalocianina De Zinc(farmaco sintetizado para ser utilizado en Terapia Fotodinamica, ZnMintPc)
por métodos fisicos y en presencia del nanogel biocompatible Vinilcaprolactama-Diacrilato de
Polietilenglicol (VCL/PEGDA). La funcion del VCL-PEGDA fue encapsular el nanovehiculo
MNPs-MWCNTs con el fotosensibilizante ZnMintPc y asi obtener el nanocomposito
VCL/PEGDA-MNPs-MWCNTs-ZnMintPc. ElI  nanovehiculo  fue caracterizado  por
Espectroscopia FT-IR y Raman en donde se evidencié que las MNPs obtenidas son de Hematita
y que se encuentran ancladas a los MWCNTSs a través de enlaces covalentes formados entre los
grupos carboxilicos de los MWCNTS y los grupos superficiales de la Hematita. EI nanocompdsito
fue evaluado por Espectroscopia UV-VIS, en donde se demostré que las concentraciones
utilizadas para los andlisis (0.197 a 0.547uM) no provocan agregaciones del fotosensibilizante
cuando forma parte del nanocompdsito sintetizado. Al realizar la evaluacion del nanocompdsito
en funcion del tiempo y compararlo con VCL/PEGDA-ZnMintPc, el primero evidenci6é una mejor
estabilidad en el tiempo del ZnMintPc lo que permitird que el nanocomp@sito llegue hacia el sitio
especifico de tratamiento e ingrese en las células blanco y permita realizar Terapia Fotodindmica
manteniendo las caracteristicas fotofisicas del fotosensibilizante. Se observo que durante las 24
horas de evaluacion no habia agregacion del fotosensibilizante, caracteristicas que demuestran ser
un nanovehiculo 6ptimo para el transporte ZnMintPc, por lo cual seria recomendable poder

aplicarlo en la Terapia Fotodindmica.
Palabras Clave: <TECNOLOGIA Y CIENCIAS MEDICAS>, <BIOFISICA>,

<BIOMEDICINA>, <TERAPIA FOTODINAMICA>, <NANOTUBOS DE CARBONO>,
<NANOPARTICULAS MAGNETICAS>, <FOTOSENSIBILIZANTE>, <NANOGEL>.
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SUMMARY

The objective of this work was to functionalize Multiple-Walled Carbon Nanotubes with
Magnetic Nanoparticles to transport photosensitizing ZnMintPc, for future applications in
Photodynamic Therapy. For that, it was done the purification of the Multiple-Walled Carbon
Nanotubes (MWCNTS) by using an acid attack with HNO3 and H2SO4 for the subsequent
photosynthesis through the method of Co-Precipitation of Magnetic Nanoparticles of Hematite
(MNPs) in presence of the MWCNTSs to get the nanovehicle MNPs- MWCNTSs. Finally, it was
done its functionalization with the photosensitizing Menthol-Zinc Phthalocyanine (drug
synthetized to be used in Photodynamic Therapy, ZnMintPc) by physical methods in presence of
the biocompatible nanogel Vinylcaprolactam-Diacrylate of Polyethylene Glycol (VCL/PEGDA).
The function of the VCL-PEGDA was to encapsulate the nanovehicle MNPs-MWCNTSs with the
photosensitizing ZnMintPc to get the nanocomposite VCL/PEGDA-MNPs-MWCNTSs-
ZnMintPc. The nanovehicle was characterized by FT-IR and Raman Spectroscopy where it was
on evidence that the obtained MNPs are made of Hematite and they are rooted to the MWCNTSs
through covalent bounds formed among the carboxylic groups of the MWCNTs and the
superficial groups of Hematite. The nanocomposite was evaluated by UV-VIS Spectroscopy,
where it was demonstrated that the concentrations used for the analysis (0.197 to 0.547 uM) do
not cause aggregations of the photosensitizing when being part of the synthetized nanocomposite.
At the moment of evaluating the nanocomposite in relation with the time and comparing it with
VCL/PEGDA-ZnMintPc, the first revealed better stability in time with ZnMintPc that will allow
the nanocomposite to arrive to the specific area of treatment and enter in the white cells and allow
to do the Photodynamic Therapy maintaining the photophysical characteristics of the
photosensitizing. It was observed that during the 24 hours of evaluation, there was no aggregation
of the photosensitizing, by this characteristic, it demonstrates to be an optimum vehicle to
transport ZnMintPc, therefore is would be recommended to apply it in Photodynamic Therapy.

KEY WORDS: <TECHNOLOGY AND MEDICAL SCIENCES>, <BIOPHYSICS>,

<BIOMEDICINE>, <PHOTODYNAMIC THERAPY> <CARBON NANOTUBES>,
<MAGNETIC NANOPARTICLES>, <PHOTOSENSITIZING>, <NANOGEL>.
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INTRODUCCION

Los nanotubos de carbono (CNTSs por sus siglas en inglés Carbon Nanotubes ) han sido producido
desde hace muchos afios atras pero solamente se los pudo observar a partir de 1991 cuando lijima
los sintetizo6 por el método de Descarga de Arco y los observo en un microscopio electrénico en
donde estudi6 estructuras cilindricas que alcanzaban longitudes micrométricas y didmetros
nanomeétricos; posteriormente él mismo identifico dos tipos de CNTSs: los de pared simple
(SWCNTS) y los de pared maltiple (MWCNTS) (lijima, 1991, p. 56-58).

A partir de este acontecimiento han generado gran interés en varios campos entre ellos el de la
biomedicina ya que gracias a sus propiedades Opticas, cinéticas, eléctricas pueden ser utilizados
para diferentes aplicaciones entre ellas se encuentra marcador bioldgico, biosensor y el transporte
de farmacos para tratamiento de cancer; aplicaciones que son posibles gracias a su caracter
lipofilico que le permite penetrar facilmente en la célula por difusiéon de la bicapa lipidica o
durante endocitosis (Smalley, Dresselhaus y Dresselhaus, 2003; Smart et al., 2006, p. 1034-1047).

Las Nanoparticulas Magnéticas (MNPs por sus siglas en inglés Magnetic Nanoparticles) son
estructuras que poseen propiedades cataliticas, eléctricas y magnéticas y son ampliamente
utilizadas en bioaplicaciones como transportador de farmacos y como medio de contraste en la
adquisicion de imagenes en MR, las MNPs pueden mejorar sus propiedades al funcionalizarse
con algunos compdsitos como por ejemplo al ser adsorbidas en los CNTs forman un compdsito
con mejores propiedades superparamagnéticas, lo cual le permitira ser un nanovehiculo capaz de

ser dirigido por un campo magnético externo.

Tanto los CNTs como las MNPs son utilizados como nanovehiculos par transporte de
Fotosensibilizantes usados en Terapia Fotodindmica con el fin de que el PS sea aprovechado solo
en sitios a tratar. La PDT consiste en la interaccion de tres elementos fundamentales: el
fotosensibilizante (PS por sus siglas en inglés), la luz (a una determinada longitud de onda) y el

oxigeno, para generar ROS (Especies Reactivas de Oxigeno) que provocan la muerte celular.

En el presente trabajo se realizd un Nanovehiculo compuesto de MNPs de Hematita adsorbidas
en MWCNTSs, el cual se cargd con el PS ZnMintPc utilizado en Terapia Fotodinamica y se
encapsulé con VCL-PEGDA, el Nanovehiculo fue caracterizado por Espectroscopia FT-IR,

Raman y se evalué funcionalizacién con el PS utilizando Espectroscopia UV-VIS.



CAPITULO I

1. MARCO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes

Los Nanotubos de Carbono (CNTSs por sus siglas en inglés Carbon Nanotubes) son estructuras
alotrépicas del carbono formadas a partir de una lamina de grafito enrollada sobre si misma. Los
CNTs fueron sintetizados por primera vez por lijima en el afio de 1991 descubriendo asi que los
atomos de carbono pueden presentarse en forma de tubos cilindricos (lijima, 1991, p. 56-58) de diez
nanémetros de didmetro con varias capas coaxiales denominandolos Nanotubos de Carbono de

Pared Multiple (MWCNTSs por sus siglas en inglés Multi-walled Carbon Nanotubes).

La sintesis de CNTSs se ha realizado mediante varios procesos uno de los primeros fue por arco
de descarga eléctrica en donde han logrado obtener los dos tipos de estructuras cilindricas que
poseen los CNTSs: la primera de nanotubos de carbono de pared simple (SWCNTS) y otra ya
nombrada Nanotubos de Carbono de Pared Multiple (MWCNTS) (lijima y Ichihashi, 1993, p. 603-605).

A partir del descubrimiento de los CNT se han logrado sintetizar una nueva clase de materiales
como son: nanoruedas, nanobastones, fullerenos, hojas de grafeno, etc; que se han utilizado en
una amplia variedad de aplicaciones incluyendo: farmacia, biologia, ciencia de materiales,
tribologia ambiental, ingenieria aeroespacial, etc. (Rapoport, Fleischer y Tenne, 2005, p. 1782; Georgakilas

etal., 2015, p. 4744-4822; Baughman, Zakhidov y Heer, 2002).

Uno de los primeros trabajos en donde se funcionalizaron CNTs con Nanoparticulas Magnéticas
(MNPs por sus siglas en inglés Magnetic Nanoparticles) fue realizado por Sun, Z., et al. (2005, p.
2993-2997); lograron preparar por descomposicion térmica el nanocompoésito con nanoparticulas
de Fe,O3 para utilizarlos como un sensor altamente eficaz de H,S. Posteriormente en el 2009 se

realizaron varios trabajos entre ellos estan:

Liu, Y. et al.(2009, p. 408-412) donde prepararon mediante precipitacion quimica in situ el
compuesto magnético FesO0s-CNTs en el cual se logré6 demostrar que este complejo tenia

propiedades superparamagnéticas.



Balacianu, F., et al.(2009, p. 219-222) en el mismo afio prepararon nanoparticulas magnéticas por el
método de co-precipitacion, las cuales posteriormente fueron sintetizadas por funcionalizacion

covalente directa con MWCNTSs.

En el campo de la Biomedicina se han realizado trabajos en donde los CNTs-MNPs son utilizados
como agente de constraste en Resonancia Magnética (Wu et al., 2011, p. 4867-4876, 2011, p. 3496-3504)
y también como nanovehiculos transportadores de farmacos especialmente para tratamiento de

diferentes tipos de cancer, como por ejemplo:

Lu, Y., etal. (2012, p. 1-9) funcionalizaron a los MWCNTSs con poli(acido acrilico), luego los
decoraron con MNPs y conjugaron con &cido félico como orientador del nanovehiculo, este
complejo transportd Doxorrubicina (DOX) y fue dirigido a través de un campo magnético
externo, donde se demostro que hay una mayor citotoxicidad para células de glioblastoma(U87).
Hosseini, L., et.al. (2016, p. 176-182) desarrollaron el nanovehiculo PLA/IMWCNT/Fe;O4 para
transportar Daunorrubicina un fArmaco para tratamiento de leucemia, la liberacion del farmaco se
realizo por el el método No Fickiano y mostrd un efecto citotoxico para células K562 de leucemia.
1.2. Planteamiento del Problema

1.2.1. Formulacion del Problema

¢Los Nanotubos de Carbono de Pared Multiple funcionalizados con Nanoparticulas Magnéticas

son eficientes transportando el farmaco ZnMintPc utilizado en la Terapia Fotodinamica?

1.2.2. Sistematizacién del Problema

¢El método de co-precipitacion permite un buen acoplamiento de las nanoparticulas magnéticas

en los Nanotubos de Carbono de Pared Multiple?

¢La Espectroscopia Raman proporciona una caracterizacion total del nanovehiculo MWCNT’s-
MNP’s?

¢La Espectroscopia UV-VIS proporciona toda la informacién acerca del nanocompdsito
MWCNT’s-MNP’s-ZnMintPc?



¢El nanogel VCL/PEGDA dispersa eficientemente el nanocompdsito?

1.3. Justificacion

El descubrimiento de los Nanotubos de Carbono se ha convertido en una innovacion de la
nanotecnologia durante las Gltimas dos décadas especialmente utilizandolos para el desarrollo de
nanosistemas Utiles en biomedicina (Wu et al., 2011, p. 3496-3504; Hosseini, Mahboobnia y Irani, 2016, p.

176-182; Chen et al., 2012, p. 16469-16476).

Debido a las propiedades Gpticas, cataliticas y superparamagnéticas (Liu et al., 2009, p. 408-412; Demir
et al., 2014, p. 75-80; Zuo et al., 2009, p. 617-623) que adquiere el nanosistema al ser funcionalizado con
diversos compuestos, se ha generado una amplia variedad de aplicaciones entre las cuales
tenemos: sensor de hidracidos (Sun et al., 2005, p. 2993-2997), extraccion de colorantes drganicos(Qu
et al., 2008, p. 643-647) y especialmente como nanotrasportador en tratamiento de cancer (Monch et al.,

2005, p. 276-278; Li et al., 2011, p. 1797-1805; Yang et al., 2011, p. 1873-1882).

La presente investigacion se enfoca en la aplicacion de los Nanotubos de Carbono en el campo
de la biomedicina, pretendiendo asi realizar la funcionalizacion de los Nanotubos de Carbono de
Pared Multiple con Nanoparticulas Magnéticas de Hierro con el fin de obtener un nanosistema
que podra ser usado en un el futuro en la Terapia Fotodindmica (PDT por sus siglas en inglés)
como un nanovehiculo de farmaco ya que gracias a las propiedades superparamagnéticas le
permitirdn ser dirigido mediante un campo magnético externo hacia el sitio donde se encuentre el

tumor.

