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RESUMEN

El cancer es una enfermedad que afecta gravemente a la poblacion mundial. Por lo tanto, uno
de los grandes desafios que enfrenta la medicina moderna es disefiar nuevas estrategias para
mejorar el diagnostico y el tratamiento de esa patologia. El desarrollo de nuevos dispositivos
a nivel de nanoescala como apoyo terapéutico en la practica médica ha dado lugar a
nanodrogas, que permiten el transporte de una dosis efectiva de agentes terapéuticos a células
0 tejidos diana, sin dafio colateral a células sanas. Debido a sus propiedades Unicas, las
nanoestructuras cerdmicas han demostrado su potencial como nanotransportadores de
moléculas de farmaco para atacar células o tejidos. En el presente trabajo, se reporta la
sintesis de nanoparticulas de Titania dopadas con Ceria (TiCe), a través del método sol-gel
en una microemulsién de micelas inversas, su funcionalizacion con el antineoplésico
daunorrubicina y su uso como sistema de liberacion del daunorubicina en la linea celular
neoplasica RPMI 8226. La caracterizacion del nanocompuesto DNR-TiCe se realizd
mediante técnicas espectroscopicas de UV-Vis, IR, Raman y mediante TEM. Los resultados
experimentales revelaron que las nanoparticulas de Titania dopadas con Ceria presentan una
eficacia de encapsulacion del farmaco de 80.86% + 2.14%, mucho mayor que la obtenida
para las nanoparticulas de Titania pura (TiO2), 66.12% + 3.61%. Los ensayos de citotoxicidad
in vitro mostraron un efecto anticancerigeno mejorado de la DNR cuando se asocié con
nanoparticulas, lo que sugiere que las nanoparticulas aumentan la acumulacion intracelular
del farmaco. Asimismo, se demostré que las nanoparticulas son altamente biocompatibles
con las células, lo que favorece su uso en aplicaciones médicas, especificamente en este caso,

como portador de farmacos.

Palabras clave: sistema de administracion de farmacos, daunorubicina, nanoparticulas,

cancer, dopaje de Titania con Ceria.
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ABSTRACT

Cancer is a disease that severely afflicts the world population. Therefore, one of the great
challenges facing modern medicine is to design new strategies to improve the diagnosis and
treatment of that pathology. The development of new devices at the nanoscale level as
therapeutic support in medical practice has given rise to nanodrugs, which enable the
transport of an effective dose of therapeutic agents to target cells or tissues, with no collateral
damage to healthy cells. Due to their unique properties, ceramic nanostructures have
demonstrated potential as nanocarriers of drug molecules to target cells or tissues. In the
present work, we report the use of Cerium-doped TiO nanoparticles —TiCe—, synthesized via
the sol-gel method in a microemulsion of reverse micelle, as DDS of Daunorubicin in the
neoplastic cell line RPMI 8226. The characterization of the nanocomposite DNR-TiCe was
carried out through UV-Vis, IR, and Raman spectroscopy techniques. The experimental
results revealed that TiCe had a drug- encapsulation efficiency of 80.86% + 2.14%, much
higher than that obtained for TiO2, 66.12% + 3.61%. In vitro cytotoxicity assays showed an
improved anticancer effect of DNR when associated with nanoparticles, suggesting that the
nanoparticles increase intracellular accumulation of the drug. Likewise, the nanoparticles
were shown to be highly biocompatible with the cells, favoring their use in medical

applications, specifically in this case, as a drug carrier.

Keywords: drug delivery system, daunorubicin, nanoparticles, cancer, doping
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Los seres humanos nos vemos inmersos en un entorno disefiado a partir de materiales de naturaleza
metélica, polimérica, ceramica y todas sus posibles combinaciones. Estos materiales sustentan
nuestro presente bienestar y hacen factible nuestro progreso futuro. Tal ha sido su impacto que
algunas de las etapas de la civilizacion han sido denominadas por el tipo de material que el hombre
utilizo, asi recordamos la Edad de Piedra, de Bronce y de Hierro. En lo que respecta a esta época,
esta caracterizada por el surgimiento de nuevos materiales que ofrecen posibilidades tecnoldgicas

otrora solo concebibles por la ciencia ficcion [1].

Uno de los campos de mayor incidencia en el siglo XXI en relacion al desarrollo de nuevos
materiales es, sin lugar a dudas, el de la nanotecnologia. Con el dominio de esta tecnologia
emergente, a la que muchos denominan ya la revolucion cientifica del siglo XXI, se ha logrado
manipular, estudiar y aplicar la materia a nivel atdbmico y molecular, lo que ha permitido avances
significativos en diversas areas de la ciencia y la tecnologia [2]. Hoy dia, por ejemplo, podemos
encontrar aplicaciones en disciplinas como la ciencia de materiales, medicina, quimica, medio

ambiente, entre otras.

En particular, los avances en nanotecnologia aplicados al area médica, hoy denominada
nanomedicina, se han orientado al desarrollo de nuevas herramientas aln mas potentes, que
permitan la deteccidn, el diagnostico y el tratamiento de enfermedades como el cancer o el
Alzheimer entre otras [3-5]. Uno de los campos de investigacion dominante dentro de esta
disciplina esta relacionado con el disefio de sistemas de administracion de farmacos (SAF), el cual
constituye con un 76% de las publicaciones cientificas actuales en el area de administracion de
farmacos, seguido por el diagnostico in vitro con 11% de contribucion segin la compafia BCC
Research [6]. En un SAF, el principio activo es incorporado a un soporte —generalmente es un
material polimeérico, liposomas, micelas poliméricas, asi como nanomateriales [7, 8] — que actla
como vehiculo y libera el medicamento exclusivamente en las células o zonas afectadas, a fin de

conseguir un tratamiento mas efectivo, minimizando los efectos secundarios [9].

El cancer es una de las patologias més investigadas en este campo, llegando a suponer un 34% de
las publicaciones enfocadas al disefio de SAF basados en nonomateriales, segun resultados

extraidos de Web of Science®. EI mayor desafio de los estudios de nanomedicina en el tratamiento



del cancer es el descubrir y disefiar nanotransportadores para el suministro y liberacion de farmacos
mas eficaces que permitan asi mejorar las terapias convencionales [10]. El potencial de esta
disciplina reside en la versatilidad de las funcionalidades que los nanomateriales pueden
incorporar. Esto permite disefiar vehiculos capaces de aumentar la especificidad hacia tejidos
tumorales y vencer los mecanismos responsables del desarrollo de resistencia a los farmacos por
parte del tumor [11]. Asimismo, una localizacion efectiva de los nanotransportadores en tejidos
tumorales supondria una menor toxicidad sistémica y por tanto una reduccion de los efectos
secundarios en los pacientes sin comprometer la efectividad terapéutica. Por tanto, la nanomedicina
supone una oportunidad de mejorar los tratamientos actuales, siendo su estudio y desarrollo cada
vez mayor, como refleja el incremento de la inversion y nimero de publicaciones cientificas en
esta area [12-14].

A la fecha, se han desarrollado diversas nanoestructuras —que incluyen lipidos basados en
polimeros, micelas de base polimérica, liposomas, dendrimeros y nanoparticulas inorganicas—
empleadas con éxito en el disefio de SAF en la terapéutica del cancer [15, 16]. Dentro de este gran
arsenal de nanoplataformas, las nanoparticulas de titania (NPsTiO) son consideradas un excelente
candidato para tal aplicacion debido principalmente a que han demostrado buena biocompatibilidad
con baja o nula citotoxicidad tanto in vitro como in vivo, estabilidad quimica y gran area superficial
[17-18]. Ademas, su estructura superficial puede ser modificada por la inclusion de diversos grupos
funcionales que permiten el anclaje de principios activos —proceso conocido como
funcionalizacion— [19-22]. Finalmente, su elevada relacién area superficial/volumen puede
garantizar una gran capacidad de carga terapéutica atil [23, 24], lo cual puede ser atribuido a la
presencia de grupos hidroxilo en su superficie, generados por la quimisorcién disociativa del agua,
gue acttian como sitios de anclaje para diferentes tipos de moléculas a través de enlaces covalentes
[25].

Por otra parte, en la actualidad las investigaciones en este campo se centran en el desarrollo de
nuevas estrategias de sintesis que produzcan NPsTiO2 con mayor area superficial, con el objetivo
de mejorar su capacidad de carga terapéutica util [26]. En tal contexto, se ha reportado que al dopar
a la titania con oxidos de tierras raras, especialmente con ceria (CeQ.), se logra una disminucién
en su tamafio de particula con un aumento en el area superficial y una mejora considerable en su
capacidad de funcionalizacion en solucion acuosa. Ademas, en ausencia de radiacion, no presentan

efectos citotoxicos [27-32]. Por ello, es factible considerar a las NPsTiO2 dopadas con CeO2 como
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candidatos viables a nanotransportadores en sistemas de liberacién de farmacos en la terapéutica
del cancer. En el contexto del presente trabajo dopar se refiere a la inclusion o sustitucion de un

atomo diferente (a Ti u O) en el cristal de la titania.

Cabe sefialar, por lo que los autores han investigado, no se han reportado a la fecha estudios
relacionados con el disefio de SAF basados en NPsTiO2 dopadas con CeO.. Por lo tanto, el objetivo
del presente estudio fue investigar la posibilidad de aplicarlos en este campo, particularmente en la
terapia del cancer. La sintesis de las nanoparticulas se llevo a cabo a traves del método sol-gel en
una microemulsion de micelas inversas. Ademas, sus caracterizaciones quimicas, de fase y
morfoldgicas se determinaron mediante microscopia electronica de barrido (SEM) y de transmision
(TEM), difraccion de rayos-X (DRX), espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-
IR) y espectroscopia RAMAN, adicionalmente se determinaron las propiedades luminiscentes
Opticamente estimula (OSL) de las nanoparticulas de titania dopada con ceria. Posteriormente, las
nanoparticulas se funcionalizaron de forma covalente con daunorrubicina (DNR), para formar el
complejo DNR-TiCel5, y se investigd su capacidad de carga mediante espectroscopia de
ultravioleta visible (UV-Vis). Finalmente, con fines comparativos, se evalud el efecto citotoxico
de las nanoparticulas con el farmaco libre y el complejo DNR-TiCel5. El efecto citotoxico se
evalué por medio del ensayo MTT (3- [4,5-dimetiltiazol-2-il] -2,5 bromuro de difenil tetrazolio)
en un cultivo de células de linfocitos B, esta prueba se basa en la conversion de MTT en Cristales
de Formazan por las células vivas, lo que determina la actividad mitocondrial. Debido a que la
actividad mitocondrial total esta relacionada con el numero de células viables para la mayoria de
las poblaciones celulares, este ensayo se usa ampliamente para medir los efectos citotoxicos in
vitro de los farmacos en las lineas celulares [33].



1.1.  Justificacién

La mayoria de las terapias actuales contra el cancer se basan en la administracion sistémica de
farmacos citotdxicos convencionales, con efectos secundarios y una eficacia limitada. Los estudios
en el tema indican que esto podria atribuirse a una falta de especificidad de los actuales farmacos
antineoplasicos, que causan dafios colaterales en tejidos y células sanas. Por lo tanto, las
investigaciones en este campo centran sus esfuerzos en el desarrollo de sistemas o dispositivos que
permitan que un farmaco pueda liberarse de manera controlada o bien orientarse a una region
determinada del cuerpo, a fin de conseguir un tratamiento mas efectivo, minimizando con ello los
efectos secundarios. Es asi como la investigacion enfocada en el disefio de sistemas de

administracion de farmacos (SAF) ha experimentado un desarrollo importante en los dltimos afos.

En las ultimas décadas, la nanotecnologia se ha revelado como un nuevo paradigma tecnolégico, y
su convergencia en las distintas areas de investigacion, especialmente en medicina, se ha traducido
en importantes avances cientificos y tecnoldgicos. Uno de los avances mas prometedores en esta
area ha sido el desarrollo de sistemas de administracion de farmacos mediados por nanoparticulas
para el tratamiento de diversas enfermedades. En particular, el uso de nanoparticulas en estos
sistemas ofrece ciertas ventajas, como son su gran area superficial, lo que le confiere un mayor
capacidad de carga terapéutica util en su superficie, asi mismo pueden traspasar barreras bioldgicas
para acceder a lugares especificos del cuerpo, incrementando con ello el indice terapéutico y

minimizando los efectos secundarios de los tratamientos convencionales.

Existen muchas matrices ceramicas que han demostrado su potencial para ser empleados como
soporte en sistemas de liberacidn de farmacos. Entre los materiales cerdmicos investigados en este
campo se encuentran las NPsTiO2, que han emergido como una plataforma versétil para la
administracion de farmacos, debido principalmente a propiedades como son biocompatibilidad con
baja o nula citotoxicidad in vitro e in vivo, estabilidad quimica y gran area superficial para cargar
farmacos y otras biomoléculas. Ademas, ofrecen un eficiente sistema pH-dependiente para el
suministro de farmacos, por lo que han sido estudiadas para el desarrollo de sistemas de liberacién
dirigida en tratamientos con quimioterapéuticos. Como el microambiente de las células tumorales
es ligeramente mas acido respecto al pH de la sangre y tejido sano (7.4) y en el compartimiento

endocitico intracelular existen diversos gradientes de pH (4.5-6.5), las NPsTiO. pueden retener el



farmaco durante el transporte por el torrente sanguineo y liberarlo tras internalizarse via endocitosis

en la célula tumoral.

Dentro de este contexto, las nanoparticulas de Titania dopadas con 6xidos de tierras raras (REE),
especialmente Ceria (Ce0O.), son una plataforma emergente en el tratamiento del cancer, debido a
sus propiedades Opticas y baja toxicidad [27-32]. Esto favorece su aplicacion principalmente como
radiosensibilizador y en el diagnodstico por imagen, asi como en la terapia fotodindmica. Cabe
sefialar que, la incorporacion tanto de elementos como de los 6xidos de tierras raras en la red de la
Titania provoca una disminucién en el tamafio de particula y un aumento en el area de superficie.
Ademas, se ha reportado que las estrategias de funcionalizacion en solucién acuosa de este tipo de
nanoparticulas son mas sencillas y eficientes [34]. En vista de lo anterior, es factible considerar a
las NPsTiO> dopadas con CeO> como candidatos viables a nanotransportadores o soporte en

sistemas de liberacion de farmacos principalmente en la terapéutica del cancer.

Por otra parte, las investigaciones en este campo se han caracterizado por centrar sus esfuerzos en
el desarrollo de nuevas estrategias de sintesis que produzcan nanoparticulas esferoidales con mayor
area superficial, lo que podria garantizar una mejora considerable en su capacidad de carga de
principios activos. Una de estrategia cominmente estudiada consiste en la sintesis de
nanoparticulas por el metodo sol-gel asistido por diferentes técnicas, como ultrasonido o
microondas, debido a que se trata de un método catalogado dentro de los conocidos como de
“quimica suave”, que permite obtener materiales en el rango nanoscopico con elevada area
superficial, de gran pureza y morfologia esferoidal uniforme. Asimismo, la técnica de
microemulsion de micelas inversas se ha empleado con éxito en la obtencién de nanoparticulas
esferoidales con una distribucion de tamafio de particula homogénea. Por lo que, en el presente
estudio se propone llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas de Titania dopadas con Ceria por el
método sol-gel asistido por una microemulsién de micelas inversas, cuya serie de reacciones
conjuntas de hidrdlisis e intercalacion-insercion ionica permitira obtener nanoparticulas con las

caracteristicas adecuadas para su incorporacion en sistemas de liberacion de farmacos.



1.2.  Objetivos

Llevar a cabo la sintesis de nanoparticulas de titania dopadas con ceria y evaluar su potencial in

vitro como nanotransportadores en un sistema de liberacion de farmacos antineoplésicos.

1.2.1. Objetivos especificos

1. Sintetizar sistemas de nanoparticulas de titania dopadas con ceria por el método sol-gel en
un microemulsion de micelas inversas.

2. Funcionalizar las nanoparticulas obtenidas con un farmaco de accion quimioterapéutica
comprobada Illamado daunorrubicina.

3. Evaluar las propiedades luminiscentes dpticamente estimulas de los sistemas mixtos titania-
ceria.

4. Evaluar in vitro mediante el ensayo MTT la actividad quimioterapéutica del complejo

conformado por Daunorrubicina ligada a las nanoparticulas de titania dopadas con ceria.

1.3.  Hipotesis.

Al llevar a cabo la sintesis de las nanoparticulas del sistema mixto titania-ceria por el método de
sol-gel asistido por la técnica de microemulsion de micelas inversas, se obtendran nanoparticulas
que cumplan con las caracteristicas necesarias —morfologia esferoidal, distribucion de tamafio
uniforme, gran area superficial y facilidad de funcionalizacion de la superficie— para su uso como
nanotransportadores en sistemas de liberacion de agentes quimioterapéuticos, presentando un
mejor desempefio en cuanto su capacidad de carga terapéutica Util y sus propiedades opto-

electronicas, lo cual resultara en la obtencion de un SAF mas eficiente.



CAPITULO 2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Las grandes revoluciones tecnoldgicas, como la industrial del S. XVI1I1 y la tecnoldgica basada en
el transistor de estado solido y los semiconductores del siglo XX, han demostrado como pueden
cambiar de manera drastica la vida del ser humano en todos sus aspectos, y han dejado como
ensefianza que las rapidas transformaciones cientificas y tecnoldgicas requieren de otros
paradigmas para educar las nuevas generaciones de estudiantes, cientificos y lideres de la academia
y de la industria. En tal contexto, la nanotecnologia es una, relativamente, disciplina reciente
definida en la escala de longitud donde cientificos e ingenieros de multiples campos descubren
fascinantes fendmenos y aplicaciones y proveen con nuevas y exquisitas herramientas para disefiar
novedosos materiales y componentes en electrdnica, y avances fundamentales y aplicaciones en la
fisica, la quimica, la biologia molecular, la medicina, el medio ambiente, las industrias quimicas,

las farmacéuticas, etc [35].

2.1.  Nanotecnologia

Es importante comenzar por comprender que la nanotecnologia no es una industria 0 un mercado
per se, sino una tecnologia habilitadora de alto impacto que funciona de manera transversal con
otras tecnologias e impacta a casi todas las industrias [35, 36]. La nanotecnologia se basa en
manipular estructuras a nivel atdmico o molecular para disefiar nuevos materiales, componentes y
dispositivos con nuevas 0 mejoradas propiedades fisicas, bioldgicas, quimicas y electronicas [37].
Durante los Gltimos afios el desarrollo de nanomateriales se ha convertido en uno de los campos de
investigacion mas dindmicos en el area de la nanotecnologia. Este interés alcanza también otras

areas de la ciencia como la quimica, la fisica, la biologia y la ingenieria [38, 39].

Uno de los primeros registros de cambios en la composicion de los materiales data de hace cientos
de afios, cuando el uso comun de altas temperaturas otorgaba nuevas propiedades a los materiales.
Posteriormente, en la Edad Media, los artistas mezclaban el oro y la plata para crear colores para
los vitrales de las iglesias, sin saber que estaban haciendo nanotecnologia. Un panorama general
de la evolucidn de la nanotecnologia en los Gltimos afios se puede observar en la linea de tiempo

que se muestra en la Figura 2.1 [40].



Anos 70's

Ainos 50's

Por primera vez se utiliza el
término de nanotecnclogia y

se reconoce al

Dr. Norio Taniguchi como el autor

>
i

Anos 90's Vs

El premio Nobel,

el Dr. Richard Feynman,
plantea ideas y conceptos,
acerca de la manipulacion y
control de atomos y moléculas

Anos 80’'s

f‘e ) J \.eue S

o 2 ®
V g

El descubrimiento del nanotubo
de carbono viene a revolucionar el

potencial de la nanotecnologia

Ao 2002

o)

Con el microscopio de barri&g

el microscopio de fuerza atomica
nace la nanotecnologia moderna.
Tecnologia con la que ha sido posible
mejorar y crear nuevos

atributos en los producto y servicios

4

-
El Dr. Mihail C. Roco presenta las
cuatro etapas de prototipos
industriales y comercializacién
con proyeccién hasta el afio 2020:
1. Nanoestructuras pasivas

2. Nanoestructuras activas

3. Sistemas de nanoestructuras

4. Nanosistemas mcleculares

Ano 2000 .

