UNIVERSIDAD MICHOACANA DE

SAN NICOLAS DE HIDALGO

INSTITUTO DE INVESTIGACION EN METALURGIA Y MATERIALES

PROGRAMA DE MAESTRIA EN METALURGIA Y CIENCIAS DE LOS MATERIALES

SINTESIS DE AGREGADOS NANOESTRUCTURADOS SUPERPARAMAGNETICOS
DE NiCuFe204 POR SOL-GEL Y LIOFILIZACION PARA SU APLICACION COMO
PORTADORES DE FARMACOS

TESIS QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN METALURGIA 'Y CIENCIAS DE LOS MATERIALES

PRESENTA:

ING. INTI EMMANUEL CORREA CORREA

DIRECTOR DE TESIS:

D.C. MARIA EUGENIA DE LA SALUD CONTRERAS GARCIA

CO-DIRECTOR DE TESIS:
D.C. MARIO EDUARDO ABAD JAVIER

Morelia, Michoacan, febrero 2022



Instituto de Investigacion
en Metalurgia y Materiales

Of. Num. IIMM-025-2022

Morelia, Mich., a 10 de enero de 2022

C. ING. INTI EMMANUEL CORREA CORREA
Presente

Por medio de la presente, esta direccién del Instituto de Investigacién en Metalurgia y
Materiales de la Universidad Michoacana de San Nicolés de Hidalgo, tiene a bien informarle que
para presentar su examen de grado de Maestria en Metalurgia y Ciencias de los Materiales con la
tesis titulada: “Sintesis de agregados nanoestructurados supermagnéticos de NiCuFe,0y4 por
sol-gel y liofilizacion para su aplicacién como portadores de firmacos”, le ha sido asignada la
siguiente mesa sinodal:

76005461 DRA.MA. EUGENIA CONTRERAS GARCIA (PRESIDENTE)
17010418 DR. MARIO EDUARDO ABAD JAVIER (Co-director)
19000251 DRA. TZARARA LOPEZ LUKE (Vocal)
97003581 DR. JUAN ZARATE MEDINA (Vocal)
13001418 DRA. ROSA ELVIRA NUNEZ ANITA (Vocal)
91002524 DR. GERARDO ANTONIO ROSAS TREJO (Suplente)

Agradeciendo de antemano las atenciones que se sirva prestar a la presente, aprovecho
para enviarle un cordial saludo.

Atenta

Instituto de Investigacion en Metalurgia y Materiales * www.iim.umich.mx

Tel. (+52) 322 3500 Ext. 4018 y 4020 « Edificio U Av. Francisco J. Mugica S/N C.U. Morelia, Mich. 58230




AGRADECIMIENTOS

Al proyecto A1-S-365061 del CONACYT por todas las facilidades proporcionadas para el
desarrollo satisfactorio de este trabajo, asi como la beca otorgada.

Al Instituto De Investigacion En Metalurgia y Materiales por la formacién académica y
profesional brindada, asi como a todo el personal docente y técnico que siempre tuvo la
amabilidad y humildad de proporcionar su apoyo.

Mi agradecimiento primordial a mi directora de tesis, la Dra. Maria Eugenia de la Salud
Contreras Garcia por darme la oportunidad de formar parte de este proyecto, su apoyo tanto moral
como académico y la aptitud de siempre otorgarme sus conocimientos, gracias por estos afios y

haber aportado mayor crecimiento a mi persona.

De igual manera un agradecimiento especial a mi codirector de tesis, el Dr. Mario Eduardo Abad
Javier por todo el soporte para la realizacién de este trabajo, por siempre brindar su tiempo,
dedicacion, paciencia y sobre todo apoyo para guiarme en el desarrollo de esta tesis, gracias
también por compartir sus conocimientos siempre con gentileza y contribuir a un mejor

desempefio en mi formacion académica.

Agradecimientos también a todos los profesores que me impartieron clase y a los sinodales, ya
que gracias a sus conocimientos compartidos pude consolidar mis estudios de maestria que se ven
reflejados en la calidad del trabajo y de mi propio desarrollo tanto personal como profesional, Dr.
Ignacio Mejia Granados, Dr. Victor Hugo L6pez Morelos, Dra. Maria de la Salud Contreras
Garcia, Dra. Tzarara Lopez Luke, Dra. Rosa Elvira Nufiez Anita, Dr. Gerardo Antonio Rosas

Trejo y Dr. Juan Zarate Medina.



DEDICATORIAS

El trabajo de esta tesis lo dedico con carifio a mi sobrinita Zoé que fue el impulso que me permitié
e inspiro a seguir adelante, todos los dias te recuerdo con mucha alegria y espero que ahora estes

en un mejor lugar.

A mis padres, Ma del Carmen Correa Herrera y Magdaleno Correa Gallegos, a quienes les debo
todo en la vida, mis estudios, y la persona que soy, siempre han dado lo mejor de si mismos para
que yo pueda estar mejor, admiro mucho su perseverancia y los valores que me han inculcado, han

hecho que sea una persona de bien, gracias por todo los amo mucho.

A mis hermanos que siempre me han apoyado Gandhi Cuauhtémoc Correa Correa, Ramiro
Alejandro Torres Correa, siendo un ejemplo a seguir, a mis hermanas Yuset Torres Correa y Alma
Gabriela Torres Correa que me han dado sus mejores consejos, he aprendido bastante de ustedes,

los aprecio muchisimo.

También a mis compafieros de posgrado Jorge Rodriguez Garcia, Marcos Garcia Dominguez,
Oscar Ruiz Alfaro, Alan Jadir Romero Orozco, Juan Jose Laguna Gasca, Cesar Rivera y Martin
Vega Salazar; no pude encontrar mejores personas en este camino que ustedes, siempre
compartiendo su conocimiento conmigo de la manera mas amable y humilde posible, dandonos

soporte mutuamente, espero y deseo lo mejor en sus vidas.



indice General

INAICE 08 tADIAS Y FIGUIBS ...ttt sttt i
RESUMEN ...ttt e s b e e s b e e b e e e e e e nneeanreennne s
AB ST R A CT ettt e bt e h b e e h e e e h bt e b e e ab e e bt e b e e b e e e Rt e e nbe e enb e e beeenee e
L= INTRODUCCION w..ooiiimiiniiseiseissisessess sttt
1.2.- ODJELIVO GENEIAL .......iiiiieiiee bbb 2
1.2.1.- Objetivos ESPECITICOS.......ciiiiiiiiiie it 2
1.3.- JUSEITICACION ...t bbb 3
L= HIPOTESIS ..ttt et bttt ettt bbbt nbe e 4
2.- REVISION BIBLIOGRAFICA ..ottt ssssssesssssssssesssssssssesenns
2.1.- LiDeracion de FArMACOS .........cuiiiiiiriiiiciei e 5
2.1.1.- Tipos mas comunes de sistemas para la liberacion de farmacos .............ccccceue.e. 5
2.1.2.7 LIPOSOMAS ...ttt ettt bbbttt bbbt b ettt b e bbb s 6
2.1.3.- IVHICRIBS ... 6
2.1.4.- DENAIMEIOS. ...ttt bbb ettt nb et nn e 7
2.1.5.- EMUISIONES ..ottt bbb 7
2.1.6.- Sistema NanopartiCUlAt0S. ..........cooiiiiriiieeieee s 7
2.2.- Tipos de materiales MagnEiCOS. .........ccueiuieiiiieiieie ettt 8
2.2.1.- DIAMAGNELICOS. .....ueeiiitieiteee ettt ste et te et e s aeesreeresreesre e e 9
2.2.2.- PAramagnéliCOS ........ccuiuieiieieieite st sttt bbb bbb 10
2.2.3.- FEITOMAQNATICOS. .....viitiiiieiieiieie sttt bbbttt b bbb nne s 11
2.2.4.- FEITIMAGNALICOS. ... eevieiieitieite ettt et s e et e sbeebe s e e sraeneenee e 12
2.2.5.- ANtIferromMagnEtiCoS .........cocveiiiieiice et 13
2.3.- CUIVAS 08 NISTEIESHS ....c.viviiiieiieiee et 14

2.3.1.- SUPErparamMagnEtiSINO . .......ccueruerrerierieriesieeieesteee ettt e e bbb b b nneas 15



3.-DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.4.- Nanoparticulas Magneéticas (MNP S) .......coieiiiiiiie e 18

2.4.1.- Ferritas ESPINEIa.........coiiiiii e 19
2.4.2.- Ferrita de Niquel-cobre (NICUF€204) .......cccoeiiiriiiiiiieee e 20
2.4.3.- Liberacion de farmacos CON MNPS ..o 22
2.5.- MELOAOS 0. SINLESIS. .....vevieeiiiiiiteee sttt 26
2.5. 1.7 SOI-GEL ... 26
2.5.1.- Proceso de HOfiliZACION..........ccooeiiiiiieee e 29
2.6.- MaterialesS POI0SOS.......ciuieiiiiieiieete sttt e s esre e s ra e teenaesreenrs 31
2.7 .= FAIMACOS. ... ettt ettt bbb bbb e et 34
2.7.1.- CIASIFICACION ....cvviieeieste e et 35
2.7.2.- ANEIDIOTICOS. .....ovivieicie et 35
2.7.3.- AMINOGIUCOSIAOS .....vevviciieie et sre e 37
2.7 4. AMIKACING ...ttt ettt 38

3.1.- MaterialeS Y REACHIVOS: ....c.voovviiiieieiiciie ettt 44
3.2.- Estrategia EXPerimental: ...........ccociiiiiieiieiic e 44
3.3.- Sintesis de agregados nanoestructurados de Ferrita-Niquel-Cobre..........c..ccooevvnene 46
3.4.- Anclaje del farmaco (Amikacina) a los agregados de NiCuFez04........ccccovevreennene. 51
3.5.- CarACLEIIZACION ......uiieeeie ettt bttt 53

4.- RESULTADOS Y DISCUSION
4.1.- Caracterizacion por Microscopia Electronica De Barrido (MEB). ..........ccccovvnnene 56

4.1.1.- MEB de NiCuFe204 de muestra calcinada a 600°C/24 con velocidad de
aspersion de 60 rpm y muestra calcinada a 300°C/2h con velocidad de aspersion
A8 B0 TP bbbt b bbb 56



4.1.2.- MEB de NiCuFe204 de muestra calcinada a 600°C/2h con velocidad de
aspersion de 100 rpm y muestra calcinada a 600°C/2h con velocidad de aspersion
o[- I0 LT 0 0] S SR 58

4.1.3.- MEB de NiCuFe204 de muestra calcinada a 300°C/2h con velocidad de
aspersion de 200 rpm y muestra calcinada a 600°C/2h con velocidad de aspersion

A8 200 FPIM. ettt b bbb bbbt b e 61
4.2.- Espectrometria de Dispersion de Energia de Rayos-X (EDS). .....cccocevvveveniinannns 63
4.3.- Espectrometria Infrarroja por Transformada de Fourier (IR-TF).......cccccccevvevieennenn. 64
4.4.- Difracrometria de Ray0S-X (DRX). ...cciviiiiiiiieie et 67
4.5.- Area Superficial Especifica por Método Brunauer, Emmett y Teller (BET). .......... 69
4.6.- Magnetometria de Muestra Vibrante (MMV). ..o 71
4.7.- Interaccion de Nanoparticulas de NiCuFe204 con farmaco (Amikacina). ............... 72

4.7.1 Andlisis de Potencial Z en las nanoparticulas de NiCuFe2O4 y la amikacina...... 72

4.7.2.- Efecto de la interaccion entre material y farmaco. .........ccccocoovieiiiniiiiniinns 75

4.7.3.- Pruebas de actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de NiCuFe204

funcionalizadas CON aMIKACING. .........ccueriiiieiiiiceee e e 76
4.6.2.- Subcultivo de S. aureus en medio solido BHI después del tratamiento............. 78
5.- CONCLUSIONES ... .ot e et e et e e e nae e e e be e e ataeeaneeeanneeeanes

6.- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cooiiieieeeieieteetee e ee s



indice de tablas y figuras

Figura 2.1. llustracion que presenta los diferentes vehiculos utilizados para la liberacion de
L= L0 U0 13RS 6

Figura 2.2. Efecto que tiene un campo magnético en los espines de los electrones de un
material diamagnético. A) Antes, B) durante y C) después de aplicar un campo magnetico. ......10

Figura 2.3. Efecto que tiene un campo magnético en los espines de los electrones de un
material paramagnético. A) Antes, B) durante y C) después de aplicar un campo magnético .....11

Figura 2.4. Efecto que tiene un campo magnético en los espines de los electrones de un
material ferromagnético. A) Antes, B) durante y C) después de aplicar un campo magnético.