Se ha elegido utilizar MWCNTS ya que gracias a su estructura pueden transportar grandes cargas
de farmacos y por su facilidad de penetrar la célula ya sea a través de la bicapa lipidica o durante
la endocitosis (Kam et al., 2004; Lu et al., 2012, p. 1-9). EI ZnMintPc y los MWCNTSs son fuertemente
hidrofébicos y tiende a agregarse en medios acuosos (Soares et al., 2009; Garcia et al., 2011, p. 507-14;
Hummer, Rasaiah y Noworyta, 2001, p. 188-190) por lo que necesitan un vehiculo lipofilico para
transportarlo en un medio acuoso (Xia, Monteiro-Riviere y Riviere, 2010, p. 671-675; Montes, 2009; Kam y
Dai, 2005, p. 6021-6026). EI VCL-PEGDA es una nanogel biocompatible y es capaz de pasar de un
estado hinchado a uno colapsado al estar expuesto a un cambio fisico, quimico o bioquimico

(Forcada et al., 2011).

Este nanocomposito se podra utilizar en la PDT via intravenosa y se lo puede dirigir al érgano a

tratar a través de un campo magnético externo, para la liberacion del farmaco el nanogel debe
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pasar a un estado colapsado por aumento de temperatura lo cual se logra a través de un aumento
de la intensidad del campo magnético el cual inducird un aumento de temperatura en la parte del
cuerpo aplicado (Rayo y Guerrero, 2014, p. 17-38), una vez liberado el farmaco se lo dejara actuar
durante un tiempo y posteriormente este sera irradiado con luz visible de una adecuada longitud

de onda.

La PDT consiste en la interaccion de la luz con el fotosensibilizante (PS, Photosensitizer), lo cual
provoca que el PS pasen de un estado fundamental SO a un estado excitado S1, donde se puede
tener varios mecanismo de decaimiento hacia SO como un cruce intersistemas hacia un estado
triplete con emision de fluorescencia y que interacciona con moléculas de oxigeno molecular
generando ROS, especialmente oxigeno singlete que es el causante de la muerte de las células

tratadas (Castano, Mroz y Hamblin, 2006; Ackroyd, Kelty y Brown, 2001, p. 425; Dai et al., 2012, p. 120).
La PDT puede ser utilizada para tratamiento de enfermedades de piel como es la queratosis

actinica o varios tipos de cancer entre ellos de piel, cerebro, cabeza, cuello, mamas, pulman,

prostata, pancreas y cavidad intraperitoneal (Dolmans, Fukumura y Jain, 2003, p. 380-387; Agostinis, Berg
y Cengel, 2011; Dougherty, 2002, p. 3-7).

1.4. Objetivos

1.4.1.  Objetivo General

Funcionalizar Nanotubos de Carbono de Pared Multiple con Nanoparticulas magnéticas para

transportar el fotosensibilizante ZnMintPc, visando aplicaciones en Terapia Fotodinamica.

1.4.2.  Objetivos Especificos

e Sintetizar y caracterizar el nanovehiculo MWCNT’s-MNP’s

e Funcionalizar y caracterizar el compuesto MWCNT’s-MNP’s con el fotosensibilizante
ZnMintPc encapsulado en nanogel VCL/PEGDA.

e Estudiar la eficiencia del nanocompdsito resultante VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-
ZnMintPc.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Nanotubos de Carbono

Los Nanotubos de Carbono (CNTs por sus siglas en inglés Carbon Nanotubes) son estructuras
bidimensionales alotropicas del carbono, como el grafito, diamante y fullerenos. Los CNTSs se
consideran como laminas de grafito enrolladas sobre si mismas de diametros nanométricos y
longitudes micrométricas, en el afio de 1991 fueron observados por primera vez con la ayuda de
un microscopio electronico por lijima, el cual los sintetizé utilizando el método de descarga de

arco, un método similar al usado para la sintesis de fullerenos (lijima, 1991, p. 56-58).

Los CNTs poseen propiedades Opticas (Wan, Dong y Xing, 1998), eléctricas (Hong y Myung, 2007, p. 207-
8), térmicas(Pop et al., 2006, p. 96-100), fisicas (Saito, Dresselhaus y Dresselhaus, 1998) Y cinéticas (Guan,
Suenaga y lijima, 2008, p. 459-62). Son utilizados en una variedad de bioaplicaciones entre las cuales
tenemos: nanotransportador de farmaco, biosensor electroquimico, marcador bioldgico, entre

otras (Bianco, Kostarelos y Prato, 2005, p. 674; Yang et al., 2007).
2.1.1.  Estructuray Morfologia de CNT

La estructura de una pared de un CNT viene expresada en términos de su angulo quiral () y su

vector quiral C = na; + ma, en donde ny m (indices de Hamada) son nimeros enteros que
indican el nimero de pasos que existe entre los enlaces de la red hexagonal de carbonos de

nanotubo y a; y a, son los vectores unitarios .

Segun los indices de Hamada podemos encontrar tres tipos de estructuras: armchair (m=n, 6=
30°), zig-zag (m=0, 6=0°) y quiral (m#n#£0, 0°<6<30°) (Smalley, Dresselhaus y Dresselhaus, 2003). En
la Figura 1-2A se observa un CNT desenrollado en donde al unir los bordes de las lineas
entrecortadas en amarillo se forma la estructura cilindrica, el primer borde se lo nombrara vector
T e indica la direccion de crecimiento del nanotubo y sera perpendicular al vector quiral, mientras
que el vector H indica la direccion de las filas hexagonales marcadas con puntos negros que se

encuentran mas cercanas al vector T.



Si tomamos un atomo de carbono de la red que interseque con el vector T (linea amarilla) da lugar
al indice (0,0) a partir del cual se trazara una linea que corte a la mitad cada hexagono de lared a

esta linea se la Ilama linea de sillon (armchair, linea punteada).

Del punto donde intersecd la linea sillén con la linea amarilla se busca el &omo de Carbono méas
cercano que interseque exactamente con la linea amarilla, el indice (0,0) con este nuevo indice
marcaran el inicio y fin del vector quiral C ya mencionado y el médulo de este vector
correspondera al diamétro del CNT. Finalmente trazamos un vector horizontal desde (0,0) de
manera que pase tocando un 4&tomo de carbono de una fila de manera que encima de este vector

se forme una estructura zigzag.

El &ngulo formado entre los vectores A 'y C se denomina angulo quiral 6 y al &ngulo formado
entre C y la linea silla se lo denomina ¢. Si tomamos la medida del 4ngulo quiral y la trasladamos
a C bajo el angulo ¢ logramos formar el vector B. Estos dos vectores corresponden a una
prolongacion de los vectores unitarios a; y a, es decir cada vector unitario multiplicado por su

respectivo indice de Hamada n'a; + m a,.

Estas estructuras nos ayudan a conocer las propiedades de conductividad eléctrica, densidad entre
otras, definida por la quiralidad del CNT, por ejemplo cuando % es igual a un numero entero

el CNT es metalico y por lo tanto serd un buen conductor eléctrico de lo contrario serd un CNT

semiconductor (Smalley, Dresselhaus y Dresselhaus, 2003; Poole y Owens, 2007).

A TA%H B
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Figura 1-2: A) Tipos de estructuras de los Nanotubos de Carbonos. B) Imagenes STM de

Nanotubos de Carbono de Pared Simple.

Fuente: Wilder, J. et.al., 1998; Poole, C. et.al. 2007.



2.1.2. Clasificacion de CNT

En la Figura 2-2, se puede observar una representacion de dos tipos de nanotubos, en la Figura
2-2A se encuentra un Nanotubo de Carbono de Pared Simple (SWCNTSs por sus siglas en inglés:
Single-Walled Carbon Nanotubes) los cuales presentan un didmetro de entre 0.4 a 2 nm y una
longitud en el orden de los micrometros (0.2 a 5um), en Figura 2-2B se presenta un Nanotubo de
Carbono de Pared Multiple (MWCNTSs por sus siglas en inglés Multi-Walled Carbon Nanotubes)
los cuales presentan diametros entre 2 a 100 nm y se consideran como SWCNTs de diferente
diametro envuelto uno sobre otro a manera de capas con una separacion entre capa de 0.34 a 0.36

nm aproximadamente(Cheung et al., 2010, p. 633-649; Reilly, 2007, p. 1039-42).

0.4-2nm 2-100nm

Figura 2-2: Nanotubo de Carbono de pared Simple. B: Nanotubo de Carbono de Pared Mdltiple.

Fuente: Reilly, R., 2007, p. 1040.

2.1.3. Método de Produccion de CNT

Los métodos mas utilizados para producir CNTs son los siguientes:

e Deposicion Quimica en fase de Vapor de hidrocarburos (CVD): Consiste en la utilizacién
de un reactor con un ambiente inerte a baja presion el cual posee un sustrato a base de metales
que pueden ser: Fe, Ni, Co, Au (espesor =1-50 nm), los cuales actian como catalizador, el
reactor se calienta a altas temperaturas (600°C-700°C) y se afiade poco a poco carbono en
forma de gases como metano, acetileno o etileno, durante el proceso de mezcla del gas inerte

con el hidrocarburo, se liberan atomos de carbono sobre el catalizador metélico provocando
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que se desprendan particulas cataliticas y estas sirvan como centro para la formacion de los
CNTs, de esta manera el diametro de los CNTs dependera del tamafio de las particulas
cataliticas, posteriormente estas particulas se pueden eliminar con un tratamiento acido (Fan

et al., 1999; Rodney Andrews et al., 2002; Smalley, Dresselhaus y Dresselhaus, 2003).

e Ablacion Laser: Consiste en bombardear con pulsos intensos de laser, laminas de grafito
dentro de un reactor de alta temperatura en atmasfera inerte, los MWCNTS se forman cuando
el gas caliente de carbono llega a condensarse en las paredes frias del reactor. Se han utilizado

catalizadores como Cu, Ni o Co para mejorar el didametro de SWMCNTS (Journet y Bernier, 1998,
p. 1-9; Smalley, Dresselhaus y Dresselhaus, 2003).

e Arco de Descarga Eléctrica: Esa técnica fue utilizada en la primera produccion de
MWCNTSs realizada por lljima en 1991(lijima, 1991, p. 56-58). Este método consiste en la
formacion de un arco eléctrico que se produce cuando en una atmdésfera inerte a baja presion
se enfrentan dos electrodos de grafito a una distancia menor a 1mm. Cuando se hace pasar
una corriente intensa (del orden de cientos de Amperios) por los electrodos se produce plasma
caliente de carbono formado por la sublimacién de la superficie de los electrodos y el cual al

enfriarse forma los CNTS (Ando y Zhao, 2006)

2.1.4. Purificacion

La purificacion de los CNTs se puede realizar por métodos quimicos o fisicos:

¢ Un método muy utilizado, es el método de oxidacion quimica en el cual se usa un ataque
acido que genera una reaccion de alta temperatura provocando la eliminacion de impurezas

en los CNTSs, se puede usar H,SO, y HNOg3 para el ataque &cido (Chiang, Brinson y Smalley, 2001;
Stobinski et al., 2010; Hiura, Ebbesen y Tanigaki, 1995).
e Dentro de los métodos fisicos tenemos:

1. El ultrasonido donde las impurezas se dispersaran debido a la vibracion este proceso

debera ser acompafiado de centrifugacion.

2. La microfiltracion es un método poco eficiente ya que algunas particulas amorfas en los

CNTs pueden tener un tamafio mayor al del didmetro del poro filtro.

3. La separacion magnética en donde impurezas metalicas son atraidas por un campo

magnético logrando separarlas de los CNTSs.
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Para lograr una mayor pureza de los CNTSs se puede utilizar un método mixto como po ejemplo:

la filtracién con un ataque &cido (Shelimov, Esenaliev y Rinzler, 1998; Bandow et al., 1997).

2.1.5. Funcionalizacion de CNT

2.1.5.1. Covalente

Esta funcionalizacion se realiza durante reacciones de oxidacion siguiendo el mismo proceso de
la purificacion, es decir por ataque acido, lo que da lugar a la formacion de grupos hidréfilos en
los CNTs (Rosca et al., 2005), en el caso de usar acido nitrico y sulfurico se observa que existe una
introduccion de grupos carboxilo a los extremos y en la periferia de los CNTs como se puede
observar en la Figura 3-2, los cuales permitiran la unién con otras moléculas a través de uniones
covalentes, que dependiendo del tipo de molécula con que interaccione el CNT, daré lugar a un
enlace amida, amina, ester o tiol (Banerjee, Hemraj-Benny y Wong, 2005; Lariza et al., 2012; Choudhary y

Gupt, 2011).

Figura 3-2: Funcionalizacion Covalente de CNTSs.

Fuente: Choudhary, V. y Gupt, A., 2011. 2011, p. 71

2.1.5.2. No Covalente

Esta funcionalizacion permite conservar las propiedades de los nanotubos, no los altera ni

destruye, es decir se puede considerar una funcionalizacion no destructiva y se da por la adsorcion

de moléculas en la superficie de los CNTs, produciéndose aparentemente interacciones

electrostéaticas, de Van del Waals o de apilamiento n-n, estas interacciones se pueden dar con
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surfactantes, polimeros o compuestos aromaticos como porfirinas y ftalocianinas (Larizaet al., 2012;

Banerjee, Hemraj-Benny y Wong, 2005).