Nace el boom de la nanotecnologia

en la mayoria de las naciones

industrializadas, a través de iniciativas

que son encabezadas por sus respectivos
gobiernos. A los Estados Unidos se le reconoce la
primera iniciativa nacional de nanctecnologia

Ano 2010

D,
©
o,
Xy

f

La Comisién Europea expuso

diferentes problemas de toxicidad

para la salud y el medio ambiente
derivados del uso de nanotecnologia,
hecho que marcd un

hito en la historia de la nanotecnologia
en Europa y provocd una desaceleracion
en cadena de las regiones

Figura 2.1. Evolucion en el desarrollo de la nanotecnologia.

Analizando la evolucion de la nanotecnologia a nivel mundial, se observa que con el
descubrimiento del nanotubo de carbono se comienzan a desarrollar una gran variedad de
nanomateriales, cuyo crecimiento ha sido exponencial y hoy en dia representan cerca del 80% del
mercado de la nanotecnologia. Las cuatro etapas a las que se hace referencia en la Figura 2.1,

plantean que para el afio 2002, estas tecnologias son las mundialmente aceptadas porque describen

la evolucion de los nanomateriales, de ahi su importancia [41].



A pesar del acelerado desarrollo y comercializacion de productos y servicios con base
nanotecnoldgica, se puede observar que la problematica para la salud y el medio ambiente expuesta
por la Comision Europea en 2010 ocasiond que las empresas que ya habian consolidado el
escalamiento industrial de sus productos tuvieran que reconfigurar sus procesos e incluso eliminar
el sufijo “nano” de su nombre comercial. Lo que es también una realidad, es que la alerta de la
Comisién Europea ha representado una ventana de oportunidad para que otras naciones incursionen
en la nanotecnologia, tan es asi, que hoy en dia mas de 60 paises han adoptado esta ciencia dentro
de un proyecto nacional o sectorial con base en sus capacidades, infraestructura, futuro deseado,
talento, gasto en investigacion y desarrollo, entre otros. Por la complejidad de la misma tecnologia,
su regulacion es un tema central que todavia se encuentra en discusion en los principales foros a
nivel mundial, principalmente respecto de su impacto ambiental y social, que ha provocado que

adicionalmente se aborde el tema de normas internacionales [40].

2.1.1. Aplicacion de la nanotecnologia en la industria

Durante las Gltimas décadas, la mayor parte de las industrias han identificado en los nanomateriales
nuevos sistemas capaces de ser utilizados en la obtencion de nuevos productos y el desarrollo de
aplicaciones innovadoras en una amplia gama de sectores industriales, causando un elevado
impacto en la economia mundial [40]. Se tiene registro de 14 sectores que aplican la nanotecnologia
a sus productos [40, 42], conformados por poco mas de 2 mil empresas distribuidas a lo largo de

56 paises.

México, por su parte, cuenta con 28 tipos de productos en los sectores automotriz, construccion,
petroleo y medicina (Tabla 2.1), sector en el que la empresa que sobresale es Nanomateriales S. A.
de C. V. La empresa abri6 sus puertas en 2009 con una inversién inicial de cuatro millones de
ddlares; se establecio en Nuevo Leon dentro del Cluster de Nanotecnologia y abarca una capacidad
de produccion de aproximadamente mil ochenta toneladas anuales [43]. La empresa manufactura
nanoparticulas de distintos materiales: dioxido de titanio, didxido de silicio, 6xido de zinc, silicato

de magnesio, grafenos, entre otros.

Actualmente, las cinco principales industrias alrededor del mundo, que producen mayores

cantidades de productos nanotecnoldgicos son: electrénica (25%), medicina (11%), cosméticos



(9%), textil (8%) y construccion (8%). Las industrias; automotriz, energias renovables y medio
ambiente producen en conjunto el 18%, mientras que el resto se hace cargo del otro 21% de la
produccién. El sector electronico es el lider con mas de 2 mil productos; no obstante, es uno de los
mas costosos de acuerdo con diferentes fuentes. Los productos que mas se producen a nivel

mundial son sensores, circuitos integrados, procesadores y laseres con nanotecnologia.

Tabla 2.1. Industrias que utilizan nanotecnologia en el mundo [40, 42]

Industrias Productos Empresas Paises
Electronicos 2049 100 15
Salud 963 285 35
Cosméticos 779 190 28
Textil 693 402 39
Construccion 626 243 31
Agricultura 243 66 24
Automotriz 529 129 32
Medio Ambiente 523 214 31
Alimentos 333 125 23
Electrodomesticos 256 73 18
Petroleo 301 108 24
Impresion 127 56 20
Energias renovables 466 148 26
Deportes 144 35 18
Otras industrias 410 176 27

El sector salud ocupa el segundo lugar con el mayor nimero de productos y son los agentes
antineoplasicos, restauradores, vendajes, andamios regenerativos y analgésicos lo méas producidos.

Estados Unidos, Alemania y China son los principales productores.

En la gama de los productos cosméticos elaborados con base nanotecnoldgica, se identifica

produccion en 28 paises, entre los que destaca la participacion de Estados Unidos, Brasil y Reino
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Unido. Alrededor de 200 empresas a nivel mundial han logrado el escalamiento industrial de méas
de 800 productos. Es importante sefialar, que no todos los productos existentes cuentan con
certificaciones internacionales, motivo por el cual muchas de las empresas prefieren no mencionar

el tamarfio de las particulas contenidas.

El sector de la construccion ha encontrado mayores beneficios en la aplicacion de la nanotecnologia
en sus productos para fabricar recubrimientos con caracteristicas especiales: hidréfobos, ignifugos
o autolimpiables; materiales mas resistentes y soluciones mas homogéneas que dan pie a la creacion
de nuevos materiales, de los que destacan como productores Estados Unidos, Alemania y China
[40].

2.2.  Nanotecnologia aplicada en medicina

Los nanomateriales y la nanotecnologia estan llamados a transformar la medicina por su potencial
aplicacion en el diagnéstico y tratamiento de una gran variedad de enfermedades. Las
investigaciones realizadas a lo largo de los Gltimos afios han dado lugar a una nueva area dentro de

las ciencias biomédicas: la nanomedicina [40].

La investigacion en un campo tan complejo requiere de un acercamiento interdisciplinario que
permita cubrir los aspectos fisicos, quimicos, bioldgicos, de ciencias de materiales y tecnologias
que ayuden a combatir las principales causas de mortandad en todo el mundo y que permitiran
mejoras considerables, por ejemplo:

1. Suministro controlado de farmacos a través de sistemas nanométricos —SAF, también
denominados nanofarmacos—;

2. Nanobots inteligentes reparadores de tejidos y 6rganos vitales;

3. Nanosensores para la deteccion y cura de enfermedades;

4. Nanoparticulas para la erradicacion de tumores cancerigenos; y,

5. Modificacion del ADN con nanoherramientas.
Asimismo, el mercado mundial de las nanomedicinas se estimo tan sélo en 2016 en cerca de 134.4
MMD y en 151.9 MMD en 2017. Se prevé que este mercado crezca a una tasa de crecimiento anual
compuesto (CAGR) de 14.0% de 2017 a 2022, por lo que se preveé que alcanzara 293.1 MMD para
2022,
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2.2.1. Nanomedicina aplicada en el tratamiento del cancer

Durante los altimos afios, el cancer se ha convertido en un problema de salud publica, pues de
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) tan sélo en América es la segunda causa
de muerte, y se estima que cada afio 2.9 millones de personas son diagnosticadas y 1.3 millones

mueren por esta enfermedad [44].

En la actualidad, la terapia contra el cancer se centra mayoritariamente y estd limitada a la
irradiacion y quimioterapia, técnicas altamente invasivas y agresivas para el paciente y que en
muchos casos conducen a la alteracion de su salud integral. Los obstaculos mas importantes frente
a la consecucion de una terapia oncoldgica eficaz se cifran en: i) la distribucion no especifica de
los farmacos antitumorales administrados dentro del organismo, ii) la incapacidad de alcanzar
concentraciones lo suficientemente elevadas en el sitio del tumor vy iii) la resistencia desarrollada

por las células tumorales a diferentes tipos de quimioterapia [45].

En este sentido, la nanomedicina brinda la posibilidad de aplicar una terapia selectiva en la que los
efectos del agente citotoxico se manifiesten Unicamente sobre el tejido patoldgico, lo que supondria
un enorme avance sobre la terapéutica tradicional, basada en la monitorizacion de los niveles
plasmaticos del farmaco. A tal fin, los agentes antitumorales se pueden incorporar sobre un
nanotransportador que mejore su biodisponibilidad, aumente la solubilidad y estabilidad en un
medio fisioldgico, favorezca su acumulacion en el tumor, y a la vez se minimice su toxicidad sobre

las células sanas [45].

Los nanotransportadores poseen propiedades Unicas que les permiten trabajar en la misma escala
que las moléculas constituyentes de los seres vivos. Su alta relacion superficie/volumen dota a estos
dispositivos una alta reactividad en superficie, por lo que es posible funcionalizarlos con distintas
biomoléculas para aprovechar sus funciones en la localizacion especifica de células y/o tejidos
[46]. Las propiedades fisicas (resonancia plasmonica, superparamagnetismo, etc.) de algunos de
estos sistemas los hacen muy interesantes para el diagnostico del cancer, utilizando técnicas como
la microscopia de fluorescencia, la tomografia por emision de positrones o la resonancia magnética
nuclear de imagen (MRI) [47]. Por lo tanto, los nanotransportadores son capaces de modular los
perfiles farmacodindmicos y farmacocinéticos de los farmacos consiguiendo aumentar su eficacia
terapéutica [48, 49].
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2.2.2. Sistemas de liberacion de farmacos basados en nanotransportadores

Los sistemas de liberacion controlada se empezaron a desarrollar en la década de 1960 cuando se
descubri6 que pequefias moléculas lipofilicas podian difundir al exterior desde una pieza de gel de
silicona [50]. En las décadas posteriores los sistemas de liberacion sostenida evolucionaron hacia
el uso de diferentes tipos de materiales como hidrogeles [51], microesferas [52] o polimeros
hidrofébicos que ya permitian la liberacion controlada de macromoléculas [53]. Después de la
incorporacion de los nanomateriales en medicina, el campo de investigacion en administracion de
farmacos ha crecido de forma importante, lo que se refleja en las mas de 8000 publicaciones en
revistas cientificas en el afio 2015 recogidas en la Web Of Science® dentro del campo de la ciencia

de materiales.

Las tecnologias desarrolladas para el control de la liberacion de fa&rmacos estan basadas en matrices
y reservorios que pueden modular la liberacion de los principios activos en su interior [54]. Los
procesos de desorcion y difusién de las moléculas terapéuticas desde una matriz sélida a través de
una red de poros tortuosa, la erosion o degradacion por medio del disolvente o agentes bioldgicos,
o el intercambio de farmacos con la matriz del dispositivo por hidratacidn, rigen la liberacién de

los principios activos incluidos en el sistema [55-57].

Los nanotransportadores clasificados en funcién de su composicién y propiedades da lugar a tres
tipos: orgénicos, inorganicos e hibridos. Los mecanismos de liberacién controlada de farmacos
dependen de las caracteristicas fisicas y quimicas de cada nanotransportador y su interaccion con
el medio. Por ejemplo, el comportamiento de los dispositivos poliméricos se basa en propiedades
como: hidrofilia/hidrofobia, fuerzas electrostaticas, energias de hidratacion o enlaces quimicos y/o
grupos funcionales con funciones especificas [58]. Sin embargo, en transportadores inorganicos,
son sus propiedades intrinsecas como la resonancia plasmonica de superficie, la fluorescencia o

sus caracteristicas electroquimicas las que resultan interesantes en aplicaciones biomédicas [59].

Los transportadores inorganicos habitualmente requieren de funcionalidades organicas para
dotarlos de caracteristicas como mayor estabilidad en medios bioldgicos, capacidad de carga de

farmacos o vectorizacion activa entre otros, lo que los convierte en materiales hibridos [60-62].

Los nanotransportadores organicos comprenden un gran abanico de compuestos naturales o

sintéticos disefiados para la administracion controlada de farmacos. El control de los procesos de
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auto-ensamblado y conjugacion permite la fabricacion de multitud de estructuras capaces de guiar,
encapsular o retener agentes antitumorales. Varios de estos tipos de nanotransportadores ya han
sido aprobados para uso clinico y forman parte de la primera generacion de nanomedicamentos que
se usan habitualmente en clinica como Doxil® o DaunoXome®, los cuales estan formulados con

liposomas que encapsulan potentes antitumorales como doxorubicina o daunorrubicina [63].

Otra aproximacion es el uso de farmacos conjugados covalentemente a macromoléculas como
polimeros, proteinas o anticuerpos para aumentar la selectividad hacia células tumorales objetivo.
Algunos de ellos como Adcetris® o Kadcyla® ya han sido aprobados para su uso clinico en terapia
antitumoral [64]. Otros nanotransportadores prometedores son aquellos basados en polimeros
sintéticos, los cuales presentan una excelente versatilidad en composicién quimica, tamafo,
biodegradabilidad, morfologia y facilidad de funcionalizacion de la superficie. El elevado control
sobre el disefio de la estructura de estos polimeros permite la creacion de multitud de matrices
poliméricas capaces de retener y encapsular farmacos, como micelas, nanoparticulas o
polimersomas. Actualmente, algunas de estas formulaciones se encuentran en estudios en fase
clinica I, como Nanoplatin® que es capaz de reducir los efectos secundarios de la administracion

sistémica de su compuesto activo, el cisplatino [65].

Los nanotransportadores de origen inorganico presentan algunas ventajas frente a los organicos
debido a su alta estabilidad mecéanica, quimica y térmica bajo condiciones bioldgicas, a lo que se
suma su biocompatibilidad [66-68]. Este tipo de transportadores estan basados en su mayoria en
nanoparticulas metéalicas, de silice policondensada, y 6xidos de metales cuyas propiedades se
pueden modular en funcién de su tamafio y forma, por lo que resultan muy atractivas en
biomedicina. Por ejemplo la formulacion AuroLase [69], la cual se encuentra en estudios clinicos
en fase |, utiliza la resonancia plasmonica de superficie de nanoparticulas de oro para conseguir la

ablacion fototérmica de tejidos tumorales.

Otra de las propiedades ampliamente estudiadas es el superparamagnetismo de las nanoparticulas
magnéticas, las cuales son capaces de generar calor en presencia de un campo magnético alterno.
Esto posibilita la aplicacion de hipertermia localizada una vez las nanoparticulas magnéticas se
encuentran acumuladas en una masa tumoral [70-74]. Esta tecnologia ya esta disponible con el
nombre de NanoTherm® [75]. Las nanoparticulas magnéticas también tienen aplicaciones en

liberacion controlada de farmacos. Mediante el recubrimiento de estas nanoparticulas con matrices
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capaces de retener farmacos, se obtienen dispositivos hibridos que pueden liberar agentes
citotoxicos en el tejido tumoral al aplicar un campo magnético alterno. Una de las matrices mas
estudiadas para el transporte de farmacos son las nanoparticulas de silice mesoporosa, debido a su
facil funcionalizacion y su alta area superficial, que permite atrapar casi cualquier tipo de farmaco

de tamafio adecuado [76-78].

2.2.3. Orientacion selectiva de los sistemas de liberaciéon de farmacos

Las estrategias adoptadas hasta el momento para conseguir la orientacion y acumulacion de los
nanofarmacos en las células tumorales se han basado en dos mecanismos diferenciados:

vectorizacion pasiva y activa [45].

2.2.3.1. Vectorizacion pasiva

La vectorizacion pasiva consiste en el transporte de nanoparticulas por simple conveccion a través
de espacios intracelulares hacia el intersticio tumoral y su posterior acumulacién en estos tejidos,
aprovechando el efecto de permeabilidad y retencién aumentada (Enhanced Permeability and
Rentention (EPR) en inglés). Este efecto, descrito inicialmente por Maeda [79], se fundamenta en
la fisiologia caracteristica del endotelio de los capilares del tumor, los cuales presentan una
estructura desorganizada con una serie de huecos en su estructura (200-600nm), permitiendo la

extravasacion de nanoparticulas hacia el interior del tejido, que se ilustra en la Figura 2.2.

Aunado a lo anterior, las particulas son retenidas en estos sitios debido a un drenaje linfatico
deficiente caracteristico de los tumores [80, 81]. Ademas, se han identificado una serie de
parametros que influyen en el acceso de las nanoestructuras al tejido tumoral. Por ejemplo, se sabe
que para gque ocurra una extravasacion eficiente a través de las fenestras del tejido tumoral los
nanofarmacos deben presentar un tamafio inferior a los 400nm, no obstante, para evitar la filtracion
renal necesitan ser mayores a 10nm y para que sean especificamente capturados por el higado

deben de presentar un tamafio menor a los 100nm [82].
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2.2.3.2. Vectorizacion activa

La vectorizacion activa hace referencia a la orientacion activa de las nanoparticulas, y no sélo una
simple acumulacion en los tejidos tumorales, motivada por su marcada especificidad hacia las
células diana. Esta especificidad se ha conseguido a través de procesos de reconocimiento celular
aprovechando la sobreexpresion de varios tipo de receptores en la superficie de las células
tumorales [84]. La acumulacion de nanofarmacos en el tumor ha demostrado incrementar
significativamente la efectividad terapéutica de los farmacos asociados, reduciendo a su vez la

aparicion de dafios colaterales [85].

Vectorizacion activa Ligando

’
/
K

Célula
tumoral

Receptor

.%g Lo

;.': =Y —Y— e
Nanoparticula 'S cion ‘® 'S, ; Vaso sanguineo
. Célula endotelial

X Drenaje linfatico
deficiente

Figura 2.2. Mecanismos de vectorizacién pasiva y activa. Acumulacion de las
nanoparticulas en las células tumorales [82].

Varias técnicas empleadas en el desarrollo de nanofarmacos dotados de una orientacion especifica,
todas ellas relacionadas especificamente con caracteristicas bioquimicas y fisiologicas particulares
del tumor y con la sobreexpresion de receptores, condiciones del medio tumoral, etc. Todas ellas
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se han basado en la modificacion de la superficie de los nanosistemas con diferentes tipos de
moléculas o ligandos que van desde sencillas moléculas de bajo peso molecular a las mas complejas
macromoléculas. Un ejemplo de esto se muestra en la figura 2.2, donde se esquematiza el uso de
nanofarmacos funcionalizados con orientacion a receptores superficiales en células tumorales [86].
El ejemplo mas frecuente de moléculas de bajo peso molecular es el acido folico, sustrato principal
del receptor folato, sobre-expresado en una gran cantidad de células tumorales como en el caso del
cancer ovarico [87]. Asimismo, un ejemplo de macromolécula es el acido hialurénico (AH),
sustrato principal del receptor CD44 [88], sobre-expresado en una gran variedad de células
tumorales, como en el ovérico, de estbmago, de colon y varios tipos de leucemias [89]. Ademas de
brindar propiedad de direccionalizacién, el AH aporta propiedades escudo a los sistemas en que se
han empleado, lo que lo convierte en una interesante herramienta para conseguir los dos atributos

de vectorizacién en un mismo medicamento.