....................................................................................................................................................... 12
Figura 2.5. Efecto que tiene un campo magnético en los espines de los electrones de un
material ferrimagnético. A) Antes, B) durante y C) después de aplicar un campo magnético.
....................................................................................................................................................... 13
Figura 2.6. Efecto que tiene un campo magnético en los espines de los electrones de un
material antiferromagnético. A) Antes, B) durante y C) después de aplicar un campo
00T 1] oo TSSO 14
Figura 2.7. Comportamiento de un material ferrimagnético en presencia de un campo
T T3 oo OSSO PS 15
Figura 2.8. Curva de magnetizacion de un material superparamagnético...........cccccevvevverrvenenne. 16
Figura 2.9. Curvas M-H de los nanocristales sintetizados por M. Maria Lumina Sonia y
colaboradores, @) NiFe204 Y D) NICUFE204.......ccuiiiiiiiiiiicieieie e 17
Tabla 2.1. Tamafio cristalino y parametros magnéticos de NiFe204 y NiCuFe>O4 obtenidos
por M. Maria Lumina Sonia y COlaboratdores..........c.ueiiiiieriiiieiesicsesee e 18
Figura 2.10. Representacion de la estructura espinela. ............ccocooeiiiieiniiinsiseeese e, 20
Figura 2.11. Curvas de magnetizacion de nanoparticulas de NiCuFe204 con diferentes
(o0 g Lot T g1 = Vo o] ST TPRRPRSS 21

Figura 2.12. Proceso de preparacion de particulas magnéticas para liberacién de farmacos....... 24
Figura 2.13. Halos de inhibicién de las nanoparticulas de NiCuFe204 contra cepas de a) B.

subtilis, b) S. aureus, ) E. coli, y d) K. PNEUMONIA ........cceiieiiiiiiiiiiinieeese e 25
Figura 2.14. Diferentes tipos de materiales obtenidos mediante el proceso Sol-gel.................... 27
Figura 2.15. Patrones de difraccion de Rayos-X obtenidos por Anjali Nihore de la ferrita de

niquel pura y 1a dopada CoON CODIE.........cc.viiiiieie ettt sre e re e re e 28
Figura 2.16. Micrografias MEB obtenidas en el estudio de la ferrita de niquel pura A) y

ferrita de niquel dopada CON CODIE .......ccooiiiieie et 29
Figura 2.17. llustracién del proceso de congelamiento por aspersion ............ccccceeveevececvieeenene. 30
Figura 2.18. llustracion del proceso de Secado €N friO.........cccovievriiieneinnceee e 31

Vi



Figura 2.19. Los seis tipos de isotermas de adsorcion (fisisorcidn) segun la clasificacion de

T2 UTQPA et bbbttt bbb bbb e e e e 32
Figura 2.20. Clasificacion de los distintos tipos de lazos de histéresis segun la clasificacion
e 1A UTQPA Lt b et b e bt bt bRt e st e b et bbb b bt ne e e 33
Figura 2.21. Division de antibioticos segun su mecanismo de acCiOn ...........ccccecevvereiieereernene 37
Figura 2.22. Efecto de los aminogluc6sidos en la Sintesis Proteica ..........coocveeeerereiesesennene. 38
Figura 2.23. llustracion de la estructura molecular de la amikacina. ...........cccccoeveveeieieieeenene 39
Figura 2.24. MET de las nanoestructuras portadoras de lipidos cargadas con amikacina............ 42
Figura 2.25. Muertes por afio atribuidas a BRA en comparacion con otras causas de muerte
....................................................................................................................................................... 43
Figura 3.1. Diagrama de estrategia experimental llevada a cabo para la sintesis,
caracterizacion, funcionalizacion y pruebas microbiologicas de NiCuFez20a .......ccceevevvvecveinenen, 45
Figura 3.2. A) Solucion de Nitrato de Ni, B) Solucién Nitrato de Cu y C) Solucion Nitrato
(0L SRR 46
Figura 3.3. Mezcla de las soluciones de nitratos y acido CitriCO .........cccccveevveveiieiecce e 47
Figura 3.4. Proceso de aspersion en frio de la solucion en N2 liquido........ccocooevvieicinicieinnne, 47
Figura 3.5. Muestra congelada puesta sobre caja Petri después de ser atomizada. ..................... 48
Figura 3.6. Liofilizador LYO GT2 secando muestra congelada después de la aspersion en
o TSSO PSPSPSRSI 49
Figura 3.7. A) Calcinacion de la muestra en mufla, B) polvos obtenidos después de la
(0721 [o] 13- Uo] T o OSSR 49
Tabla 3.1. Condiciones de sintesis planteadas para las muestras sintetizadas. ...........c..ccccuevneen. 50
Figura 3.8. Proceso de impregnacion himeda a 3 diferentes concentraciones de los polvos
de ferrita de niquel-cobre SINtELIZAUOS..........ccciveeieiieie e 51
Figura 3.9. Proceso de anclaje/quimisorcién del farmaco (amikacina) en la superficie de los
agregados NANOPArtICUIATOS. .........c.viiieie ettt beebe e sreas 52
Figura 3.10. Proceso de separacién entre de los polvos de ferrita y la solucion de amikacina.
....................................................................................................................................................... 52
Figura 4.1. Micrografias obtenidas con MEB de muestra NiCuFe204-C600A60 (a, b) y
muestra NICUFe204-C300A80 (C, A)...uuviuieiieiiieiiie ettt ere e 57
Figura 4.1.1. Micrografias obtenidas con MEB de ferrita de nique-cobre obtenida por B.
Gayathrmi ManjU Y P. R@JI....c..oiiiiiiioiie sttt st et ae e b e be e anaeene e 58
Figura 4.2. Micrografias obtenidas con MEB de muestra NiCuFe2,04-C600A100 (a, b) y
muestra NiCUuFe204-CB00AL50(C, d). ..eoiveeiieiieiiieieeie et 60
Figura 4.2.1. MEB de ferrita de niquel-cobre obtenida por M.Maria Lumina Sonia y col.......... 60
Figura 4.3. Micrografias obtenidas con MEB de muestra NiCuFe204-C300A200 (a, b) y
muestra NiCuFe204-CB600A200 (€, 0). .eervreierieiieeiesie e rie ettt sre e 62

vii



Figura 4.3.1. MEB de ferrita de niquel dopada con cobre obtenida por Govindan Nadar

Rajivgandhi y col. por MEtod0o SOI-QEL. ........ccuiiieiiie et 63
Figura 4.4. a) Espectros EDS de las muestras sintetizadas (muestra NiCuFe204-C300A80
y muestra NiCUFe204-CB00ATL50)......ccueiiueireiieieiiesieeieseesiaeeesee e eaeseesreeeessaesseaaesseesreaeesnes 64

Figura 4.5. Espectros de infrarrojo por transformada de Fourier de las muestras a)
NiCuFe204-C600A60, b) NiCuFe204-C300A80, c¢) NiCuFe204-C600A100, d)
NiCuFe204-C600A150 y e) reportadas por Anjali Nihore y COl........ccooveviiiniiiiiiiiicecee, 66

Figura 4.6. Patrones de difraccion de las muestras a) NiCuFe204-C600A60, b)
NiCuFe204-C300A80, c¢) NiCuFe204-C600A100, d) NiCuFe204-C600A150 y e)

reportadas por Z. Kargar y COl [40] .......oovoiiiieiiece e 68
Figura 4.7. Isoterma de adsorcion/desorcion de muestra NiCuFe,04-C300A200 calcinada a
K00 I OSSPSR 70
Figura 4.8. Isoterma de adsorcion/desorcion de muestra NiCuFe,O4-C600A200 calcinada a
G0 I OSSOSO 70
Figura 4.7.1. Isoterma de adsorcion/desorcion tipo 4 y ciclo de histéresis tipo H2 . ................... 70
Figura 4.8.1. Isoterma de adsorcion/desorcion tipo 5 y ciclo de histéresis tipo H1 ................... 70
Figura 4.9. Curva de ciclo M-H de la ferrita de niquel-cobre sintetizada (NiCuFe2Os-
(08 [010 700 ) RSO ROTRTPTPRRPRRP 72
Figura 4.10. Analisis de Potencial Z de las nanoparticulas de NiCuFe;Os sintetizadas.............. 73
Figura 4.11. Andlisis digital de carga de superficie de la molécula de amikacina....................... 74
Figura 4.12. Adsorcién de amikacina en nanoparticulas de NiCuFe204........cccccvevveeeiicvieenenne 76
Figura 4.13. Viabilidad de S. QUIBUS. ........ccoiiiiiiiiiieiee e 77
Figura 4.14. Cultivo en cajas Petri de a) S. aureus, b) S. aureus/1 mg de Ferrita Ni-Cu, c) S.
aureus/10 mg de Ferrita Ni-Cu y d) S. aureus/20 mg de Ferrita Ni-CuU..........cccccvevveiveieereciennen, 78
Figura 4.15. Viabilidad de E. COli........cccoiiiiiiieie e 79
Figura 4.16. Cultivos en cajas Petri de a) E. coli/Amikacina b) E. coli, c) E. coli/1 mg de
Ferrita Ni-Cu, d) E. coli/10 mg de Ferrita Ni-Cu y e) E. coli/20 mg de Ferrita Ni-Cu................. 80
Tabla 4.1. Condiciones de sintesis de muestras sintetizadas con diferentes variables y
tamaiio de particula ODLENIAO. ........cciiiiieee e 81
Tabla 4.2. Valores de area superficial especifica y didmetro de poro obtenidos, asi como
también los valores de Ms, Mry Hc (NiCuFe204-C300A200)..........ccorermemnereinenieeeeniesreeeens 82
Figura 4.17. Comparacion de morfologia, distribucion, y tamafio de particula, a partir de
MICTOGIafiaS IMEB ........oiiiiieii et b bbb 83
Figura 4.18. Comparacion de isotermas de adsorcion/desorcion. ..........ccocevereererenenenesieeniennn, 84
Figura 4.19. Comparacion de ciclos M-H y Ms, Mr y Hc, entre (a) NiCuFe204-C300A200
y (D) reportadas por Z. Kargar ¥ COL. ..o 85
Figura 4.20. Comparacion entre carga de amikacina.............c.cooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeees 86



DDS

nm

Ni

Cu

Fe

FeO
NiCuFe;04
DRX
IR-TF
MEB-EC
EDS
BET
MMV
Amk

S. aureus
E. coli
Ms

Mr

Hc

Oe

KOe

© ™ ® X U Z I

Lista de abreviaturas y simbolos

Drug Delivery System (Sistema de liberacion de drogas/farmacos)
Nanémetro (10° metros)
Niquel
Cobre
Hierro
Oxido de hierro
Ferrita de niquel-cobre
Difraccion de Rayos-X
Infrarrojo por transformada de Fourier
Microscopia electrénica de barrido por emision de campo
Espectrometria de Dispersion de Energia De Rayos-X
Método Brunauer, Emmett Y Teller
Magnetometria de Muestra Vibrante
Amikacina
Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Magnetizacion de saturacion
Magnetizacion remanente
Coercitividad
Oersted (unidad de intensidad de campo magnético)
Kilo Oersted (102 Oe)
Campo magnético aplicado
Momento magnético
Diémetro (nm)
Constante adimensional de Scherrer (0.9)
Lamnda (Longitud de onda)
Ancho completo a la mitad del maximo (FWHM)
Theta (Angulo)


https://www.google.com/search?rlz=1C1ONGR_esMX931MX931&sxsrf=AOaemvKwAGmN1o3Rbtzy0WeCNQ5xEqPX4g:1636443751408&q=staphylococcus+aureus&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwj0iP2D5Ir0AhV7mHIEHeLpA_cQkeECKAB6BAgBEDY
https://es.wikipedia.org/wiki/%CE%98#:~:text=La%20theta%20o%20zeta%20(seg%C3%BAn,el%20sistema%20de%20numeraci%C3%B3n%20griega.
https://es.wikipedia.org/wiki/%CE%98#:~:text=La%20theta%20o%20zeta%20(seg%C3%BAn,el%20sistema%20de%20numeraci%C3%B3n%20griega.

RESUMEN

Dentro de la gran variedad de microorganismos que afectan en distinto grado la salud humana, en
muchas ocasiones los principales agentes causantes de esto son las bacterias, las cuales actian
como patégenos capaces de infectar diferentes zonas del cuerpo humano, provocando un efecto
dafiino en el organismo. Con la creacion de los antibidticos en el siglo pasado se ha logrado reducir
la tasa de mortalidad ocasionada por infecciones bacterianas, de manera que gracias a estas
moléculas bioactivas se consigue frenar o erradicar la accién infecciosa, resultando asi en la
estabilizacion del organismo. Sin embargo, las dosis suministradas suelen ser mayores de lo
realmente necesario para eliminar los patdgenos, ya que los medios de administracion de farmacos
son relativamente poco eficientes, lo que conlleva a la creacion de resistencia a los antibidticos por
parte de estos microorganismos, desencadenando diversos problemas para la salud humana, una de
las opciones mas prometedoras es recurrir a la implementacion de biomateriales capaces de
contribuir o sustituir la manera en como se realizan los tratamiento antibacterianos. En el presente
trabajo se realizo la sintesis de agregados nanoestructurados de ferrita de niquel-cobre (NiCuFe204)
empleando la técnica de sol-gel asistida con secado por liofilizacion. La técnica de sintesis permitio
el control de variables determinantes en el tamafio, morfologia, distribucion de particula y
porosidad del material, lo que repercutid directamente en las propiedades magnéticas y area
superficial especifica de los agregados nanoestructurados para actuar como portadores de farmacos.
Los agregados nanoestructurados sintetizados fueron sometidos a estudios de caracterizacién
mediante difraccion de rayos X (DRX), donde se confirm0 la estructura de ferrita cubica espinela,
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (IR-TF) indicando la presencia de los iones
metalicos alojados en los sitios tetraédricos y octaédricos, microscopia electronica de barrido por
emisién de campo (MEB-EC) observando la formacion de esferas nanoestructuradas. Ademas, se
efectuo anélisis de magnetometria de muestra vibrante (MMV), el cual indico un comportamiento
superparamagnetico del material, asimismo, se efectuaron analisis de area superficial BET, donde
se obtuvieron areas superficiales de mas de 200 m?/g y porosidades en el rango de micro y
mesoporos. Se efectuaron también diversas pruebas microbiolédgicas ‘in vitro’, resultando una
carga de 0.760 mg por cada miligramo de nanoparticula de NiCuFe2Oa4, con una efectividad

antibacterial de 91.4% en cepas de S.aureus y de 33.3% contra E.coli.

Palabras clave: Nanomaterial, Magnetismo, Ferrita, Amikacina, Porosidad.