Los surfactantes y polimeros pueden evitar la aglomeracién de los CNTs, logrando asi su
individualizacion en un medio acuoso, es decir seran capaces de actuar como una envoltura y
conservar propiedades de conductividad térmica y eléctrica (Valerie C. Moore et al., 2003; O’Connell
etal., 2001, p. 265-271). Al interaccionar los CNTs con arométicos se da lugar a interacciones n-nt
que permiten un buen anclaje de las moléculas a las paredes de los CNTs, lo que hace posible
crear una funcionalizacion no-covalente supramolecular que es utilizada principalmente para

sistemas de entrega de fA&rmacos (Tasis et al., 2006, p. 1105-1136; Chacko et al., 2012, p. 836-851).

Un ejemplo de funcionalizacion covalente y no covalente se puede observar en la Figura 4-2 en
donde se utiliza un nanogel de PEG para dispersar y envolver al nanovehiculo (SWCNTSs) y lograr
llevar DOX (doxorrubicina, farmaco utilizado para tratamiento de cancer). Se us6 acido félico
como un marcador de direccién. En b) muestra la funcionalizacién covalente entre los grupos
carboxilicos de un SWCNT vy los grupos superficiales del polimero PEG (en color azul,
Polietilenglicol) utilizada para lograr una dispersion de los SWCNTs en un medio acuoso,
mientras que en a) se da una funcionalizacion no covalente supramolecular entre el SWCNT vy los
fosfolipidos-PEG a través de interacciones hidrofébicas, ademas también se utiliz6 esta
funcionalizacion para lograr el anclaje de DOX(en color rojo) en la superficie del SWNCT por

medio de interacciones m-1 (Chacko et al., 2012, p. 836-851).
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Figura 4-2: DOX(color rojo) cargado a lo largo de la superficie de un CNT. a) Funcionalizacién

No-Covalente. b) Funcionalizacion Covalente con PEG(color azul).

Fuente: Chacko, R. et.al., 2012, p. 839.
11



2.1.6. Toxicidad de CNT

Se han realizado pruebas especialmente de la toxicidad de los CNTs en tejido pulmonar de ratas
y truchas donde se ha administrado dosis de 0.5 a 5 mg de CNTs dando lugar a lesiones en las
vias respiratorias, reacciones inflamatorias y fibréticas (Muller et al., 2005; Smith, Shaw y Handy, 2007).
Esta reaccidn es provocada por un exceso de tensioactivos usados en la dispersion de los CNTSs,
algunos de ellos toxicos para el organismo (Dong et al., 2008, p. 255702). Segun estudios realizados
por Sayes, C. et.al. (2006) demuestra que los CNTs funcionalizados o decorados con ciertos
elementos en su superficie pueden disminuir la toxicidad de estos en el organismo incluso en

dosis altas. (Sayes et al., 2006, p. 135-142)

2.2. Nanoparticulas Magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas (MNPs por sus siglas en inglés Magnetic Nanoparticles) son
sistemas de tamafio nanométrico que poseen propiedades Opticas, eléctricas, cataliticas y
magnéticas las cuales dependen de la relacion Area Superficial —Volumen; es decir, mientras més
pequefia sea la MNP, mayor cantidad de dtomos habran en la superficie y estos serdn atomos
disponibles para unién con ligandos, ademas que al tener caracter magnético mientras mas
pequefia sus a&tomos tendran una sola orientacion magnética, es decir formaran un monodominio

magnético (Kodama, 1999, p. 359-372; Lu, Salabas y Schiith, 2007, p. 1222-1244).

Ademas, las MNPs pueden tener anclado diferentes ligandos que pueden ser: farmacos, genes,
entre otros. Las MNPs son utilizadas especialmente en la Biomedicina ya que gracias a sus
propiedades magnéticas son Utiles en el transporte de farmacos, terapia del cancer y adquisicion
de imagenes en MR (Fang y Zhang, 2009, p. 6258; Scarberry et al., 2008, p. 10258-62; Pankhurst et al., 2003, p.
R167-R181).

En la Figura 5-2 se puede observar en la parte a) la TEM de MNPs de Fe;O., en la parte b) se
encuentra un esquema de una Nanoparticula de nucleo de Fe;O4 cubierta con una capa de SiO2
transportando Rutenio Tris-2,2-Bipiridina (Rubpy, colorante organico), que sirve para dar
luminiscencia al compdsito, por lo cual poseeré propiedades superparamagnéticas y luminiscentes
y en la parte c) se puede observar una MNPs de FesO4 a la cual se encuentra anclada
fotosensibilizante que puede ser zinc ftalocianina o termoporfin (Foscan) usados para la Terapia

Fotodinamica.

La sintesis de este Gltimo nanocompasito se realizé con el farmaco disperso en un medio oleoso
debido a su caracter hidrofobico y las MNPs en un medio acuso con surfactante. Finalmente
12



fueron mezclados formando un complejo capaz de ser dirigido a través de un campo magnético

externo (Reddy et al., 2012, p. 5818-5878).

Figura 5-2: a) TEM de MNPs de Fe3;O4. b) Esquema de NP con un nlcleo de Fe;O4 cubierta con
SiO;. ¢) Esquema de una MNP con Foscan (PS) para aplicacion en Terapia Fotodinamica.

Fuente: Reddy, L. et. al., 2012., pp. 5820, 5826, 5847.

2.3. Sintesis de Nanoparticulas Magnéticas en Nanotubos de Carbono

Para la sintesis de MNPs existen métodos fisicos como: condensacion de gas inerte y molienda
mecanica y métodos quimicos como: Co-precipitacion, Solvotermal, hidrotermal, sol-gel, oxido-
reduccién y técnica del poliol, pero los entre los mas utilizados para aplicaciones biomédicas
tenemos el de Co-precipitacion y el Solvotermal. El anclaje de MNPs en los CNT se da a la par
durante su sintesis. Para estos procedimientos es necesario que los MWCNTS sean purificados

mediante ataque acido con H,SO, y HNOs en una relacién 3:1 (Kong, Lu y Zhang, 2008, p. 628-636).
2.3.1.  Método de Co-precipitacién
Este método consiste en la dispersion de los MWCNTS en agua pura. Luego se dispersan sales de

hierro que pueden ser: sulfato de Hierro Il (FeSQ.) y sulfato de Hierro 111 (Fez(SO.)s) (Castrillon
Garcia, Irusta Alderete y Meier, 2012) o Cloruro de Hierro 1l tetrahidratado (FeCl; -4 H,O) y
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Cloruro de Hierro 111 Hexahidratado (FeCls-6 H.O) (en relacion 1:2)en agua pura (Ricuciu, Creanga

y Airinei, 2006, p. 117-121; Teymourian, Salimi y Hallaj, 2012, p. 60-68).

Posteriormente se unen las dos muestras y se las dispersa en un medio bésico en una atmdsfera
inerte a baja presion, luego se somete la muestra a sonicacion. La solucion resultante es purificada
por filtracién y neutralizada el pH, finalmente es centrifugada y solo se conserva la solucién del
fondo que es donde se encuentran las nanoparticulas magnéticas en MWCNTS (FAN y LI, 2012, p.
111-116). Con este método se obtienen CNTs de 100 a 150 nm didmetro y aproximadamente 1um

de largo y MNPs de 17 a 20 nm de didmetro (Qu et al., 2008, p. 643-647; Balacianu et al., 2009, p. 219-
222).

En la Figura 6-2 se muestra los resultados obtenidos segun Kong, L. et.al (2008) al utilizar el
método de Co-precipitacion. El literal a) muestra una imagen TEM del compoésito en donde se
observa que las MNPs se encuentran funcionalizadas en los MWCNTSs mientras que en la parte
b) se observa la caracterizacién por espectroscopia Raman de las MWCNTS puros y tratados y
del compésito final. Se puede observar que no existe una variacién de las bandas D y G de los
MWCNTSs puros y tratados y del composito final lo que indica que los MWCNTS al modificar su

superficie por las MNPs no afectan a su estructura (Kong, Luy Zhang, 2008, p. 628-636).
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Figura 6-2: a) TEM MWCNTs-MNPs y b) Raman: a. MWCNTSs Puros, b. MWCNTS Tratados
con acidos y ¢. MWCNTs-MNPs.

Fuente: Kong, L., et. al., 2008, pp.631, 635.

2.3.2. Método Solvotermal

El método consiste en la dispersion de sales de Hierro y MWCNTSs tratados en un solvente
organico como puede ser el etilenglicol o/y dietilenglicol los cuales a la vez actuardn como un

reductor del compuesto. La muestra se coloca en el autoclave a una temperatura de
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aproximadamente 200°C y en bafio de aceite por 30 min. Finalmente el compdsito es lavado con
agua pura o etanol (Wu et al., 2011, p. 3496-3504; Xiao et al., 2012).

En la Figura 7-2 se muestra la caracterizacion TEM y SEM del compdésito MWCNTs-MNPs, en
donde se observa que las MNPs se encuentran acopladas en los MWCNTSs y las MNPs poseen

didmetros entre 14 y 40 nm (Deng, Wen y Wang, 2012, p. 3369-3376).

Figura 7-2: a. TEM y b. SEM de MWCNTSs-MNPs.

Fuente: Deng, J., et.al, 2012, p. 3372

2.4. Técnicas de Caracterizacion
2.4.1.  Espectroscopia Raman

Esta técnica se basa en los fendmenos de dispersion ineléstica de un haz monocromatico sobre el
material a analizar, realizando asi un analisis de los modos vibracional y rotatorio de las
moléculas proporcionando finalmente informacion estructural y quimica del nanocompésito (Lobo
etal., 2008, p. 98-103). Como por ejemplo en la Figura 6-2b se muestra el espectro Raman de los
MWCNTSs puros y tratados y del compdésito MWCNTs-MNPs en donde se observa que la relacion
entre las bandas D (banda a 1351 que indica la presencia de una estructura desordenada de grafito)
y G (banda a1584 se atribuye a la banda de grafito que indica la presencia de un sistema sp?) no
tienen una variacién significativa lo que significa que el material al ser tratado con acidos y

funcionalizado con las nanoparticulas no sufre cambios estructurales.
2.4.2.  Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Esta caracterizacion conocida como SEM (por sus siglas en inglés Scanning Electron Microscope)

nos brinda informacion morfoldgica y quimica del nanocomposito (Oatley, Nixon y Pease, 1966). En
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la Figura 7-2b se puede observar la imagen SEM de MWCNTs-MNPs en donde se visualizan las
MNPs acopladas en los MWCNTSs existiendo un contraste diferente para cada estructura.

2.5. Terapia Fotodinamica

La Terapia Fotodinamica (PDT por sus siglas en inglés de Photodynamic Therapy) es una técnica
que consiste en la interaccion de luz, fotosensibilizante (PS por sus siglas en inglés
Photosensitizer) y oxigeno, que al combinarse producen ROS (Especies reactivas de oxigeno) los
cuales son capaces de provocar la muerte celular. Es minimamente invasiva y toxica por lo cual
es generalmente usada para tratar enfermedades de la piel y algunos tipos de cancer como de piel,
prostata, cuello, pulmdn, mamas, entre otros (Triesscheijn et al., 2006, p. 1034-44; Hopper, 2000, p. 212-

219; Dolmans, Fukumura y Jain, 2003, p. 380-387).

2.5.1. Mecanismo de Accidn

La PDT tiene como objetivo la foto-oxidacion de células cancerigenas de un érgano o tejido.
Comienza con la administracion del PS que puede ser via topico o intravenoso. Posteriormente se
procede a irradiar la zona a tratar con luz visible de una adecuada longitud de onda, provocando
que las moléculas del PS absorban fotones los cuales promoveran al PS a un orbital de energia
superior, es decir el PS pasa de un estado fundamental SO a un estado excitado S1 lo cual se puede
observar en la Figura 8-2 (a). EI PS puede decaer a su estado fundamental con emisién de
fluorescencia (b) o por conversion interna (IC) que se dara en un tiempo muy corto
(nanosegundos), o puede someterse a un cruce intersistemas (c) promoviendo el PS a un estado
triplete (T1) menos energético que el estado S1, pero con un tiempo de vida mas largo
(microsegundos), en donde el electron excitado emite energia en forma de fosforescencia (d) ,
ademas el PS en estado Triplete podra reaccionar con Oxigeno molecular (O2) por medio de dos

tipos de mecanismos:

e Tipo I: EI PS en estado T1 reacciona directamente con sustratos biologicos vecinos en células
cancerigenas para formar radicales e iones radicales. Los radicales pueden interactuar con
oxigeno formando ROS como son los radicales: superoxido O, hidroxilo —OH y peroxido
de Hidrégeno H,0; (e).

e Tipo Il: ElI PS en estado T1 reacciona directamente con oxigeno molecular para formar

oxigeno singlete 1O,, un ROS altamente citotéxico (f).
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Los ROS pueden interactuar con lipidos insaturados, restos de &cidos nucleicos y aminoécidos y
si se produce suficiente dafio oxidativo son capaces de matar las células diana que se encuentran

dentro de la zona irradiada. (Castano, Mroz y Hamblin, 2006; Ackroyd, Kelty y Brown, 2001, p. 425; Dai et al.,

2012, p. 120).
(a) .
——.

PS excited singlet state

light

(b)

fluorescence

phosphorescence

(d)

PS
1

e e
PS ground singlet state

Figura 8-2: Esquema de la Terapia Fotodinamica.

Fuente: Dai, T. et. al., 2012.