2.3. Titania

El dioxido de titanio (TiO2), también conocido como titania, es un constituyente comun de los
minerales que se encuentran en las rocas igneas como Oxidos de hierro-titanio, perovskita
(BaTiOg), y sustituyendo al Fe en algunas especies de silicatos como los olivinos y piroxenos [90].
Es uno de los éxidos metélicos mas estudiados debido a sus numerosas aplicaciones tecnoldgicas
es el didxido de titanio, también conocido como titania. Sus aplicaciones son tan diversas como
sorprendentes. Entre las mas importantes podemos destacar el desarrollo de nuevos dispositivos en
la industria microelectronica; en el disefio de celdas solares nanoestructuradas para la produccién
de hidrégeno y energia eléctrica; como soporte de metales en catalisis heterogénea y fotocatalisis;
en la industria de pinturas y cosméticos; también en implantes de huesos; en la desinfeccion de
aguas, entre otras [91-94]. En su funcién como fotocatalizador tiene la ventaja de ser poco costoso
industrialmente, poseer una considerable estabilidad térmica y mecanica, ser resistente a la
fotocorrosion, inerte tanto quimica como biolégicamente, no ser tdxico, y ademas posee

propiedades fotoquimicas y fotoeléctricas unicas en la descomposicion del agua [95-97].
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2.3.1. Polimorfos de la titania

La titania esta presente en la naturaleza en tres formas cristalinas; en rutilo (tetragonal simple, a=
b=4.584 A, c=2.953 A), la anatasa (tetragonal centrada en el cuerpo, a= b= 3.782 A, c=9.502 A)
y la brokita (ortorrombica, a=b=5.436 A, c= 5.135 A) [3]. Existen otras estructuras del TiOz, por
ejemplo, la comunita que ha sido sintetizada a altas temperaturas y es uno de los materiales
policristalinos que méas dureza presentan [98]. Sin embargo, solo el rutilo y la anatasa tienen
aplicaciones tecnoldgicas, en donde la mayoria de estas aplicaciones estan basadas en su constante
dieléctrica y su indice de refraccion. Adicionalmente, aplicaciones recientes estan relacionadas con
sus propiedades superficiales y cataliticas. En la Tabla 2.2, se presentan algunas de las propiedades

fisicas generales mas importantes de las fases de la titania [99].

Tabla 2.2. Propiedades fisicas de las estructuras cristalinas de TiO2 [99]

RUTILO ANATASA BROOKITA
Peso molecular [g/mol] 79.89 79.89 79.89
Sistema cristalino Tetragonal Tetragonal Ortorrombico
Parametros de red [A]
3.79 4.59 9.18

b - - 5.45

C 9.51 2.96 5.15
Volumen 62.07 136.25 257.38
Densidad [g/cm?] 4.25 3.89 4.14

2.3.2. Estructura cristalina de rutilo y anatasa

Las estructuras cristalinas del rutilo y la anatasa se describen cominmente mediante diferentes
arreglos del mismo bloque constructor: un grupo TiO2 donde el &tomo de titanio (cation) se localiza

en el centro de la celda unitaria y esta rodeado por seis atomos de oxigeno (aniones) situados en
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los vértices de un octaedro distorsionado [100]. Cada estructura se caracteriza por una distorsion
particular del octaedro y por diferentes patrones de apilamiento. En todas las modificaciones
naturales del TiO», el octaedro estd distorsionado, donde los dos atomos de oxigeno (4&tomos
apicales) estan ligeramente mas distantes del atomo central de titanio que los cuatro restantes
(&tomos ecuatoriales) [101]. Las celdas primitivas convencionales del rutilo y la anatasa se
muestran esquematicamente en la Figura 2.3. En ambas estructuras existen seis &tomos por celda
unitaria y todos los &tomos de los mismos elementos son equivalentes por simetrias. La anatasa
tiene una estructura tetragonal centrada en el cuerpo, por lo que su celda convencional se representa
por dos celdas unitarias (12 &omos). Puede observarse ademas que, como se menciono
anteriormente, en ambas estructuras octaedros ligeramente distorsionados son el bloque
constructor. Adicionalmente, se representan la longitud del enlace y los angulos de coordinacion

de los atomos de Titanio [102].

OOxigeno @ Titanio

[001]

1.983 A

[100]
a) b) c)

Figura 2.3. Fases polimorficas mas comunes del TiOz: a) anatasa, b) espacios
interatomicos en una molécula de TiO> en fase anatasa y, c) rutilo [102].

La estructura del rutilo esta mas densamente empaquetada que la de la fase anatasa. Como punto
de referencia, la densidad de las fases anatasa y rutilo son de 3.820 g/cm?®y de 4.240 g/cm?,
respectivamente [103]. Estas densidades muestran que el rutilo es mas compacto que la anatasa,

que en contraste, presenta una estructura abierta, siendo al menos 10% menos densa que el rutilo.
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La notable diferencia de densidades entre la anatasa y el rutilo desempefia un factor importante en
las propiedades de las dos estructuras [104]. El volumen extra en la anatasa corresponde a regiones
vacias, y gque afectan solo aquellas propiedades que son promediadas en la celda completa, tales

como la comprensibilidad y la constante dieléctrica [105].

2.3.3. Propiedades y aplicaciones de la titania a nanoescala

Cuando el tamafio de particula de TiO2 decrece a magnitudes nanomeétricas, las proporciones
relativas entre la superficie y el seno del material son comparables, el area superficial del material
es incrementada y su estructura de bandas de energia se vuelve discreta exhibiendo propiedades
Opticas y quimicas diferentes a las generales del material [106, 107]. La morfologia y el tamafio de
las particulas y de los agregados pueden afectar las propiedades de la dispersion de la luz, asi como
también el grado de penetracion del fotdn, las propiedades de transporte de los reactivos y

productos y, en consecuencia de la actividad fotocatalitica [108].

Por esta razdn, durante las ultimas décadas el uso de los nanomateriales de TiO> ha sido un érea
fuerte de investigacion, mostrandose que dichas aplicaciones se pueden categorizar en cuatro tipos
segun las propiedades del material. Sus propiedades Opticas por ejemplo, permiten que sea un buen
candidato para la proteccién UV, en tanto su propiedad fotocatalitica lo hace un material
prometedor para la descomposicion de contaminantes ambientales como el metanotiol (CH3SH) un
gas incoloro, con olor similar al de la col podrida, emitido de aguas residuales y solidos residuales
municipales. También por lo comin es usado como agente bactericida de E. coli y las células
tumorales en el cancer. Por otro lado, las propiedades eléctricas le confieren las caracteristicas de
superhidrofilicidad o superhidrofobicidad por lo que pueden ser destinados para materiales de

autolimpieza o anti-empafiamiento [109-111].

La sensibilidad a la luz UV o actividad fotocatalitica de TiO, se describe como una reaccion
electroquimica y fotoelectroquimica que inicia cuando la radiaciéon es capaz de excitar a un
semiconductor, al grado de hacer que se comporte como un conductor. Cuando la radiacion incide
sobre el semiconductor se produce un salto de un electron (e”) de la banda de valencia a la banda
de conduccion generandose reacciones de 0xido-reduccion. En la Figura 2.4, se describe el proceso

de fotocatalisis, este inicia con la excitacion de una particula semiconductora por rayos UV, dadas

20



estas condiciones, se crean pares electrén-hueco (e— h*) cuyo promedio de vida esta en el rango
de los picosegundos. En este lapso, dichos pares deben migrar a la superficie y generar radicales
libres muy reactivos que reaccionan con las especies alrededor mediante procesos de oxidacion-
reduccion, rompiéndose algunos enlaces moleculares y reduciéndolas u oxidandolas hasta
convertirlas en especies menos complejas. Los pares electron-hueco que no alcanzan a separarse y
a reaccionar con especies en la superficie se recombinan y la energia se disipa. Esta caracteristica
ha convertido al oxido de titanio en un candidato potencial para aplicaciones biomédicas [109,
112-114].

Por otra parte, el conocimiento que existe sobre los efectos de las NPsTiO- en sistemas bioldgicos
se basa en que las especies potenciales reactivas de oxigeno (ROS) que se generan en la superficie
del TiO. durante su actividad fotocatalitica, al estar proximas a las células bacterianas las destruye
facil, pues es capaz de causar peroxidacion de los fosfolipidos de la membrana de las células, e

interrumpe asi su respiracion celular [115]
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Figura 2.4. Actividad fotocatalitica de la titania [114].
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2.3.3.1. Nanoparticulas de titania como SAF

En el campo de la nanomedicina las NPsTiO> han suscitado un gran interés para su aplicacion en
la administracion controlada de farmacos, principalmente debido que presentan buena
compatibilidad con sistemas bioldgicos dada a su naturaleza inerte, con baja citotoxicidad tanto in
vitro como in vivo. También se caracterizan por presentar alta estabilidad quimica y mecanica,
ademas de ser relativamente faciles de preparar y de bajo costo. Ademas, su estructura superficial
puede ser funcionalizada a través de diversos grupos funcionales lo que permite el anclaje de
principios activos Utiles como son: isétopos radiactivos o farmacos antineoplasicos [116, 117].
Finalmente, su elevada relacién area superficial/volumen puede garantizar una gran capacidad de
carga terapéutica [118, 119], lo cual puede ser atribuido a la presencia de grupos hidroxilo en su
superficie, generados por la quimisorcion disociativa del agua, que actian como sitios de anclaje

para diferentes tipos de moléculas a través de enlaces covalentes [120].

Por ejemplo, se ha reportado que las NPsTiO> han mostrado una alta reactividad al ser
funcionalizadas con daunorrubicina (DNR), uno de los farmacos antineopl&sicos mas importantes
en el tratamiento de la leucemia aguda y tumores sélidos, e investigado el efecto sinérgico de esta
combinacion (DNR-NPsTiO2) en presencia de radicacion UV. Proponiéndose un posible
mecanismo del efecto de sinergia entre las NPsTiO2 y el farmaco en una célula, el cual propone
que en un medio de pH 7.2 es posible que la superficie de las NPsTiO, puede estar cargada
negativamente, mientras que la daunorrubicina es cargada positivamente, como se muestra en la
Figura 2.5. Bajo estas condiciones la interaccion que se da entre las particulas es electrostatica; de
manera que la liberacidn del principio activo se verifica a través de la formacion de pares ionicos

que atraviesan la membrana celular [121].

La Temozolomida (TMZ) —un antineoplésico empleado en el tratamiento de glioma cerebral que
se caracteriza por ser bastante sensible a los cambios quimicos, lo que puede provocar su activacion
fuera del sitio de interés— es un ejemplo de que su eficiencia antitumoral puede ser mejorada a
través del uso de nanoestructuras de TiO.. Lopez y col. [119], demostraron que al utilizar matrices
nanoestructuradas de TiO obtenidas por sol gel, donde la TMZ esta inmersa, protegen el farmaco
de los agentes externos (tanto medio ambientales como fisiologicos) preservando su estructura
molecular, lo que posibilitaria optimizar su accion terapéutica y reducir los efectos colaterales.

Empero, los autores reportan que debe tenerse cuidado con las condiciones de depositacion, ya que
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la TZM se degradd convirtiéndose en Imidazol-4-carboxamida —la forma activa de la TMZ—y
este compuesto exhibié una fuerte afinidad quimica por TiOz, lo que dificulto considerablemente

la liberacidn de este principio activo de la matriz ceramica.
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Figura 2.5. Esquema de la conjugacion del farmaco DNR sobre NPsTiO [121].

Actualmente, las composiciones farmacéuticas de liberacion controlada dependiente del pH, que
comprenden nanoparticulas, han despertado un gran interés. Por lo que, se han llevado a cabo
pruebas con NPsTiO2 modificadas con &cido hialuronico (HA) y funcionalizadas con Cisplatino
(CDDP), en células humanas de céancer de ovario A2780 [122]. El &cido hialurénico es un
polisacérido presente naturalmente en la matriz extracelular y fluidos sinoviales y ha sido
investigado previamente como vector de orientacién a células tumorales en el tratamiento contra
el cancer [123, 124]. Los resultados experimentales mostraron que la liberacion del CDDP de las
NPsTiO2-HA se incrementa al disminuir el pH de 7.4 a 5.0, lo que podria ser favorable en la terapia
contra el cancer. Ademas, las pruebas in vitro y el analisis de imagen in vivo revelaron elevadas
concentraciones de CDDP y NPsTiO: en las células tumorales, como resultado de la acumulacion
de las NPsTiO2-CDDP en el sitio del tumor por difusion activa —via endocitosis mediada por el
acido hialurénico— vy al ser sensibles al pH del microambiente tumoral acido, el farmaco es
liberado en mayor cantidad. De igual manera, Zhang y col. [125], disefiaron por primera vez un

SAF “inteligente” sensible a los cambios de pH a partir de la funcionalizacion de NPsTiO2 con
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Daunorrrubicina (DNR), uno de los farmacos quimioterapéuticos mas importantes empleados en
el tratamiento de la leucemia mieloide aguda y leucemia linfoide aguda, cuyo efecto terapéutico es
limitado debido a sus serios efectos secundarios, incluyendo la insuficiencia cardiaca congestiva.
Evaluaron in vitro el efecto sinérgico del SAF conformado por NPsTiO2 en células humanas de
leucemia k562 y reportaron que estos sistemas al disminuir el pH de 7.4 hasta alcanzar un pH de 5
0 6 aumentaron la concentracion intracelular de DNR vy la eficiencia quimioterapéutica induciendo

una apoptosis dependiente de caspasa.

2.3.3.2. Sintesis de nanoparticulas de titania

La titania, gracias a su actividad fotocatalitica ha despertado gran interés a nivel industrial. Sin
embargo, el método de sintesis es un aspecto crucial ya que de este dependen las propiedades fisicas
quimicas que presenta el material [108]. En la literatura se encuentran diversos métodos para la
obtencion de titania [126]. Uno de estos es la sintesis quimica en fase vapor, que consiste en la
descomposicion del precursor en uno o varios compuestos volatiles, en el interior de una camara
de vacio (reactor) bajo un flujo de argdn, cerca de la superficie de un sélido para dar lugar a la
formacion de las nanoparticulas del material. Sin embargo esta ruta de sintesis dificulta el control
estequiométrico, porgue los diferentes precursores tienen diferentes velocidades de evaporacion lo
cual es desfavorable [126-128].

Otro método es la sintesis hidrotermal la cual se lleva a cabo de manera normal en recipientes
cerrados (autoclave). Alli un precursor metalico (por lo general butdxido de titanio, alcoxido de
titanio) es disuelto en un liquido (isopropanol, etanol-agua) y después son calentados por encima
de su punto de ebullicién, lo que genera una presion superior a la atmosférica (alcanzandose la
presion de saturacion de vapor). Aunque este método tiene ventajas interesantes como la
preparacion de materiales que se descomponen a elevadas temperaturas su mayor debilidad radica

en el poco control que se tiene de la porosidad del material [129-132].

La microemulsién y el método de precursor polimérico, son parte también de los métodos de
sintesis mas utilizados. EI primero consiste en obtener gotas acuosas encapsuladas por moléculas
de surfactante y rodeadas por una fase oleosa. La fase oleosa es usada como microreactor blando

para la sintesis del material, pero su limitacion radica en la formacion de nanoparticulas con un
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tamafio muy estrecho [133, 134]. El segundo, conocido también como Pechini, consiste en mezclar
los reactivos de interés en una solucion, remover el solvente para que quede una mezcla amorfa o
nanocristalina de cationes y aniones (acetato, citrato, hidrdxido, oxalato, alcoxido) y por ultimo
calentar el gel o polvo resultante para inducir la reaccion al producto deseado. Entre las ventajas
del método, se encuentra la eliminacion de problemas de difusion y falta de homogeneidad del
producto, la obtencion de fases metaestables y la eliminacion de fases intermedias impuras. Por
otro lado, las desventajas del método consisten en la dificultad en ciertos casos, de controlar la

estequiometria exacta, ya que algunas veces no es posible hallar reactivos compatibles [135, 136].

La ruta sol gel es utilizada para sintetizar gran variedad de 6xidos metalicos como 6xidos de titanio,
a manera de solucion a las debilidades que presentan los métodos antes descritos. Este proceso
permite la formacion de materiales metaestables con homogeneidad de composicion (uniformidad
y distribucién de tamarios de particulas) y de alta pureza. Ademas, el método no demanda una
infraestructura tecnoldgica o costosa y es una técnica versatil para la preparacién de materiales a
granel a temperaturas bajas. También facilita el control de la porosidad, lo que favorece la
interaccion con las células, y permite la sintesis de materiales con formas variables como fibras,
peliculas, catalizadores, adsorbentes, nanoparticulas y nanocompuestos. De manera global, el
proceso sol-gel implica la transicién de un sistema en estado liquido o sol, suspension coloidal de
particulas solidas con tamafio nanométrico que estd en esta condicidn gracias al movimiento
Browniano, a una fase solida denominada gel, solido constituido por al menos dos fases, con la
fase liquida atrapada e inmovilizada por la fase solida. Este cambio se da gracias a la hidrdlisis y
policondensacién del sol. Cuando se obtiene el gel, este se calienta para eliminar el disolvente y
descomponer aniones precursores, permitir el reordenamiento de la estructura del sélido y

favorecer la cristalizacion [137, 138].

Por otra parte, el método sol-gel ha presentado diferentes variantes para la sintesis de
nanomateriales con diversos grados de eficiencia. Entre ellos se tiene la sintesis asistida por
microemulsion de micelas inversas, método muy rapido y altamente eficaz para la formacion de
nanoparticulas geometricamente esféricas y monodispersas. Dado que el agua y el catalizador se
encuentran en las micelas, el alcoxido afiadido no puede ser hidrolizado hasta que se difunde dentro
de las micelas. Por lo tanto, la poli-condensacion del precursor tiene lugar dentro de las micelas.
Las nanoparticulas resultantes tienen estrecha distribucion de tamafio limitado por el tamafio de las

micelas. Una caracteristica importante del metodo de las micelas inversas es que dentro de sus
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ambientes acuosos de tamafio nanométrico se pueden llevar a cabo reacciones quimicas, actuando

asi como nanoreactores [139-142].

2.4.  Modificacion de las propiedades de la titania a través del dopaje

Dada la importancia que ha tomado el TiO2 se ha intentado sacar el mayor provecho de este, desde
modificaciones estructurales en la sintesis y los diversos métodos, hasta la adicion de agentes
externos como dopantes. De esta forma, la incorporacion de diversos agentes dopantes en la
estructura del TiO2 han mostrado una mayor estabilidad y mejoras en sus propiedades
fotocataliticas y luminiscentes, asi como potenciar su uso en diversas aplicaciones [109].
Recientemente, se han llevado a cabo diversos estudios relacionados con la adicion de diferentes
metales a distintas matrices de TiO», principalmente metales de transiciéon como Fe y Cu, con la
finalidad de otorgar caracteristicas deseables al TiO>, tales como, la inhibicion de la recombinacion
del par electron-hueco ya que actuarian como captores de carga tanto positiva (h+) como negativa
(e-), mejorando de esta forma la fotoactividad del TiO». Por otro lado, debido a sus niveles d
incompletos, estos metales serian capaces de disminuir el band gap, mejorando desde otra
perspectiva la actividad fotocatalitica de la matriz inicial [143]. En la bibliografia se han descrito
tanto resultados positivos como negativos, apuntando a mejoras minimas o inexistentes en la
fotoactividad del TiO2, ademas de considerar los altos costos de, por ejemplo, los metales nobles
como la plata y el platino, lo que lleva a creer que el mejor foco para este tipo de estudios es el uso
de metales de transicion mas baratos como el hierro y el cobre. Sin embargo, aun se esta
investigando en lo que respecta a como afectaria el método de sintesis utilizado en las
caracteristicas posteriores del fotocatalizador, ya que se ha hallado que, en el caso de los metales
nobles, esto es un factor que afecta la eficiencia fotocatalitica tanto para su uso en la eliminacién
de contaminantes organicos en el aire o el agua, como en la aplicacibn como agentes
antibacterianos) [144]. Por otro lado, el uso de sistemas con co-dopaje también ha sido estudiado,
sin embargo, no en tanta profundidad como para llegar a entender adecuadamente el mecanismo
de la reaccion de degradacion de contaminantes [145]. En la Tabla 2.3 se resumen distintos
articulos enfocados en el uso de distintos metales para dopar las matrices de titania, junto con el
método de sintesis utilizado, el contaminante modelo a degradar y los resultados de degradacion

obtenidos para las condiciones aplicadas a cada estudio.
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Tabla 2.3. Estudios realizados utilizando iones metalicos como dopantes

Sistema Métodode  Contaminante Fuente Concentracion Degradacion Ref
sintesis de luz de estudio [%, min]
Fe/TiO,  Hidrotermal Azul de Lampara MB-10mg/I 93% [143]
ultrasénico  metileno (MB)  Philips CFL Muestra — 0.5¢/I .
180min
150 W
Ag/TiO; Sol-gel Cr (V) Lampara de CR (IV) - 10g/I 99.8% [144]
Xe 300W Muestra — 0.02¢g/I .
240min
Cu- Co- Eriocromo Lampara de ECR - 100mg/I 99% [145]
Ni/TiO2  precipitacion Cianina R Xe 200W Muestra — 2g/I .
120min
(ECR)
Fe/TiO, Sol-Gel As (111) Lampara As (111) - 0.5 g/l 100% [146]
halégena ;
Philips 25W Muestra — 0.25¢/I 180min
Cu/TiO2  Anodizacién Azul de Lampara de MB — 2mg/I 90% [147]
(NTs) metileno (MB)  Xe 200W Muestra - NP 120min
Ir/TiO; Método Acetaldehido Lampara Acetal. — 500mg/I 50% [148]
hidrotermal/ LED
Microondas 1mW/em2 Muestra — 800mg/I 21horas
IN3*/TiO, Sol-gel Azul de Lampara de MB — 8mg/I 80% [149]
metileno (MB)  Hg 500 W Muestra — 5¢/I 7hr
Cu?*TiO, Sol-gel E. coli Lampara Bacteria — 108 90% [150]
Philips ufc/ml 240min
WW TS Muestra — 0.2g/I
8W — 5l
Ni2*/ Sol-gel E. coli Lampara Bacteria — 2.7x10* 100% [151]
TiO, Philips ufc/ml 300min
WWTS  Muestra— 0.2g/1
8W uestra—0.2g
Fe3t/ Sol-gel Rojo reactivo  Lamparade RR-198 — 100mg/I 43% [152]
TiO; 198 (RR-198) Hg 250W Muestra — 19/ 300min
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Por otra parte, diversos investigadores han considerado la adicion de elementos no metalicos, tales
como carbono, nitrogeno o fluor, dentro de matrices de TiO2, con el fin de mejorar la fotoactividad
de este. En el caso de estos elementos, se ha encontrado que la existencia de los orbitales 2p en sus
configuraciones, se solapan con los niveles energéticos del TiO2 modificando su banda de valencia
generando un band gap mas estrecho. Por otro lado, la adicion de estos elementos genera
modificaciones en la superficie del material, mejorando sus caracteristicas [153]. Se explica
ademas, que la razon del mejoramiento de la actividad fotocatalitica en el rango visible, luego de
la adicion de dopantes no metalicos, corresponde a la formacion de centros de color dentro del
band gap, lo cual permite la absorcion dentro de un rango mayor de longitudes de onda. Sin
embargo, se explica que la creacion de defectos en la microestructura del TiO2 luego de la adicion
de dopantes puede generar centros de recombinacion lo que conlleva un descenso en la actividad
fotocatalitica del semiconductor; es por esto que se requiere un cuidado especial tanto en la
concentracion, como en el método de sintesis de los compuestos [153]. En la Tabla 2.4, se
encuentran una serie de estudios donde se utilizan elementos no metalicos como dopantes de la

matriz de TiO2 con la finalidad de mejorar la actividad fotocatalitica dentro del rango visible.