ABSTRACT

Among the great variety of microorganisms that affect human health at different degrees, its
common to find the bacteria as the main causative agents, which act as pathogens capable of infect
different human body areas, causing a harmful effect on the body. In the last century antibiotics
creation, have become possible to reduce the mortality rate caused by infections, resulting in the
organism stabilization. However, doses supplied are usually higher than really necessary to
eliminate pathogens, since this drug administration are relatively inefficient, it leads to antibiotic
resistance generation pathogen microorganisms, triggering various human health problems, one of
the most promising options is to resort to the implementation of biomaterials that are capable of
contributing to or replacing the way in which antibacterial treatments are carried out. In the present
work, the synthesis of nanostructured aggregates of nickel-copper ferrite (NiCuFe2O4) was carried
out by using the sol-gel technique assisted by lyophilization drying. The synthesis technique
allowed the control of determining variables such as size, morphology, particle distribution and
porosity, which had a direct impact on the magnetic properties and specific surface area of the
nanostructured aggregates to act as drug carriers. Synthesized nanostructured aggregates were
subjected to characterization studies by X-ray diffraction (XRD) where cubic spinel ferrite
structure was confirmed, Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) indicate the presence of
metal ions lodged in tetrahedral and octahedral sites, field emission scanning electron microscopy
(FE-SEM) demonstrate the formation of nanostructured spheres. In addition, vibrating sample
magnetometry (VSM) analysis was carried out, which indicated a superparamagnetic behavior of
the material, similarly, BET surface area analysis was carried out where surface areas of more than
200 m2 / g and porosities in the range of micro and mesopores were obtained. Various “in vitro”
microbiological tests were also carried out, resulting in a load of 0.760 mg for each milligram of
NiCuFe204 nanoparticle, with an antibacterial effectiveness of 91.4% on S.aureus strains and
33.3% against E.coli.
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1.- INTRODUCCION

Las ciencias médicas han avanzado considerablemente debido a la revolucién tecnoldgica de los
ultimos afios, esto radica en muchas innovaciones que conllevan una notable mejoria en todos los
sectores, especialmente en el sector de la salud, permitiendo innovar en la creacion de nuevos
farmacos o en el mejoramiento de los mismos, sin embargo, aun al dia de hoy, los métodos
utilizados para suministrarlos son poco eficientes, siendo necesarias grandes dosis introducidas al
cuerpo humano, por esta razon, se buscan nuevas formas para poder suministrar al cuerpo diversos
farmacos para su posterior liberacion, las cuales sean capaces de controlar la distribucion de estos
en el organismo para asi poder reducir la cantidad de agentes activos que deben ser introducidos al
organismo, resultando en beneficios tanto para la salud, como para el sector de la industria

farmacéutica en general.

Debido a esto, la implementacion de la nanotecnologia es destacable gracias a la diversidad de
campos que abarca. La nanotecnologia es concretamente el estudio y fabricacion de estructuras y
dispositivos en una dimension de nandmetros donde el prefijo “nano” significa 10°. En otras
palabras, se refiere la ingenieria de maquinas complejas, de materiales y de circuitos formados
atomo por atomo o molécula por molécula. Esta ciencia se orienta al estudio y desarrollo de
materiales, dispositivos y sistemas que explotan las nuevas propiedades que se descubren de la
materia. Propiedades nuevas que muestran la utilizacion de los materiales en los niveles fisicos,

quimicos y biolégicos [3].

Al dia de hoy han sido investigados dentro del sector de biomedicina materiales tanto organicos
como inorganicos, en los cuales se encuentran: polimeros, liposomas, micelas, dendrimeros y
nanoparticulas magnéticas, siendo todas estas empleadas para reparacion de tejidos, tratamiento de
hipertermia, imagen de resonancia magnética, marcadores biolégicos y como sistemas de

liberacion de fAirmacos o DDS (por sus siglas del inglés “Drug Delivery System”).

Una de las soluciones mas prometedoras la encontramos en estos sistemas de liberacién controlada

de farmacos mediante uso de nanosistemas que supone un gran avance en el tratamiento de muchas



enfermedades, en especial en aquellas en que se usan para su tratamiento principios activos de alta
toxicidad o que por su fisiopatologia presentan impedimentos que dificultan la llegada del principio
activo alli donde debe ejercer su efecto terapéutico [1]. Para este tipo de aplicacién como DDS, los
nanosistemas que son mayormente utilizados son las nanoparticulas magnéticas debido a que
poseen propiedades térmicas, quimicas y estabilidad coloidal que no estd presente en otros
materiales usados para aplicaciones médicas [5].

Las nanoparticulas tienen un tamafio de entre 1 y 100 nm, rango de tamafio que abarca desde las
moléculas hasta las estructuras microscopicas, que debido a esta escala presentan propiedades
fisicas muy diferentes a los materiales macroscépicos, aunque tengan la misma composicion
quimica, propiedades que también dependen del método utilizado para su sintesis [2], existiendo
una gran variedad de métodos, que, dependiendo de la preparacién, radicara directamente en
propiedades tales como: el tamafio y distribucion de las particulas, morfologia, superficie, asi como
también las propiedades magnéticas que el material posea [4].

1.2.- Objetivo General

Sintetizar materiales ceramicos nanoestructurados de ferrita de niquel cobre (NiCuFe20a4)
empleando el método sol-gel y liofilizacion para estudiar sus propiedades magnéticas y su

capacidad como portadores de amikacina.

1.2.1.- Objetivos Especificos

e Sintetizar materiales ceramicos nanoestructurados de NiCuFe>O4empleando el método sol-
gel auxiliado con liofilizacion para obtener agregados nanoestructurados de morfologia
esférica, porosos, y conformados por particulas de tamafio nanomeétrico.

e Determinar el tamafio, estructura cristalina, morfologia, y propiedades fisicogquimicas de

los agregados nanoparticulados de NiCuFe:O4 mediante el uso de técnicas de



caracterizacion de microscopia electrénica de barrido de emision de campo (MEB-EC),
difraccién de Rayos-X (DRX), espectrometria de infrarrojo por transformada de Fourier
(IR-TF), analisis de area superficial especifica de Brunauer, Emmett y Teller (BET).

e Analizar las propiedades magnéticas de los sistemas nanoparticulados de NiCuFe204,como
lo son la magnetizacion de saturacion (Ms), magnetizacion remanente (Mr) y coercitividad
(Hc), utilizando un magnetometro de fuerza vibratoria (VSM).

e Determinar cargas superficiales de las nanoparticulas, para evaluar su reactividad y
compatibilidad como portadoras de antibi6ticos mediante analisis de potencial Z.

e Cargar el antibiotico amikacina a los agregados nanoestructurados mediante adsorcion en
la superficie de los agregados por impregnacion himeda.

e Evaluar el perfil de liberacion del farmaco (amikacina), para determinar el control de carga
y suministro “in vitro”.

e Realizar pruebas de potencia de farmaco “in vitro”, para conocer la respuesta de organismos
gram-positivos y gram-negativos ante los agregados nanoparticulados de NiCuFe>O4

cargados con el farmaco amikacina.

1.3.- Justificacion

Pese a los avances en el sector médico de los dltimos afios, los métodos convencionales para
administrar farmacos en el organismo no han sido mejorados ni actualizados, lo que conlleva a un
problema significativo respecto al tratamiento de una gran cantidad de enfermedades infecciosas,
ocasionando asi que se necesite de mayores dosis suministradas de un respectivo medicamento
para poder erradicar una enfermedad en cuestion, esto también desemboca en la resistencia que es
generada por algunos microorganismos, en especial las bacterias, las cuales con el paso de los afios
pueden generar una resistencia considerable a cierto tipo de antibidticos o incluso inmunidad a los
mismos, provocando asi que sea necesaria la administracion de dosis mas concentradas, lo que a
su vez causa efectos secundarios que son perjudiciales para 6rganos internos como lo son el higado
y los rifiones. Por otra parte, existen de igual manera infecciones bacterianas en zonas del cuerpo,

en donde es dificil hacer la entrega de algin farmaco debido a la complejidad de la zona en donde



se encuentra alojado el patdégeno. Asi, se propone la sintesis de agregados de nanoparticulas
superparamagnéticas de NiCuFe>Oa, capaces de portar fa&rmacos, especificamente antibidticos, de
manera que estos puedan ser direccionados mediante la utilizacion de campos magnéticos,
explotando las propiedades superparamagnéticas del material, favoreciendo su localizacion y
suministro de dosis necesaria para tratamientos de infecciones bacterianas y efectos adyacentes que

las dosis excesivas conlleven.

1.4.- Hipotesis

La sintesis de NiCuFe2O4 mediante técnicas combinadas de Sol-gel y liofilizacion nos permitira la
obtencion de agregados nanoparticulados superparamagnéticos con estructura nanométrica y de
morfologia esférica, con alta area superficial especifica, y sitios activos con OH superficiales
capaces de formar enlaces de anclaje quimico, formados por puentes de hidrégeno, con las
moléculas del farmaco amikacina (NH) y de esta manera ser utilizados como portadores del

farmaco.



2.- REVISION BIBLIOGRAFICA

La importancia del desarrollo de materiales capaces de portar medicamento se considera primordial
en el tratamiento de enfermedades infecciosas, debido a que en los ultimos afios se han publicado
estudios que sefialan la efectividad de los diferentes tipos de sistemas con esta caracteristica, es por
eso que se requiere analizar temas que aborden cuales son los materiales utilizados para esta
aplicacion, sus propiedades, métodos de sintesis, liberacion de farmacos, tipos de farmacos,
mecanismo de accion de medicamentos, microorganismos, y las reacciones que conllevan entre el

material y su entorno.

2.1.- Liberacion de farmacos

De acuerdo con Paul Ehrlich (1854-1915), si un agente podria dirigirse selectivamente a un
organismo que causa una enfermedad, luego una toxina para ese organismo podria ser entregado
junto con el agente de selectividad. Por lo tanto, se crearia una "bala méagica" capaz de matar al
objetivo organismo exclusivamente. A partir de esta idea, se han propuesto varias estrategias para

administrar un medicamento.

2.1.1.- Tipos mas comunes de sistemas para la liberacion de farmacos

Existen cinco diferentes tipos principales de sistemas utilizados para la liberacién de medicamentos
localizada, los cuales tienen propiedades que son adecuadas para segun qué tipo de farmaco o
tratamiento se requiera aplicar, en la Figura 2.1 se aprecian los tipos y tamafios de diametro

aproximado de los sistemas usados.
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Figura 2.1. llustracion que presenta los diferentes vehiculos utilizados para la liberacion de
farmacos [23].

2.1.2.- Liposomas

Los liposomas son pequefias esferas artificiales que estan hechas de fosfolipidos, dentro de estas
esferas, se generan cdmaras acuosas microscopicas, es decir, bolas o esferas mas pequefias que
pueden contener farmacos. A medida que el organismo metaboliza el liposoma, que no es toxico,
el farmaco se va liberando gradualmente. Debido a que los liposomas estdn compuestos de lipidos
y agua, éstos pueden utilizarse para transportar los medicamentos que son lip6filos (como el

fentanilo) asi como los que son hidréfilos (como la morfina) [22].

2.1.3.- Micelas

Se le conoce como micela a cierto tipo de portadores esféricos biodegradables con un intervalo de
tamafio de 10 a 200 nm. Estas estructuras son formadas por autoensamblaje de bloques de
copolimeros compuestos de dos o mas cadenas de polimeros con diferente hidrofobicidad. Tales
copolimeros espontaneamente se ensamblan para formar una estructura de ndcleo-coraza en un
medio acuoso para minimizar la energia libre del sistema. Los segmentos hidr6fobos forman el

nacleo interior hidrofobo para minimizar su exposicion al medio ambiente, mientras que las
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cadenas hidrofilas forman la coraza hidrofila externa para estabilizar el nlcleo a través del contacto
directo con el agua [28].

2.1.4.- Dendrimeros

Los dendrimeros son estructuras poliméricas tridimensionales que poseen 3 componentes
arquitectonicos: Un ndcleo, una parte intermedia (brazos dendriticos) y una superficie (grupos
terminales), su nombre proviene de las palabras griegas: dendron (&rbol), y meros (partes), que se
refiere a la unidad estructural [26].

2.1.5.- Emulsiones

Las emulsiones son preparados liquidos y dispersos, que generalmente estdn compuestos por dos
liquidos insolubles o0 no miscibles entre si, de los cuales uno es acuoso y dispersa al otro, que con
frecuencia es oleoso. Pueden ser mezcladas de un semisélido con un liquido, y los compuestos
pueden ser parcialmente solubles. Todas las emulsiones deben agitarse para su uso oral. Las
emulsiones destinadas a su uso sobre la piel pueden denominarse linimentos. El linimento de

silicato de metilo que se usa como antirreumatico, es una forma de emulsion [27].

2.1.6.- Sistema Nanoparticulados

Las nanoparticulas son sistemas de tamafio manométrico, es decir, cualquier nanomaterial que en
alguna de sus 3 escalas sea de 10° m. Las nanoparticulas se definen como dispersiones
particuladas, o particulas sélidas con un tamafio en el rango de 10-100 nm. Este pequefio tamafio

les dota de propiedades especificas como una gran superficie de actuacién y una alta reactividad.



Las nanoparticulas tienen una serie de propiedades fisicoquimicas Unicas: tienen un tamafio muy
pequefio, lo que conlleva una gran relacién area superficial/masa, altas interacciones con
microorganismos y células hospedadoras, y una versatilidad estructural y funcional grande. Todo
esto las convierte en plataformas prometedoras para solventar las limitaciones propias de la

resistencia a antibiéticos.

Las ventajas de las nanoparticulas portadoras de antibidticos para su liberacion incluyen una mejora
de la solubilidad de aquellos farmacos que son poco solubles en agua, una prolongada vida media
del farmaco y también un aumento de la vida del farmaco en la circulacion sistémica, ademas de
una liberacién del farmaco sostenida y con respuesta a un estimulo, lo cual a menudo disminuye la
frecuencia de administracion y la dosis necesaria. Es més, se minimizan los efectos adversos de la
administracion sistémica de antibioticos mediante una terapia especifica y dirigida del farmaco

antimicrobiano incorporado en los nanovehiculos [29].

2.2.- Tipos de materiales magnéticos

Existe un interés particular sobre el tema del magnetismo, asi como también lo hay por las
propiedades magnéticas de los materiales, el cual se basa principalmente en dos factores de gran
relevancia. En primer lugar, tenemos la gran variedad e importancia de sus aplicaciones
comerciales, principalmente en el area tecnoldgica de sistemas computacionales, siendo que el
componente de guardado de datos mas importante se basa en fenbmenos magnéticos, y, por otra
parte, lo interesante que resultan los fendmenos fisicos que producen el magnetismo. Uno de los
conceptos basicos que se debe entender cuando se habla de magnetismo es el de campo magnético,
el cual se suele representar con la letra “H”. La generacion de éste en un determinado volumen de
espacio provoca un cambio en la energia de dicho volumen, lo que provoca un gradiente de energia
(o una fuerza) que puede ser detectado de varias formas, entre ellas por la reorientacion de los
espines de los electrones en cierto tipo de &tomos (aquéllos capaces de magnetizarse). El ejemplo
mas comun con el que se suele representar el efecto que un campo magnético tiene sobre un dipolo
magnético, es el giro que éste provoca en la aguja de una brujula, en este caso producido por el
campo magnético del planeta Tierra [44].