2.5.2. Historia

El uso de la luz para curar enfermedades se remonta desde aproximadamente 3000 afios atrés
donde griegos, chinos, indios y egipcios utilizaban la luz para curar enfermedades como el
vitiligio, cancer a la piel, entre otros. En Grecia Herddoto en el siglo 1l a.C le brindd el nombre
Helioterapia a la cura de enfermedades utilizando la luz solar. Y para el final de este siglo ya se

practicaba la fototerapia en hospitales de Londres (Harber, 1983, p. 303-304).

En Munich a inicios del siglo XX el profesor Von Tappeiner comenzé a hacer uso de la PDT sin
darse cuenta, por lo cual se le considera como el pionero de la PDT, ya que intentaba descubrir el
proceso de accion que ocurre al tratar el paludismo con quinina, ademas que se preguntaba por
qué la acridina en comparacién a otros compuestos era mas toxica para los protozoos al usarla in

vitro pero este no era eficaz in vivo.
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Posteriormente su alumno Oscar Raab, continud con esta investigacion y descubrié que el naranja
de acridina expuesta a luz tenia un efecto letal sobre los paramecios, posteriormente se dio cuenta
que durante este proceso habia la emision de fluorescencia lo cual le llevo a deducir que el

causante de la toxicidad in vitro fue algun producto de la fluorescencia.

En 1900 Prime un neur6logo Francés presenté el primer reporte de Fotosensibilizantes
administrados via parenteral, cuando observé que las al tratar la epilepsia con eosina los pacientes
que estuvieron expuestos al sol tendian a contraer dermatitis, informacion que fue utilizada con
VVon Tapperiner y el dermatdlogo Jesionek para comenzar a utilizar la eosina topica para eliminar
tumores de la piel. Prime, Tappeiner y JodIbauer demostraron que es necesario el oxigeno durante
este proceso. Finalmente en 1907 se logré poner el nombre de “Terapia Fotodinamica” a este

fendmeno (Daniell y Hill, 1991; Taub, 2003; Ackroyd, Kelty y Brown, 2001, p. 425)

En 1913 el aleman Friedrich Meyer-Betz fotosensibilidad present6 un informe sobre la porfirinas
como fotosensibilizante en humanos (Meyer-Betz, 1913, p. 476-503.), posteriormente en 1924 se
reportd la primera aplicaciéon de hematoporfirinas para localizacién de tumores malignos
realizada por el Francés Policard, quien observd que la hematoporfirina producia una
fluorescencia roja en un sarcoma de una rata al ser expuesta a luz ultravioleta (Policard, 1924, p. 1423-
1424; Policard y Leulier, 1924). Figge, F., Weiland G., Manganiello, L. (1948) aplicaron porfirinas como
hematoporfirina, hematoporfirina de zinc, protoporfirina y coproporfirina en 240 ratones que
poseian tumores y 50 que no los poseian y observo el tipo de fluorescencia que producia cada
porfirina, llegando a concluir que la porfirina se puede usar para tratamiento de leucemias
linfaticas (FIGGE, WEILAND y MANGANIELLO, [sin fecha], p. 640).

En 1995 el Photofrin fue aprobado como un farmaco para la Terapia Fotodindmica por la FDA
(Food and Drug Administration) utilizado para tratamientos de cancer de es6fago y pulmon.
Posteriormente se han ido descubriendo mas farmacos capaces de utilizarse como
fotosensibilizantes, entre ellos tenemos las ftalocianinas, feoforbides, precursores de porfirinas,
proficenos y derivados de la clorina, los cuales han sido utilizados para PDT durante los ultimos
afios se han desarrollado nanovehiculos para llevar estos PS para de esta manera asegurar que el
PS llegue al sitio adecuado por medios intravenosos (Dolmans, Fukumura y Jain, 2003, p. 380-387; Zuluaga

y Lange, 2008, p. 1655-1673).
2.5.3.  Fotosensibilizante
Los fotosensibilizantes (PS por siglas en inglés Photosensitizer) son compuestos sensibles o

reactivos al ser expuestos a la luz y durante su reaccidon son capaces de producir sustancias
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reactivas de Oxigeno denominadas ROS, lo cual produce efectos citotoxicos sobre

microorganismos o en células dafiadas (Wharton, Gali y Hamblin, 2009, p. 1-23). Un PS ideal necesita

tener las siguientes caracteristicas para su éptimo rendimiento en la PDT (Pushpan et al., 2002, p. 187-

207; Moan, 1990; Allison et al., 2004, p. 27-42).

Debe ser un compuesto quimicamente puro y de sintesis reproducible.

Debe tener un alto rendimiento cuantico para la produccion de oxigeno singlete, lo cual

servird para una destruccion eficaz de las células tumorales.

Debe tener una fuerte absorcién con alto coeficiente de extincion y en la region de longitud
de onda més larga que corresponde al rojo, preferiblemente con longitudes de onda entre 700-
800 nm, en donde la dispersion de luz es minima y la penetracion en tejido es maximay es lo
suficientemente energética como para producir ROS.

Debe tener una excelente reactividad fotoquimica, con altos rendimientos de estado triplete,
permanencia en este estado durante un tiempo de vida largo y ser capaz de producir
efectivamente oxigeno singlete y otras especies reactivas.

No debe ser citotoxico en ausencia de luz y s6lo debe serlo en presencia de luz.

Debe tener retencion preferencial por el tejido diana (por ejemplo: células tumorales).

Se debe excretar rapidamente del cuerpo, induciendo asi una baja toxicidad.

Debe ser sintetizable a partir de precursores facilmente disponibles.

Debe ser estable y soluble en los fluidos del tejido corporal o disolventes inyectables.

Al tratar una enfermedad no debe generar otra.

Dentro de los Fotosensibilizantes mas utilizados tenemos los siguientes (Allison y Sibata, 2010, p. 61-

75; O’Connor, Gallagher y Byrne, 2009, p. 1053-1074; Allison et al., 2004, p. 27-42):

Photofrin: Es un derivado de la hematoporfirina, es una combinacién patentada de

monomeros, dimeros y oligébmeros derivados de diversas manipulaciones quimicas de la
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hematoporfirina, su longitud de onda de activacion a la cual presentan un coeficiente de
extincion alto es a 408 nm (Azul) y 510 (Verde). Alcanza una alta concentracion en tejido a
las 24 0 48 horas después de su aplicacion y permanece en el tejido durante aproximadamente
4-6 semanas, por lo que la fotosensibilidad prolongada es un problema. Se ha utilizado

generalmente para tratar tumores de vejiga, piel, pulmon y es6fago.

e Ftalocianinas: PC (por sus siglas en ingles Phthalocyanines), son compuestos hidrofébicos
cuya longitud de onda de activacion a la cual presentan un coeficiente de extincion alto es
entre los 650 y 700 nm, lo cual permite una penetracidn profunda de tejidos. Alcanza una alta
concentracion en tejido tumoral después de 1 a 3 horas de su administracion. Son utilizados

generalmente para tratar lesiones cutaneas y subcuténeas.

e Texafirinas: Lu-Tex (por sus siglas en inglés Lutetium Texaphyrin), son compuestos
sintéticos hidrofilicos cuya longitud de onda de activacion a la cual presentan un coeficiente
de extincion alto es a 732nm, permitiendo alcanzar una concentracion alta en tejidos
neoplasicos después de 2 a4 horas de su administracion. Se ha utilizado para tratar epitelioma
basocelular, eliminar la metéstasis subcutanea de melanoma, cancer de mama, sarcoma de

Kaposi y para contraste en Resonancia Magnética Nuclear (RNM).

e Derivados de Clorina: Son un analogo de las porfirinas, contienen derivados clorofilicos. Su
longitud de onda de activacién a la cual presentan un coeficiente de extincion alto es a los
650 nm. Se utiliza para tratar carcinomas cutaneos dentro de los derivados de la clorina

tenemos los que se muestran en la Tabla 1-2 :

Tabla 1-2: Derivados de la Clorina.

DERIVADO DE LA CLORINA LONGITUD DE ONDA PARA FOTOACTIVACION
Benzoporfirinas (BPD-MA) 690 nm
N-Aspartyl-chlorine e6 ( Npe6 ) 664 nm
Tin etiopurpurin ( SNnET2) 660-664nm
Meso-tetra-hidroxifenil-clorina (mTHPC) 514 y 652nm

Elaborado por: Coralia Cuadrado, 2017
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2.5.4. Mentol-Ftalocianina de Zinc

El Mentol-Ftalocianina de Zinc es un PS que posee un gran potencial en PDT y es un derivado de
las ftalocianinas. Su estructura esta basada en las porfirinas pero con un atomo central de Zinc y
cuatro grupos mentoxi a su alrededor (Figura 9). Los grupos mentoxi le permiten al PS ser soluble
en disolventes organicos como: DMF (N-N Dimetilformamida), DMSO hexano, acetato de etilo,
éter dietilico, diclorometano y acetona. Su peso molecular es de 1195g/mol (Romero, 2012). El

ZnMintPc posee un mayor rendimiento cuantico y fotodegradacion que el ZnPc.

Figura 9-2: Estructura del ZnMintPc.

Fuente: Romero, M., et.al., 2012, p. 23

En la Figura 10-2 se muestra el espectro UV-Vis de ZnMintPc en DMF en color azul, que es un
espectro tipico de las ftlocianinas. Sus picos caracteristicos se encuentran en 284, 354, 616 y 684

nm El espectro consiste en una banda de absorcion débil, poco intensa y estrecha

L
mol.cm

(s = 0.78 x 10° ) en torno a 354 nm, conocida como la banda B o de Soret, luego se

presenta una banda de absorcion muy intensa y estrecha (s = 1.67 x 10° ) entorno a 684

mol.cm

nm denominada banda Q (Romero et al., 2013, p. 22-29; Kobayashi et al., 1996, p. 1073-1085). La agregacion
existente en el ZnMintPc debido a su caracter hidréfobo puede ser monitoreada con facilidad

mediante la reduccion de la intensidad de la banda Q(Garcia et al., 2011, p. 507-14).

La banda de Soret surge de una fuerte transicion electronica desde el estado fundamental al
segundo estado singlete excitado (SO — S2). Mientras que la banda Q es el resultado de una
transicion débil para el primer estado singlete excitado (SO — S1). La disipacion de la energia a

través de la conversién interna (IC) es tan répida que la fluorescencia sélo se observa por la

21



despoblacion del primer estado singlete excitado al estado fundamental de menor energia (S1 —

S0) (Kobayashi et al., 1996, p. 1073-1085; Kobayashi, Nakajima y Ogata, 2004).

[ (1)

Absorbance / LED's emission
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Wavelength (nm)

Figura 10-2: (1) Espectro de emision del LED rojo. (2) Espectro de absorcion del ZnMintPc en

DMF (color azul). (3) Espectro de absorcion del ZnMintPc en acetato de etilo (color rojo).

Fuente: Romero, M., 2012, p. 23.

2.6. Sistemas de Suministro de Farmacos

Como ya se explicd, la aplicacion de la PDT generalmente implica la administracion de un agente
PS, seguido por irradiacion con luz en presencia de oxigeno. EI modo de administracion del PS
es de suma importancia. EI PS no sélo tiene que estar en una adecuada forma para su

administracion, sino también cumplir con las condiciones descritas en el subcapitulo 2.5.3.

Existen varios medios de suministro de farmacos como son: inyeccién intravenosa de soluciones,
emulsiones, liposomas, hidronanogeles, dendrimeros, ciclodextrinas, nanoparticulas, cristales
liquidos y microesferas utilizados como nanovehiculos de liberacion de farmaco (Figura 11-2)

(Sun et al., 2009; Akerman et al., 2002, p. 12617-21; Calixto et al., 2016, p. 342; Boddupalli et al., 2010, p. 381).
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Figura 11-2: Tipos de Sistemas para administracion de farmacos.

Fuente: http://www.medscape.com/viewarticle/770397_2

2.6.1.  Sistemas de Nanoparticulas

Las Nanoparticulas, NP (por sus siglas en inglés Nanoparticles) como su nombre lo indica poseen
un tamafio nanomeétrico y son muy eficientes como un sistema de transporte de farmacos. Es un
sistema que posee grandes beneficios como son (Buzea, Pacheco y Robbie, 2007, p. MR17-71; Calixto et al.,

2016, p. 342; Cho et al., 2008, p. 1310-1316; Singh y Lillard, 2009, p. 215-223):

e Pueden extravasarse a través del endotelio en sitios inflamatorios, epitelio (como: el tracto

intestinal o el higado), tumores o penetrar en los microcapilares.

e Proteccidn del PS contra la degradacion enzimatica

e Control de la liberacién de farmacos que permite liberar una concentracion constante y

uniforme en las células diana
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e Capacidad de penetrar las células diana debido a su tamafio

e Biocompatibilidad y la capacidad de reabsorcién a través de vias naturales

e Fotoestabilidad.

e Algunas NPs poseen la capacidad ser dirigidos al sitio diana mediante mecanismos activos

(ligandos, anticuerpos) y pasivos.

e Las nanoparticulas tienen la capacidad de acumularse en las células sin ser reconocidas por

la P-glicoproteina, uno de los principales mediadores de la resistencia a multiples farmacos.

e Permiten solubilizar farmacos para la administracion sistémica.

e Permeabilidad y el efecto de retencién mejorados: Tienen la capacidad de circular durante
maés tiempo en el torrente sanguineo y una mayor probabilidad de llegar a los tejidos

tumorales objetivo.

e Las caracteristicas fisiopatologicas Unicas de los vasos tumorales permiten que las
macromoléculas, incluidas las nanoparticulas, se acumulen selectivamente en los tejidos

tumorales

e Permiten una expresion eficaz de antigenos o del receptor.