El uso de elementos de la serie de los lantanidos como dopantes de TiO2 ha sido igualmente
estudiado. Los elementos de tierras raras presentan propiedades que apuntan hacia la mejora de la
fotoactividad del TiO2 en el rango de la luz visible; en particular, los distintos estudios distinguen
la presencia de los orbitales f en estos elementos, lo que les permite formar complejos estables con
varias bases de Lewis, tales como grupos amino, aldehidos, alcoholes, entre otros [163]. Por otra
parte, a nivel luminiscente el dopaje con iones de tierras raras le confiere al TiO> mejoras
importantes, ya que las transiciones que se presentan dentro de los niveles 4f (de los elementos
lantanidos) generan lineas de emision muy delgadas e intensas, las cuales pueden ser facilmente
escogidas de acuerdo al rango de interés para la aplicacion. Son numerosos los estudios realizados
con el 6xido de titanio dopado con lantanidos para mejorar las propiedades luminiscentes. Muchas
de estas particulas tienen aplicaciones como “fosforo” para dispositivos de iluminacion y tubos de
rayos catodicos, centelladores de rayos X y materiales que emiten luz a menor longitud de onda
con respecto a la radiacion excitante (fenémeno de conversién ascendente) [164]. En la Tabla 2.5
se presentan algunos resultados obtenidos por distintos investigadores que han incorporado el uso

de elementos de tierras raras en sus estudios.
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Tabla 2.4. Estudios realizados utilizando elementos no metalicos como dopantes

Sistema Método Contaminante Fuente Concentracién  Degradacién  Ref
de sintesis de luz de estudio [%, min]
N/TiO, Sol-gel Anaranjado de Lampara de MO - 20mg/L 96.6% [154]
(1:1) metileno (MO) Xe de alta Muestra — 1g/L 90min
presion 300W
F Sol-gel Azul de Lampara MB — 10 mg/L 91% [155]
(10%p/p)/ metileno (MB) halégena de Muestra — 2g/L 240min
TiO, metal 400W
CITiO, Sol-gel Rodamina B Lampara de RhB — 5mg/L 95% [156]
(RhB) Xe 300W Muestra — 0.5¢/L .
60min
C-N- Sol-gel Microcistina—  Dos lamparas ~ MC-LR — 0.5uM 100% [157]
SITiO2 LR (MC-LR) fluorle;\(;\?ntes Muestra — 0.5g/L 300min
N-B- Método Anaranjado de Lampara de MO - 10mg/l 84.2% [158]
F/TiO, asistido por metilo (MO) arco de Xe Muestra — 1g/1 100min
microondas 300W
N-F/TiO,  Tratamiento Rodamina B Lampara de RhB — 10mg/I 90% (RHB)  [159]
hidrotermal/ (RhB) 4— Xe 62% (4-NP)
Agitacién con Nitrofenol 4-NP - 15mg/l 300 min 5
NaF (4-NP) Muestra 1g/1
SITiO; Sintesis Rodamina B Lampara de RhB — 22.5mg/I 97% (RhB)  [160]
solvotermal Azul de Xe 150W 100% (MB)
metileno MB — 20mg/L 120 min
Muestra — 2¢/I
N-F/TiO; Sol-gel Microcistina- Dos lamparas MC-LR - 5mg/l 90% [161]
LR (MC-LR) fluorescentes .
15W Muestra — 0.5g/I 480min
N-S/TiO,  Tratamiento 4-clorofenol Lampara de 4-CP — 1x10-4M 80% [162]
Hidrotermal/ (4-CP) Xe 350W Muestra — 5¢/I 90min

Calcinacioén
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Tabla 2.5. Estudios realizados utilizando elementos de tierras raras como dopantes

Sistema Método Contaminante Fuente Concentracion  Degradacion  Ref.
de sintesis de luz de estudio [%, min]
Yb**'TiO, Sol-gel Fenol Lamparade  Fenol —0.21mM 89% [164]
Er¥*TiO; Xendn 400W  Muestra — 10g/l  (Yb3/TiO,)
(0,5%mol) 75%
(Er**/TiOy)
180 min
Pr/TiO; Sol-gel Fenol Ladmparade  Fenol —0.21mM 25% [166]
(0,25%mol) Xenén .
1000W Muestra — 5¢/1 60 min
Nd®*TiO,  Hidrotermal Azul de Estimulador MB — 50ppm >80% (MB)  [167]
0, 1 0, -
(0,25%at) metileno Solar Heber 4-CP — 30ppm 70?())(;;?)
(MB) Muestra — 4g/I
4-Clorofenol
(4-CP)
Nd/TiO, Sol-gel Azul de Lampara de MB - 0.01¢g/I 70% [168]
(0,25%at) metileno Xen6n 300W  Muestra — 10g/I .
120 min
(MB)
CelTiO, Sol-gel Rodamina B Estimulador RhB — 25mg/I 100% (RhB)  [169]
modificado (RhB) solar Fenol —25mg/l  80% (Fenol)
Fenol Muestra — 600 min
500mg/I

En este sentido, recientemente la ceria (CeO2) ha sido considerada un dopante ideal debido
principalmente a que los iones Cerio pueden formar complejos con diversos compuestos organicos
por la interaccion de los grupos funcionales de las moléculas organicas con los f-orbitales de los
lantanidos. Por lo que, el dopaje con iones Ce*/Ce*® en una matriz de TiO2 podria proporcionar
una significativa ayuda al concentrar los contaminantes organicos en la superficie de este
semiconductor y por lo tanto mejorar su fotoreactividad [165]. Ademas, se ha observado que como
resultado de la incorporacion de los dopantes en la red hospedera de la titania, el tamafio de
particula decrece e incrementa su area superficial respecto al material puro, asi como la generacion

de defectos superficiales [29, 30], lo cual proporciona suficientes sitios activos expuestos para el
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anclaje de moléculas orgéanicas, mejorando con ello su rendimiento fotocatalitico en aplicaciones
de remediacion ambiental. Precisamente, su elevada area superficial y la presencia de estos
defectos, es lo que hace factible considerar a las NPsTiO. dopadas con CeO, como candidatos
viables a ser usadas como nanotransportadores en sistemas de liberacion de farmacos en la

terapéutica del cancer.
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CAPITULO 3. DISENO EXPERIMENTAL

El objetivo de este proyecto fue obtener nanoparticulas de Titania dopadas con Ceria para su
incorporacion y evaluacion en sistemas de liberacion de farmacos. Para ello el procedimiento
experimental consistio en 3 etapas: sintesis, funcionalizacion y bioensayos. En la Figura 3.1 se

muestra el diagrama general de actividades experimentales de las tres etapas.

Sintesis por el método .
Formulacién de | pl _____ >Precursor§:s.. o
microemulsinén W/Q  |7====="" @o— sol-gel en una - Butéxido de Titanio
microemulsion W/O - Nitrato de Cerio

!
&
)

Caracterizacion de los | _—___
productos de sintesis

;
&
’

Funcionalizacién | _____ > Antineoplasico
de las NPs Daunorrubicina (DNR)

>DRX > XRF
>FT-IR >TEM
>UV-Vis  >SEM
>Raman  >CW-0SL

'
&
'

Caracterizacion de los
complejos NPs-DNR

>FT-IR >TEM

>UV-Vis >Raman

|
&
v

Bioensayos con los apH5.0y7.0
dybs SO VS e
@<—| complejos NPs-DNR > Ensayos de viabilidad
celular

> Pruebas de beracénﬁ

. Nodo inicial: Simboliza el inicic de las @ Nodo terminal: Representa el paso final en
actividades del proceso las actividades del proceso

Figura 3.1. Diagrama general de actividades.
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3.1. Etapal

3.1.1. Sintesis de los sistemas de estudio

La sintesis y dopaje de las nanoparticulas de TiO2 se llevo a cabo por el método sol-gel en una
microemulsion agua-en-aceite (w/o), para ello se prepararon dos soluciones: fase organica
(Solucidn A) y fase acuosa (Solucién B). Se describen a continuacion los métodos utilizados para

preparar estas soluciones.

Solucion A: Bajo agitacion constante se mezclaron Tween-20 (surfactante),
metanol (co-surfactante), tolueno (aceite) en una relacién de 2/26/69
(v/v). Posteriormente, se adiciond butoxido de titanio (TTIP 97%,
Sigma Aldrich) en las proporciones de 85, 90 y 95% TTIP, la

concentracion del precursor se hizo en % mol del reactivo).

Solucién B: En la fase acuosa (1 v/v) se disolvio el nitrato de cerio
(Ce(NO3z)3*6H20, Merck) en proporciones de 0 a 15 % de CeO2 con

incrementos de 5%.

Posteriormente, en condiciones asépticas (campana de flujo laminar LABCONCO), agitacion
constante y en bafio termoestable a 10° C; la solucion B se afiadié gota a gota la solucion A,
preservando las condiciones de temperatura y agitacion durante 2h. La suspensién resultante se
sometié a un secado en horno (24h a 80° C) para evaporar el agua fisisorbida y el solvente
adsorbido, hasta obtener una muestra en polvo. Finalmente, la muestra fue tratada térmicamente a
600 °C por 2h con una velocidad de calentamiento de 3 °C/min. El tiempo de residencia de la
muestra a esta temperatura fue de 2h. En la Tabla 3.1 se presentan las claves asignadas a los

diferentes sistemas propuestos para su estudio, identificados de acuerdo con su composicion.
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Tabla 3.1. Claves asignadas a los diferentes sistemas de estudio sintetizados

Ti02 (%omol) CeO2 (%omol) Clave para el sistema
100 0 TiO:
95 5 TiCe5
90 10 TiCel0O
85 15 TiCel5

3.1.2. Caracterizacion estructural y quimica

Se realiz6 la caracterizacion estructural y quimica a los productos de reaccion. Para evaporar la

humedad de las muestras, se colocaron dentro de un desecador por 48h. Las técnicas de

caracterizacion que se emplearon fueron: difraccion de rayos X (DRX), espectroscopia de

ultravioleta visible (UV-Vis),

espectroscopia  RAMAN y espectroscopia infrarroja por

Transformadas de Fourier (FTIR), fluorescencia de rayos X (XRF), luminiscencia Opticamente

estimulada de longitud de onda continua (CW-OSL), el area de superficie se determiné por el método

de Brunauer-Emmett-Teller (BET), ademé&s fueron empleadas microscopia electronica de

transmision en sus modalidades convencional (TEM) y de alta resolucion (HRTEM), asi como

microscopia electrénica de barrido (SEM). En la Tabla 3.2 se describen las técnicas de analisis

empleadas en la caracterizacion de los productos obtenidos en la Etapa 1.

Tabla 3.2. Procedimientos de caracterizacion utilizados en la sintesis de los sistemas mixtos

PO1.

DRX

Los patrones de difraccion de rayos X de las muestras sintetizadas fueron
obtenidos en un difractometro D8 ADVANCE BRUNKER, configurado
segun la geometria Bragg-Brentano y gonidmetro vertical 6-6. La radiacion
CuKoa-(1.542 A ) se obtuvo a partir de un tubo de rayos X de cobre a un
potencial de 40 kV y 30 mA. Los difractogramas se obtuvieron en un rango

de 20 a2 90° (2 0) con un paso de 0.02° y un tiempo de paso de 3s.
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...continuacion de la tabla 3.2.

PO2.

XRF

El anélisis de fluorescencia de rayos X se realizé directamente en las
muestras en polvo en un espectrometro Bruker BrS8 TIGER

PO3.

BET

Las muestras se desgasificaron durante 2 h a 350° C. El area superficial se
determiné por la fisisorcion de Nitrdgeno mediante la técnica Brunauer-
Emmett-Teller (BET) utilizando un sistema automatizado Quantachrome,

en el equipo NOVAtouch.

PO4.

CW-0OSL

Las propiedades de luminiscencia 6pticamente estimuladas de longitud de
onda continua (CW-OSL) de los diferentes sistemas de estudio, se
obtuvieron en un equipo LexsygSmart TL/OSL automatizado, equipado
con una fuente beta 90SR/90Y, que suministra una dosis 160mGy/s en las
muestras, que emiten particulas beta con una energia méxima de 2.27
MeV, y un tubo fotomultiplicador (PMT) para la deteccién de la luz

(modelo modelo H7360 Series Hamamatsu Photonics K.K.).

POS.

RAMAN

Las mediciones de Raman se realizaron en un espectrémetro micro-Raman
N8 NEOS SENTERRA con una linea de laser de 532 nm a temperatura

ambiente.

PO6.

FT-IR

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (se utiliza
principalmente en el andlisis cualitativo de grupos funcionales. Los
espectros se adquirieron en la modalidad de absorbancia con una
resolucion de 4 cm™ en el rango entre 400-4000 cm2, en un espectrometro
IR, BRUKER TENSOR27. Las muestras se prepararon mezclando los

solidos en polvo con KBr con una relacion 15:85, para formar una pastilla.
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...continuacion de la tabla 3.2.

PO7. Se llevd a cabo en un espectrofotdmetro micro-volumen Thermo Scientific

UV-Vis Nanodrop 2000 con un rango de 190 a 840nm. La muestra se diluyo en una
relacién 1:10 en agua destilada. Se tomaron los espectros del agua destilada
utilizada para la dilucion y de la muestra, los picos caracteristicos de la
suspension son el resultado de la substraccion del espectro del agua
destilada al espectro de la muestra.

P08.
El analisis de microscopia electronica de barrido se realizé en el

SEM microscopio JEOL JSM-7600F FEG-SEM, en el modo de electrones
retrodispersados.

POo. Utilizando las modalidades convencional (TEM) y de alta resolucion

TEM, (HRTEM) de microscopia electronica de transmision en un microscopio
Phillips, TECNAI F20, 200 KV, se observé la morfologia de los polvos

HARTEM obtenidos de la sintesis. Las muestras se prepararon depositando 10-15 pL
de una suspensidn de nanoparticulas en rejillas de cobre con recubrimiento
de carbono amorfo. La morfologia y tamafio de las nanoparticulas se
determinaron a partir de las micrografias obtenidas.

3.2. Etapa?2

3.2.1. Funcionalizacién

La revision y el analisis de los resultados de la Etapa 1, permitié determinar que las nanoparticulas
de Titania dopadas con 15% de Ceria (TiCel5) presentaron una mayor area superficial respecto a
las nanoparticulas de Titania pura y dopadas con 5y 10% mol de Ceria. Por tal motivo, se llevé a

cabo la funcionalizacion de los sistemas TiO2 y TiCel5 con DNR, a fin de evaluar y comparar la
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eficiencia de encapsulacion y carga entre ambos sistemas. De manera que, la funcionalizacion se
Ilevo a cabo en dos etapas: el ensamblaje de DNR a la superficie de las nanoparticulas de Titania
y dopadas con 15% de Ceria y la limpieza de los nuevos complejos (DNR-TiCel5 y DNR-TIO»).

Cada etapa se describe en la siguiente seccion.

3.2.1.1. Ensamblaje de Daunorrubicina a los sistemas TiO. y TiCel5

Se prepararon 2mL de solucidn acuosa de daunorrubicina (2mg/mL) y se afiadié a 1.5mL de
suspension acuosa de nanoparticulas de titania pura y dopada con 15% de CeO; (156mg/mL). La
mezcla de reaccion permaneci6 bajo agitacion constante durante 12hrs, protegida de la luz, para
construir los complejos DNR-TiCel5 y DNR-TIOx.

3.2.1.2. Limpieza de los complejos DNR-TiO2 y DNR-TiCel5

Este paso se llevo a cabo con la finalidad de separar las nanoparticulas funcionalizadas de las
moléculas de DNR no ensamblada, mediante centrifugacion a 5000 rpm durante 20 min (SOL-
BAT J500). El precipitado se recuperd y dispersé en 2mL de agua desionizada. Este paso se repitio
1 vez més y la suspension resultante se almaceno en un recipiente transparente a 4° C protegido de
la luz, hasta su aplicacion en los ensayos de citotoxicidad. En el sobrenadante obtenido se
encontraba la DNR no ensamblada, cuya concentracion se determind mediante espectroscopia de
UV-Vis y permitié determinar la eficiencia de encapsulacién del farmaco y la eficiencia de carga
de las nanoparticulas.

3.2.2. Determinacion de la eficiencia de encapsulacion y de carga

La concentracién de DNR encapsulada y cargada en los sistemas TiOz y TiCel5, se determinaron

mediante las siguientes ecuaciones:

m
%EE = —_ x 100 (1)

a
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my (2)
0, _
WEC = NPs x 100

Donde %EE corresponde al porcentaje de encapsulacion, %EC el porcentaje de carga, ms la masa
de DNR conjugada a las nanoparticulas, ma la masa inicial de DNR empleada para la
funcionalizacién, y NPs corresponde a la masa de los diferentes sistemas empleados. El valor de
ms se determind por medio de espectroscopia de ultravioleta visible, para ello se empleo el método
de la curva de calibracion estandar, utilizando una longitud de onda méxima de 485nm,
caracteristica de las antraciclinas, para realizar las correspondientes medidas de absorbancias. Esta
curva de calibracion es una grafica que relaciona los resultados de absorbancias vs la concentracion
conocida de al menos cinco soluciones estandar y por medio de regresion lineal conseguir la

ecuacion que describe el comportamiento de la recta.
La curva de calibracion se determiné de la siguiente forma:

1. A partir de una solucion Stock de DNR [18.9uM], se prepararon 6 diluciones seriadas de

2. Posteriormente, se tomo lectura de las absorbancias del punto méximo a 485nm en las
diluciones seriadas y se trazé el grafico de la curva de calibracion.