Un campo magnético puede ser generado artificialmente de dos maneras:

a) Por el flujo de una corriente eléctrica en un alambre conductor, siendo que se crea un campo

magnético alrededor de la corriente generada, (como demostré Oersted en 1819).

b) Por un iméan permanente (el giro de los espines de los electrones en los orbitales atomicos

provoca magnetizacion “M” dentro del material y un campo magnético fuera de él) [44].

Existen diferentes comportamientos que cualquier material puede presentar cuando este es
sometido a la presencia o induccién de un campo magnético, puede ser clasificado de acuerdo al
comportamiento que tienen los espines de los electrones en los orbitales atdbmicos del mismo, mas
especificamente, como se orientan los espines antes, durante y después de aplicar el campo
magnético, encontramos seis tipos de comportamiento clasificados como: paramagnético,
diamagnético, ferromagnético, antiferromagnético, ferrimagnético o superparamagnético [44].

2.2.1.- Diamagneéticos

En los materiales, diamagnéticos los electrones presentes estan completamente apareados, por esa
razén no poseen momentos magnéticos netos, cuando sus electrones son sometidos a la presencia
de un campo magnético, su magnetizacién se opone a la direccién del campo aplicado, y cuando
se retira vuelven a su estado inicial (Figura 2.2), con lo que se puede deducir que la magnetizacion
que presentan es demasiada baja o completamente nula. Algunos ejemplos de materiales
diamagneticos son: el cobre, la plata, el berilio, la mayoria de las moléculas organicas y muchos
polimeros. Las aplicaciones de este tipo de materiales se limitan a las de los superconductores, que
son una clase muy especial de materiales diamagnéticos. Aunque la susceptibilidad magnética de
los superconductores se debe a corrientes macroscopicas que circulan en el material en direccién

opuesta al campo aplicado y no al movimiento de los electrones en los orbitales [31].
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Figura 2.2. Efecto que tiene un campo magnético en los espines de los electrones de un material

diamagnético. A) Antes, B) durante y C) después de aplicar un campo magnético [41].

2.2.2.- Paramagnéticos

Estos materiales se caracterizan por contener &tomos con momentos magnéeticos netos, es decir,
con electrones desapareados. Antes de aplicar el campo, los momentos se encuentran orientados al
azar y se cancelan unos a otros, por lo que la magnetizacion del material es cero. Una vez se aplica
un campo magnético externo, los espines de los electrones tienden a orientarse en la misma
direccion del campo aplicado, pero el movimiento térmico de los &tomos se opone a esta tendencia,
impidiendo la alineacion perfecta. Cuando se retira el campo, los espines de los electrones vuelven
a su estado inicial (Figura 2.3). En términos mas simples los materiales paramagnéticos son
materiales que son atraidos por imanes o se ven afectados por campos magnéticos inducidos, sin
embargo, estos no se convierten en imanes permanentes una vez en campo magnético es retirado.
Algunos de los materiales mas comunes que presentan este tipo de comportamiento son: el oxigeno
liquido y gaseoso, el sodio atdbmico en estado gaseoso, el hidrégeno atdmico, metales como el
platino y el aluminio, algunas sales como cloruros, sulfatos y carbonatos de manganeso, cromo,

fierro y cobre [30].
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Figura 2.3. Efecto que tiene un campo magnético en los espines de los electrones de un
material paramagnético. A) Antes, B) durante y C) después de aplicar un campo
magnético [41].

2.2.3.- Ferromagnéticos

El ferromagnetismo es uno de los fendmenos mas interesantes y conocido de los materiales que
presentan comportamientos magnéticos. El proceso de magnetizacién ocurre con la alineacion
paralela de los dominios en presencia de un campo magnético. Debido a esta tendencia que
presentan los espines de los electrones en los atomos de los materiales ferromagnéticos a
mantenerse alineados dentro de los dominios, ocurre que cuando se retira el campo los dominios
permanecen alineados conservando la magnetizacion (Figura 2.4). Este fenémeno es el que rige el
comportamiento de los imanes permanentes, también conocidos como “imanes duros”, por lo que
también son los mas utilizados en el ambito industrial, pudiéndose encontrar normalmente en
discos duros, amplificadores de sonido, hornos de induccion magnética, entre otros. Las
propiedades de los materiales ferromagnéticos son varias, pero las mas importantes son: su gran
induccion magnética y su sencillez de reunir las lineas del campo magnético, que posteriormente
desciende a una gran acumulacion de la densidad del flujo. Existen relativamente pocos elementos
en la tabla periddica que presentan este tipo de comportamiento y son: el hierro, el cobalto, el niquel

y algunas tierras raras [32].

11



iy =l -
e ———
-y  m—
-y  —
—p ) —

_****

Figura 2.4. Efecto que tiene un campo magnético en los espines de los electrones de un material

ferromagnético. A) Antes, B) durante y C) después de aplicar un campo magnético [41].

2.2.4.- Ferrimagnéticos

El ferrimagnetismo se puede considerar un caso especial de antiferromagnetismo, en el que la
alineacion antiparalela de los espines no es la misma y por tanto sus momentos magnéticos netos
no se cancelan (Figura 2.5). Los ferrimagnetos son algo parecidos a los antiferromagnetos, en
cuanto al alineamiento antiparalelo de sus dipolos; sin embargo, algunos de sus momentos
dipolares son mayores que otros, de modo que el material posee un momento magnético neto.
Como resultado de esto, los ferrimagnetos, asi como los ferromagnetos, tienden a concentrar flujo
magnético en sus interiores y, en consecuencia, a tener aplicaciones practicas. EI comportamiento
macroscopico de este tipo de materiales es muy similar al de los ferromagnetos, ya que durante
muchos afios éstos fueron utilizados indistintamente. Los ferrimagnetos mas utilizados son las
ferritas de formula general MO Fe>Oz, donde M es un metal de transicion (divalente) como:
manganeso, niquel, cobalto, zinc, etc. Estas ferritas son de un elevado interés tecnoldgico debido a
la combinacion de dos caracteristicas importantes, lo relativamente facil que resulta magnetizarlas
(alta permeabilidad) y la baja conductividad electronica que presentan, esto permite su aplicacion
en dispositivos de alta frecuencia, entre otras aplicaciones [32].
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Figura 2.5. Efecto que tiene un campo magnético en los espines de los electrones de un material

ferrimagnético. A) Antes, B) durante y C) después de aplicar un campo magnético [41].

2.2.5.- Antiferromagnéticos

En este tipo de material magnético se observa una fuerte tendencia a la alineacion antiparalela de
los espines, lo que provoca la cancelaciéon de los momentos magnéticos netos. En los materiales
antiferromagnéticos, los &tomos o iones que lo constituyen tienen momentos dipolares magnéticos
que se ordenan antiparalelos uno con otro. Los antiferromagnetos no encuentran aplicaciones
amplias en tecnologia dado que carecen de magnetizacién neta. El mecanismo de interaccién en
este tipo de materiales es llamado “superintercambio”, en éste, por ejemplo, la transferencia de los
electrones del ion oxigeno hacia los atomos metalicos vecinos permite que los cationes
“magnéticos” interactuen entre si via la intervencion de los aniones (Figura 2.6). Como ejemplo
de materiales antiferromagnéticos se encuentran el cromo, el manganeso y muchos éxidos de
metales de transicion como: MnO, FeO, CoO y NiO, por citar algunos. La principal aplicacion de
este tipo de materiales es la elaboracion de magneto resistencias, las cuales son elaboradas con
capas de materiales antiferromagnéticos y materiales ferromagnéticos, que en conjunto presentan

una alta resistividad magnética [32].
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Figura 2.6. Efecto que tiene un campo magnético en los espines de los electrones de un material

antiferromagnético. A) Antes, B) durante y C) después de aplicar un campo magnético [41].

2.3.- Curvas de histéresis

Desde la fuerza que es ejercida por un campo magnético sobre un material magnético se puede
describir desde un punto de vista microscopico, hablando del giro de los espines de los electrones,
0 desde un punto de vista macroscépico, cuando se habla de la magnetizacion del material. En la
Figura 2.7 podemos observar el origen de una grafica en donde se encuentra un material
ferrimagnético completamente desmagnetizado con los espines de los electrones ordenados de
manera aleatoria. (A). Cuando es aplicado un campo magnético de fuerza H en una direccion X,
los espines de los electrones comienzan a girar en la misma direccion del campo aplicado (B) hasta
llegar al punto de saturacién MS, en el que se encuentran todos los electrones alineados al campo
(C). Al momento de disminuir gradualmente el campo, los espines comienzan a desordenarse de
nuevo, una vez que es retirado totalmente el campo, queda una magnetizacion remanente MR (D).
Si se aplica un campo magnético inverso de una magnitud suficiente como para desmagnetizar el
material en estudio (coercitividad HC) se vuelve a obtener un material con los electrones
desordenados totalmente (E). Aumentando la intensidad del campo inverso se puede llegar hasta

el valor de saturacion a campo negativo, hasta obtener los electrones alineados en la direccion
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contraria al campo aplicado inicialmente (F). Posteriormente el proceso descrito hasta ahora se
invierte hasta obtener un ciclo de histéresis completo [41].

| M

Figura 2.7. Comportamiento de un material ferrimagnético en presencia de un campo magnético
[41].

2.3.1.- Superparamagnetismo

Para que un material presente un comportamiento superparamagneético debe estar formado por: 1)
particulas ferrimagnéticas con tamafios de particula muy pequefios, por debajo de un valor critico
gue depende del material con el que se esta trabajando especificamente, o 2) particulas ferri o
ferromagnéticas dispersas en un recubrimiento dieléctrico que impide la interaccion entre
particulas adyacentes, lo que permite que la respuesta magnética de cada una sea independiente de
la respuesta del resto. EI comportamiento de los espines de los electrones en este tipo de materiales

cuando se aplica un campo magnético es similar al de los materiales ferri o ferromagnéticos
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respectivamente, mas cuando el campo se retira la magnetizacion se pierde. Es decir, este tipo de
materiales no posee “memoria magnética”. Algunas de las aplicaciones en las que se utilizan
frecuentemente son: en la elaboracion de electroimanes, convertidores electromecanicos como
motores, generadores, transformadores o en equipos de transferencia de sefial de alta o baja

frecuencia, etc. [33].

Los materiales que presentan el fendmeno del superparamagnetismo generan una curva de
magnetizacion sin histéresis (Figura 2.8) [32]. En este caso los espines de los electrones se
encuentran inicialmente desordenados, a medida que se aplica un campo magnético H se orientan
en la misma direccion del campo y cuando éste se retira la magnetizacion se pierde como una
consecuencia de la orientacion estocastica de los momentos magnéticos de los electrones en la
muestra. Aunque este comportamiento es andlogo al de los materiales paramagnéticos, es posible
diferenciar un material paramagnético de uno superparamagnético por la forma de la curva de
magnetizacion. En los materiales superparamagnéticos la magnetizacion de saturacion se alcanza
a intensidades de campo moderadas mientras que en los materiales paramagnéticos ésta se alcanza

a intensidades de campo muy elevadas [32].

=4

| M

Figura 2.8. Curva de magnetizacion de un material superparamagnético [32].
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En el estudio realizado por M. Maria Lumina Sonia y sus colaboradores, en donde sintetizaron
nanoparticulas de ferrita de niquel-cobre por el método Sol-gel, observaron la variacion de las
propiedades magnéticas entre las ferritas de niquel puras y las que contenian cobre atribuyendo su
comportamiento a la competencia de iones ferromagnéticos tales como iones Fe**, Ni?*, Cu?* asi
como iones de metales de transicion no magnéticos en la ocupacién de los sitios tetraédricos y
octaédricos. Concluyendo que la adicion de cobre redujo el tamafio de particula, en ambos casos
se puede observar un comportamiento superparamagneético, siendo que los valores de coercitividad
(Hc) son bajos. En la Figura 2.9 se pueden observar las curvas M-H de los nanocristales

sintetizados y en la Tabla 2.1 los valores obtenidos de tamafio y parametros magnéticos [46].

Mo egcsmt

Figura 2.9. Curvas M-H de los nanocristales sintetizados por M. Maria Lumina Sonia 'y
colaboradores, a) NiFe204 y b) NiCuFe2O4 [46].
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Tabla 2.1. Tamafo cristalino y parametros magnéticos de NiFe2O4 y NiCuFe>O4 obtenidos por
M. Maria Lumina Sonia y colaboradores [46].

Composicion Tamario Saturacion de Remanencia Coercitividad
nanocristalino magnetizacion (emu/g) (Hc)
(nm) (emu/g)
NiFe204 17.07 16.02 0.4232 43.294
NiCuFe204 9.9 7.044 0.2722 66.198

2.4.- Nanoparticulas Magnéticas (MNP"s)

El interés por las nanoparticulas magnéticas para sus potenciales aplicaciones biomédicas ha tenido
un gran crecimiento en los ultimos afios, optando por su uso como herramientas terapéuticas y de
diagnostico, asi como en agentes de contraste en resonancias magnéticas y como portadores de
medicamentos. Las nanoparticulas magnéticas estan compuestas en su mayoria de elementos
magnéticos (hierro, oro, cobalto) y de sus 6xidos. EI comportamiento magnético de un material
depende de su configuracidn electronica en concreto del nimero de electrones desapareados y el
orbital en el que se encuentran. Las particulas con carga eléctrica al moverse generan un dipolo
magnético. Cuando se aplica un campo magnético externo al material los dipolos se alinean con el

campo magnético externo y forman un momento magnético dentro del material [7].

Cuando se reduce el tamafio de particula de un material magnético disminuye también el namero
de dominios, al reducir el tamafio de una particula llega un momento que cada nanoparticula es un
mono dominio. En este momento aparece un nuevo tipo de comportamiento magnético conocido

como superparamagnetismo [8].