Las NPs se clasifican segin el método de sintesis y el compuesto quimico utilizados, por ejemplo

se tienen:

¢ Nanoparticulas poliméricas: PNP (por sus siglas en inglés Polimeric Nanoparticles). Las PNP
constituidas de polimeros naturales y sintéticos, poseen una gran estabilidad y facilidad de
modificacion superficial. Pueden lograr la liberacion controlada de farmacos y la localizacion
especifica de la enfermedad ajustando las caracteristicas del polimero y la quimica
superficial(Vauthier et al., 2003, p. 96; Panyam y Labhasetwar, 2003, p. 45).

e Nanoparticulas lipidicas solidas: (SLN por sus siglas en inglés Solid lipid nanoparticles). En
ellas pueden incorporarse: proteinas y antigenos destinados para fines terapéuticos, su
administracion puede ser por vias parenterales o por alternativas tales como oral, nasal y

pulmonar. Brinda una mejor estabilidad proteica, evita la degradacion proteolitica. Pueden
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preverse varias aplicaciones terapéuticas locales o sistémicas, tales como inmunizacion con
antigenos proteinicos, tratamiento de enfermedades infecciosas, enfermedades cronicas y

terapia del cancer(Liong et al., 2008, p. 889-896; Wissing, Kayser y Milller, 2004, p. 1257-1272; Almeida y
Souto, 2007, p. 478-490).

e Las nanoparticulas ceramicas: CNPs (por sus siglas en inglés Ceramic Nanoparticles). Las
CNPs son sistemas inorganicos con caracteristicas porosas. Debido a que estas particulas
pueden ser facilmente disefiados con el tamafio y la porosidad deseada, son utilizadas como

como vehiculos de fArmacos (Roy, Ohulchanskyy y Pudavar, 2003; Yih y Al-Fandi, 2006, p. 84).

e Nanoparticulas metalicas: MNs (por sus siglas en inglés Metal Nanoparticles). Las MNs de
oro se pueden funcionalizar con otros compuestos para lograr llevar un agente anti-
angiogénico (angiogénesis es el crecimiento de los vasos sanguineos necesarios para apoyar
el crecimiento de células tumorales) y un agente anticancerigeno a la vez. Al hacer esto,
celulas del tumor pueden ser destruidas y se puede prevenir la supervivencia de otros posibles
tumores posibles. Algunas MNs poseen un ndcleo huevo por lo cual pueden llevar farmaco
en su nucleo y liberarlo en la ubicacion de orientacion usando una fuente de excitacion

externa, como una luz infrarroja 0 un campo magnético (Suny Xia, 2002, p. 2176-9; Yih y Al-Fandi,
2006, p. 84).

2.6.2.  Liposomas

Los liposomas son sistemas de tamafio nanométrico unilamelares o multilamelares formados
espontaneamente cuando los fosfolipidos se dispersan en un medio acuoso. Son un sistema de
administracion controlada de farmacos més utilizado debido a su flexibilidad estructural y su
capacidad para incorporar una variedad de farmacos hidrdfilos e hidr6fobos, ademas es

biocompatible y biodegradable (Chorilli, Calixto y Rimério, 2013, p. 89; Bovis, Woodhams y Loizidou, 2012,
p. 59)

2.6.3.  Hidronanogeles

Los hidronanogeles o nanogeles son sistemas formados por materiales poliméricos que son
capaces de absorber gran cantidad de agua debido a la presencia de grupos hidrofilicos (-OH, -
COOH, - CONH;, -SOsH) en su estructura, ademas presentan una estructura de malla

tridimensional.

Estos sistemas son ampliamente utilizados para la liberacion controlada de farmacos, debido a

gue son biocompatibles, tienen propiedades fisicas que son similares a tejidos vivos y son capaces
25



de reaccionar a estimulos quimicos como el pH, fisicos como la temperatura y bioquimicos como

ligandos de afinidad. Estos estimulos los permiten pasar de un estado colapsado a un estado de
hinchamiento.

Generalmente existen cuatro factores que afectan al estado hinchado de un nanogel que se
encuentran representados en la Figura 12-2: a) Un aumento en la cantidad de reticulacion
(aumento del agente reticulante) disminuye el hinchamiento de los nanogeles comprendidos de
un polimero hidrofilico; b)Un aumento en el valor del pH da como resultado el colapso de un
nanogel compuesto por cadenas de polibases débiles, y el hinchamiento de nanogeles que
comprende un poliacido débil; c)Un aumento de la fuerza idnica disminuye el hinchamiento de
los nanogeles de polielectrolitos; y d) Los Nanogeles compuestos de polimeros que poseen un
comportamiento en relacion a Temperatura de Transicion Térmica o Temperatura Minima Critica
de Solucion (LCST, por sus siglas en inglés Lower Critical Solution Temperature), colapsan a
medida que la temperatura aumenta por encima de la LCST (Eldin, Kamoun y Sofan, 2015, p. 459;

Kabanov y Vinogradov, 2009, p. 5418-5429).
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Figura 12-2: Factores que afectan el estado de hinchazén de un nanogel.

Fuente: Kabanov, A., y Vinogradov, S., 2009.
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Los nanogeles pueden clasificarse segun el tipo de carga en (Vinogradov, 2006, p. 4703-12):

No ldnicos: como pueden ser: metacrilato de 2-hidroxietilo, N-vinil-2-pirrolidona, entre

otros.

I6nicos: El tipo de iniciador que se utilice para sintesis le dara la carga al nanogel haciéndolo
anionico o cationico, entre los nanogeles idnicos tenemos: acidos acrilicos, acrilamida, acido

vinil-sulfénico, metaacrilamida metacrilicos, entre otros.

Los nanogeles idnicos poseen dos estados: el colapsado y el hinchado y la temperatura para
pasar de un estado a otro se denomina temperatura de transicion de fase de volumen (VPTT
por sus siglas en inglés Volume Phase Transition Temperature), es decir cuando el nanogel
supera la VPTT pasa de su estado colapsado a uno de mayor volumen o hinchado, estos
estados juegan un papel muy importante en la liberacion de controlada de farmacos ya que
permiten una liberacién de farmaco constante en el organismo como se indica en la Figura
13-2 donde se muestra una curva del nivel de farmaco entregado durante un tiempo, se
observa que la cantidad de farmaco se encuentra sobre el nivel minimo de efectividad del
farmaco y debajo de sus niveles toxicos para el organismo, es posible una direccionalizacion
del nanogel-farmaco hacia un drgano o sitio de interés gracias a la conjugacion nanogel-
hormonas, nanogel-anticuerpos u otros ligandos que puedan ser reconocidos por un receptor

en especifico de la superficie de las células que se encuentren en el sitio a tratar (Escobar, J.L.
Garcia, D.M. Zaldivar D. Katime, 2002, p. 1-25).

Nivel de Mivel MirimaT omco
Farmaco

/’ “\\ Mivel M irimo Efectiva

J !

Dosis
—_—

Figura 13-2: Liberacion controlada de Farmacos por nanogeles.

Fuente: Escobar, J., et.al., 2002.

Algunos de los métodos utilizados para la liberacién de farmacos se observan en la Figura 14-2:

a) Difusién del farmaco desde el nanogel. b) liberacion del farmaco a través de la degradacion de

las cadenas poliméricas biodegradables o de los enlaces cruzados. ¢) Un cambio en el valor del

pH da como resultado la desionizacion de la red polimérica y la liberacién del farmaco unido

electrostaticamente. d) Los cationes multivalentes de baja masa molecular o poliones de carga
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positiva o negativa afines al nanogel pueden desplazar farmacos que posean la misma carga iénica
por fuerzas de repulsion. e) La liberacion de farmacos puede ser inducida por la aplicacion de
energia externa a los nanogeles, lo que induce a una degradacion o transicién estructural de las

cadenas poliméricas del nanogel.
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Figura 14-2: Métodos usados para la liberacion de farmacos.

Fuente: Kabanov, A., y Vinogradov, S., 2009.

Los nanogeles también se pueden funcionalizarse con Nanoparticulas magnéticas o metalicas para
utilizarlos en el campo de la biomedicina para diagndstico y tratamiento del cancer (Wu et al., 2011,

p. 9876-9887).

Para la liberacién de un farmaco cargado en nanogeles con MNPs, se puede generar un campo
magnético de baja intensidad que provocara el calentamiento del nanogel y asi cambie de estado
y libere el farmaco, como se muestra en la Figura 15-2, en donde se presenta una nanogel de
Policarboxibetaina metacrilato (0)CBMA) funcionalizado por el método de Polimerizacion en
microemulsiéon inversa con MNPs de Fe;O. que tienen anclados a ellas ligandos de
reconocimiento celular y ademads estd cargado con un agente terapéutico para tratamiento del
cancer. La aplicacion de un campo magnético externo ayuda a dirigir el compdsito al sitio a tratar
y los ligandos de reconocimiento ayudan a las MNPs a llegar al sitio diana de las células para asi

liberar el farmaco (Rayo y Guerrero, 2014, p. 17-38).
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Figura 15-2: Nanogel cargado de Nanoparticulas Magnéticas.

Fuente: Escalona, O., y Quintanar, D., 2014.

2.6.3.1 Hidronanogel Vinilcaprolactama-Diacrilato de Polietilenglicol

El Hidronanogel Vinilcaprolactama-Diacrilato de Polietilenglicol es un nanogel catidnico que
esta formado por el monomero principal N-Vinilcaprolactama (VCL, por sus siglas en inglés N-
Vinylcaprolactam Figura 16-2a), un agente de entrecruzamiento de Diacrilato de Polietilenglicol
(PEGDA, Figura 16-2b), sintetizado en presencia de un iniciador catidnico y un emulsificante no
ionico del mismo caracter que el iniciador. Su VPTT esta entre los 32 a 38°C, es decir se encuentra
en un rango de temperatura fisiologica, por lo cual es utilizado como un vehiculo para transporte

de farmacos(Forcada et al., 2011, p. 759).

a) b)
o o
<

Figura 16-2: a) VCL. b) PEGDA.

CH,

Fuente: Forcada, J., et.al., 2011; Oh, J., et.al., 2008.

El VCL es un monémero biocompatible anfipatico debido a que posee grupos hidréfobos como
el grupo vinilo e hidrofilos como la amida. El balance de las fuerzas atractivas y repulsivas de
este mondmero determina la solubilidad del polimero. La temperatura critica de cambio de fase
estd comprendida entre los 32 y 38°C. El VCL se debe encontrar en una concentracion 0.5 al 3%
de peso en relacion a la cantidad de agua que se usara, mientras que el polimero PEGDA se debe
encontrar en una concentracién comprendida entre el 2-8% en peso con respecto al VCL.
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El iniciador catidnico es un reactivo capaz de generar especies cationicas que por via radical darén
inicio al proceso de polimerizacién y brindara al nanogel una carga positiva la cual le permitira
al nanogel reaccionar a un cambio de temperatura. Este se debera usar en una cantidad de 0.3 al

1.5% en peso con respecto al VCL.

El emulsificante puede ser de caracter cationico o no iénico y va a ser el que le brinde estabilidad
coloidal al nanogel ya que recubrira la red polimérica en donde se encuentran las nanoparticulas
del gel. Un emulsificante puede ser un surfactante y su concentracion deberéa ser entre 0.3 y 20%

en peso con respecto al VCL.

De la concentracion de estos cuatro elementos dependeran las caracteristicas fisicas y técnicas del

gel. Nanogeles biocompatibles de este tipo poseen las siguientes caracteristicas técnicas:

e El didmetro de las nanoparticulas del nanogel colapsado seran entre 30 y 60nm a temperatura

ambiente.

o El didmetro de las nanoparticulas del nanogel hinchado seran entre 150 a 800nm suponiendo

una temperatura de 55°C

e Y suVPTT sera 32.5° 0 38°C.

2.6.4.  Sistemas de Cristales liquidos

Los sistemas de cristales liquidos liotropicos tienen atributos de liquidos debido a que son fluidos
y s6lidos ya que se presentan en una estructura organizada. Estan formadas por tensioactivos, mas
precisamente por sus solvatos o hidratos. Se caracterizan brevemente como mesofases laminar,
hexagonal o clbica, y han sido ampliamente investigados, ya que son no tdxicos, biodegradables,
y tienen propiedades bioadhesivas que también contribuyen a sus aplicaciones en la

administracion de PS (Guo et al., 2010; Liu et al., 2013, p. 6931-6941).

2.6.5. Dendrimeros

Los dendrimeros son polimeros altamente ramificados y tienen un didmetro entre 1 y 10 nm. Su
principal ventaja es la previsibilidad y el control de tamafio y nimero de grupos funcionales
disponibles para modificaciones. Esto proporciona una mayor certeza en la prediccion de la

cantidad de farmaco incorporado. Por lo tanto, permite la farmacocinética reproducible, lo que
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hace a los dendrimeros un sistema de administracion de farmacos interesante para la TFD (Gillies

y Frechet, 2005).