3. Una vez obtenido el gréfico, se determind la funcién matematica que presenta dicha recta
a través del tratamiento estadistico de regresion de los minimos cuadrados, la cual relaciona
la absorbancia y la concentracion de un analito. La siguiente ecuacion matematica

corresponde a dicha funcion lineal:

y=mx+b 3)

donde y corresponde a la absorbancia, x a la concentracién del analito de interés, m la
pendiente de la recta y corresponde al producto entre la absortividad (a) de la muestra y el

espesor del portamuestra, y b el intercepto de la recta al origen.

4. Luego, la absorbancia registrada medida en el sobrenadante obtenido en el proceso de
limpieza de las NPs se reemplazé en la ecuacion (3), para obtener el valor de concentracion
de la DNR en el sobrenadante. Cabe aclarar que la concentracion de la solucion problema

debe estar comprendida en el rango de concentracién que comprende la curva de
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calibracién. Si la concentracion de la solucién problema es menor que la concentracion del
estandar mas diluido, debe usarse el método de adicion estandar, que consiste en adicionar
un volumen determinado de un estandar concentrado a la solucion problema
(sobrenadante), antes de realizar la lectura y que permite que esta lectura este dentro de las
obtenidas para la curva de calibracién. En el caso contrario, si la concentracion del analito
es mayor que la concentracion del estandar més concentrado la solucién problema debera

ser diluida.

3.2.3. Caracterizacion de los complejos DNR-TiO, y DNR-TiCel5

Los complejos formados tras la funcionalizacion de los sistemas de TiO. y TiCel5, se
caracterizaron por las técnicas de RAMAN y FT-IR, UV-Vis, TEM y HRTEM. En la Tabla 3.3 se
describen las técnicas de analisis empleadas en la caracterizacion de los productos obtenidos en la
Etapa 2.

Tabla 3.3. Procedimientos de caracterizacion utilizados en la funcionalizacion de las

nanoparticulas

PO5. La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (se utiliza

FT-IR principalmente en el analisis cualitativo de grupos funcionales. Los espectros se
adquirieron en la modalidad de absorbancia con una resolucién de 4 cm™ en el
rango entre 400-4000 cm™, en un espectrémetro IR, BRUKER TENSOR27. Las
muestras se prepararon mezclando los sélidos en polvo con KBr con una relacion
15:85, para formar una pastilla.

P06.

RAMAN Las mediciones de Raman se realizaron en un espectrometro micro-Raman N8
NEOS SENTERRA con una linea de laser de 532 nm a temperatura ambiente.
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...continuacion de la tabla 3.3.

PO7. Se llevo a cabo en un espectrofotémetro micro-volumen Thermo Scientific
UV-Vis Nanodrop 2000 con un rango de 200 a 600nm. La muestra se diluy6 en una
relacion 1:10 en agua destilada. Se tomaron los espectros del agua destilada

utilizada para la dilucion y de la muestra.

PO8. Utilizando las modalidades convencional (TEM) y de alta resolucion (HRTEM)
TEM de microscopia electronica de transmision en un microscopio Phillips, TECNAI
HRTEM F20, 200 KV, se observo la morfologia de la suspension de nanoparticulas
funcionalizadas. Las muestras se prepararon depositando 10-15 pL de la
suspension en rejillas de cobre con recubrimiento de carbono amorfo.
3.3. Etapa3

3.3.1. Pruebas de liberacién del farmaco

La liberacion del farmaco de los complejos DNR-TiO2 y DNR-TiCel5 se investigd a pH 5.0 (el
pH endosomal de las células cancerosas) y pH 7.4 (pH fisiolégico de la sangre). Los complejos de
DNR-NPs (2mg) se dispersaron en solucion Buffer Fosfato Salino (PBS) (pH 7.4, 3 mL) y se
transfirieron a bolsas de dialisis. Posteriormente, las bolsas de dialisis se sumergieron en 45mL de
PBS (pH 5.3 y 7.4), en bafio termoestable a 37 °C bajo agitacion constante. Se tomaron alicuotas
de solucioén buffer en contacto con los complejos (2mL) y se reemplazaron con la misma cantidad
de PBS fresco (cada 2h durante 12h). Las alicuotas se tomaron inicialmente cada 6h hasta cumplir
las 12h, y posteriormente cada 12h hasta cumplir las 48h. El andlisis y caracterizacion de las
soluciones extraidas, para detectar el farmaco liberado a través del tiempo, se llevo a cabo por
medio de espectroscopia de ultravioleta visible, para ello se empleé el método de la curva de

calibracién estandar.

40



3.3.2. Bioensayos

Los ensayos de viabilidad se realizaron en el laboratorio del Centro Multidisciplinario de Estudios
en Biotecnologia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (CMEB-UMSNH).
Los ensayos de viabilidad se llevaron a cabo en la linea celular neoplasica suministrada por el
CMEB: RPMI 8226 (ATCC® CCL-155™) —Linfocito B—.

3.3.2.1. Cultivo celular.

El cultivo y mantenimiento de las células se llevo a cabo de acuerdo al “Protocolo y condiciones

de las lineas celulares inmortales y determinacion de viabilidad”, el cual consiste en:

1. Descongelamiento celular: el tubo criogénico que contenia las células se retiré del tanque
de nitrégeno y se atemperd a 37°C por 5min (incubadora Thermolyne 37900).

2. Acondicionamiento celular: en condiciones asépticas (campana de flujo laminar
LABCONCO) se transfirieron las células a un tubo cénico de plastico y se les adiciond
2mL de medio de cultivo (RPMI-1640, pH 4.2+0.2) y se homogeneiz6. Posteriormente, se
centrifugd durante 5min a 2000 rpm (SOL-BAT J500), y se decanté el sobrenadante.

3. Adaptacion del paquete celular: el precipitado (células) se re-suspendi6 en 6mL de medio
RPMI completo en caja de Petri plastica.

4. Las ceélulas fueron depositadas en una incubadora Lab-line CO, INCUBATOR para
mantenerlas en un ritmo de crecimiento exponencial en condiciones estandar a 37° C, 5%

en volumen de CO2y 90% de humedad.

3.3.2.2. Ensayos de viabilidad celular por MTT

El efecto citotoxico de la DNR en disolucién y de las NPs con y sin farmaco, fue valorado por el
método del MTT. Es un método simple y se usa para determinar la viabilidad celular por la
actividad mitocondrial de las células. Esta basado en la capacidad de las células vivas de reducir la
sal de tetrazolio MTT de color amarillo (3-[4,5-dimetiltiazol-2-ilo]-2,5-difeniltetrazol), por rotura

del anillo, en un producto insoluble de color violeta, el formazan, bajo la accion de enzimas

41



mitocondriales (succinato deshidrogenasa) que son funcionales sélo en células vivas [33]. El
formazan generado queda retenido en las células y puede ser liberado mediante su solubilizacion,
el cual se cuantifica finalmente con ayuda de un espectrofotometro a 500-600 nm. Cuantificar
directamente la actividad enzimatica succinato deshidrogenasa, que es un complejo proteico ligado
a la membrana interna mitocondrial que interviene en rutas metabolicas claves como el ciclo de
Krebs y en la cadena de transporte de electrones, permite comprobar que no existen afectaciones
en el metabolismo celular y no se ha afectado la integridad estructural de dicho organulo. Este

procedimiento consistid en los siguientes pasos:

1. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos con una densidad celular de 5x10°
célula/pocillo; se trataron con distintas concentraciones de los complejos DNR-TiCel5 y
DNR-TiO2 y DNR en disoluciones: 100, 200 y 400, 600, 800 y 1600nM, y permanecieron
bajo incubacion por 48 y 96h. Utilizando como control negativo células sin tratamiento
alguno.

2. Transcurrido el periodo del tratamiento, se afiadieron 20uL a cada pocillo de una disolucion
de MTT al 20 % (5mg MTT/ml PBS). Tras incubar a 37° C durante 4 horas se centrifugaron
las placas (por S5Smin a 2500rpm) y eliminé el sobrenadante. Finalmente, se afiadieron 100puL.
de Dimetil Sulfoxico al 0.2 % (DMSO) para disolver los cristales de formazan.

3. Se ley6 el producto colorido (violeta) de la reaccion a 595nm en un lector de microplaca.

El % de viabilidad celular se estima con la siguiente formula:

o D.O0 de la muestra 4)

% de Viabilidad celular = - x 100
D. O del control negativo
donde:
D.O (595nm) = Densidad oOptica de las células tratadas con los compuestos
puros

D.O del control = Densidad Optica de las células sin tratamiento
(595nm)
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con el disefio experimental, el anélisis y discusion de resultados se estructuro en tres
etapas. En la etapa 1 se realizd la revision y analisis de los resultados de la caracterizacion quimica,
de fase y morfoldgica de los sistemas TiO», TiCe5, TiCel0 y TiCel5, lo que permitio determinar
el sistema mixto que retne los requisitos para su aplicacion como sistema de liberacion de
farmacos. El sistema mixto con mejores prospectivas de uso como vehiculo en sistema de
liberacion de farmacos (SAF) fue el utilizado en las siguientes etapas experimentales, en este caso
se trato del sistema TiCel5. La etapa 2 consistio en el andlisis de los resultados de caracterizacion
quimica y morfologica de los SAF basados en los sistemas TiO2 y TiCel5. A partir de estos
resultados se determinaron la eficiencia de carga y encapsulacién en ambos sistemas. La etapa 3
corresponde a los ensayos bioldgicos realizados sobre la linea celular RPMI 8226 a través de la
prueba de MTT.

4.1. Etapa 1. Caracterizacion de los sistemas de estudio

4.1.1. Difraccion de Rayos-X

La Figura 4.1 muestra los patrones de difraccion de los sistemas TiO», TiCe5, TiCel0 y TiCelb5.
Con ayuda de la base de datos, se identifico Gnicamente la fase anatasa de titania (COD 7206075),
lo que permite suponer que los atomos de cerio del dopante (CeO.) se introdujeron en la red
cristalina de la titania. Al comparar la posicion de las reflexiones de Bragg para la muestra de
titania pura (etiquetada con la clave TiO2) y los sistemas dopados, puede notarse que los picos de
difraccion tienden a desplazarse a valores 2-theta menores conforme se incrementa el porcentaje
de ceria (CeO3) adicionado al sistema. EI &tomo de cerio tiene un radio de 185 pm, mientras que el
radio atdbmico del titanio es de 176 pm, debido a esto, al entrar en la red cristalina de la titania, el
valor del parametro de red de la celda cristalina aumenta, y esto resulta en el corrimiento de los
picos de difraccion a angulos menores —es decir distancias interplanares mayores—, lo que ha

sido reportado con anterioridad [29]. Para confirmar esto, se calcularon los parametros de red a
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partir del valor 6 de los picos de difraccion (101) y (200); de acuerdo con la ecuacion cuadratica

de Bragg, para la estructura tetragonal:

A h*+k* I? (5)
Sen?8 = Z+

a? c?

Aqui, 6 es el angulo en el cual el plano difracta, A es la longitud de onda de rayos X (1.54056 A
para CuKa), y los términos a y ¢ son parametros de red. Se encontrd que los pardmetros de red de
la estructura cristalina de la titania aumentaron a medida que el porcentaje de dopante incremento,
esto en comparacion con los parametros de titania pura, como se muestra en la Tabla 4.1. Estos a
aumentos en las constantes de red pueden relacionarse con la incorporacion de los atomos de Ce
en la red de titania en las posiciones intersticiales octaédricas, ya que estos sitios son lo
suficientemente grandes para albergar &tomos de mayor dimensién como el cerio [170].

Tabla 4.1. Parametros de red calculados para los sistemas titania-ceria

Sistema Parametros de red [A]
a c
TiO2 3.71868 9.70346
TiCeb 3.73674 9.78362
TiCel0 3.75989 9.86298
TiCel5 3.79541 9.98706

En la Figura 4.1, puede notarse ademas que los picos principales de la fase anatasa presentan un
ensanchamiento mientras disminuyen sus alturas en funcion del aumento en el porcentaje de ceria,
lo que sugiere una disminucién en el tamafio de cristalito. La incorporacion de un porcentaje de
atomos extrafios en la red cristalina regular de un semiconductor como la titania, da origen a un
proceso de deformacion que provoca cambios microestructurales tales como la disminucion en el

tamario de cristalito y microtensiones de la red cristalina, lo cual efectivamente se refleja en el
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patron como un ensanchamiento de los picos de difraccion y una altura menor a los parametros

reales [170, 171-174].

(101)

(103)
" (004)
*(112)
(200)
(105)
~(211)
(204)
(116)

Intensidad

\_T0, i,

\.‘_TiCeth_

TiCelD

TiCel>

70

Figura 4.1. Espectros de difraccion de Rayos-X de los sistemas de titania obtenidos
con diferentes concentraciones de ceria.

Por lo anterior, en primer lugar, se analizé la influencia del dopaje de la ceria en la titania, sobre el
tamanio de cristalito a traves de la ecuacion de Scherrer, la cual establece una estrecha relacion
entre el ensanchamiento del pico de difraccion, con el tamafio del cristalito, deduciendo que el

ancho integral (B) del pico varia de manera inversamente proporcional al tamafio del cristalito (L),

a traveés de la relacion:
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L= KA (6)
~ BCosé

donde K es el factor de forma (se utilizé un valor de 0.9 en este estudio), 4 es la longitud de onda
de radiacion de rayos X (1.54056 A para CuKa), y S es el ancho integrado del pico de difraccion
principal (101). En la Tabla 4.2, se muestran los resultados obtenidos aplicando la ecuacién de
Scherrer, en donde se puede apreciar que el tamafio de cristalito de las muestras dopadas disminuy6
con forme incrementa el porcentaje de ceria. Este efecto puede atribuirse a la incorporacion de los
atomos de cerio en la red de la titania durante el proceso de sintesis. Resultados similares han sido
reportados por diferentes autores [31, 173, 175], y lo han atribuido a la incorporacién de los atomos
de los dopantes en la red cristalina hospedera, debido estos tienen la capacidad de retardar la
cristalizacion de la titania, debido a sus propiedades fisicoquimicas (electronegatividad, radio
ionico, nimero de coordinacion). Como es el caso de Chaisuk y col. [31], quienes reportaron que
el dopaje de la titania con CeO» provoco una diminucion en el tamarfio de cristalito medida que el
contenido del dopante aumenta. Asimismo Kubacka y col. [175], observaron que el dopaje con
molibdeno y wolframio provoc6 una disminucion en el tamafio de cristalito de la fase anatasa al

incrementar el contenido de dopante.

Para el caso del dopaje con CeO», dicha tendencia puede estar relacionada ademas con el nimero
de coordinacion. De acuerdo con la cuarta regla de Pauling, en un cristal que contiene diferentes
cationes, los que presentan un pequefio nimero de coordinacién tienden a no compartir los sitios
poliédricos con otro cation, lo que limita el crecimiento del cristal [174]. Por consiguiente, a medida
que se van incorporando cationes de la ceria con un nimero de coordinacion mas bajo (4) en la red

de la titania (8), retarda el crecimiento de los cristalitos.

Como se mencioné anteriormente, el segundo efecto microestrutural que produce el
ensanchamiento de los picos, es la presencia de microtensiones residuales en la estructura cristalina
de la titania, las cuales tienen su origen en las fuerzas de compresion elastica por la distorsion de
la red debido la incorporacion del dopante [171, 172]. Debido a que no existe un método directo
para evaluar la microtension en la red cristalina, en diversos trabajos de investigacion previos se le
determina a partir del desplazamiento que sufren los planos cristalinos (101), mediante la siguiente

expresion:
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_Ad_dy—d ()

= dy

donde do es la distancia interplanar tedrica del plano (hkl) sin deformacion y dr es la distancia
interplanar del plano (hkl). La Tabla 4.2 resume los resultados del analisis de microtension. Como
puede apreciarse, existe una tendencia a incrementar la microtension en la estructura cristalina de
titania conforme el contenido de ceria aumenta, lo que nos indica que los sistemas de estudio estan

conformados por nanoparticulas con dimensiones menores a los 20 nm.

Tabla 4.2. Tamaiio de cristalito y microtensiones promedio presentes en los sistemas de estudio

Sistema Tamaiio de cristalito [nm] Microtension
TiO2 12 0.0075
TiCe5 11.15 0.0124

TiCelO 10.26 0.0231

TiCel5 9.12 0.0309

Mediante una cuantificacion de fases por el método de Rietveld se determin6 la composicion para
los diferentes sistemas, los resultados se muestran en la Tabla 4.3. EI margen de error en resultados
obtenidos por el método de Rietveld, con respecto a las concentraciones reales medidas en muestras
calibradas, esta en el rango de £0.5% a 3% [176]. Como puede apreciarse, los esfuerzos residuales
de andlisis de Rietveld para la titania dopadas con CeO2=5, 10 y 15% rondan valores dentro del
limite admisible, Rwp= 8.75, 8.90 y 9.26, respectivamente, lo cual indica un buen ajuste.
Adicionalmente, en la Figura 4.2 a), b) y c) se presentan las los espectros simulados y experimental
de los diferentes sistemas de estudio. De esta manera, aunado a lo discutido anteriormente, los
resultados obtenidos del anélisis de los patrones de rayos X muestran evidencia que permite afirmar

que los atomos de cerio se incorporaron en la red cristalina de titania.
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Figura 4.2. Descomposicion de fases, cuantificacion de fases de los sistemas TiCe5

a), TiCel0 b), y TiCel5 c).
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Tabla 4.3. Resultados del analisis cuantitativo de fases por DRX

Intensidad % mol
Sistema Fases % Intensidad Rwp
integrada calculado
i 201.76 8.08 4.987
TiCe5 CeO» 875
TiO, 2,232.03 89.46 94.973
TiCel0 CeO» 398.80 19.21 9.896 2.90
TiO, 2,064.91 78.36 89.968
TiCel5 CeO2 814.06 30.70 14.875 926
TiO» 1,662.73 62.72 84.825

4.1.2. Fluorescencia de Rayos X

La composicién quimica de los diferentes sistemas de estudio determinado por XFS, se presenta
en la Tabla 4.4. Esta composicién esta dada en forma de 6xidos y expresada en porcentaje molar
(%mol). Los analisis revelan que las muestras exhiben la composicion formulada en el disefio
experimental. Asimismo, estos resultados coinciden perfectamente a los obtenidos por DRX, por
lo que es posible concluir que las muestras estan conformadas por ambas fases, titania y ceria, lo

cual confirma la incorporacion de los atomos de cerio en la red cristalina de la titania.

4.1.3. Area superficial (BET)

Con el propésito de conocer las propiedades superficiales de los materiales preparados por el
método propuesto, asi como la influencia de la relacion TiO.-CeO2 en el area superficial y el
volumen total de poros, se realizaron analisis de adsorcion de nitrégeno a 77° K por el método
Brunauer-Emmett-Teller (BET), cuyos resultados se muestran en la Tabla 4.5. El area superficial

BET esta relacionada con el tamafio de cristalito de la muestra, de manera que, al disminuir el
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tamarfio de cristal, el &rea superficial aumenta [177, 178]. Como puede apreciarse en los datos de la
Tabla 4.5, la muestra de titania presenta un area superficial relativamente baja, que puede deberse
a que contiene un gran numero de cristales grandes. Al aumentar la cantidad de ceria, el area
superficial aumenta, desapareciendo los cristales mas grandes, lo que provocaria dicho incremento
[177]. Algunos autores proponen que el incremento en el area superficial se debe, ademas, a la
posible generacion de defectos en la superficie de la particula [30, 179].