En este tipo de comportamiento el material tiene una susceptibilidad al campo magnético elevada,

propia de los materiales ferromagnéticos, pero cuando este campo cesa Nno permanecen
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magnetizados como en el caso de los materiales paramagnéticos al organizarse sus spines de forma
aleatoria. Las dos propiedades mas importantes de las nano particulas stper paramagnéticas en lo
que se refiere al magnetismo son la coercitividad y la histéresis. Esto es muy importante para el
uso de las nanoparticulas en biomedicina pues nos garantiza que las particulas sélo son activas al
aplicar un campo externo. Si esto no fuese asi las nanoparticulas conservarian cierto grado de
magnetismo que podria provocar entre otras cosas su agregacion suponiendo un problema al

formarse depdsitos, lo que podria producir obstrucciones de los vasos sanguineos [6].

2.4.1.- Ferritas Espinela

En las ferritas MFe2O4 sucede que la interaccion entre los espines no ocurre de un modo directo ya
que la distancia a la que se encuentran no lo permite. En este caso, la interaccion ocurre mediante
un mecanismo de canje indirecto que fue propuesto de un modo general por Zenner (1951) y
desarrollado posteriormente por Anderson y Hasewaga (1955). Se conoce como interaccion de
superintercambio o de supercanje y tiene lugar entre dos cationes metalicos via un i6n
diamagnético. En las ferritas MFe;O4, el O% no es portador de momento por tener su capa de
valencia completa, sin embargo, los iones metélicos de su entorno perturban este estado de tal
forma que los espines de los electrones de los orbitales p del oxigeno pueden interaccionar con los
espines de los electrones de orbitales d de los cationes adyacentes si el solapamiento entre las
funciones de onda es efectivo. En los compuestos MFe>O4 debido a la configuracion electronica
del i6n Fe** (d°) y la disposicion paralela de sus electrones en los cinco orbitales d, la interaccion
de superintercambio mas favorable es aquella en la que participa el elemento de transicion Fe3*y
no M?*. La interaccion de supercanje ocurre entre dos iones Fe3" (Fe-O-Fe) con espines
antiparalelos. Esto es consecuencia de que un orbital p del oxigeno con 2 electrones con espines
antiparalelos solapa de manera efectiva (J<0) con un orbital d de cada uno de los atomos del Fe.
De esta manera los electrones en los orbitales d de un &tomo de hierro quedan acoplados de forma

antiferromagnética con los electrones del otro &tomo de hierro [35, 36].
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2.4.2.- Ferrita de Niquel-cobre (NiCuFe20.)

Una de las clases mas importantes de ferritas de espinela es la ferrita de niquel, la cual presenta
una alta magnetizacion y una baja pérdida de histéresis, siendo ambos factores muy Uutiles de la
ferrita en muchas aplicaciones [35]. En forma masiva, la mitad de los iones Fe* en la ferrita de
niquel, ocupan sitios octaédricos y la otra mitad de los iones Ni** ocupan los sitios tetraédricos
representados en la estructura de la Figura 2.10. Esta disposicion se llama espinela inversa [36].
Para mejorar o cambiar las propiedades de la ferrita de niquel, se han llevado a cabo muchos
procedimientos, como la reduccion del tamafio de particula a nanoescala y la sustitucion de
diferentes cantidades de diversos cationes, como por ejemplo cobre, en la estructura de la espinela
[46].
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Figura 2.10. Representacién de la estructura espinela.

Z. Cargar y colaboradores sintetizaron nanoparticulas de ferrita de niquel-cobre mediante el
método sol-gel Pechini o por citrato el cual consiste en el mismo proceso de sol-gel convencional
que involucra la produccién de nanoparticulas mediante reacciones de hidrolisis y condensacion,
con la diferencia que en este proceso Pechini es agregado acido citrico a la solucion, la sintesis fue

preparada con diferentes concentraciones en volumen de las nanoparticulas de NiFe2O4, para
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obtener propiedades magnéticas mejoradas. Cuando se producen tamafio de particula en el orden
nanomeétrico, se observan variaciones anomalas en las propiedades de las ferritas. También se
encuentra gque la distribucion de defectos de tipo vacante y vacio juegan un papel en la alteracion
de las propiedades de las nanoparticulas magnéticas y de nanomateriales [38-39]. Por lo tanto, la
determinacion del tipo y la concentracion de defectos en las nanoparticulas de ferrita de Ni-Cu, asi
como el efecto del contenido de Cu en la distribucion de defectos en la ferrita de Ni-Cu, pueden
usarse para investigar el cambio de las propiedades electronicas y magnéticas de la ferrita de Ni-

Cu nanoparticulas [40].

Se puede observar el area de histéresis de las diferentes muestras que Z. Cargar y colaboradores
obtienen en las muestras sintetizadas, que en este caso es muy angosta, o que indica un

comportamiento superparamagnético ideal (Figura 2.11).
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Figura 2.11. Curvas de magnetizacion de nanoparticulas de NiCuFe204 con diferentes
concentraciones [40].
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2.4.3.- Liberacion de farmacos con MNP’s

Diferentes materiales organicos han sido investigados como nanovectores de administracion de
farmacos utilizando diferentes sustancias como: un objetivo pasivo, un objetivo activo con
capacidad de reconocimiento (por ejemplo, un anticuerpo) o un objetivo activo mediante un
estimulo fisico (por ejemplo, magnetismo en magneto-liposomas). Sin embargo, estos sistemas
organicos aun presentan una estabilidad quimica y mecanica limitada, hinchazon, susceptibilidad
al ataque microbioldgico, control inadecuado sobre la tasa de liberacidn del farmaco y un alto costo.
Entre las principales ventajas de las MNPs (organicos o inorganicos) se encuentra la capacidad de
ser: visualizados (a través de resonancia magnética); guiados a un lugar en particular mediante un
campo magnético; y la accion bioldgica inducida a través de un campo magnético para
desencadenar acciones como la liberacion del farmaco o la estimulacion de hipertermia/ablacion
de tejido. Es importante sefialar que la capacidad no esta restringida a las NP’s magnéticas, sino
también a otras particulas capaces de absorber el infrarrojo cercano, microondas y radiacion de

ultrasonido.

Dependiendo del procedimiento de sintesis, se pueden obtener NP magnéticas o nanocapsulas. Las
nanocapsulas designan sistemas vesiculares magnéticos en los que el farmaco se limita a una
cavidad acuosa u oleosa, generalmente preparada mediante el procedimiento de micelas inversas,
y rodeada por una membrana organica (magnetoliposomas) o encapsulada dentro de una capsula

inorganica hueca [9].

Los parametros clave en el comportamiento de las NP magnéticas estan relacionados con la
quimica de superficie, tamafio (nicleo magnético, volumen hidrodindmico y distribucion de
tamariio) y propiedades magnéticas (momento magnético, remanencia y coercitividad). La quimica
de la superficie es especialmente importante para evitar la acciéon del sistema reticuloendotelial
(RES), que es parte del sistema inmune, y para aumentar la vida media en el torrente sanguineo. El
recubrimiento de las NP“s con un compuesto neutro e hidrofilo (es decir, polietilenglicol (PEG),
polisacaridos, disopsoninas (HSA), etc.) aumenta la vida media circulatoria de minutos a horas o
dias. Otra posibilidad es reducir el tamafio de particula; sin embargo, a pesar de todos los esfuerzos,
la evasion completa de la RES no parece factible y la migracién no deseada a otras areas del cuerpo

podria causar problemas toxicologicos [10].
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Para la liberacion dirigida magnéticamente, el farmaco debe estar ligado directamente al compuesto
magnético, despueés sera introducido al cuerpo y enseguida, sera concentrado en el area localizada
por medio de un campo magnético. Dependiendo de la aplicacion, las particulas liberan el farmaco
o dan lugar a un efecto local (irradiacién por radioactividad, microesferas, hipertermia con MNP’s,
entre otros). La liberacion de drogas también puede ser activada por una simple difusion o tomando
lugar a través de mecanismos que requieran una actividad enzimatica o cambios en condiciones

fisioldgicas tales como pH, osmolalidad o temperatura, [6].

En un estudio realizado por Jana Chomoucka y sus colaboradores, investigaron acerca de los
pardmetros que se deben considerar en el momento de utilizar nanoparticulas magnéticas como
sistemas de liberacion de medicamentos. El uso efectivo de MNP para aplicaciones biomédicas,
como la administracion dirigida de medicamentos, depende de una serie de factores relacionados
con el tamafio y el magnetismo de las nanoparticulas biocompatibles. Parametros tales como las
propiedades fisicoquimicas de los MNP cargados de drogas, la fuerza y la geometria del campo, la
profundidad del tejido objetivo, la tasa de flujo sanguineo y el suministro vascular, todos juegan
un papel en la determinacion de la efectividad de este método de administracién de drogas. El
aumento de la magnetizacion es ventajoso para facilitar la manipulacion en los esquemas de
administracion de farmacos. Las nanoparticulas deben ser pequefias para que puedan ser
superparamagnéticas a fin de evitar la aglomeracién después de detener el campo magnético y
permanecer en circulacion sin ser eliminadas por los filtros naturales del cuerpo como el higado o
el sistema inmunitario. Se prefiere el nanosistema superparamagnético debido a su capacidad de
magnetizarse tras la exposicién a un campo magnético, pero no tiene magnetizacion permanente

(remanencia) una vez que se apaga el campo [43].

En las particulas superparamagnéticas, las fluctuaciones térmicas son lo suficientemente fuertes
como para desmagnetizar espontadneamente un MNP previamente saturado que tiende a agregarse
debido a las fuertes atracciones magnéticas dipolo-dipolo entre las particulas. Para evitar esta
dificultad, la dispersion acuosa de los MNP se logra recubriendo sus superficies con polimeros

hidrofilos como el almidon o el dextrano y el quitosano.

En este estudio Jana Chomoucka y col. sugirieron MNP Fe>Os recubiertos de quitosano y técnicas
para su transporte y concentracion seguros en sitios especificos del cuerpo que constituirian una

herramienta poderosa para la terapia génica/farmacoldgica in vivo. Ademas, la administracion de
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farmacos in vitro podria mejorarse si los farmacos se modificaran con anticuerpos, proteinas o
ligandos. Dentro de este estudio también concluyeron que la funcionalizacion de MNP con grupo
amino, silice, polimero, varios surfactantes u otros compuestos organicos generalmente se
proporciona para lograr mejores propiedades fisicas y quimicas. Ademas, la estructura
nacleo/cubierta de las MNP tiene las ventajas de una buena dispersion, una alta estabilidad frente
a la oxidacién y una cantidad apreciable de farmaco que puede cargarse en la cubierta del polimero
[42]. También, se pueden usar muchos grupos funcionales de polimeros en la superficie para una
mayor funcionalizacion para obtener varias propiedades. En la Figura 2.12 se describe los diversos
procesos mostrados en su estudio para la preparacién de nanoparticulas superparamagnéticas,
funcionalizacién y posible aplicacion en terapias de liberacion de farmacos localizada. Se favorece
que las MNP retengan suficiente hidrofilia y, con el recubrimiento, no excedan los 100 nm de
tamanio para evitar la eliminacion rapida por el sistema reticuloendotelial (RES). Se descubri6 que
la funcionalizacion de la superficie también juega un papel clave en la toxicidad de las
nanoparticulas [43].

PRECURSORES: MODIFICACION DE LA MEDICINA LOCALIZADA:
SUPERFICIE:

-CLORUROS -INHIBICION DE
-POLIMEROS -SiO> CRECIMIENTO TUMORAL

-ORGANOMETALES
-Au  -SURFACTANTES -TERAPIA DE FARMACO
-COMPUESTOS ORGANICOS

N _ N 7

PREPARACION DE FUNCIONALIZACION POR
PARTICULAS MOLECULAS BIOACTIVAS:
SUPERPARAMAGNETICAS: .

-PROTEINAS
-PRECIPITACION .

-PEPTIDOS

-SOL-GEL

-ACIDOS NUCELICOS

Figura 2.12. Proceso de preparacion de particulas magnéticas para liberacion de farmacos [43].
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Por otro lado, en la investigacion realizada por B. Gayathri Manju y su colaborador P. Raji
evaluaron las propiedades estructurales, magnéticas y antibacteriales de las ferritas de niquel cobre,
donde la actividad antibacteriana se probd contra cepas de bacterias gram positivas y los resultados
mostraron una mayor actividad al agregar niquel a las nanoparticulas de ferrita de cobre utilizando
una solucion extraida de A. Barbadensis. En la Figura 2.13 se observa el efecto antibacterial de
las nanoparticulas de ferrita de niquel cobre sobre diferentes cepas bacterianas depositadas en
cuatro diferentes cajas de Petri, en las cuales se puede apreciar el halo de inhibicion acorde a la
actividad antibacterial de las nanoparticulas de ferrita de niquel-cobre con cepas de B. subtilis, S.
aureus, E. coli, y K. pneumonia, demostrando la inhibicion de crecimiento bacteriano en las zonas

donde se colocaron las nanoparticulas [50].

Figura 2.13. Halos de inhibicion de las nanoparticulas de NiCuFe204 contra cepas de a) B.

subtilis, b) S. aureus, c) E. coli, y d) K. pneumonia [50].

De esta manera concluyendo en su investigacion que, las nanoparticulas de NiCuFe2Oj sintetizadas
pueden tener aplicaciones prometedoras para dispositivos pseudosupercapacitadores y tienen la
ventaja de ser escalable y de bajo costo. Nanoparticulas de ferrita mixtas de Cu-Ni en actividad
electroquimica y antibacteriana para exhibir deliberadamente sus implicaciones funcionales [50].
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2.5.- Métodos de sintesis

2.5.1.- Sol-gel

El método sol-gel generalmente es empleado para obtener nanoparticulas de 6xidos metalicos, el
cual resulta ser econémico y relativamente facil de realizar. Se le denomina “sol” a una suspension
coloidal de particulas solidas en una fase liquida, donde las particulas dispersas son lo
suficientemente pequefias para permanecer suspendidas por el movimiento Browniano. Un “gel”
es una red de material sélido el cual contiene un componente liquido, ambos componentes se
encuentran en un estado altamente disperso [11]. Este método se considera como el método de
sintesis moderno mas utilizado y consiste en una reaccion quimica que parte de un ion 0 un
compuesto molecular y forma una red tridimensional a través de la formacidn de enlaces de oxigeno

entre los iones y la liberacion de agua u otras moléculas pequefas [12].