2.6.6. Ciclodextrinas

Las Ciclodextrinas naturales (CDs por sus siglas en inglés cyclodextrins) son oligosacaridos
ciclicos obtenidos por accién de la enzima transferasa ciclodextrina-a-glicosil (CGTasa). Varios
CDs modificados han sido sintetizados con el fin de mejorar las estructuras de CDs naturales, que
los hace adecuados para aplicaciones farmacéuticas. Tienen una forma similar a un cono, por lo
tanto, se forma una cavidad interna no polar, lo que permite la formacion de complejos de

inclusion de farmacos lipofilos (Wang et al., 2014, p. 166-173; Saltéo y Veiga, 2001).

2.6.7. Nanotubos de Carbono

Los CNTs como se puede observar en la Figura 17-2 son capaces de transportar el farmaco y
cargarlo hasta el interior de la célula con el proceso siguiente: a) los CNTs son funcionalizados
con un receptor quimico y con el fArmaco encapsulado, b) el CNT es sellado o encapsulado con
un componente biodegradable sensible a la temperatura 0 pH, c)el material encapsulado se
introduce en el torrente sanguineo o se injiere por via oral y gracias a los receptores quimicos
localiza su destino, d)las células son permeables a los CNTSs, por lo cual ingresan en ella durante
algin proceso celular como puede ser la endocitosis, €) la tapa o la capsula del nanotubo se
biodegrada por cambio de pH o temperatura en el interior celular y f) finalmente el nanotubo

descarga el farmaco que llevaba.

Los CNTs se han usado como un nanovehiculo transportador de farmacos mejorando asi la terapia
del cancer o llevando farmaco para tratamiento de enfermedades como la fiebre aftosa, entre otros

(Lukianova-Hleb et al., 2010, p. 85102; Kushwaha et al., 2012, p. 542-553).

Por ejemplo: al funcionalizar SWCNTs con Paclitaxel (PTX) un farmaco usado en la
quimioterapia se ha mostrado una mejor eficacia, 10 veces mayor que al usar el modelo murino
4T1 para tratamiento de cancer de mama, el farmaco se libera en el sistema reticulo endotelial y

los nanotubos se excretan a través de la via biliar sin causar dafios (Liu et al., 2008, p. 63).
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Figura 17-2: Proceso de administracion de farmaco por CNTSs.

Fuente: Hilder, T., 2007

2.6.8.  Nanotubos de Carbono con Nanoparticulas Magnéticas

Los CNTs se pueden funcionalizar con MNPs para poder formar un nanovehiculo mas eficiente
y controlado por un campo magnético externo, como por ejemplo en la Figura 18-2 se puede
observar: A) CNTs expuestos a PAA (&cido poliacrilico), B) se han funcionalizado los CNTs con
MNPs de magnetita por el método de co-precipitacion y C) se ha logrado por adsorcion fisica
cargar a los nanotubos con gemcitabina que es un farmaco utilizado en quimioterapia para varios

tipos de cancer, en este caso el nanovehiculo ha sido dirigido mediante un campo magnético hacia

los ganglios linfaticos en donde el farmaco es liberado.

Fuente: Yang, D. et.al., 2009, p. 4447.
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CAPITULO 1l

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Materiales

Para realizar sintetizar el nanocompoésito MWCNTs-MNPs se utilizaron los siguientes
compuestos (Tabla 1-3), materiales (Tabla 2-3) y equipos (Tabla 3-3):

Tabla 1-3: Compuestos y Reactivos

1. Nanotubos de Carbono de Pared Multiple 2. Mentol-Ftalocianina de Zinc

e Formula: ZnMintPc
e Masa molar: 276.02 g/mol
e  *Abreviatura: MWCNTSs e Casa Comercial: Cedido por el

o Casa Comercial: Cedido por el Laboratorio de LAofigte @y e el (Gl
Van de Graff, Departamento de Fisica PUC-RIO Departamento de Fisica PUC-RIO

Continuara. ..
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3. Sulfato de Hierro Il Hepta-Hidratado 4. Sulfato de Hierro 111 Hidratado
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e  Formula: Fez(SO4)3-H20

e Formula: Fe(SO4)-7H-20
e  Masa molar: 276.02 g/mol
e Casa Comercial: Merck

5. Hidréxido de Amonio

e Masa molar: 417.9 g/mol
e Casa Comercial: Baker’s Analyzed.

6. N-N Dimetilformamida

o Férmula: NH4OH, 14,8N o Férmula: (CH3)2'N'CHO
e  Masa molar: 35.05 g/mol e Masa molar: 73.09 g/mol
e  Casa Comercial: Fisher Scientific o Casacomercial R Fisher s cientific

Continuara. ..
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5. Acido Nitrico 6. Acido Sulfdrico

e Formula: HNO3 e Formula: H-SOs
e Masa molar: 63.01 g/mol e Masamolar: 98.08 g/mol
e Casa Comercial: Fermont e  Casa Comercial: Merck
7. N-Vinilcaprolactama (VCL) 8. Diacrilato de Polietilenglicol (PEGDA)

e Formula: CgH1zNO e Formula:
e Masa molar: 139.19 g/mol

@]
e Casa Comercial: Sigma Aldrich CH
’ Hch{o\/i\o)l\ﬁ 2
0 n

e  Masa molar: Mn 250
e Casa Comercial: Sigma Aldrich

Continuara. ..

35



...Continua

9. Suero Fisiologico 10. Tween 20

e Foérmula: Cs2Hs0O10
e Masa molar: 604.82 g/mol
e Casa Comercial: La Casa de los

e  Compuestos: Cada 100 ml contiene: Cloruro de
Sodio  0.90g, Cloruro de Benzalconio
(conservante) 0.01g, Excipientes c.s.p 100ml.

Quimicos
e pH:7
e Casa Comercial: Fisiol UB
Elaborado por: Coralia Cuadrado, 2017
Tabla 2-3: Materiales
1. Vasos de precipitacion de: 600, 250, 100, 2. Micropore de 0,22um
50 ml
3. Recipientes de vidrio 4. Papel filtro cuantitativo de 11um
5. Erlenmeyers de 125mL 6. Micropipetas
7. Pipetas de 10 mL 8. Balon de tres bocas
9. Pera 10. Refrigerante
11. Espatula 12. Sustratos de vidrio

Elaborado por: Coralia Cuadrado
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Tabla 3-3: Tabla de Equipos

1. pH-Metro 2. Equipo de filtracion Micropore al vacio.

° Marca: GLASSCO

e  Modelo: 258.202.01 All-Glass Filter
Holder

e  Descripcion: All-Glass Filter Holder
Assembly with funnel, fritted base, cap,
e Presicion: £0.01 pHy0.2°C clamp, 47 mm.

e Rango de pH: -2.00 a 16.00

e Marca: HANNA Instruments

e  Modelo: HI-2223 Calibration Check pH Bench
Meter

3. Plancha de Agitacién Magnética 4. Reactor Quimico

° Marca:
VELP Scientifica
. Modelo:

Digital Ceramic
Hot Plate Stirrer
— AREC

e Placa de calentamiento de Ceramica resistente a
acidos, bases y disolventes

e  Temperatura maxima: 550 ° C e  Modelo: PHD sistema de gradiente

e  Peso maximo: frascos de hastal5 litros ULTRA

e Velocidad méaxima: 1500 rpm

e  Marca: Harvard Apparatus

Continuara. ..
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6. 11. Heated Ultrasonic Waterbath
(Sonicador)

5. Balanza analitica

e Marca: Mettler
e Modelo: AE-260
e  Precision: 0.1 mg

Marca: Fisher Scientific
Modelo: FS-28

Volumen: 9.5 L
Temporizador: 30 min

e Calibracion externa
e Capacidad: 200g/ 60g
e  Modos de pesaje: g, Ib, oz, dwt, ozt, GN, ct.

Frecuencia: 60 Hz
Voltaje: 117 Volts
Potencia: 225 W

e Tamafio de la plataforma: 80 mm
e Salida de datos RS-232

7. Espectrofotémetro UV-VIS 8. Espectrofotémetro FT-IR

" ESPECTROFOTOMETRO
A pe INFRARROIO

° Marca: JASCO
e  Modelo: FT/IR-4100

e Resolucion maxima: 0.9cm?

e  Marca: Thermo Scientific

e  Modelo: Evolution 220

e Rango de Longitudes de onda: 190-1100 hm
e Tipo de detector :Fotodiodos duales de silicio

e Software de analisis: KnowltAll
e  Microscopio IR

5 . . e Caracteristicas:
e Lampara: Xenon Flash Lamp (7 afios de vida) » )
. e  Extension de nimero de onda
e  Caracteristicas: . .
; e  Escaneo rapido 10 exploraciones por
e  Geometria de doble haz con 1 a 2nm de ancho de segundo

banda espectral para mediciones de precision.

e Tecnologia AFBG (Application Focused Beam
Geometry) que permite el mejor rendimiento de
microceldas, muestras sélidas y sondas de fibra
oOptica.

e  Reconocimiento 1Q: reconoce
automaticamente el accesorio de muestreo

Continuara. ..
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9. Espectrometro Raman

e Marca: HORIBA

e Modelo: LabRAM HR Evolution

e Caracteristicas:

e Elevadas resoluciones espaciales y espectrales
e UV aNIR

e Facilidad de uso y ergonomia

e Iméagenes confocales ultra-rapidas
e Compatible con Raman-AFM y TERS

e  Frecuencia ultra baja

e Ubicacion automatizada de particulas e identificacién quimica

e Resolucion espacial tipicamente hasta 10 nm.

e  Fuentes de laser: 532 nm, 633 nm, 785 nm

Elaborado por: Coralia Cuadrado, 2017

3.2. Métodos

3.2.1. Purificacion de MWCNTSs

La purificacion de los MWCNTSs se realizd utilizando un ataque 4cido, con los pasos que se

indican a continuacion:

1. Se dispers6 5.3 mg de MWCNTSs en 10 mL de agua destilada con Tween 80 al 5% (Gréfico
1-3 a).

2. Se agit6 a 200rpm durante 24 horas para lograr que los MWCNTS estén bien dispersos.

3. Enunasolucion de 4 mL de HNOsy 12 mL de H,SO, (relacion 1:3) se coloco la solucion de
MWCNTSs anterior (Grafico 1-3b).

4. Se dejo enfriar y luego se agito magnéticamente durante 3 horas.
Se realiz6 varios lavados de los MWCNTS utilizando filtracion micropore (Gréafico 1-3 cy d)

hasta obtener un pH neutro.
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.

Grafico 1-3: Q) MWCNTSs en agua destilada con Tween 80 (5%). b) MWCNTSs en acidos. c)
Equipo de Filtracion Micropore. d) MWCNTSs lavados.

Realizado por: Coralia Cuadrado, 2017

3.2.2.  Sintesis y Funcionalizacion de MNPs- MWCNTs

La sintesis de MNPs se realiz6 mediante el método de co-precipitacion realizandose a la vez la

funcionalizacién con MWCNTSs. Para esto se realizé el siguiente proceso:

1. Muestra P1: Se dispersé los nanotubos purificados con 225mg de FeSO,4 y 450mg de (Fe:
(SO4)3) en 18 mL de agua destilada y Tween 80 al 5% (Gréafico 2-3 a).

2. Lamuestra P1 se la colocd en agitacion magnética por 3 horas.

3. Se agregd a 150 mL de NHsOH la muestra anterior y se la expuso a agitacion magnética-
térmica en una atmosfera inerte durante 1 hora (Gréfico 2-3 b).

4. Se realizé varias purificaciones magnéticas del nanocompoésito MWCNTs-MNPs hasta que
el pH se neutralice (Grafico 2-3 ¢ y d). Se realiz6 un lavado final con etanol y se dej6 secar

el nanocompdsito (Gréafico 3-3).
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Gréfico 2-3: a) Muestra P1 b) Muestra P1 en NH4sOH en atmésfera inerte. ¢) Purificacion
magnética de MWCNTs-MNPs. d) MWCNTs-MNPs purificados magnéticamente.

Realizado por: Coralia Cuadrado, 2017

Gréfico 3-3: MWCNTs-MNPs.

Realizado por: Coralia Cuadrado, 2017

3.2.3.  Sintesis de Diacrilato de Polietilenglicol- Vinilcaprolactama

1. Se dispers6 235 mL de Agua destilada, 0.08g de emulsificante SDS, 2g de N-
Vinilcaprolactama(VCL), 0.08g de Diacrilato de Polietilenglicol (PEGDA) Y 0.08 de
NaHCO; (Gréfico 4-3 a)
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2. Se coloca la solucion anterior en el reactor lentamente, con corriente de Nitrégeno y con
agitacion a 200rpm

3. Se calienta a una temperatura de 70°C, manteniendo la corriente de Nitrégeno durante una
hora.

4. Seafiade a la solucién el iniciador (0.03g de Persulfato de Amonio disuelto en 15 mL de Agua
destilada) y se mantiene la reaccién a 70°C durante 6 horas (Grafico 4-3 b).

5. Posteriormente se deja enfriar bajo agitacion a 25°C para evitar agregacion.

6. Finalmente se realiza un filtrado del nanogel (Gréfico 4-3 c).

Grafico 4-3: a) Agua Destilada+emulsificante+mondmero+polimero.b)

Reactor de atmdsfera inerte y control de temperatura. c) Nanogel filtrado.

Realizado por: Coralia Cuadrado, 2017

3.24. Funcionalizacion de MWCNTs-MNPs Con ZnMintPc

A. Preparacion de VCL/PEGDA con MWCNTs-MNPs
a. Setomd 2 mg de MWCNTs-MNPs y se dispersaron en 10 mL de agua destilada y se
agrego Tween al 5% (Grafico 5-3 a), es decir a una concentracion de 0.1mg/mL (Los
célculos se observan en el ANEXO Il literal B)

b. Se agitd magnéticamente durante 24 horas y posteriormente se sonicd 30 minutos.
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c. Seagregé a la mezcla 10 mL de VCL/PEGDA y se agitd magnéticamente durante 4
horas (Gréfico 5-3 b).