Tabla 4.4. Composicion elemental de las muestras de titania en orden creciente de concentracion

de ceria obtenidos por XRF

Sistema Fases % mol experimental % mol calculado
TiCe5 CeO2 5 4.94
TiO; 95 94.923
TiCelO CeOn 10 9.871
TiO; 90 89.798
TiCel5 CeO2 15 14.87
TiO, 85 84.91

Tabla 4.5. Influencia de la modificacion de la titania con ceria en el area superficial (BET) y

volumen total de poros

% CeO2 SeeT [M?/g] Vt [cm?3/g]
0 120.20 0.17
5 199.28 0.2
10 212.46 0.2
15 236.14 0.21

Seer, area superficial BET; Vt, Volumen promedio de poro
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En cuanto a los resultados del volumen de microporos, algunos autores han publicado que la
medida de este pardmetro da una idea de la incorporacién de los atomos del dopante en la estructura
huésped [180, 181], ya que no se ve afectado por el tamafio de cristalito y por lo tanto, un aumento
en el volumen de poros se puede atribuir a la introduccion del cerio en la red de titania. En la Tabla
4.5, puede apreciarse un aumento en el volumen total de poros al aumentar el porcentaje molar de
ceria. Ambos hechos estan de acuerdo con los resultados de caracterizacion realizados y pueden
utilizarse como una prueba mas que confirma la incorporacion del cerio en la estructura cristalina
de la titania. Resultados similares fueron reportados por Xiao y col. [30], quienes evaluaron el
efecto del dopaje con 1 y 5% de ceria sobre el area superficial de la titania y encontraron que el
area superficial incremento en un 6 y 10%, respectivamente, y coinciden con Larsson y col [179]
en que podria ser el resultado de la introduccion de los atomos de cerio, que estabiliza la red de la

titania y genera defectos superficiales.

4.1.4. Luminiscencia 6pticamente estimulada

La Figura 4.3 muestra las sefiales de luminiscencia Opticamente estimuladas de los sistemas TiO»,
TiCeb, TiCel0 y TiCel5 irradiados con una dosis de 10Gy de una fuente beta 90Sr/90Y vy
estimulada con luz azul (458nm y 100mW/cm?) durante 30s. Como se aprecia en la figura, la sefial
luminiscente es mayor en las muestras dopadas con Ceria que en titania pura, lo cual ha sido
atribuido a la presencia de los atomos de Cerio en la red cristalina de la titania y los defectos
estructurales que actian como activadores, facilitando las transiciones Opticas entre los estados
electronicos caracteristicos de la Titania [182-184]. Asi pues, el analisis de OSL confirma la
incorporacion de la ceria en la red de la titania. De igual manera, se pudo determinar que a mayores
concentraciones de dopante los sistemas mixtos exhiben una mejor eficiencia 6ptica, que puede ser
aprovechada en futuras investigaciones relacionadas con el desarrollo de sistemas de analisis y de
imagen para la deteccion de enfermedades o el mal funcionamiento celular en los estadios mas

iniciales.
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Figura 4.3. Sensibilidad de OSL de las muestras de titania dopadas con ceria.

4.1.5. Espectroscopia RAMAN

La Figura 4.4 muestra los espectros Raman obtenidos para muestras de titania pura y dopada con
CeO2. Mediante esta figura, se puede apreciar que en todos los casos Unicamente se observan
bandas a 144, 190, 399, 514 y 638 cm™, las cuales corresponden a los modos de la fase anatasa Eg,
Eg, Blg, Algy Eg [185-187], y por el contrario no presentan bandas que puedan ser asociadas con
el CeO2 que, de acuerdo a la literatura, el pico caracteristico de la fase cubica tipo fluorita de la
ceria se encuentra a 450 cm™ [188, 189]. Las frecuencias de los modos observados en los espectros
se resumen en la Tabla 4.6. Al comparar los espectros, se observa un desplazamiento acompafado
de un ensanchamiento de las bandas conforme el contenido de ceria aumenta. Este comportamiento
ha sido atribuido a la presencia de estrés debido a la distorsion de la red tetragonal por la
incorporacion de impureza, &tomos de cerio, en los sitios intersticiales octaédricos de la estructura
cristalina de la titania [190-193]. Puede notarse ademas, una disminucion en la altura del modo Eg
(144 cm™) en funcidon del incremento de dopante [194-197]. En los espectros Raman el aumento
de bajas frecuencias asignados como modo Eg de la fase anatasa indica un incremento en el
ordenamiento de largo alcance, lo que significa que el nimero de enlaces Ti-O que forman la
molécula de anatasa se incrementa. La incorporacion de los atomos de cerio en la red de la titania,
supone la ruptura de los enlace Ti-O y la formacion de nuevos enlaces Ti-O-Ce, lo que provoca
una disminucion en el ordenamiento de largo alcance y por consiguiente un decremento en la altura
del modo Eg de la fase anatasa [191, 193, 196].
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Tabla 4.6. Bandas Raman observadas en los espectros de los diferentes sistemas de estudio

NUmero de onda (cm™) Enlace Modo Ref.

144,190 o(O-Ti-0) Eg

399 os(O-Ti-0) Blg

[185-187]

514 Gas(O'Tl'O) Alg

638 vs(O-Ti-0) Eg

458 v(O-Ce-0) - [188,189]
144-154 5 (Ti-O-Ce) Eg [191-193, 197]

144

S
= 399 514 638
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o] - . .
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Figura 4.4. Espectros Raman de las muestras de titania pura y dopada con 5, 10 y 15% mol de ceria.



4.1.6. Espectroscopia FT-IR

En la Figura 4.5 se muestran los espectros de infrarrojo para muestras de titania pura y dopada con
ceria. En dicha figura se puede observar que, en todos los casos las bandas presentes corresponden
a titania y ceria en el caso de las muestras dopadas. En Tabla 4.7 se muestran las bandas y sus

posiciones en el espectro.
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Figura 4.5. Espectros FT-IR para los sistemas de titania pura y dopada con ceria.

Al comparar los espectros de las muestras de titania dopada con el obtenido para titania pura, se
aprecia que la banda ubicada aproximadamente a 784 cm™, que corresponde a las vibraciones de
tension del grupo triangular peroxido de titanilo (TiO2)*™? [32, 197, 198], que disminuye en altura

y se desplazan hacia longitudes de onda mayores a medida que se incrementa el porcentaje de
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dopante; esto sugiere la formacién del enlace (Ti-O-Ce), lo que provoca la deformacion de la
estructura y modifica la distribucién de densidad electronica —induciendo un cambio en el momento
dipolar- y geometria de la molécula, provocando alteraciones en la altura y posicién de las bandas
de absorcidn. Estos resultados coinciden perfectamente con los reportados por Raman, por lo que
se puede concluir que los &tomos de cerio lograron incorporarse en la red cristalina de la titania, es

decir el proceso de dopaje se dio exitosamente [32, 198].

Tabla 4.7. Asignaciones de las bandas observadas en los espectros IR de titania dopada con ceria

NUmero de onda ) ) L ) Ref
Asignaciones Ubicacion del funcional
(cm™)
Debido a la
3410 adsorcién/coordinacion de

(mf) vs(R — OH) moléculas de H20 en la

superficie del éxido

[32]
2910 (d) Ve (C — H) [197]
2833 (d) v,(C — H) [198]
Especies resultantes de la
1616 U] Ves(C = 0) interaccion del CO con los
grupos hidroxilo
1384 (m) 6(C —H)
1200-850 (d) vs(C = 0)
784 (m) v(0 — Ti — 0) Tensig’m del grupo triangular
perdxido de titanilo y modos [198]
. fundamentales de vibracion
440 (mf) v(Ti — 0) de TiO,
Modos fundamentales de
450 (m)  v(Ce=0)  yipracion de CeO:
Modo debido a la [197]
788-880 (mf) 8(Ti — 0 — Ce) incorporacion de iones Ce3*

en la red de titania
Referencias. Intensidad de las bandas: (d)= débil; (m)= media; (f)= fuerte; (mf)= muy fuerte.
Vibraciones: v=modo de estiramiento/tension; 6= modo de formacion/flexion. s= simétrico; as=asimétrico.
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4.1.7. Espectroscopia UV-Vis

La Figura 4.6, muestra los espectros de UV-visible de titania pura y dopada con ceria. En esta
figura es posible observar que todas las muestras presentan una fuerte absorciéon de luz en el
espectro entre 320 nm y 420 nm, la cual es atribuida a las transiciones de los electrones de la banda
de valencia a la banda de conduccion pertenecientes a la titania. No obstante, con la incorporacion
de la ceria en la estructura de titania, se aprecian ligeras diferencias entre los espectros de los
materiales. Se puede observar que cuando se utiliza mayor porcentaje de ceria las bandas de
absorcion de UV-Vis se desplazan a la region del espectro de menor energia; es decir hacia el
espectro visible (Vis), presentando una mayor longitud de onda. Dichos desplazamientos han sido
atribuidos a una transicion de carga entre los electrones de la subcapa f de los iones Ce®" y las
bandas de conduccion o de valencia de TiO2 [32, 196]. Realizando un andlisis de datos de la
absorcion para determinar el mecanismo de transicion optica predominante y graficando los valores
de energia para transicion directa —Figura 4.7 a), b), ¢) y d)—, se obtuvieron los valores del “band
gap” optico mediante el método Kubelka-Munk para las muestras de titania pura y dopada con

ceria. Las magnitudes del ancho de banda prohibida se presentan en la Tabla 4.8.

20 a) T2
B) TiCe5
i ¢) TICeld
T 15 - d} TiCels
=
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[&]
&
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=]
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=
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Figura 4.6. Espectros de UV-Vis de las muestras de titania pura y dopada con ceria.
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Como se observa en la Tabla 4.8, el valor del Band gap de la titania es mayor que el Band gap de
las muestras dopadas con ceria, 1o que nos indica que la adicion de CeO- rebaja el valor del Band
gap hacia valores de energia menores, es decir, valores mas desplazados hacia el visible. De este
modo parece ser que el atomo de cerio efectivamente se incorpord en la red tetragonal de la titania,
por lo que, aunque los valores de Band gap de los éxidos, en principio, entrarian en el rango del
ultravioleta, el valor final de Band Gap efectivo es menor que el valor inicial para los sistemas
estudiados. Podria pensarse también que el contacto entre las fases ambos semiconductores
provoca una deslocalizacion de la carga produciendo una recombinacion electronica que favorece
el paso de los electrones de la banda de valencia de uno de los 6xidos a la banda de conduccién del
otro, produciéndose dicha disminucion de la energia necesaria para que esa transicion pueda darse.
Esta disminucidn del Band gap hace que las transiciones prohibidas de la capa de valencia a la capa
de conduccion sean menores, por lo que se puede pensar que estos fotocatalizadores seran mas

activos que la titania para radiacion de tipo solar [189].

Tabla 4.8. Valores de Band gap para las muestras de titania pura y dopada con ceria

Muestras Band gap (eV)
TiO: 3.1
TiCe5 2.84
TiCel0 2.75
TiCel5 2.62

4.1.8. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La técnica de SEM se utilizd para analizar la morfologia y composicién quimica de los polvos de
Titania y Titania dopada con Ceria. Las Figuras 4.8 a) y b) presentan imagenes de SEM
representativas de una muestra de los polvos de Titania —TiO>— obtenidos después del proceso
de sintesis. Como se aprecia en las imagenes, la muestra esta conformada por particulas

esferoidales de tamafio homogéneo inferior a los 100 nm.
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Figura 4.8. Imagenes de SEM de una muestra de titania a) y b); analisis
quimico de EDS de la muestra de titania c).
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Las observaciones realizadas en las imégenes 4.8, sugieren que las micelas jugaron un papel
importante en la formacidn de las nanoparticulas de titania controlando el tamafio y morfologia de
las particulas [142, 199]. De acuerdo con Nasi y col. [142], quienes llevaron a cabo la sintesis de
nanoparticulas de Titania y Titania dopada con molibdeno por el método sol gel aplicando la
técnica de microemulsion de micelas inversas, el nicleo de la micela inversa proporciona un
entorno adecuado para la nucleacion y crecimiento controlado de las nanoparticulas, al tiempo que
proporciona una buena dispersion de los precursores de Titania y Ceria. La Figura 4.8 ¢) presenta
el patron de energia dispersiva (EDS) de la muestra observada, el cual muestra fuertes sefiales de
titanio, seguidas de Oz, que corresponden a los elementos que conforman a la Titania; asi como
sefiales de Cu pertenecientes al portamuestras. Este resultado concuerda con los obtenidos por

DRX, en donde se encontrd Unicamente la presencia de titania.

Las Figuras 4.9 a), b) y c) presentan imagenes de SEM obtenidas de muestras de titania dopada
con 5, 10 y15% mol de ceria— TiCe5 TiCel0 y TiCel5, respectivamente—. En las imagenes se
aprecia que las muestras estdn compuestas por pequefias particulas esferoidales en el rango
nanoscopico. Asimismo, se observa que la morfologia de las nanoparticulas no se ve afectada como

resultado de la incorporacion de la Ceria en la red de la Titania.

Por otra parte, las Figuras 4.10 a), b), y c) corresponden a los andlisis por EDS realizados en las
muestras de Titania dopada con 5, 10 y 15% de Ceria, respectivamente. Los analisis indican la
presencia de Titanio, Oxigeno y Cerio principalmente, asi como la presencia de Cobre
perteneciente al portamuestras. Estos resultados confirman la presencia de la ceria en las muestras
y coinciden con los resultados obtenidos por XFS y DRX. De acuerdo con Chandra y col. [200],
de los diferentes métodos de sintesis reportados en la literatura, la variante del método sol-gel
asistido por micelas inversas permite la incorporacién y distribucion del dopante mas homogénea
guimicamente, tanto en volumen como en toda la superficie de la muestra, asi como un mayor
control de la morfologia y distribucién de tamafio de particula. Por lo que, los resultados obtenidos
del andlisis por SEM demuestran que a través de este metodo es posible nanoparticulas del sistema
Titania-Ceria geométricamente esféricas y monodispersas, con tamafio de particula menor a los
100nm.
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4.1.9. Microscopia Electronica de Transmision (TEM)

Con el propésito de conocer las propiedades microestructurales de los materiales preparados por el
método de sintesis propuesto, asi como la influencia de la relacién TiO2-CeO2 sobre la morfologia
de las nanoparticulas, se realizé el analisis de la muestras por microscopia electronica de
transmision (TEM). La Figura 4.11 a) presenta una imagen obtenida por TEM en el modo de campo

claro (a 50,000 aumentos) de la muestra de titania —TiO>—.

b)

2007 14 £4.3 nm

1507

1001

Ndmero de nanoparticulas

T— r 1 T 1 T T
10 12 14 16 18 20

Tamarfio de nanoparticula (nm)

Figura 4.11. Imagen de TEM de una muestra de titania a); histograma de
distribucién de tamafio de nanoparticula para TiOz b).

De acuerdo con esta imagen, la muestra esta formada por particulas esferoidales pequefias. En la
misma figura se muestra el patrdn SAEDP correspondiente a tola zona de observada, indicando
que efectivamente la muestra es policristalina. La indexacion del patron indico que la muestra
corresponde a la estructura tetragonal de la fase anatasa con parametros de red a= b= 3.785 nm y
c=9.519 nm (tarjeta Crystallography Open Database, COD, 7206075). La Figura 4.11 b) muestra
el histograma de distribucion de tamafio de nanoparticulas que corresponde a la Figura 4.11 a). El

tamarfio de las nanoparticulas oscila entre 12 a 20nm, no obstante el grueso de las mediciones cae
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en los valores més bajos, con un intervalo de confianza del 90% para la media de 14 +4.3 nm, este
rango de valores para la media est4 en concordancia con los resultados mostrados en la Tabla 4.9,

de los tamafios de los cristalitos obtenidos a partir de los espectros de difraccion de rayos X.

Las Figuras 4.12 a) y b) corresponden imagenes de alta resolucion HRTEM de las nanoparticulas,
en donde se puede observar claramente que los polvos estan conformados por nanoparticulas
predominantemente esféricas con didmetros entre 11 a 17 nm. Asimismo, se indexaron las
particulas, corroborando que se trata de la fase anatasa (grupo espacial 141 amd) [23], presentando

planos con distancias interplanares igual a 0.35 nm, correspondientes al plano (101) de titania.

Figura 4.12. Imdgenes de HRTEM obtenidas de una muestra de titania a) y b).

Las Figuras 4.13 a), b) y ¢) muestran micrografias de TEM obtenidas de muestras de titania dopada
con 5, 10 y 15% mol de ceria—TiCe5 TiCel0 y TiCel5, respectivamente— en el modo de campo
claro. En las imagenes se aprecia que las muestras estan constituidas por pequefias particulas
esferoidales en el rango nanoscépico. De acuerdo con estas imagenes, la morfologia de las
nanoparticulas no varia tras la incorporacién de los &tomos de cerio en la red cristalina de la titania,
asi como con el porcentaje de dopante incorporado. Adicionalmente, en las iméagenes se presentan
sus correspondientes patrones de SAEDP, los cuales al indexarse mostraron que, en todos los casos
se trata de la estructura tetragonal de la titania, tomando como referencia la tarjeta COD-7206075.
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Cabe hacer notar que, las distancias interplanares estimadas a partir los patrones, incrementaron en
funcion del porcentaje de ceria respecto a los valores estimados anteriormente para la red cristalina

de titania pura.

En las imagenes 4.13 d), e) y f) se muestran los histogramas de distribucion de tamarfio de particula
determinados a partir de las Figuras 4.9 a), b) y f), respectivamente. Como se puede apreciar en
estas imagenes, en el caso de la muestra dopada con 5% de ceria —TiCe5— el tamafio de particula
muestra una reduccion respecto a la muestra de titania pura, ya que el tamafio de particula se estimé
en un rango entre 14 a 16nm aprox., con un intervalo de confianza de 95% para la media de
14+2.5nm. En tanto que, para la muestra dopada con 10% de ceria —TiCel0— comienza a ser
evidente la disminucion en el tamafio de particula, alcanzando una media de 12+2nm con un
intervalo de confianza de 90%. De acuerdo con el histograma para titania dopada con 15% de ceria
—TiCel5—, el tamafio de nanoparticula es notoriamente mas pequefio y presentan una
distribucion mas homogeénea respecto a las estimaciones realizadas en la muestra de titania pura,
con un intervalo de confianza del 90% para la media de 10.60+3nm. Estos resultados sugieren que

a mayor porcentaje de ceria incorporado en la red de titania, el tamafio de particula disminuye.

Las Figuras 4.14 a), b) y c) corresponden a imagenes de alta resolucion HRTEM de las
nanoparticulas de titania y dopada con 5, 10 y 15% de ceria, en las cuales es posible apreciar que
las diferentes muestras estan conformadas por nanoparticulas esferoidales en el rango nanoscépico.
Asimismo, se indexaron las particulas, corroborando que se trata de la fase anatasa (grupo espacial
141 amd) [23], presentando planos con distancias interplanares igual a 0.35nm, correspondientes al
plano (101) de titania. Estos resultados son consistentes con los obtenidos en los analisis de DRX,
en donde se encontrd solo la presencia de la fase anatasa; asi como con el analisis Raman que
sugiere, que la incorporacion de los &tomos de cerio en la red de la titania, supone la ruptura de los
enlace Ti-O y la formacion de nuevos enlaces Ti-O-Ce que, debido a sus diferentes nimeros de
coordinacion, retardan el crecimiento de las nanoparticulas y permite conservar su forma esferoidal
[174, 193, 196].
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Figura 4.13. Micrografias de TEM de los sistemas TiCe5 a), TiCel0 b) y TiCel5 c);
histogramas de distribucion de tamafio de nanoparticula de los sistemas TiCe5 d),
TiCelOe), y TiCel5f).
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Figura 4.14. Imagenes de HRTEM de las nanoparticulas que conforman las
muestras de los sistemas TiCe5 a), TiCel0 b) y TiCel5 c).

Tomando en cuenta que, los reportes en este campo indican que las nanoparticulas en un rango
entre los 10-40nm son capaces de evadir el sistema renal —principal sistema de excrecion de
sustancias extrafias que han ingresado al organismo—, asi como el Sistema Fagocitico
Mononuclear (SMF) —Ilas células y tejidos responsables de la eliminacion fisica de las particulas
de la circulacién sanguinea— [201, 202], lo que favorece el lento retorno venoso y el pobre

aclaramiento linfatico incrementando la vida media plasmatica del farmaco hasta alcanzar por
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difusion pasiva (efecto EPR) los tejidos diana e incrementar su acumulacion en las célula tumorales
via en endocitosis [123]. Por lo que, en este sentido, las nanoparticulas obtenidas por el método
propuesto —meétodo sol-gel asistido por una microemulsion de micelas inversas— presentan las
caracteristicas que les permitiria incorporarse y contribuir en el campo de la administracion de

farmacos, particularmente en el tratamiento del cancer.