La transicion sol-gel depende de la cantidad de precursor, agua, catalizador, temperatura y pH. El
sol-gel puede producirse a partir de precursores inorganicos u organicos (por ejemplo, nitratos o
alcdxidos). Los alcdxidos metalicos son miembros de la familia de los metales/organicos, que
tienen un ligando orgéanico unido a un aomo de metal o metaloide. Los alcoxidos metalicos
M(OR)z son precursores populares porque reaccionan facilmente con el agua, en general muy
reactivos debido a la presencia de grupos OR altamente electronegativos que se estabilizan M en

su estado de oxidacion mas alto y hacen que M sea muy susceptible al ataque nucleofilico [13].

En el proceso acuoso sol-gel, la especie formada en la primera etapa es un enlace M-OH que no es
estable y reacciona con otras especies. Este primer paso se llama hidrélisis. En una segunda etapa,
el grupo M-OH 1abil se condensa con otros grupos M-OH o M-OR (si los alcdxidos son precursores
en la etapa sol-gel) para formar enlaces M-O-M bajo liberacion de agua o alcohol, asi, se forma
una red tridimensional. Generalmente, las especies producidas no se condensan completamente en
este proceso controlado cinéticamente, pero aun incluyen agua o grupos OH. Una vez ocurrida la
hidrolisis la reaccidn de condensacion guiara la formacion de hidréxidos. En cuanto a la estructura,

la hidrolisis y condensacion conducen primeramente a la formacion de particulas solidas que estan
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suspendidas en el liquido llamado sol. Cabe mencionar que las particulas todavia contienen en sus
grupos de superficie activos en etapas de condensacién y por lo tanto se reticulan como gel. Esta
ultima se define como una red solida que contiene liquido en sus poros. El material solido final
tiene muchos grupos OH superficiales, que pueden estabilizarse mediante enlaces de hidrogeno
con el disolvente y el agua residual. Ademas, después de la gelificacion, todavia hay muchos grupos
alcoxidos residuales y grupos OH no condensados presentes en el material. En la etapa de
envejecimiento, estos grupos reaccionan entre si para formar mas agua y alcoholes. Por lo tanto, el
tiempo de envejecimiento tiene un impacto importante en las propiedades texturales del material.
La mejor solucion para resolver el exceso de residuos orgénicos en el material, es someterlo a un
tratamiento térmico, del cual, al finalizar obtendremos nuestro material en forma de monolito, fibra
o0 de pelicula delgada [12]. En la Figura 2.14 se ilustran los diferentes materiales que pueden ser

obtenidos mediante el proceso de sol-gel.
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Figura 2.14. Diferentes tipos de materiales obtenidos mediante el proceso Sol-gel [20].

En el estudio publicado por Anjali Nihore y sus colaboradores, en donde sintetizaron
nanoparticulas de ferrita de niquel-cobre por el proceso sol gel, concluyeron que este método

permite la formacién de una buena estructura de espinela cristalina, bajas condiciones de
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procesamiento y reproducibilidad (Figura 2.15). Con el dopaje con cobre, la intensidad de los
picos principales correspondientes a los planos (111), (220), (311), (400), (422), (511) y (440)
disminuye y han aparecido algunos picos nuevos en los difractogramas de Rayos-X, los cuales son
resaltados con flechas en el patron rojo correspondiente a la difraccion de Rayos-X realizada a la
ferrita de niquel dopada con cobre. Utilizaron la ecuacion de Scherrer para calcular el tamafio del
cristalito y se encontr6 que era 49,99 y 54,42 nm para NiFe2Os puro y para NiFe.O4 dopado con
cobre, respectivamente [49], concluyendo asi que en este caso la adicion de cobre a la estructura

de la ferrita de niquel pura, ocasionaba un tamario de cristalito de alrededor de 4 nm de diametro.
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Figura 2.15. Patrones de difraccidon de Rayos-X obtenidos por Anjali Nihore de la ferrita de

niquel puray la dopada con cobre [49].

El estudio de microscopia electronica de barrido de la ferrita de niquel A) y de la ferrita de niquel-
cobre B) presentadas en la Figura 2.16, se observa la aglomeracion de particulas con huecos y
poros debido a la evaluacién de una gran cantidad de gases durante el calentamiento [49], de la
misma manera es posible destacar que la ferrita de niquel-cobre en este caso presenta una
aglomeracion mayor, pero al mismo tiempo una distribucion de particulas y de tamafio ligeramente

mas uniformes que en el caso de la ferrita de niquel [49].
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Figura 2.16. Micrografias MEB obtenidas en el estudio de la ferrita de niquel pura A) y ferrita de

niquel dopada con cobre [49].

2.5.1.- Proceso de liofilizacion

El secado por aspersion en frio o secado por liofilizacion, es un método relativamente reciente,
que, desde las ultimas dos décadas, ha atraido un creciente interés de las industrias farmacéutica y
alimentaria, porque supera la principal limitacion del secado por aspersién o Spray Drying (SD)
contra productos sensibles y biomoléculas que pueden degradarse cuando se exponen al calor

durante la evaporacion [17, 18].

Los dos métodos tienen su comienzo desde el mismo paso, que es la generacidn de gotas a traves
de la aireacion del liquido de alimentacion (atomizacion), pero en el proceso aspersion las gotas se
agregan al gas o liquido criogenico y una vez congeladas se subliman para obtener el polvo seco.
Ademas de lo idoneo que es para procesar materiales sensibles y delicados, las resistencias de la
liofilizacion también incluyen una temperatura de procesamiento baja, un mayor rendimiento, una
mayor uniformidad del producto y, a menudo, una mayor calidad en términos de actividad,
contenido de agua y / o estabilidad. La temperatura del producto sera inferior a 0 °C durante el
secado primario y, por lo general, inferior a 30 ° C durante el secado secundario, y el solvente
puede eliminarse sin exponer los sistemas a las fuerzas de tension de un menisco en retroceso que

forma sistemas de area de alta superficie [19].
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El método de la preparacion de los nanomateriales esta relacionado directamente con el tamafio y
la forma de la particula, la distribucion de tamafio, la quimica superficial de las particulas y, por
consecuente, sus propiedades magnéticas, asi como también la porosidad que el material posee. El
método Sol-gel asistido por liofilizacion es un proceso avanzado, usado para producir
eficientemente particulas coloidales en el estado so6lido. En dicho proceso, la solucién que se
obtiene después de que la mezcla de los precursores del proceso sol-gel haya terminado, se provee
al proceso de aspersion siendo bombeada hacia el liquido cridégenizante pasando por una boquilla
que puede ser neumatica, hidraulica o de otro tipo, donde la solucidn es congelada, En la Figura
2.17 se ilustra el proceso, el cual es el responsable de generar la morfologia esférica de los
agregados mediante el congelamiento de las particulas esféricas que proceden de la aspersion de la

boquilla hacia el nitrégeno liquido.

Congelado por aspersion

Suspencion Aire
_l l_

Atomizacion '

A\ /]

Congelado
instanteano| |«

-
< o
.. .
- -
& ® .
©
o
o
L

\\7,_\"—/._,/1_,
Nitrogeno liquido (-196 °C)

Figura 2.17. llustracion del proceso de congelamiento por aspersion [21].

Posteriormente el proceso continla, con la etapa de secado al vacio. En la Figura 2.18 se denota
la manera en que los componentes del equipo de liofilizacion acttan, en la parte superior se
encuentra la camara de vacio en donde se coloca la muestra congelada, esta camara se encarga de
realizar la sublimacién, mientras que en la parte inferior se localiza el condensador, cuya funcion
es bajar la temperatura de manera que el vacio se realiza de forma mas rapida y efectiva, ademas
gue también se encuentra la valvula encargada de expulsar el contenido de residuos que se genera
en la cdmara de vacio , el mencionado proceso consiste en eliminar algunos de los remanentes de
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la solucion o determinados residuos producto de la mezcla de los precursores mediante la
sublimacién causada por el vacio de manera que, casi toda la estructura o estructuras sélidas

adquiridas en la aspersion sean conservadas.

Secado en frio
__ Vacio

NI
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eaTRIImIIL

Sublimacion

Condensacion

Figura 2.18. llustracion del proceso de secado en frio [21].

2.6.- Materiales porosos

La porosidad de un material la podemos definir como la medida que hay entre sus espacios vacios,
es decir, de los poros que lo constituyen. La palabra “poro” proviene del término latino “porus”,
y este a su vez del griego “poros”, el cual significa paso-pasadizo “paisaje”. Esta definicion
claramente permite imaginar el papel de un poro como un camino entre la superficie externa e
interna de un sélido, permitiendo el paso de fluidos, dentro, a través o fuera del propio sistema
poroso. (adsorcion y absorcion). Dichos poros estan clasificados por la UIQPA (Unidn
Internacional de Quimica Pura y Aplicada por sus siglas en espafiol acorde al tamafio de su
diametro en: microporos (menores a 2 nm), mesoporos (2 nm-50 nm), y macroporos (mayores
a 50 nm) [53].

Debido a las fuerzas de interaccién entre los sélidos porosos y las moléculas de un gas u otro
fluido, se producen fuerzas de basicamente dos clases: fisicas y quimicas, dando lugar a la

fisiadsorcion y a la quimisorcion respectivamente. Indagando en la literatura del area es posible
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encontrar miles de isotermas de adsorcion medidas sobre una gran variedad de solidos porosos. A
pesar de esta diversidad la mayoria de estas isotermas, las cuales son el resultado de una adsorcion
fisica, pueden ser agrupadas convenientemente en seis clases las cuales son mostradas en la Figura
2.19 segun la clasificacion de la UIQPA. Tipo I: Esta clase de isoterma es caracteristica de
materiales microporosos. Tipo Il: Puede interpretarse como la formacion de una capa adsorbida
cuyo espesor incrementa progresivamente y empieza la formacion de las capas multimoleculares
conocidas también como multicapas. Tipo Ill: Esta es indicativa de interacciones debiles entre
el adsorbato y el adsorbente. Este tipo de isoterma no es muy comun. Tipo IV: Esta isoterma es
caracteristica de los s6lidos mesoporosos. Tipo V: Al igual que el tipo 3, esta isoterma se obtiene
cuando las interacciones entre en adsorbato y el adsorbente son débiles. En la practica es poco
usual encontrarse con este tipo. Tipo VI: Es la menos comun de todos los tipos de isotermas, Se
le asocia con la adsorcion capa por capa sobre superficies que son altamente homogéneas respecto

al adsorbato. La forma del escalon depende de la temperatura y de los detalles del sistema [53].
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Figura 2.19. Los seis tipos de isotermas de adsorcion (fisisorcion) segun la clasificacion de la
UIQPA [53].
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La mayoria de las isotermas de materiales mesoporosos con ciclo de histéresis pueden ser
agrupadas segun la clasificacion de la UIQPA, ilustradas en la Figura 2.20, las cuales se
describen como: Tipo H1 que es la que se asocia a una distribucion de poros muy angosto (poros
cilindricos abiertos y cerrados) o en aglomerados de particulas esféricas de tamafios y
distribuciones aproximadamente uniformes con sus ramas de adsorcion y desorcion paralelas
entre si. Al contrario, el tipo H2 es la mas comun, se caracteriza por un ciclo de histéresis ancho,
lo que se traduce en una curvatura pronunciada. Los tipos 3 y 4 se obtienen al trabajar con
aglomerados de poros de placas paralelas, presentan una curva a presiones altas, por lo que a
veces es dificultoso determinar la rama de desorcion. El tipo H4 tiene la distribucién de tamafio
en el rango de los microporos [53].

Cantidad Adsorbida ———g

Presion Relativa PIPO c—gp

Figura 2.20. Clasificacion de los distintos tipos de lazos de histéresis segun la clasificacion de
la UIQPA [53].
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2.7.- FArmacos

Se conoce como farmacologia a la ciencia que se encarga del estudio de los medicamentos, en
forma mas general, “estudia todas las facetas de la interaccion de sustancias quimicas con los
sistemas biologicos”; esta ultima definicion se refiere en forma especial, aunque no exclusiva, a
aquellas sustancias que son introducidas desde el exterior de dichos sistemas. Por tanto, se puede
considerar que la farmacologia comprende el conocimiento de la historia, fuente, propiedades
fisicas y quimicas, componentes, efectos bioquimicos y fisiol6gicos, mecanismos de accion,
absorcion, distribucion, biotransformacion, excrecion, usos terapéuticos y efectos adversos de tales
sustancias, a las cuales, en conjunto, se les conoce como farmacos o drogas. Asi, los farmacos
podrian definirse como cualquier agente quimico capaz de interactuar con un sistema bioldgico,
afectando el proceso de la vida [14]. Estos agentes quimicos serian entonces estudiados y utilizados
en tres contextos diferentes pero relacionados:

a) Estudio de mecanismos fisioldgicos
b) Uso en Medicina
c) Efectos bioldgicos de quimicos ambientales

La relacion que se tiene entre la dosis de una droga dada a un paciente y su utilidad en el tratamiento
de una enfermedad, son aspectos que se describen por las dos areas principales de la Farmacologia:
La Farmacocinética y la Farmacodinamica. La primera puede definirse como el enfoque
cuantitativo del comportamiento de los farmacos en el organismo, abarcando los mecanismos por
los cuales este dltimo influye en la concentracion de aquellos, sea introduciéndolos y
distribuyéndolos por el sistema (absorcion y distribucion), modificandolos (metabolismo,
biotransformacion) y/o desechandolos (excrecion); estos procesos farmacocinéticos son descritos
frecuentemente con el acronimo ADME (Absorcion, Distribucion, Metabolismo, Excrecion).
Expresando el concepto de una manera algo diferente, la farmacocinética puede considerarse como
la descripcion cuantitativa de una droga y de su concentracion en el organismo 0 en sus
compartimientos a lo largo del tiempo. La Farmacodinamica, en contraste, incluye el estudio de los
efectos bioquimicos y fisioldgicos de las drogas, asi como el de sus mecanismos de accion. Estudia

el efecto y mecanismo de accion de los farmacos sobre el organismo [15].
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2.7.1.- Clasificacion

Existe una gran variedad de farmacos y una clasificacion de acuerdo a su funcion y su mecanismo
de accion, dentro de la cual podemos encontrar: antiinflamatorios, hipndticos y sedantes,

antisépticos y desinfectantes, antiinfecciosos, solo por mencionar algunos [16].