) 4N

i

Gréfico 5-3: Q) MWCNTs-MNPs en VCL-PEGDA. b) MWCNTs-VCL-PEGDA

sonicados.

Realizado por: Coralia Cuadrado, 2017

B. Preparacion de la solucion STOCK de ZnMintPc a 0.25 mM

a. Se tomd 1.195 mg de ZnMintPc y se dispersé en 1 mL de DMF obteniéndose una
concentracion de 1mM (Gréfico 6-3 a, los célculos para determinar el peso de
ZnMintPc se indican en el ANEXO II).

b. Se sonico durante 8 horas.

c. Se realiz6 una disolucion de la solucién tomando 0.25 mL y dispersandolos
nuevamente en 1 mL de DMF quedando asi a una concentracion de 0.25mM (Los
calculos para determinar el volumen que se ird a diluir se pueden observar en el
ANEXO Il literal A).

d. Se sonicé durante 6 horas.

C. Preparacion de VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-ZnMintPc

a. Se tomo los 20 mL de VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs y se agregd 0.67mL de la
solucién STOCK de ZnMintPc (0.25mM Gréfico 6-3b), quedando el ZnMintPc a una
concentracion de 8.333uM (Los calculos se muestran en el ANEXO Il literal C).

b. Se sonicd durante 4 Horas, la solucién se cubrié con papel aluminio para evitar que

el ZnMintPc decaiga por exposicion a la luz (Grafico 6-3 b).
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A ‘
Gréfico 6-3: a) ZnMintPc 1mM. b) VCL-PEGDA-MWCNTSs-
MNPs-ZnMintPc¢ y ZnMintPc 0.25 mM.

Realizado por: Coralia Cuadrado, 2017

3.3. Técnicas
3.3.1.  Espectroscopia Raman

Para utilizar la Espectroscopia Raman como técnica de caracterizacion se tomo una gota de la
solucion de MWCNTs-MNPs y se la coloco sobre un sustrato de vidrio, posteriormente se la dejé
secar en un horno a 40°C. La muestra se introdujo en el equipo y fueron excitadas con un laser de
2.33eV (532nm), una vez obtenidos los espectros se compararon con espectros patron del

programa LabSpec 6 que es propio del espectrometro Raman Horiba Scientific. Posteriormente
se realizé un andlisis de los espectros en donde se calcul6 de la relacion de las bandas Dy G (i—”)
G

de los espectros obtenidos.

3.3.2.  Espectroscopia FT-IR

Para poder realizar esta técnica se encerd el sustrato con la lamina de polietileno del equipo. Se
tomé una gota de la solucion de MWCNTs-MNPs y se colocd en el sustrato del Espectrofotometro

FT-IT. Se realiz6 la correccion de los espectros y se compar6 con espectros patron de MWCNTSs
y MNPs de Hematita.
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3.3.3.  Espectroscopia UV-VIS

Esta técnica se realiz6 con una celda de cuarzo, posteriormente se prepar6 el blanco con 3mL de
Suero Fisiolégico y 20ul de VCL/PEGDA para el anélisis de VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-
ZnMintPc, VCL/PEGDA-ZnMintPc y VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs. Y para la muestra de
ZnMintPc (8.333 uM solucion preparada con los datos del ANEXO B 5) el blanco fue 3mL de
DMF. Con esta técnica se realizd dos tipos de analisis:

1. Titulacion: En la celda de cuarzo se colocd 3mL de suero fisioldgico, 20ul de VCL/PEGDA
y se afiadio diferentes volumenes de VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-ZnMintPc hasta llegar
a 197ul. El proceso se repitié6 para VCL/PEGDA-ZnMintPc y VCL/PEGDA-MWCNTs-
MNPs. Por ultimo se analiz6 ZnMintPc en DMF usando diferentes volimenes de ZnMintPc
(8.333 uMm).
Para determinar la concentracion de ZnMintPc o de MWCNTs-MNPs se realizaron los

calculos que se indican en el ANEXO B 4y5.

2. Estabilidad en el Tiempo: Se utiliz6 el blanco ya mencionado y la muestra a analizar fue de
3mL de suero fisiologico, 20ul de VCL/PEGDA'y 125ul de VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-
ZnMintPc. Y para VCL/PEGDA-ZnMintPc se prepard una muestra de la misma manera que
VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-ZnMintPc. Las muestras una vez analizadas se almacenaron
en un tubo de ensayo cubierto de papel aluminio. Se analizaron durante las 3 primeras horas

después de preparar el composito y un dia después.

3.4. Hipotesis

Hi: Los Nanotubos de Carbono de Pared Multiple pueden transportar el Fotosensibilizante

ZnMintPc en un medio acuoso.

Ho: Los Nanotubos de Carbono de Pared Multiple no pueden transportar el Fotosensibilizante

ZnMintPc en un medio acuoso.

3.4.1.  Demostracion de la Hipotesis

La hipotesis Hi se demostrd mediante observacion directa de los espectros obtenidos del

nanocompaésito y por verificacion de documentacion.
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Soares et al (2009); Garcia et al (2011), Hummer, Rasaiah y Noworyta (2001) demuestran que
los MWCNTSs son hidrofébicos e incapaces de dispersarse en medios acuosos y Romero et al
(2013) presenta que el fotosensibilizante ZnMintPc es fuertemente hidrofébico y que es capaz de
dispersarse en solventes organicos como el DMF. Tanto los MWCNTs y el PS ZnMintPc
necesitan de un vehiculo lipofilico para poder transportarse en medios acuosos (Xia, Monteiro-Riviere

y Riviere, 2010, p. 671-675; Montes, 2009; Kam y Dai, 2005, p. 6021-6026).

En el presente trabajo se emple6 el nanogel VCL-PEGDA para recubrir al nanocompdsito MNPs-
MWCNTS-ZnMintPc, demostrando ser un buen vehiculo lipofilico para el transporte de este
nanocompaésito. En el Grafico 4-4 se presenta los espectros UV-VIS del ZnMintPc disperso en
DMF y en el Grafico 5-4 se presenta el Espectro UV-VIS de VCL/PEGDA-ZnMintPc disperso
en 3mL de suero fisiolégico, ambos graficos concuerdan con la investigacion de Romero et al
(2013) en donde indica que las bandas del ZnMintPc son las siguientes: la banda B a 354nm, una
banda a 616nm y la banda Q a 684 nm.

El los graficos: 7 4 que presenta el espectro UV-VIS del VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-
ZnMuintPc disperso en 3mL de suero fisioldgico; 8 4 que presenta el espectro resultante de la resta
de los espectros del Gréafico 7-4 (VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs- ZnMintPc) menos el Gréfico
6-4 (VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs) y los graficos correspondientes a la estabilidad en el
tiempo del nanocomposito VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs- ZnMintPc. Se observo la presencia
de las bandas caracteristicas del ZnMintPc sin presentar dislocamientos ni perdida de alguna de
las bandas lo que demuestra que el Nanocompdsito no posee agregaciones y el VCL-PEGDA les
permite ser transportados en un medio acuoso en este caso el suero fisioldgico, por lo cual la

Hipdtesis Hi es verdadera siempre y cuando el nanocompdsito este cubierto por VCL-PEGDA.
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CAPITULO IV

4. ANALISIS Y RESULTADOS

41. Resultados de la Sintesis del Nanovehiculo MWCNTs-MNPs
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Grafico 1-4: Espectro FT-IR de: A) MWCNTs y B) MWCNTs-MNPs.

Realizado por: Coralia Cuadrado, 2017

En el Grafico 1-4se presenta el espectro FT-IR de MWCNTSs (A) puros y de MWCNTS-MNPs
(B), en ambos espectros se presentan bandas caracteristicas de los MWCNTs como son: la banda
a 3373 cm que se atribuye a la vibracion del grupo hidroxilo (OH) y la banda a 1636 cm™ que se
atribuye al estiramiento del grupo C=C, en el espectro A ademas se observa una banda a 1091cm-
! que corresponde a vibraciones de estiramiento de CO que pertenecen a grupos carboxilicos. En
el espectro B se observan bandas adicionales en el rango 1400-1730 cm™* que corresponden a los
grupos -C = O, -COO, -COOH que han sido adicionados debido al tratamiento &cido y a la

funcionalizacion con MNPs (Pourzamani, Hajizadeh y Fadaei, 2015, p. 29; Cunha et al., 2012, p. 465102;
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Navamani, 2012, p. 15), por ultimo las bandas caracteristica de las MNPs se encuentra 709 vy
623 cm™~! que indican la vibracion de estiramiento de Fe-O-Fe que es caracteristico de la

Hematita, (Li et al., 2010, p. 289-295).
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Grafico 2-4: Comparacion del espectro Raman de MWCNTs-MNPs con espectros de referencia
del equipo de Grafito y de Hematita. Ejsse=2.33eV, A=532 nm.

Realizado por: Coralia Cuadrado, 2017

En el Gréfico 2-4 se presenta la comparacion del espectro de MWCNTs-MNPs comparado con
espectros de referencia que proporciona el programa LabSpec 6 del equipo Horiba Scientific, el
cual nos ayud6 a comprobar que es Nanovehiculo esta formado por estructuras de carbono

(MWCNTS) y nanoparticulas de Hematita.

En el Gréafico 3-4 se encuentran los espectros Raman de MWCNTS sin tratar, tratados con acidos
nitrico y sulfarico y del nanovehiculo MWCNTs-MNPs; muestras que fueron excitadas con un
laser de 2.33 eV (532nm) los cuales presentan las bandas caracteristicas de los MWCNTSs: Banda
D o banda de Defectos y las bandas de primer y segundo orden G y G’ respectivamente. La banda
D se encuentra a 1337 cm™ y corresponde a la presencia de defectos en el grafito, es decir la
presencia de multiples hojas de carbono que no se alinean directamente hoja a hoja, lo que induce
a una pérdida de simetria traslacional en la Red 2D de grafito, por la el mismo efecto se produce

un fondn secundario que da lugar a la presencia de la banda G’ a 1566 cm. La banda fundamental
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G es una banda de elongacion tangencial que se atribuye a la vibracion en plano del enlace C-C
y es tipico de materiales derivados del carbono (Santoro y Domingo, 2007; Dresselhaus et al., 2005;
Markovié et al., 2009, p. 6359-6366; L. Bokobza, 2012, p. 601-608).

-, 1 -z
Se observa que la relacion I—D aumenta en el espectro de los MWCNTS tratados en comparacion
G

con los MWCNTSs sin tratar, esto se da debido a que el tratamiento &cido provoca que se rompan
algunos enlaces y se forman grupos funcionales que sirven posteriormente para la
funcionalizacion con las MNPs, al observarse la presencia de las tres bandas nos da a conocer que

los MWCNTSs se mantienen y no se han convertido en otra estructura.

Y comparando la relacién i—D de los espectros de MWCNTS tratados con los MWCNTs-MNPs,
G

esta aumenta debido a que la estructura de los MWCNTSs ha sido funcionalizada con lasMNPs
creando una estructura de grafito defectuosa al igual que se observa que las bandas caracteristicas
de la Hematita se manifiestan en 210 y 273 cm (Krysa et al., 2015, p. 1046-1058).
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Gréfico 3-4: Espectros Raman: A) MWCNTSs sin Tratar, B) MWCNTSs Tratados con acidos
nitrico y sulfdrico, C) MWCNTs-MNPs. Ejse=2.33eV, A=532 nm

Realizado por: Coralia Cuadrado, 2017
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4.2, Resultados de la Funcionalizacion MWCNTs-MNPs con ZnMintPc

4.2.1. Titulacion de VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-ZnMintPc

ZnMintPc-DMF
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Grafico 4-4: Espectro UV-VIS de titulacion ZnMintPc en 3mL de DMF.

Realizado por: Coralia Cuadrado, 2017

En el Capitulo I1, parte 2.5.4 se presenta el espectro UV-Vis de ZnMintPc en DMF y al compararlo
con el Grafico 4-4 se puede observar la presencia de las mismas bandas a 354 (Banda de B o de
Soret), 616 y la banda Q a 684 nm (se deben a monémeros). Se observa que al ir aumentando la
concentracion de ZnMintPc, la absorcion de las bandas B y Q aumenta proporcionalmente sin
existir un dislocamiento de las mismas lo que quiere decir que obedecen a la ley de Beer-Lambert
y no hay agregacion del farmaco siendo el DMF un solvente verificado para el PS (Nunes, Sguillay
Tedesco, 2004, p. 273-284; Romero et al., 2013, p. 22-29). Estas bandas también se encuentran presentes en
el Gréfico 5-4 y Gréfico 7-4 correspondientes al espectro UV-VIS del VCL/PEGDA-ZnMintPc
y del nanocompésito VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs- ZnMintPc, ambos sistemas obedecen la
Ley de Beer-Lambert por lo que se puede decir que el nanogel VCL-PEGDA dispersa muy bien
el PS.
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En el Gréfico 6-4 se encuentra el espectro UV-VIS de los MWCNTs MNPs en donde se observa
la presencia de dos bandas una intensa cuyo punto méaximo debe estar a 265 nm, pero por
caracteristicas del equipo no se puede visualizar y es caracteristica de los MWCNTS (Wang et al.,
2012, p. 7693) ¥ Una menos intensa a 315 nm la cual pertenece a la estructura de la Hematita, esta
banda ha sufrido un desplazamiento hipsocrémico o desplazamiento hacia el azul debido a la
funcionalizacion covalente que tuvo con los MWCNTSs en presencia de un solvente organico

como es el Hidréxido de amonio (Chen et al., 2015, p. 18237-18247; Meier et al., 2004, p. 360-370).