4.2. Etapa 2. Caracterizacion de los complejos DNR-TiO2 y DNR-TiCel5

Derivado del analisis por TEM, SEM, DRX y BET, se encontr6 que las nanoparticulas de Titania
dopadas con 15%mol de Ceria (TiCel5) retnen las propiedades de notable utilidad para el
encapsulamiento y liberacion gradual de agentes terapéuticos, como son su morfologia esferoidal
homogénea y elevada area superficial, respecto a las nanoparticulas de titania pura y dopadas con
5y 10%mol de ceria. Por tal motivo, en este trabajo se realiz6 la funcionalizacion de TiCel5 a
daunorrubicina (DNR), evaluandose y comparandose su eficiencia de carga, asi como sus efectos
sobre la linea celular neoplasica RPMI 8226 con las nanoparticulas de titania pura, con el propdésito
de obtener un soporte adecuado para quimisorcién de daunorrubicina, para ser empleados como

sistemas de quimioterapéuticos.

4.2.1. Espectroscopia FT-IR

La Figura 4.15 muestra los espectros de infrarrojo obtenidos de muestras de titania pura y dopada
con 15% de ceria después de los procesos de funcionalizacion con DNR vy limpieza, etiquetadas
como DNR-TiO, y DNR-TiCel5 respectivamente. Adicionalmente, en esta figura se presenta el
espectro de DNR, obtenido de una muestra del farmaco comercial empleado en la funcionalizacion,
y de las nanoparticulas dopadas con ceria —TiCel5—. De acuerdo con investigaciones previas
[21, 125], la union entre las moléculas de DNR y las nanoparticulas se da a través de enlaces
covalentes con el atomo de oxigeno de las funciones ceto-fenolato de la molécula de DNR —
{C(12)=0, C(11)-O} 0 {C(5)=0, C(6)-O} [203, 204, 205], cuyos modos de vibracion o bandas
generalmente se ubican en la region comprendida entre los 1,550 cm?® a 1,700cm™,

respectivamente— con el atomo metalico de las nanoparticulas [21, 125]. Asimismo se ha
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reportado que, como resultado del anclaje de la molécula de DNR a las nanoparticulas, dichas

bandas disminuyen en intensidad.
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Figura 4.15. Espectros de FT-IR obtenidos de los complejos DNR-TiO2, DNR-
TiCel5, asi como de DNR vy de las nanoparticulas libres de farmaco.

Al comparar los espectros para DNR y los complejos DNR-TiO2 y DNR-TiCel5, puede notarse

que las bandas que corresponden a los grupos carboxilo, involucrados en la unién con las
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nanoparticulas, se ubican a los 1570cm™ y 1621cm™, tienden a disminuir en altura, lo que sugiere
que se ha logrado establecer la union entre el farmaco y las nanoparticulas de titania pura y dopadas
con 15%mol de ceria. En tal contexto, la disminucion de intensidad de estas bandas puede atribuirse
a la quimisorcion de los grupos carboxilos en la superficie de las nanoparticulas, lo que provoca
una disminucion en la vibracion de sus enlaces —que se traduce como débiles sefiales o bandas en
el espectro de IR en el espectro—. Por otra parte, al contrastar los espectros de los complejos DNR-
TiO2 y DNR-TiCel5 con el espectro de las nanoparticulas sin funcionalizar—TiCel5—, no se
observo la banda asignada al modo de vibracion 6 (Ti-O-Ce) caracteristico de las nanoparticulas
dopadas [193, 195], debido a que las nanoparticulas se encuentran recubiertas con el farmaco.
Adicionalmente, en la figura se muestra una representacion esquematica propuesta para el anclaje

de las moléculas de DNR en la superficie de la nanoparticula a través de puentes "oxo".

4.2.2. Espectroscopia RAMAN

La Figura 4.16 muestra los espectros Raman para DNR, TiCel5, y los complejos DNR-TiIO> y
DNR-TiCel5. De acuerdo con el andlisis de IR, la unién de la molécula de daunorrubicina a la
superficie de las nanoparticulas se dio a través de los grupos carboxilo funcionales —v(C=0) y
v(C-O)— de las funciones ceto-fenolato [204, 205]. En el espectro Raman de DNR, los modos de
vibracion que corresponden a estos grupos v(C=0) y v(C-O) se ubicaron alrededor de los 420cm™
y 610cm, respectivamente. Las frecuencias de los modos mas significativos de la molécula de
DNR se resumen en la Tabla 4.9 [203-205]. Al comparar los espectros para los complejos DNR-
TiO y DNR-TiCel5 con el espectro de DNR, puede notarse que estos modos de vibracion pierden
intensidad hasta casi desaparecer por completo, lo que sugiere que la molécula de DNR se ha unido
a la superficie de las nanoparticulas, como se ha reportado para nanoparticulas funcionalizadas con
daunorrubicina y doxorrubicina [21, 203, 204]. En cuanto a la desaparicion de las sefiales v(C=0)
y v(C-0O) en el espectro de los complejos puede deberse al cambio en sus modos de vibracién al
formarse los nuevos enlaces entre estos grupos y las nanoparticulas. Cabe hacer notar que, los
espectros de los complejos DNR-TiO2 y DNR-TiCel5 con el espectro TiCel5, no es posible
observar la banda asignada al modo de vibracion 6 (Ti-O-Ce) caracteristico del sistema mixto, cuya
explicacion al igual que en andlisis de FT-IR, se debe a que las nanoparticulas se encuentran

recubiertas con el farmaco.
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Tabla 4.9. Frecuencias Raman (cm) identificadas en la molécula de DNR

Enlace y grupo funcional Regién (cm™) Ref.
sAnillo, 6(C-H) 100-400
v(C=0), grupo carbonilo de la cetona 420 [203]
v(C-0), grupo carbonilo 600 [205]
v(C-0), grupo carbonilo 1000-1300
v (C=0), grupo carbonilo de la cetona 1400-1600
DNR-TIiO

DNR-TiCel5

Intensidad (a.u.)

DNR-TIO2

600 1000 1400

Desplazamiento Raman (cm™)

200

Figura 4.16. Espectros Raman obtenidos de muestras en polvo de DNR,
TiCel5, v los complejos DNR-TiO2 v DNR-TiCel5.
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4.2.3. Espectroscopia UV-Vis

La Figura 4.17, muestra los espectros UV-Vis para DNR y los complejo funcionalizados DNR-
TiO2 y DNR-TiCel5. De acuerdo con la literatura, el espectro de absorcién UV-Vis de DNR se
caracteriza por presentar un pico de absorbancia maximo alrededor de los 400 a 500nm,
correspondiente al modo de vibracion de su nicleo antraquinénico [206]. Los espectros presentan
ademas, tres picos entre los 200 a 300nm, que por su ubicacién se atribuyen a la molécula del agua.
Usando como método analitico la espectrofotometria UV-Vis, se determind la eficiencia de
encapsulacion y carga de las nanoparticulas, a partir de las absorbancias registradas en los espectros
presentados en la Figura 4.17 y la curva de calibracion de DNR, la cual se presenta y describe en

el Anexo 1.

DNR-TiCels

DNR-TiO;

Absorbance (a.u)

200 300 400 500 600

Wavelength (nm)

Figura 4.17. Espectros de UV-Vis del fa&rmaco daunorrubicina y los
complejos DNR-TiO. y DNR-TiCel5.

La eficiencia de carga y encapsulacion para las nanoparticulas de titania pura (TiO2) se estimo en
66.12% + 3.61% y 8.81% + 2.83%, respectivamente; mientras que para las nanoparticulas dopadas
con 15%mol de ceria (TiCel5) fueron de 80.86% + 2.14% y 10.78% + 2.46%, respectivamente.
Los resultados muestran que al dopar las nanoparticulas, su eficiencia de encapsulacion aumento

un 25.61% y su capacidad de carga aumento un 18.27%, respecto a titania pura, lo que puede ser
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atribuido al aumento en el &rea superficial, y posiblemente al aumento de los sitios activos
generados en la superficie de las nanoparticulas como consecuencia del dopaje. En base a estos
resultados, es posible concluir que las nanoparticulas dopadas con ceria pueden actuar mas
eficazmente como nanotransportadores de agentes quimioterapéuticos. Zhang y col. [125] fueron
los primero en llevar a cabo la a cabo la funcionalizacion con DNR de nanoparticulas de titania
obtenidas por el método sol-gel, y reportaron una eficiencia de encapsulacion del 65.46% + 6.82%.
Lo anterior sugiere que, el método de sintesis propuesto en el presente trabajo de investigacion
permite obtener nanoparticulas cuya superficie presenten un mayor nimero de sitios activos para

el anclaje de moléculas orgénicas.

4.2.4. Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)

Las Figuras 4.18 a) y b) muestran las imagenes de TEM en la modalidad de campo claro de los
complejos DNR-TiO2 y DNR-TiCel5, respectivamente, en las cuales es posible observar que las
nanoparticulas presentan un recubrimiento sobre la superficie, en base los resultados obtenidos del
andlisis por UV-Vis, IR y Raman, se puede concluir que se trata del farmaco ligado a las
nanoparticulas. Las Figuras 4.19 a) y b) corresponden a imagenes de TEM de los complejos DNR-
TiO2 y DNR-TiCel5, en ellas pueden apreciarse nanoparticulas esferoidales, la mayoria se
encuentran alrededor de 11-15nm, ademas no se observan aglomerados. Este resultado es de vital
importancia para el curso de la investigacion, tomando en cuenta que la ausencia de una envoltura
polimérica provoca aglomeracién de las nanoparticulas cuando se encuentran en condiciones
fisioldgicas debido a la presencia de sales y proteinas, lo que podria causar la obstruccion de vasos
capilares. No obstante, la capa de moléculas de DNR que se adsorben en la superficie de las
particulas inhibe el proceso de aglomeracién al evitar las interacciones de Van der Waals. [123,
206] como lo sugieren las observaciones a traves de microscopia electronica de transmision para
ambos complejos. Por lo que se puede concluir, que al funcionalizar a las nanoparticulas de titania

pura y dopada con ceria con DNR, les confiere mayor estabilidad y poder antineoplasico.
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Figura 4.18. Iméagenes de TEM en la modalidad de campo claro de los complejos DNR-
TiO2 a) y DNR-TiCel5 b).

Figura 4.19. Imégenes de TEM en la modalidad de campo claro de los complejos DNR-TiO>
a) y DNR-TiCel5 b), en las cuales se puede apreciar que las nanoparticulas obtenidas después
del proceso de funcionalizacion, las cuales no presentan aglomerados.
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Las Figuras 4.20 a) y b) corresponden a imagenes de HRTEM de los complejos DNR-TiO. y DNR-
TiCelb5, en las cuales pueden ser observadas las nanoparticulas y que corroboran lo discutido en

las figuras 4.19 a) y b).

Figura 4.20. Imagenes de HRTEM de las nanoparticulas que conforman las
muestras de los complejos DNR-TiO2 y b) DNR-TiCel5.

4.3. Etapa 3. Bioensayos

4.3.1. Pruebas de liberacién in vitro

En la Figura 4.21, se presentan los perfiles de liberacién de DNR para los complejos DNR-TiO. y
DNR-TiCel5, en donde se comparan los comportamientos de ambas particulas en el proceso de
liberacion del farmaco frente a un medio de simulacion a pH endosomal de las células cancerosas
(PBS, pH 5.0), seguido de un medio alcalino para simular el torrente sanguineo (PBS, pH 7.4).
Como se aprecia en la figura, ambos complejos presentan a pH 7.4 una cinética de liberacion
similar, la cual fue considerablemente lenta y sostenida en el tiempo, alcanzando porcentajes de
liberacion de 17% para el complejo DNR-TiCel5 y 18.5% en el caso de DNR-TiO>, dentro de las
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primeras 48h de observacion. Dicho comportamiento, ha sido a tribuido a que en condiciones
alcalinas no es posible ionizar el enlace covalente entre DNR y las nanoparticulas, lo que le confiere
a estos complejos la capacidad de proteger a la DNR encapsulada en ellas contra la degradacion
enzimatica, manteniendo por mas tiempo el farmaco en el torrente sanguineo, minimizando las

fluctuaciones y evitar los efectos adversos o secundarios [21, 125].

@ DNR-TiCeO15 [ ] DNR-TiO,

100

I
o
C
Q

pH 5.0

h
o
1

Porcentaje de liberacion (%)
3
?

20 -
0000 Q © v -
| &©° pH 7.4
0-
L L L L B L B L B NN B B
0 4 8 12 18 24 36 48
Tiempo (h)
Figura 4.21. Cinética de liberacion de DNR de los complejos DNR-TiO, y
TiCel5.

Mientras que, en condiciones que simula el microambiente tumoral (pH 5.0), la taza liberacién de
la DNR en ambos complejos es mucho més elevada, liberando al medio casi 88% de la carga en el
caso de DNR-TiCel5 y 85% para DNR-TIO>, al cabo de 48h de iniciada la prueba. Asimismo, el
cambio en el comportamiento en este caso, ha sido atribuido a la protonacion del grupo amino en

la molécula de DNR a pH maés bajo, lo que debilita la unién de las moléculas de DNR a las
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nanoparticulas, desencadenando su liberacion [125]. Estos resultados, indican que las
nanoparticulas obtenidas en el presente trabajo, una vez en el torrente sanguineo serén capaces de
prolongar los tiempos de circulacion del farmaco al no liberarlo hasta que penetren en la célula
tumoral, por lo cual resultan un candidato eficiente para su incorporacion como nanotransportador

de farmacos en el campo de la oncologia.

4.3.2. Ensayos de viabilidad celular por MTT

La mayoria de los estudios de citotoxicidad mas comunmente utilizados se basan en métodos
colorimétricos, como el ensayo MTT, que determinan la actividad mitocondrial y nos permite
comprobar que no existen afectaciones en el metabolismo celular tras la exposicién a las
nanoparticulas, en la linea celular neoplasica RPMI 8226. En la Figura 4.22, se muestra la
viabilidad celular en porcentaje, donde cada punto representa la media de 3 réplicas + desviacion
estandar de la media, en donde se comparan el comportamiento de las nanoparticulas de titania
dopada con 15%mol de ceria frente a Daunorrrubicina. En este tipo de estudios se considera que
los tratamientos no son toxicos cuando la viabilidad celular es del 80% o superior.

Como se puede apreciar en la figura, en el caso del complejo DNR-TiCel5 disminuye la viabilidad
celular de un modo dosis-dependiente. Con respecto a los tiempos de incubacién y concentracion
de DNR, se observa al emplear concentraciones a partir de 400nM DNR unida a las nanoparticulas
se logré una mayor eficiencia citotoxica, incluso por debajo de la DL50. Mientras que, para la
misma concentracion de DNR libre la DL50 se alcanzo a partir de concentraciones de 800nM. Esto
puede atribuirse, de acuerdo con Li y col. [21] y Zhang y col. [125], a que las nanoparticulas al
internalizarse en las células —via endocitosis— logran transportar una mayor carga terapéutica
efectiva potenciando el efecto quimioterapéutico de la DNR, viéndose reflejado en un menor
porcentaje de viabilidad en la prueba MTT. En contraste con los resultados que se han reportado al
emplear nanoparticulas de titania pura como portadoras de DNR, las nanoparticulas dopadas con
CeO2 mostraron un mayor efecto citotoxico, que se puede atribuir al mejor rendimiento de carga

logrado frente a lo reportado para titania pura.
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Figura 4.22. Viabilidad celular de la linea RPMI 8226 tras 48h de incubacion
con el complejo DNR-TiCel5 a diferentes concentraciones de DNR (200,
400, 600, 800 y 1600 nM).

Con respecto a los tiempos de incubacién, hubo una reduccion gradual del nimero de células
viables con el aumento del tiempo de exposicién (Figura 4.23). De acuerdo con la farmacocinética
de la DNR, su vida media de eliminacion terminal es de 18.5hr. La linea celular RPMI 8226
(ATCC® CCL-155™) ge caracteriza por un crecimiento lento, es decir el tiempo de duplicacion
necesario para que la poblacion duplique el nimero de sus células suele prolongarse més alla de
las 48hrs. Por lo tanto, el efecto citotoxico de la DNR no se vera reflejado sino hasta transcurrido
un ciclo de division celular, periodo tras el cual el antineoplasico habria sido eliminado de las

células.
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Figura 4.23. Viabilidad celular de la linea RPMI 8226 tras 96h de incubacion
con el complejo DNR-TiCel5 a diferentes concentraciones de DNR (200, 400,
600, 800 y 1600 nM).

Tomando en cuenta que, el porcentaje de células que sobrevivieron tras las 48hrs de exposicion a
los tratamientos es relativamente bajo, sobre todo con dosis altas de DNR y DNR-NPs, y que esas
células quedaron dispersas en el medio de cultivo, esto podria dificultar la comunicacién con otras
células para el intercambio de factores de crecimiento y los receptores para esos mismos factores
producidos por las células y asi perpetuar su proliferacion descontrolada. De manera que, el
intercambio de dichos factores se daré a través de una comunicacion autocrina y paracrina, que en
la mayoria de los casos no es suficiente. La falta de factores de crecimiento o la disminucion de los
contactos con las células que la rodean, pueden activar los procesos de apoptosis —induccién

negativa— [207].
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Entre los factores de crecimiento que estimulan la division celular en linfocitos B y cuya
insuficiencia puede desencadenar la muerte celular por apoptosis se encuentra el BAFF (factor
activador de linfocitos B perteneciente a la familia TNF), también conocido como BLYS, THANK,
TALL-1 0 ZTNF4 [208]. Por lo que, consideramos que la pérdida de viabilidad celular, al cabo de
96hr de la exposicion a los tratamientos, esta asociada con la falta de factores de crecimiento que
estimulan la proliferacion de las células tumorales RPMI y no efectos inducidos por el nanofdrmaco
0 la DNR libre.

Adicionalmente, se evalué el efecto de las nanoparticulas libres del farmaco sobre la viabilidad
celular. Con respecto a esto hay que puntualizar que en la mayoria de los estudios realizados in
vitro e in vivo, se ha observado que la respuesta celular se encuentra afectada de una manera
dependiente a la concentracion de las NPs y tiempo de exposicion empleados en un determinado
ensayo [209]. Los resultados obtenidos se contrastaron El analisis de la citotoxicidad después de la
incubacidon de las células RPMI con las NPs libres de farmaco a las concentraciones ensayadas
(100, 200, 400, 600, 800 y 1600 nM), no indic6 cambios en la viabilidad celular después de 48 y
96 h de tratamiento. Por lo que, en este caso las NPs de TiO2 dopadas con CeO, demostraron ser

biocompatibles y no afectan la viabilidad celular.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

El método sol-gel asistido por una microemulsion de micelas, fue determinante en la
sintesis de nanoparticulas de morfologia esferoidal, altas superficies especificas (120-236
m?/g) y facilidad de funcionlizacién, como lo indica los analisis por TEM y BET. El anélisis
de cuantificacion de fases por el método de Rietveld y XRF, indican que la composicion de
las muestras sintetizadas corresponden a los porcentajes molares de titania-ceria
formulados para este estudio, confirmando que el método asistido propuesto favorece

ademas la incorporacién de los atomos de cerio en la red de la titania.

Asimismo, de acuerdo con el andlisis de DRX indican que, para todas composiciones
estudiadas, las muestras presentan Gnicamente la fase tetragonal (grupo espacial 141/amd
de anatasa), los resultados también indican una disminucion en el tamafio de cristalito y un
aumento en sus parametros de red acompafiados de microtensiones en la estructura

cristalina, como resultado de la incorporacién de la ceria en la red de la titania.

A partir del analisis OSL, es posible concluir que la principal luminiscencia emitida por los
oxidos mixtos TiCe, esta dada por los centros vacantes del oxigeno e introducidos por la
presencia de las impurezas. En este caso, la impureza es el &tomo de cerio que posee el

cristal, el cual esté presente

Por su parte, las técnicas espectroscdpicas de FT-IR y Raman indican la formacion del
enlace Ti-O-Ce, hecho que junto a los resultados del analisis por DRX, corrobora el dopaje
de la titania con los diferentes porcentajes de ceria propuestos.