Estos son algunos de los tipos de farmacos mas comunes y utilizados por la industria y en general,
el sector de salud publica, sin embargo, los farmacos de mayor importancia son estos ultimos, los
antiinfecciosos, en este tipo de farmacos estdn presentes los Antifingicos (contra hongos),
Antivirales (contra virus), Antiparasitarios (contra parasitos) y Antibidticos (contra bacterias),
los antibidticos son los de especial interés ya que, la mayoria de las enfermedades son ocasionadas

por la accion o presencia de bacterias en el cuerpo humano [15].

2.7.2.- Antibiéticos

Los antibidticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente comportamiento
farmacocinético y farmacodinamico, ejercen una accion especifica sobre alguna estructura o
funcién del microorganismo, tienen elevada potencia bioldgica actuando a bajas concentraciones,
y la toxicidad es selectiva con una minima toxicidad para las células de nuestro organismo. El
objetivo de la antibioticoterapia es controlar y disminuir el nimero de microorganismos viables,

colaborando con el sistema inmunoldgico en la eliminacion de los mismos.

Clasificacion de los antibidticos:
a) De acuerdo a la interaccion microorganismo-antibiotico:

Estos farmacos pueden dividirse en:
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* Bactericidas: Su accion es letal, llevando a la lisis bacteriana, tiene la capacidad de matar
bacterias, microorganismos unicelulares u otros organismos. Los bactericidas pueden venir en

forma de desinfectantes, antisépticos o antibidticos.

* Bacteriostaticos: A las concentraciones que alcanzan en el suero o tejidos impiden el desarrollo
y multiplicacion bacteriana, basicamente es aquel que no destruye o mata las bacterias, pero si

detiene su crecimiento, de tal manera que acaban muriendo sin reproducirse.

b) Segun el espectro de accion en:

+ Antibidticos de espectro amplio, como aquellos antibioticos que son activos sobre un amplio

numero de especies y géneros diferentes (aminoglucésidos y carbapenemes);

* Antibioticos de espectro reducido, antibidticos solo activos sobre un grupo reducido de especies

(penicilinas).

c) Segun el mecanismo de accion:

Es el mecanismo por el cual un antibiotico es capaz de inhibir el crecimiento o destruir una célula
bacteriana. En la Figura 2.21 se ilustra la divisién de los antibi6ticos segun su mecanismo de
accion, donde aparecen clasificados tales mecanismos de accién como: inhibidores de la formacién
de la pared celular, inhibidores de la membrana citoplasmatica, inhibidores de la duplicacién del
ADN, inhibidores de vias metabdlicas e inhibidores de la sintesis proteica, estos Gltimos a su vez
presentan una subdivision concerniente a la subunidad proteica que se inhibe en el proceso como
puede ser la subunidad 30s o 50s [25], del lado izquierdo de la figura se puede ver de manera
superficial como actla la inhibicion bacteriana en tres principales procesos de la reproduccion
bacteriana, en primer lugar la alteracion de ADN, seguida por la sintesis proteica y finalizando con

procesos metabolicos.
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Figura 2.21. Division de antibioticos segun su mecanismo de accion [25].

2.7.3.- Aminoglucésidos

Este grupo estd formado por gentamicina, tobramicina, amikacina, netilmicina, kanamicina,
estreptomicina y neomicina. Estos medicamentos se utilizan principalmente para el tratamiento de
la tuberculosis. A diferencia de la mayor parte de los inhibidores de la sintesis microbiana de
proteinas, que son bacteriostaticos, los aminoglucésidos son inhibidores bactericidas de la sintesis
proteica. Las mutaciones que modifican las proteinas del ribosoma bacteriano, que es el objetivo
de estos farmacos, confiere resistencia a su accién. Esta resistencia se debe casi siempre a la
adquisicion de plasmidos o genes codificadores de transposones para las enzimas que metabolizan
aminoclucdsidos o por alteraciones en el transporte del medicamento hacia el interior de la célula,
esto da como resultado la posibilidad de resistencia cruzada entre los miembros de esta clase [25].
En la Figura 2.22 es descrito el efecto que tienen los aminoglucésidos en la sintesis proteica en
donde: A, El aminoglucésido, que esta representado por circulos cerrados, se liga a la subunidad
ribosomica 30S e interfiere en el comienzo de la sintesis proteinica al fijar el complejo ribosémico
30S-50S al codon de comienzo (AUG) de mRNA.
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Figura 2.22. Efecto de los aminoglucoésidos en la sintesis proteica [25].

Cuando los complejos 30S-50S completan la traduccion del mRNA y su desprendimiento, se
acumulan los complejos de inicio anormales, llamados monosomas de estreptomicina, y bloguean
cualquier traduccion ulterior del mensaje. EI aminoglucésido que se liga a la subunidad 30S
también ocasiona lectura erronea de mRNA, lo cual origina el proceso B (Figura 2.22), terminacion
prematura de la traduccién, con separacién del complejo ribosémico de una proteina sintetizada en
forma incompleta o C (Figura 2.22), incorporacion de los amino&cidos incorrectos (sefialados por

la “X”) que culmina en la produccion de proteinas anormales o no funcionales [25].

2.7.4.- Amikacina

La amikacina es un antibiético aminoglucésido semisintético derivado de la kanamicina [47].
Bactericida, de rapida accion; inhibe la sintesis de polipéptidos bacterianos, probablemente al
provocar la separacion entre ribosomas y el RNA mensajero. La estructura molecular de la

amikacina es apreciable en la Figura 2.23, destacando la presencia en su mayoria de grupos amino
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(NH>-) y grupos hidroxilo (OH-) Es el Unico antibidtico resistente a 8 de las 9 aminoglucocidasas
producidas por bacterias gran negativas [24].
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Figura 2.23. llustracion de la estructura molecular de la amikacina.

2.7.4.1.- Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de la amikacina es dependiente del tipo de organismo al que se busca

afecta:

a) Bacterias gram-negativas: La amikacina es activa contra todos los entero bacterios tales como
E. Coli, Enterobacter, Klebsiella, Proteus, Serratia y Citrobacter. La Pseudomona aeruginos es
sensible como también lo son la Ps. Stulzeri y la Ps. Fluorescens, pero son generalmente resistentes
a la Ps. Maltophilia y la Ps. Cepasia. Este farmaco también es activo contra las Neisserias, los H.
influenza y la Pasteurella multacida. Algunas cepas de Acinetobacter y Alcaligenes son resistentes.
Los Flavobacterium spp. son siempre resistentes. Es inefectiva contra el Bacteroides fragilis, asi
como frente a la mayoria de las bacterias anaerobias gram negativas. La amikacina es activa contra
la mayoria de las bacterias gran negativas resistentes a otros aminoglucésidos tales como

gentamicina y tobramicina. Las bacterias resistentes al farmaco, lo son generalmente también,
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aungue no de manera invariable a otros aminoglucosidos. Es muy probable que tal resistencia
aumentara con el abuso de la misma, de modo que, se usa generalmente en infecciones por agentes

resistentes a otros antibioticos.

b) Bacterias gram-positivas: Los Staphylococcus, incluyendo a los resistentes a la penicilina y
meticilina, son sensibles, sin embargo, para estos bacterios, los isoxalos penicilina contintan siendo
de eleccion. Los Streptococcos pyogenes, Pneumniae y Fecalis son resistentes. Los anaerobios
gran positivos como el Clostridium y los Actinomyces son también resistentes. La Nocardia

asteroides es sensible. EI Mycobacterio tuberculoso es sensible también.

c) Singerismo: Este antibidtico posee sinergia con la carbenicilina y la ticarcilina contra la Ps.
Aeruginosa, retrasando la aparicion de resistencia. En combinacion con cefalotina actua
sinergisticamente contra las Klebsiella sp. Trimetoprim y amikacina se sinergizan contra la
Klebsiella pneumoniae, La Serratia marcescens y el E. Coli, pero no contra la Pseudomona

aeruginosa.

2.7.4.2.- Farmacocinética

La amikacina es hidrosoluble y se distribuye rapidamente en el liquido extracelular después de su
administracion parenteral. No se une a proteinas, no es metabolizada y se excreta por filtracion
glomerular, ya que es reabsorbida escasamente por el tibulo proximal. Su vida media en pacientes
con funcidn renal normal, es de aproximadamente dos horas, recuperandose el 95% del farmaco en
la orina durante las 24 horas siguientes después de su administracion. Atraviesa de manera débil la
barrera hematoencefalica, lo que hace necesario su uso intrafecal, en los casos requeridos. Es
concentrada de buena manera en los liquidos ascitico y sinovial, pero de manera contraria en las
secreciones bronquiales, tejido pulmonar, precardio y miocardio, puede atravesar con facilidad la

placenta, alcanzando al feto.

Este farmaco debe ser considerado como un antibidtico de reserva para infecciones causadas por

bacilos aerdbicos gram negativos, resistentes a otros aminoglucosidos. Deberia ser elegido al
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iniciar el tratamiento de sepsis presumiblemente producidas por bacilos gram negativos de origen
intrahospitalario, frecuentemente resistentes a la gentamicina. Ademas, ha demostrado ser de gran
utilidad en pacientes neutropénicos; las infecciones localizadas en tejido renal, responden mejor
que las de origen pulmonar. También se considera eficaz en el tratamiento de peritonitis, artritis
sépticas y heridas infectadas. En el caso de endocarditis y osteomielitis debe usarse en combinacién
con otros antibidticos. En infecciones secundarias a cirugia digestiva (anaerobios), es

recomendable combinarla con cloranfenicol, clindamicina o metronidazol [48].

2.7.4.3.- Administracion

Al igual que casi todos los aminoglucésidos, no se absorbe por via oral, sino que debe ser
administrada por via intramuscular o endovenosa. La dosis habitual para un adulto, teniendo este
un rifion sano, es de 15 mg/kg/dia, administrada cada 8 o 12 horas. Con dosis de 7.5 mg/kg cada
12 horas, cuando se es inyectada se obtiene una concentracion sérica de 20 a 25 microgramos/ml
y de 5 microgramos/ml inmediatamente antes de la siguiente dosis. Cuando es suministrada por via
endovenosa, se obtiene una concentracion maxima de 40 a 45 microgramos /ml 12 horas después
de ser inyectada. Puede disolverse en 100 ml de suero glucosado isotonico e infundirse en 30
minutos, es importante saber que no debe ser mezclado con otros antibiéticos ya que se inactiva,
como ejemplo, cuando se mezcla con penicilina forma enlaces quimicos de tipo amida, lo que

perjudica su eficacia.

C. Vairoy colaboradores realizaron un estudio sobre la carga de amikacina en portadoras de lipidos
nanoestructurados, en la Figura 2.24 se pueden contemplar micrografias de microscopia
electronica de transmision de tales nanoestructuras, destaca en la imagen del lado izquierdo la
micrografia en campo claro, la adherencia del farmaco en la superficie, mientras que en la imagen
situada en el lado derecho de la figura la micrografia de campo obscuro el tamafio mas definido de
la nanoestructura una vez se ha anclado la amikacina a la superficie; la investigacion se llevé a
cabo en diferentes formulaciones, mediante homogeneizacion a alta presién, y se analizd su
efectividad in vitro e in vivo encontrando que la encapsulacion no redujo la eficacia del farmaco,
también se observo una mejor eficacia en varias cepas de bacterias, especialmente en A. baumannii.

Finalmente, el estudio de eficacia in vivo reveld que podria administrarse con un intervalo de dosis
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de cada 24 h con una dosis 10 veces menor (6 mg / kg) para lograr el mismo efecto de la dosis
actual de tratamiento, esto puede representar una opcion prometedora para luchar contra las

infecciones pulmonares resistentes debidas a A. baumannii [51].

Figura 2.24. Micrografias obtenidas por Microscopio Electronico de Transmision (MET) de las

nanoestructuras portadoras de lipidos cargadas con amikacina (cota de medida: 430 nm) [51].

La propagacion de bacterias resistentes a los antibidticos (BRA) en el medio ambiente estd
aumentando debido al uso excesivo de antibiéticos en humanos, animales y plantas [64, 65], lo que
a su vez ha provocado una reduccién considerable en la eficacia de las terapias basadas en
antibidticos [66]. Entre muchos conductos ambientales que se sabe que propagan BRA, se ha
informado que las aguas residuales son un vehiculo importante. Un estudio inform6 que
aproximadamente del 50% al 90% de los antibiéticos administrados a humanos o animales son
eliminados a través de la orina y los excrementos [67, 68]. La rapida propagacion global de las
BRA ocasiona que el tratamiento de enfermedades graves con antibidticos se esté volviendo més
dificil o casi imposible. Continuamente se desarrollan nuevos antibiéticos de amplio espectro para
eliminar este tipo de bacterias resistentes, pero la aparicion de nuevas cepas dificulta su eficacia.
Por esta razon, la resistencia a los antibidticos de las bacterias ha sido clasificada por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), como una de las 10 principales amenazas mundiales
para la salud pablica que enfrenta la humanidad [69].
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En la Figura 2.25 se pueden apreciar las muertes por afio (mpa) atribuibles a la resistencia a los
antibidticos en comparacion con otras causas de muerte como lo son: tétanos con 60,000 mpa,
colera con 120,000 mpa, sarampién con 130,000 mpa, accidentes de trafico con 1,2 millones de
mpa, diarrea 1,4 millones de mpa, diabetes con 1,5 millones mpa, cancer con 8,2 millones mpa y

finalmente 700,000 mpa a causa de las BRA.

Tétanos Sarampion Diarrea Cancer
60.000 130.000 1,4m 8,.2m
Célera Acc. tréfico Diabetes BRA
120.000 1,2m 1,5m 700.000

Figura 2.25. Muertes por afio atribuidas a BRA en comparacion con otras causas de muerte [69].