Mientras que en el Grafico 8-4 se presenta un espectro tratado para conocer la concentracion de
ZnMintPc presenta en el nanocompoésito VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-ZnMintPc, este
espectro es resultado de una resta entre los espectro del nanocompdsito con los espectros de
MWCNTs-MNPs. En este grafico se puede observar que al aumentar la concentracién de
ZnMintPc, la absorbancia también aumenta proporcionalmente, ademas que la banda Q y B se
mantienen en las mismas longitudes de onda (354, 616 y 684 nm) por lo que se puede decir que

no hay agregaciones del farmaco en el nanogel en concentraciones de 0.197 hasta 0.547 uM.
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Gréfico 5-4: Espectro UV-VIS de titulacion VCL/PEGDA-ZnMintPc, en 3mL de suero
fisioldgico +20 pL de VCL/PEGDA

Realizado por: Coralia Cuadrado, 2017
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Gréfico 6-4: Espectro UV-VIS de titulacién VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs, en 3mL de suero
fisioldgico +20 pL de VCL/PEGDA.

Fuente: Coralia Cuadrado, 2017
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Gréfico 7-4: Espectro UV-VIS de titulacion VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs- ZnMintPc, en

3mL de suero fisiologico + 20 puL de VCL/PEGDA

Realizado por: Coralia Cuadrado, 2017
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Grafico 8-4: Espectro resultante de la resta de los espectros del Grafico 7-4 (VCL/PEGDA-
MWCNTs-MNPs- ZnMintPc) menos el Grafico 6-4 (VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs).

Realizado por: Coralia Cuadrado, 2017

En el Grafico 9-4 se presenta la Curva de Calibracion del ZnMintPc en DMF (Color Negro) y de
VCL/PEGDA —ZnMintPc(Color rojo), obtenida a partir de la banda Q que se encuentra en 684
nmy es la banda més intensa y se encuentra en una region del espectro de interés para tratamiento
en PDT, se puede observar que en la curva de ZnMintPc las absorbancias son mayores que en la
de VCL/PEGDA —ZnMuintPc lo cual explica que el nanogel se encuentra recubriendo al ZnMintPc
(Wu et al., 2011, p. 9876-9887, 2010, p. 7555-7566 ; Sanchez-Iglesias et al., 2009, p. 3184-3190). Mientras que el
Gréfico 10-4 presenta la curva de Calibracion del nanocompdsito VCL/PEGDA-MWCNTSs-
MNPs-ZnMintPc y de VCL/PEGDA-ZnMintPc obtenidos a partir de la Q, en este grafico se
observa que las absorbancias de VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-ZnMintPc son menores lo que
significa que ahora el PS se encuentra recubierto por los MWCNTs-MNPs, es decir que se

encuentra anclado a las diferentes paredes que posee el Nanotubo de Carbono.
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Gréafico 9-4: Curva de Calibracion de nanocompoésito VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-
ZnMintPc y de ZnMintPc-DMF en 684nm.

Realizado por: Coralia Cuadrado, 2017
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Gréafico 10-4: Curva de Calibracion de nanocompésito VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-

ZnMintPc y de VCL/PEGDA —ZnMintPc en 684 nm.

Realizado por: Coralia Cuadrado, 2017
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4.2.2. Estabilidad en el tiempo de VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-ZnMintPc.

El estudio de estabilidad en el tiempo se realizé durante las tres primeras horas después de haber
funcionalizado el PS con el nanovehiculo (VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-ZnMintPc) y un dia
después, en el Grafico 11-4 se presenta los espectros correspondientes al VCL/PEGDA-ZnMintPc
y en la Gréafico 12-4 los espectros de VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-ZnMintPc. Se puede
observar que en ambos casos a medida que pasa el tiempo la intensidad de la banda B aumenta ,
mientras que la intensidad de la banda Q disminuye, este fendmeno se tribuye a que a medida que
pasa el tiempo el PS comienza a decaer, pero no existe el desplazamiento de ninguna de las bandas

por lo que se puede descartar agregacion durante las 24 Horas (Hiroaki, 2015).
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Gréfico 11-4: Espectro UV-VIS de Estabilidad en el tiempo de VCL/PEGDA-ZnMintPc (a 0.27
UM de ZnMintPc) en 3ml de Suero fisioldgico + 20 pL de VCL/PEGDA.

Realizado por: Coralia Cuadrado, 2017
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Gréfico 12-4: Espectro UV-VIS de Estabilidad en el tiempo de VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-
ZnMintPc (a 0.27 pM de ZnMintPc y 0.0033mg/mL de MWCNTs-MNPs) en 3ml de Suero
fisiolégico + 20 pL de VCL/PEGDA.

Realizado por: Coralia Cuadrado, 2017

La curva de estabilidad en el tiempo que se observa en el Gréfico 13-4, nos indica que la
intensidad de PS decae exponencialmente a medida que transcurre el tiempo, se puede observar
que el VCL/PEGDA- ZnMintPc decae mas rapidamente que el VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-
ZnMintPc, ademas se observa gque en el VCL/PEGDA- ZnMintPc durante las primeras tres horas
la absorbancia disminuye en un 30%, a partir de la octava hora disminuye un 35%, manteniendo
una intensidad del 65% de la octava hasta la vigésima cuarta hora. Mientras que en el
VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-ZnMintPc durante las tres primeras horas disminuye tan solo un
17.6 % y a partir de la octava hora hasta transcurrir 24 horas la disminucién de su absorbancia no
varia notablemente disminuyendo un 27% es decir se conserva el 73% de su intensidad desde la
octava a la vigésima cuarta hora. Lo que nos indica que la funcionalizacion del PS ZnMintPc a
los MWCNTS-MNPs ayud6 a brindarle mayor estabilidad en el tiempo al PS haciendo que

durante las tres primeras horas solo pierda un 17.6% de su intensidad.
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Gréfico 13-4: Curva de Estabilidad en el tiempo de VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-ZnMintPc(a
0.27 pM de ZnMintPc y 0.0033mg/mL de MWCNTs-MNPs) y de VCL/PEGDA- ZnMintPc(a
0.27 uM de ZnMintPc) en 3mL de suero fisiologico + 20 puL de VCL/PEGDA.

Realizado por: Coralia Cuadrado, 2017
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CONCLUSIONES

Se sintetiz6 los MWCNTs-MNPs utilizando el método de Co-Precipitacion detallado en el
punto 3.2.2 y se los caracteriz6 utilizando las técnicas espectroscopicas FT-IR y Raman, las
cuales ayudaron a determinar que existen MNPs de Hematita ancladas a los MWCNTSs a
través de enlaces covalentes formados entre los grupos carboxilicos de los MWCNTS vy los

grupos superficiales de la Hematita.

Se logro funcionalizar el PS ZnMintPc al nanovehiculo MWCNTs-MNPs en presencia del
nanogel VCL-PEGDA a través de métodos fisicos, se caracterizo por espectroscopia UV-VIS
en donde se encontr6 la presencia de las bandas caracteristicas del PS ZnMintPc: Banda B a
354 nm, 616 nm y Banda Q a 684 nm, también se presenta una banda a 315 nm la cual
pertenece a la estructura de la Hematita, mientras que la banda de los MWCNTSs solo se
presenta una parte de ella debido a caracteristicas del equipo que no permiten visualizar la
banda que se encontraria a 265 nm. La funcionalizacion se dio en un medio acuoso (nanogel
VCL-PEGDA) en donde el ZnMintPc logra anclarse a las paredes de los MWCNTS a través
de interacciones n-n, mientras que los fosfolipidos PEG logran funcionalizarse de forma no
covalente con los MWCNTSs a través de interacciones hidrofébicas (Chacko et al., 2012, p. 836-

851).

El nanocompdsito obtenido (VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-ZnMintPc) en comparacion
con VCL/PEGDA-ZnMintPc obtuvo una mejor estabilidad en el tiempo lo que ayudara para
que el nanocompésito pueda ser almacenado ademas que durante las 24 Horas de evaluacion
no se observé agregacion del PS. Al estar funcionalizado el PS con MWCNTSs se podra
transportar una mayor cantidad de PS en las maltiples paredes que posee y las MNPs ayudaran

a ser dirigido a través de un campo magnético externo.

Debido a la eficiente dispersion del PS en el nanovehiculo estructurado, el compuesto
VCL/PEGDA-MNPs-MWCNTs-ZnMintPc pueden ser utilizados en una siguiente fase de
estudio (in vitro) para verificar su eficiencia en presencia de células cancerigenas o

microorganismos.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con la presente investigacion para lograr su aplicacién en la Terapia
Fotodinamica.

Se recomienda verificar la calibracion de equipos utilizados para lograr obtener medidas mas
exactas especialmente equipos que posean unidades muy pequefias a escala micro o nano.
Al trabajar con nanosistemas se recomienda tener mucho cuidado al pesar compuestos, al
tomar volimenes, al manejar equipos para obtener los resultados deseados, ademas tener
mucho cuidado al lavar los materiales de vidrio a utilizar para evitar contaminacién de nuestro
producto.

Se recomienda tener presente las medidas de seguridad en un laboratorio y de manejo de

sustancias quimicas peligrosas.
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ANEXOS

ANEXO A: Célculo del peso de ZnMintPc para una solucién a 1mM

Para obtener una concentracion de 1mM de ZnMintPc se siguié la ecuacién de la Molaridad de

una solucién (Moore y Stanitski, 2014; Spellman, 2005):

namero de moles mol
Molaridad(M) =

= E 7 A 2
Volumen de Disoluciéon (L) L (Ecuacion 2)

namero de moles = Volumen de Disolucién (L) x Molaridad

mol
namero de moles = 0.001 L x 0.001T = 0.000001 moles

Conociendo el peso molecular de ZnMintPc que es de 1195 g/mol, podemos saber que peso de
ZnMintPc hay en 0.000001moles.

0.000001 moles x 1195 % —0.001195 g = 1.195 mg

Entonces para obtener 1ImM de ZnMintPc necesitamos dispersar 1.195 mg de ZnMintPc en 1mL
de DMF.



ANEXO B: Calculo de concentracion y volumen de ZnMintPc o de MWCNTSs a partir de una

solucion concentrada.

Partiendo de la ecuacidn general de diluciones (Glencross, Ahmed y Wang, 2010; Stephenson, 2003, p. 315)
podemos obtener una muestra a una concentracion deseada. La ecuacién general de una dilucién
es la siguiente:

Cox V.= CqxV; (Ecuaciéon 3)
En donde:
C. = Concentracién concentrada o inicial a la que se encuentra una solucion.
V. = Volumen concentrado que va a ser disuelto en una cantidad de solvente.
C4 = Concentracion diluida o final

V; =Volumen diluido, volumen del solvente en donde se va a diluir el volumen concentrado.

1. Hallar el volumen de ZnMintPc (1mM) diluido en 1mL de DMF, para poder obtener una
solucién de ZnMintPc a 0.25mM.

CCxVC= Cded

. Cd X Vd _ 0.25mM x 1mL

= 0.25mL
¢ C. 1mM 0-25m

Para obtener una solucion de ZnMintPc a 0.25mM se debe diluir 0.25mL de ZnMintPc (1mM)
en 1mL de DMF.

2. Obtener la concentracion de MWCNTs-MNPs, en donde 2mg de MWCNTs-MNPs son
dispersados en 20mL de VCL/PEGDA.

masa 2mg mg

~ Volumen 20mL _  mL

La concentracion de MWCNTs-MNPs es de 0.1mg/mL



3. Obtener la concentracion de ZnMintPc, de una solucion en donde 0.67mL de ZnMintPc a
0.25mM se diluyen en 20mL de VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs.

Co— Ccx Ve 0.25mM x 0.67mL
a= T, 20mL

= 0.008333mM = 8.333 uM.

La concentracién diluida de ZnMintPc es de 8.333uM.

4. Obtener la concentracion de ZnMintPc y MWCNTs-MNPs, de una solucion de 71uL de
VCL/PEGDA-MWCNTs-MNPs-ZnMintPc  (8.333uM de ZnMintPc) (0.1mg/mL de
MWCNTs-MNPs) que es disuelta en 3mL de suero fisiologico (calculos en referencia al
Gréfico 7-4).

Cox Ve 8333 uMx71ul

C; = = 0.1972 uM.
a= T 3000 ul H
La concentracion final de ZnMintPc es de 0.1972 pM.
m
LA O'lm_g T 0.00237 29
¢~ ¢, — 3000uL mL’

La concentracion de MWCNTs-MNPs es de 0.0024 mg/mL.
5. Obtener una concentracion de 8.333 uM de ZnMintPc, a partir de una solucién de 0.25

mM de ZnMintPc disuelta en 3mL de DMF. Hallar el volumen concentrado.

V_Cde/;_O.008333me3mL_0099 L =999 4l
<= ¢ T 0.25 mM - UAemL = R HL

Hay que diluir 99.9 uL de ZnMintPc a 0.25mM en 3mL de DMF para obtener una
concentracion final de 8.333uM.