De acuerdo con los resultados obtenidos por las diferentes técnicas de caracterizacion, las
nanoparticulas que presentan las mejores caracteristicas de morfologia y elevada area
superficial para aplicaciones en sistemas de liberacion gradual de agentes terapéuticos son
las nanoparticulas de titania dopadas con 15% de ceria (TiCel5), respecto a las

nanoparticulas de titania pura y dopadas con 5 y 10%mol de ceria.
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Los andlisis de FT-IR y Raman confirmaron la union de daunorrubicina a ambos tipos de
nanoparticulas por enlace covalente, formado entre el &tomo de oxigeno de los grupos
funcionales v(C=0) y v(C-0) de las funciones ceto-fenolato de la molécula del farmaco y
el atomo metalico de las nanoparticulas.

El dopaje de la titania con ceria mejoro la eficiencia de carga de DNR en comparacion con
titania pura. Lo anterior se debe a que con el dopaje logrd incrementar sustancialmente el
area de superficie especifica, y dio lugar a un aumento significativo en la eficiencia de

encapsulacion y de carga de daunorrubicina en las nanoparticulas dopadas con ceria.

Los ensayos de liberacion empleando TiCel5 mostraron buenos tiempos de retencion y
liberacion de DNR, debido a sus propiedades de mayor retencion de carga bajo condiciones
alcalinas que simulan el pH de la sangre y mayor taza de liberacion controlada de DNR en

condiciones tumorales simuladas.

Los ensayos de viabilidad celular in vitro utilizando en la linea celular neoplasica RPMI
8226, demostraron que el efecto quimioterapéutico de dosis equivalentes de DNR fue
mayor cuando se administrd el farmaco unido a la superficie de las nanoparticulas. De
manera similar, al comparar los resultados de las pruebas con nanoparticulas libres de
farmaco, para dosis equivalentes de nanoparticulas funcionalizadas (y el control negativo),

no presentaron efectos citotoxicos sobre la linea celular de estudio.

Los resultados del ensayo de viabilidad indicaron que las nanoparticulas de titania dopadas
con ceria son biocompatibles y son una alternativa prometedora en la administracion de
medicamentos para el tratamiento de diversas enfermedades, especificamente como

nanotransportadores de DNR en tratamiento del cancer
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5.1. RECOMENDACIONES Y TRABAJO FUTURO

Los resultados obtenidos, han puesto de manifiesto que la ruta de sintesis propuesta para la
obtencion y dopaje con ceria de nanoparticulas de titania con potencial uso en nanomedicina, es
factible dadas las caracteristicas morfologicas y de area superficial logradas, que permitieron
mejoras considerables en su capacidad de carga y encapsulamiento de DNR respecto a titania pura.
Por lo que, se propone llevar acabo los procesos de sintesis y dopaje de la titania con otro tipo de
Oxidos de tierras para verificar si logran resultados igual de favorables.

Asimismo, se propone realizar la funcionalizacion de las nanoparticulas con otro tipo de agentes
quimioterapéuticos, bactericidas y/o analgésicos, determinar las eficiencias de carga y
encapsulamiento, asi como los ensayos de liberacién in vivo y pruebas de citotoxicidad, con el

objetivo de expandir su campo de aplicacion.

Se propone ademas, la funcionalizacion de las nanoparticulas de titania pura con DNR con el
objetivo de contrastar los resultados obtenidos a partir de las pruebas de viabilidad celular con

nanoparticulas de titania dopadas con ceria.

Por altimo, el anélisis de las propiedades de luminiscencia dpticamente estimuladas (OSL) sugiere
que las nanoparticulas dopadas con ceria se pueden llegar a incorporar en otros campo de la
medicina, tales como en el desarrollo de sistemas de andlisis y de imagen para la deteccion de
enfermedades o el mal funcionamiento celular en los estadios mas tempranos posibles. Ademas,
pueden llevar al desarrollo de una nueva terapia de nanoparticulas conjugadas, en la que las
caracteristicas optoelectronicas del semiconductor CeO»-TiOz y el comportamiento probado de las

nanoparticulas como SAF se pueden aplicar simultaneamente.
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ANEXO 1

CURVA DE CALIBRACION PARA DAUNORRUBICINA

La Figura A1 muestra la curva de calibracidn construida a partir de los datos de absorbancia en las
ordenadas y la concentracion en las abscisas para las concentraciones de Daunorrubicina. Cada uno
de los puntos de la curva de calibracion representa el promedio de dos observaciones. Al realizar
laregresion lineal se obtuvo la ecuacion y = 0.0005X —0.0753 (3) con un coeficiente de correlacion
(R2) de 0.97 —dada la alta correlacion lineal, la ecuacion obtenida puedo utilizarse para interpolar
de manera confiable la concentracidn de daunorrubicina. El valor pequefio de la pendiente indica,
ademas, que cumple con la ley de Beer—. La presente ecuacion nos permitio calcular la
concentracion de las muestras problema, el sobrenadante y la suspension de NPs resultantes del
proceso de funcionalizacion. El valor de D.O de la DNR obtenido fue 0.591 en el sobrenadante y
0.721 en la suspension de NPs. La concentracion resulto, por la regresion inversa, de sustituir en
la ecuacion de la recta la variable dependiente “x”, asociada con la concentracion de los analitos,

por los valores de absorbancia mencionados.

La concentracion obtenida de DNR en ambas muestras fue: 1031nM en el sobrenadante y de
1291nM en la suspension coloidal, los cuales se interpolaron en la curva de calibracion estandar de
DNR (Figura A2). Estas concentraciones se multiplicaron por el factor de dilucion empleado y se
estimd la concentracion de DNR en mg presentes en cada una de las muestras, dando como

resultado 0.8mg de DNR en el sobrenadante y 3.2 mg en la suspension de NPs.

La Figura A3 muestra la curva de calibracion construida a partir de los datos de absorbancia
obtenidos del analisis de la DNR en suspension coloidal, cuya regresion lineal dio como resultado
la ecuacion y = 0.0008X — 0.2474 con un coeficiente de correlacion (R?) de 0.986. A partir de los
resultados de esta curva se calcularon las concentraciones de DNR para los tratamientos en los

ensayos de viabilidad considerando el porcentaje de DNR unida al material.
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Abstract

The nanoparticles of titanium dioxide are important in a wide range of applications such as
catalysis, environmental remediation and solar energy conversion. While cerium oxide is rare-
earth oxide material used in the fields of photoluminescence, photosensitive material to UV
radiation. Furthermore, research on the synthesis of nanoparticles of titanium dioxide has given
rise to different methods such as sol-gel, in solid states, hydrothermal processes, among others.
The process of solid state synthesis is most often used for the technical production of ceramic
materials, while the sol-gel has gained much popularity in recent decades. Between these
methods, microemulsion of reverse micelles technique, is one of the most versatile allowing
control of particle properties such as size distribution, morphology and surface area. In this
work, titania-ceria nanoparticles in anatase phase were synthesized by sol-gel method assisted
by microemulsion reverse micelle using titanium butoxide and cerium nitrate hexahydrate
as the precursors. The sample was thermally treated at 600 °C at a rate of 3 °C min-1. The
residence time of the sample at this temperature was 2 hrs. TEM and XRD analysis were used to
characterize the samples obtained. According to the results, the obtained nanoparticles present
spherical morphology and have a size distribution of 5 nm for CeO,, 9.5 for TiO, and 14, 17 and
20 nm for the doped TiO, with 5, 10 and 15% CeO,, respectively. The results indicate that the
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1. Introduction

Nanomaterials based on metal oxides exhibit remarkable
physical and chemical properties that enable the development
of novel nanodevices that can be used in different physical,
biological, biomedical and pharmaceutical applications
[1-7]. The surface of these nanostructures is crucial for
these applications. These nanostructures excel in catalytic
applications because of the presence of surface defects that act
as active sites for adsorption of reactive molecules [6]. These
defects present in the nanoparticles, especially cerium dioxide
and titanium, increase the active surface area that favors the
union of a large variety of ligands on its surface [8]. Although
so far the use of nanoparticles of titania and ceria in the
biomedical and therapeutic area has been carried out separately
and not mixed [3-7], it is possible to hardness the power
possessed by lanthanide ions with electronic configuration 4f,
as cerium, which when entering the network of the titania acts
as an electronic trap [9-10], which could increase the number
of molecules captured on its surface, which will be extremely
useful for increasing the binding of drugs in nanoparticles of
titania and improve its efficiency as a nanocarrier.

Furthermore, research on the synthesis of these
nanomaterials has given rise to different methods such as sol-
gel, solid, chemical vapor deposition, hydrothermal processes,
among others. The process of solid state synthesis is most often
used for the production of technical ceramic materials, while
the sol-gel has gained much popularity in recent decades [3].
These methods microemulsion technique reverse micelles is
one of the most versatile allowing control of particle properties
such as size distribution, morphology and surface area [5]. The
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reverse micelles are used as a micro-heterogeneous medium
for generating nanoparticles, where microcavities surfactant
provide a similar effect to a cage which influences the particle
nucleation, growth and agglomeration. The scale of these
nanoreactors size is in the range 2 to 10 nm. This is a dynamic
system on a micellar level. Micelles collide with each other and
quickly share their content, which is essential for carrying out
chemical reactions [11].

In this work a combined method for synthesis of TiO,
nanoparticles doped CeO,, for use as drug delivery systems
described. Using Tween-20 as surfactant, as cosurfactant
methanol, toluene as continuous phase and titanium butoxide
and cerium nitrate as precursors.

2. Materials and methods

All reagents used in this study were of analytical grade,
Ti(OC,H,), (98%, Aldrich), Ce(NO,),6H,0 (99.8%, Merck),
CH, (99.5%, Merck), CH,OH (99.8%, Merck), C,H O,
(Merck) and deionized water (Merck).

2.1 Nanoparticles synthesis

TiO,, CeO, and TiO,-CeO, nanoparticles were synthetized
by sol-gel method assisted by a surfactant. The precursor
Ce(NO,),'6H,0 was dissolved in 2 mL of deionized water (0,
5, 10 and 15 mol%), then slowly added to an organic phase
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Tween-20/methanol/toluene in a v/v ratio of 6/1/10 mL and
was at a temperature of 60 °C for 10 min, then added drop
by drop the titanium butoxide (in the following proportions:
100, 95, 90 and 85 mol%) while preserving the conditions of
temperature and agitation for 40 min. The resulting suspension
remained standing at room temperature protected from light
for 12 hrs. The synthesis of nanoparticles becomes evident
that is possible to observe the separation of the microemulsion
into two layers. The upper layer is recovered and subjected to
drying at 100 °C in an oven for 24 hrs, the resulting powder
sample was heat treated at 600 °C at a rate of 3 °C / min'. The
residence time of the sample at this temperature was 2 hrs.

2.2 Characterization

The structural and chemical characterization of the
nanoparticles was made from powder samples obtained
in the synthesis. The samples were prepared in the form of
dilutions of varied concentration (according to the analysis
technique), and powders obtained from the heat treatment.
The characterization techniques that were used were: X-ray
diffraction, XRD and conventional and high resolution
transmission electron microscopy, TEM and HRTEM.

3. Results and discussion

3.1 Nanoparticles synthesis

The synthesis process from the hydrolysis reaction of titanium
butoxide and the insertion of cerium nitrate into the micelles
formed by Tween-20 and methanol under acidic conditions
(pH 5) was manifested by the separation of the microemulsion
in two layers upon completion of 40 minutes of reaction. The
upper layer consists of the organic phase containing the non-
agglomerated nanoparticles and the lower layer is treated with
the inorganic phase [12].
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Fig. 1 Diffraction patterns obtained from CeO, powders (a), TiO, (b) doped 5% (c),
10% (d) and 15% CeO, (e).
1. dbra  Rontgendiffraktogramok: (a) CeO,, (b) TiO,, (c) TiO, + 5% CeO,, (d) TiO, +
10% CeO,, (e) TiO, + 15% CeO,
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In Fig. 1, the diffraction patterns of the single TiO, (a) and
doped with (b) 5%, (c) 10% and (d) 15% CeO, powders are
shown. In the four diffraction patterns only the reflections
corresponding to the anatase phase of titanium dioxide (JCPDS
# 01-071-1166) could be identified; while in the three doped
titania patterns, the Bragg peaks corresponding to the doping
species, CeO,, were not observed, suggesting the incorporation
of CeO, in the TiO, network. It can also be observed in these
three diffraction patterns that, as the CeO, percentage increases.

The average crystallite size (TC) for the four systems studied
was determined by the Debye-Scherrer formula, the results of
the measurements are shown in Fig. 2. When comparing these
results with the simple nanoparticles obtained by this same
method, it can be seen that when doping the TiO, nanoparticles
with CeO,, the average grain size increases, however as the
percentage of dopant increases the size of crystallite decreases,
this may be due to the segregation of the dopant cations at the
grain boundary may prevent the growth of nanocrystallite in
the nanoparticles [2, 13-14]. Another possible cause is that
the Ce* ion absorbed in the titania network decreases the free
surface energy of the particles, which inhibits the process of
aggregation of the nanoparticles [2, 15].

The microstructural effect of spreading in the peaks is the
presence of residual stresses in the material due to the inclusion of
the cerium atoms in the titania network, causing a deformation of
its crystalline planes. In this particular case the effect is presented
at the microscopic level, causing a widening of the diffraction
profile with respect to the original position of the standard pattern
diffraction peaks [9-10]. The evaluation of the microtensions was
carried out from the displacement of the crystalline plane (101)
of the titania, because they suffer a variation in the interplanar
distances caused by the internal residual forces, the results of the
estimations are shown in the Fig. 2.

Crystallite size and microstrain

25 0.035
003
20
_ 0025 x
E 15 a
g b 0.02 %
“y
“ 104 0015 F
001
54
0.005
0 0
0 5 10 15
mol % CeO2

Fig. 2 Crystallite size measurements and microtensile diffraction patterns simple
and TiO,, doped 5%, 10% and 15% CeO,,
2. dbra  Krisztallit méret és mikrodeformdcio: CeO,, TiO, + 5% CeO,, TiO, + 10%
CeO,, TiO, + 15% CeO,

Fromthe measurements of the crystallite size and microtension
in the diffraction patterns of the powders of simple titania
and ceria doped, represented in Fig. 2, it is possible to affirm
that for the case of simple TiO, the increase in the maximum
width a half peak (FWHM), is only provoked by the decrease
in crystallite size; whereas for the powders of doped titania, it is
mainly due to the microdeformations caused in their crystalline
planes when the ceria atoms are incorporated and the decrease
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of the crystallite size is possibly the result of an increase in
the percentage of dopant incorporated in their network. This
effect is more noticeable in the system doped with 15% of ceria
because when using higher percentages of CeO,, the greater the
tension provoked in the network that of the titania.

The crystallographic data of the phase identified in the
pattern of Fig. 1a (TiO,: JCPDS # 01-073-1764) were used as
crystalline model from the obtained diffraction patterns. In
Fig. 3, it is seen that as the dopant percentage increases, CeO,,
the Ti factor occupying factor in the unit cell decreases, this
suggests that the cerium atoms are incorporated in the titania
network by displacing these Atoms.

Factor atomic occupation

Factor (v.a)
a 8
e I )

0 5 10 15 20
mol % CeO2

Fig. 3 Factor atomic occupation of simple and TiO,, doped 5%, 10% and 15% CeO,,
3. dbra  Atom illeszkedési tényezé: CeO,, TiO, + 5% CeO,, TiO, + 10% CeO,, TiO, + 15% CeO,

Fig. 4 shows a high-resolution image, accompanied by its
corresponding Fast Fourier Transform (FFT), taken from
the TiO, sample. The selected nanoparticle has a size which
is about 8.5 nm, in which an interplanar distance of about
0.343 nm, corresponding to the plane (101) of the tetragonal
cubic structure of TiO,, could be measured. Likewise, in their
respective FFT, the periodic arrangement of the points makes
evident the crystalline character of the particle.

Fig. 4 High resolution micrograph of a nanoparticle showing an interplanar distance
of 0.343 nm.
4. dbra  Nano-részecske nagy felbontdstii mikroszkdpos felvétele: 0,343 nm siktdvolsig

figyelhetd meg

Fig. 5a corresponds to a high resolution image of the doped
sample, where spheroidal nanoparticles with a diameter of 20
nm are observed, which is in agreement with the crystallite size
estimated from the main intensity in the pattern i.e. the doping
at low percentages of CeO, increases the size of crystallite and
thus the particle diameter; it can be thought that the main reason
for this growth is because the radius of the cerium atom is more
large that the Ti* and to enter in low percentages causes that the
nanoparticles increase their size. While in Fig. 5b, a nanoparticle
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with an approximate size of 22 nm is observed, in which an
interplanar distance of approximately 2.48 A, corresponding to
the plane (101) of the tetragonal cubic structure of TiO,. This
reinforces the observations in the diffraction patterns, which
suggests the incorporation of CeO, in the TiO, network [16-18].

(101)
0,343 nm

Fig. 5 HRTEM micrographs. One observed nanoparticles of 18 nm (a), a
nanoparticle exhibiting an interplanar distance of 0.343 nm (b).
5. dbra Nagy felbontdsii mikroszkopos felvételek (a) 18 nm méretii nano-részecske, (b)
nano-részecske 0,343 nm siktdvolsdiggal.

Fig. 6aand 6b shows clear field micrographs ata magnification
0f 690,000x, taken in different areas of the doped titania sample
with 15% CeO,, where it is observed that the nanoparticles have
average diameters of 14 nm. As can be seen in the micrographs,
the particle size decreases with increasing dopant percentage,
suggesting that the cerium ion upon incorporation into the
titania network slows the growth of the nanoparticles.

Fig. 6 Brightfield TEM micrographs with a magnification of 690,000, in which a
group of spheroidal TiO, nanoparticles doped 15% CeO, is observed.
6. dbra Brightfield TEM felvételek 690.000x nagyitdssal; gombszerii nano-részecskék
figyelhetSk meg

Fig. 7 Light field micrographs with a magnification of 99,000x, obtained by TEM.
7. dbra  Light field TEM felvételek 99.000x nagyitdssal

Fig. 7a and 7b correspond to clear-field micrographs taken
from a CeO, sample, in which spheroidal nanoparticles with an
average size of 5 nm (indicated by arrows) are observed. These
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results indicate that using the proposed methodology can be
obtained CeO, nanoparticle, and suggesting that during the joint
process of synthesis and doping both types of nanoparticles,
however, because the CeO, nuclei are smaller, due to the low
concentration of reagent, gives a secondary nucleation, where
the nanoparticles of TiO, are formed [12, 19].

4. Conclusions

The conditions for the synthesis of nanoparticles of TiO,
doped with ceria were established by the inverse micelles
method, emphasizing the surfactant handling and the
formation of suspensions in which the material is synthesized.

By the microemulsion method of reverse micelles, nanoparticles
of anatase phase titania and titania doped with ceria of spheroidal
shape were obtained with an average diameter of 9.5, 14 and 20
nm, respectively. This suggests that in the interior of the micelles
there is a greater availability of water to carry out the hydrolysis
and dopant insertion reaction in the TiO, nanoparticles, which
favors the nucleation stage, so it is probable that Increase the
number of nuclei produced thereby forming smaller particles.
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Szol-gél eljaras jellegzetességei titandioxid és
cériumdioxid alapanyag szintézisével

Titdndioxid nano-részecskék fontos szerepet toltenek be
a katalizisben ésa napenergia hasznositasban, sok egyéb
mas terilettel egyltt. A cériumdioxid egy ritkafoldfém
vegyllet amelyet elsdsorban fotolumineszcens anyagként,
fényérzékeny anyagok eldallitasa soran hasznositanak. Nap-
jainkban a szol-gél eljaras egy népszerli modszer mezoporu-
sos anyagok eldallitasara. A cikk bemutatja anataz fazisa ti-
tandioxid-cériumdioxid nanorészecskék eldallitasat szol-gél
eljarassal, amelynek soran a kiindulasi prekurzorok titanbu-
toxid és cérium-nitrat-hexahidrat. A hdkezelés homérséklete
600 °C, sebessége 3 °C min?, a hdntartas idotartama 2 6ra
volt. TEM és XRD vizsgalatokon keresztil figyelhetjliik meg az
elkészilt termék jellegzetességeit. Azeredmények igazoljak,
hogy a CeO, beéplil a TiO, szerkezetbe.

Kulcsszavak: nanorészecskék, titan, cérium, mikroemulzio,
szol-gél
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