De esta manera se estima que alrededor de 10 millones de personas podrian morir cada afio en 2050
si no se realiza un cambio radical de manera global contra la resistencia a los antibidticos [69],
superando asi la tasa de mortalidad de enfermedades como el cancer o la diabetes o incluso a estas
dos juntas, de ahi la importancia de idear estrategias nuevas que tengan un efecto directo que
favorezca la reduccidn de la tasa de mortalidad de las BRA, como lo puede ser creacion de nuevas

terapias o0 maneras por las cuales se suministran los farmacos, siendo este el objetivo principal de

este trabajo de investigacion.
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3.-DESARROLLO EXPERIMENTAL

En este capitulo se describen los materiales y reactivos utilizados en el proceso de sintesis, asi
como los medios de cultivo y el farmaco funcionalizado en la superficie del material, asimismo es
descrito del proceso de sintesis de los polvos de ferrita de niquel-cobre mediante el método de
sintesis Sol-gel, el cual, fue asistido por el proceso de liofilizacion, de igual manera, se detalla el
proceso de inmersion por el cual se realiza el anclaje del farmaco (Amikacina) en la superficie del
material, obteniendo asi los polvos de ferrita funcionalizados, al igual, se especifican los métodos

de caracterizacion realizados en el material obtenido.

3.1.- Materiales y Reactivos:

Los reactivos para la sintesis de ferrita de niquel-cobre y su caracterizacién fueron adquiridos de
la empresa Sigma-Aldrich: Nitrato de niquel hexahidratado Ni(NOz)2 98.5%, Nitrato de cobre
trihidratado Cu(NO3)2 99.10 %, Nitrato de hierro nonahidratado Fe(NO3)2 98%, Acido citrico
CeHg07 99.99%, Bromuro de Potasio (FTIR). Los medios de cultivo se adquirieron de BD: Agar
Mueller Hinton, Medio liquido Luria-Bertani. El antibi6tico amikacina se adquiri6 de la empresa
AMSA.

3.2.- Estrategia Experimental:

La estrategia experimental efectuada en este trabajo se describe de manera resumida a través del
diagrama ilustrado de la Figura 3.1, en donde inicialmente se exhiben los precursores empleados
para el inicio del proceso Sol-gel, los cuales forman la solucién acuosa que posteriormente sigue
una etapa de agitacion hasta la formacion de la solucion, de manera que esta pasa al proceso de

aspersion seguida del secado por liofilizacion, para finalizar el proceso de sintesis se llevo a cabo
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la calcinacion del producto liofilizado para asi obtener la ferrita de niquel-cobre solida,
prosiguiendo de esta manera con la etapa de caracterizacion del material, que en primera instancia
comprende la caracterizacion morfoldgica incorporada por la Microscopia Electronica de Barrido
y la Difraccion de Rayos-X, continua con la caracterizacion fisico-quimica integrando el analisis
de Potencial Z, Espectrometria Infrarroja por Transformada de Fourier, Andlisis de area superficial
especifica por el método de Brunauer, Emmett y Teller y por ultimo Magnetometria de Muestra
Vibrante; la estrategia experimental concluye con el anclaje del farmaco al material para
posteriormente llevar a cabo las pruebas microbioldgicas, consistiendo estas de las pruebas de

liberacion del farmaco y de la actividad microbiana.

‘ SIMTESIS MiCuFe 0, ‘

| NITRATO DE Fe }— NITRATODE H I—| NITEATO DECu

| ACILC CITRICY H SOLUCKON ACLEISA I

AGITACION

ASPLRSION

LIOFILIZACICH

CALCINACON

CARACTERIZACIOM MO RFQLOGICA ‘

‘ CARACTERIZACIGN FEICO-QUIMICA ‘

T B R

| POTFMCAL 7 || IR TF | | | WRMA |

‘ AMCLA_ - DEL FARMACG A MATERIAL |
I

| PRUZBAT MICROBIC_OGICAS |

LIBERACION DE FARMACO ‘ ‘ ACTIVIDAD MICROBIANA ‘

Figura 3.1. Diagrama de estrategia experimental llevada a cabo para la sintesis, caracterizacion,
funcionalizacién y pruebas microbiolédgicas de NiCuFe2Oa.
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3.3.- Sintesis de agregados nanoestructurados de Ferrita-Niquel-Cobre

Se sintetizaron agregados nanoestructurados de ferrita niquel-cobre mediante el proceso Sol-Gel,
para lo cual se utilizaron los precursores Ni(NOz3)2-6H20, Cu(NOz3),-3H.0, Fe(NO3). -9H20, agua
destilada y acido citrico.

Se pesaron las siguientes sales estequiométricamente: Ni(NO3z)2-6H20, Cu(NO3z)2-3H20,

Fe(NOz)2:9H20. En este caso los valores corresponden a:
Ni(NO3),-6H20: 0.31g
Cu(NO3)2-3H:0: 0.26g
Fe(NO3)3-9H.0: 1.7g

Para elaborar 0.5 g de producto, se diluyeron por separado las sales en tres vasos de precipitados
de 50 ml con 5 ml de agua destilada cada uno durante 10 minutos como se muestra en la Figura
3.2., posteriormente se mezclaron las tres soluciones en un mismo vaso de precipitados igualmente
de 50 ml durante aproximadamente 10 minutos y una velocidad de agitacién de 400 rpm, después

de 10 minutos se prosiguio con la adicién del &cido citrico en una proporcion 5:1.

A) C)

Figura 3.2. A) Solucion de Nitrato de Ni, B) Solucion Nitrato de Cu y C) Solucién Nitrato de Fe.

Una vez que se genera un color marron (Figura 3.3), se continu6 el mezclado durante 30 minutos

para diluir los precursores uniformemente a 25 °C aproximadamente.
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Figura 3.3. Mezcla de las soluciones de nitratos y acido citrico.

Una vez completo el tiempo de agitacion, el sistema de reaccion se llevo a un equipo de aspersion
LS-2 que depende de la velocidad de aspersién acorde a las revoluciones por minuto (rpm) de la
bomba peristéltica (Figura 3.4), donde a través de un flujo binario sistema de reaccién/aire con
una presién de 0.5 mbar, se dispersé la mezcla sobre nitrégeno liquido en agitacion en un vaso de

precipitados de 500 ml hasta que toda la solucion fue congelada.

BOMBA
PERISTALTICA

SOLUCION

Figura 3.4. Proceso de aspersion en frio de la solucion en N2 liquido.
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Una vez que todo el sistema de reaccién ha sido atomizado y congelado, se recupero el deposito
que se encuentra al fondo del vaso de precipitados en una caja de Petri como es mostrado en la
Figura 3.5, posteriormente la caja se coloca en el contenedor del liofilizador (LYO GT 2) y se

inicié con el proceso de secado por vacio.

TR
. ]

Figura 3.5. Muestra congelada puesta sobre caja Petri después de ser atomizada.

En la Figura 3.6 se ilustra el equipo de liofilizacion LYO GT2, donde se llevo a cabo el secado
por sublimacion/liofilizacion, el equipo consta de una camara de vacio donde coloca la muestra y
se realiza el proceso de sublimacion, se compone también en la parte inferior de un condensador
cuya funcién es enfriar la cdmara de vacio de manera que la muestra no se ve afectaba por un gran
cambio de temperaturas al ser colocada en la camara de vacio, dispone también de dos valvulas
principales, una ubicada en la parte inferior izquierda de la base del equipo, y otra en la parte
trasera, su funcion principal es la de permitir el paso de aire de manera que se estabiliza la presion
dentro de la cAmara a presién ambiente de alrededor de 1 atm una vez finalizado el secado. Dicho
proceso de liofilizacion se realiz6 a una presion 1.6 mbar (0.0015 atm) con una temperatura de
operacion de -20°C, la bomba de vacio utilizada para asistir el equipo fue una LVO modelo 100,
el proceso tuvo un tiempo de secado de 12 horas efectivas. Al finalizar la liofilizacion, la muestra
obtenida se trasladd de la caja de Petri y se colocd en un crisol para realizar el debido tratamiento

térmico.
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Céamara
De Vacio

Muestra /

Condensador

Figura 3.6. Liofilizador LYO GT2 secando muestra congelada después de la aspersion en frio.

En la etapa final del proceso de sintesis (Figura 3.7) se sometio el producto obtenido a tratamiento
térmico en mufla a 300°C 0 600°C durante un tiempo determinado (dependiendo de las condiciones
de cada muestra) con una rampa de calentamiento de 1°C por minuto para alcanzar dicha
temperatura, de esta manera se debe un producto solido final, el cual fue dispersado mediante un
mortero de agata hasta obtener un polvo el cual fue almacenado en un porta muestras eppendorf.

Figura 3.7. A) Calcinacion de la muestra en mufla, B) polvos obtenidos después de la

calcinacion.
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Las variables de calcinacion usadas para las muestras sintetizadas se basaron en las sintesis de
ferrita de niquel-cobre realizadas por Z. Kargar y colaboradores, y del mismo modo, la sintesis del
mismo material llevada a cabo por M.Maria Lumina y col., en estos trabajos se realizo la
calcinacion de las muestras a temperaturas de 300 y 600 °C en el caso de Z. Kargar el tiempo de
calcinacion fue de 2h [40], mientras que en el trabajo de M.Maria Lumina el tiempo fue de 24h
[46], obteniendo en ambos trabajos nanoparticulas de ferrita de niquel-cobre con estructura cubica
espinela de manera efectiva, y siendo que esta caracteristica es fundamental, concretamente en el
comportamiento superparamagnético, se opto por realizar las dos sintesis con las condiciones de
calcinacion de los trabajos anteriormente mencionados, ademas, las condiciones de calcinacion son
ideales para evitar una fuerte disminucion de las caracteristicas de adsorcion que ocurre al aumentar

la temperatura, debido a una pérdida de grupos OH [70].

Para el segundo parametro importante del proceso de sintesis, como lo es, la morfologia y tamafio
del agregado nanoestructurado obtenido, el principal factor que tiene repercusion directa con estas
propiedades, en el caso de la sintesis Sol-gel asistido por secado mediante liofilizacién, es la
velocidad con la cual se realiza la aspersion de la solucion obtenida de la mezcla de precursores
sobre el liquido criégenizante, por lo que las condiciones de sintesis para las muestras se plantearon
de la manera que se observa en la Tabla 3.1, en donde se contempla de manera més detallada las

variables de la sintesis.

Tabla 3.1. Condiciones de sintesis planteadas para las muestras sintetizadas.

Muestra T-°C Tiempo | Proporcion | Aspersion | T-°C
(Mezcla) | (Mezcla) | (CsHsO7) (LS-2) (Calcinacién)

NiCuFe,04-C600A60 80 3h 5:1 60 rpm | 600/24 h
NiCuFe,04-C300A80 25 30 min | 5:1 80 rpm | 300/2 h
NiCuFe,04-C600A100 | 25 30 min | 5:1 100 rpm | 600/2 h
NiCuFe,04-C600A150 | 25 30min | 3:1 150 rpm | 600/2 h
NiCuFe,04-C300A200 | 25 30 min | 5:1 200 rpm | 300/2 h
NiCuFe204-C600A200 | 25 30 min | 5:1 200 rpm | 600/2 h
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3.4.- Anclaje del farmaco (Amikacina) a los agregados de NiCuFe20a.

El anclaje de la amikacina en los agregados nanoparticulados de NiCuFe2O4 fue realizado mediante
impregnacion himeda o inmersidn, la cual consistid en la preparacion de la solucion de sulfato de
amikacina a 250 mg/ml, en amortiguador de fosfatos pH = 7.0 con el fin de no alcalinizar ni
acidificar la solucion y mantener estables los agregados. Una vez lista la solucién se procedio a
agregarla a 3 diferentes cantidades de los polvos de ferrita como se muestra en la Figura 3.8, en
donde se puede observar el procedimiento y las concentraciones finales de las suspensiones, siendo
estas de 10 mg/mL, 20 mg/mL y 40 mg/mL.

Soluciones de amk
en PBS con polvos
de ferrita de niquek
cobre a 3 diferentes

AME Solucidn
de amk
en PES

(.-

Figura 3.8. Proceso de impregnacion himeda a 3 diferentes concentraciones de los polvos de
ferrita de niquel-cobre sintetizados.

Después de afadir la solucion a los polvos de ferrita, comienza la interaccion de la superficie con
los sitios activos debido a la alta area superficial obtenida por el proceso de sintesis sol-gel, asi
como la porosidad que el material posee, el anclaje consiste en la interaccion entre los atomos de
hidrogeno de los grupos hidroxilo (OH-) en la superficie de la ferrita con los atomos de nitrégeno
de los grupos amino (NH-) de la amikacina presente en la solucion formando un enlace de
hidrogeno como se describe en la Figura 3.9, la solucion con los polvos se mantuvo durante un
periodo de 72 h, con el fin de favorecer este proceso de quimisorcion del farmaco en la superficie

de los agregados.
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Figura 3.9. Proceso de anclaje/quimisorcién del farmaco (amikacina) en la superficie de los
agregados nanoparticulados mediante formacidn de enlaces de hidrogeno entre los grupos OH-y
NH-.

Al finalizar el tiempo de interaccién de los polvos con la solucién, se coloc6 un iman de neodimio
en la base de la misma tal y como se muestra en la Figura 3.10, para asi precipitar los polvos y
lograr separarlos de la solucién para su posterior aplicacion y analisis tanto para los polvos como

para la solucién residual.
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Polvos cargados Solucion

Iinian con amikacina remanente

Figura 3.10. Proceso de separacion entre de los polvos de ferrita y la solucion de amikacina.
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3.5.- Caracterizacién

Microscopia electronica de barrido de emisién de campo (MEB-EC)

Las muestras fueron colocadas en un porta muestras cilindrico de Cu-Zn, con el fin de poder ser
observadas mediante el microscopio electrénico de barrido (JEOL JSM-7600F FEG-SEM) en el
modo de electrones secundarios. Los analisis de EDS hechos para las muestras, fueron realizados

con este mismo equipo.

Infrarrojo por transformada de Fourier (IR-TF)

La identificacion de los enlaces presentes, se efectué mediante espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier (IR, BRUKER TENSOR 27), en el modo de absorbancia, con un alcance
de medicion de 4000 a 400 cm™, una resolucion de 4 cm™, el tiempo de escaneo de la muestra fue
de 32 scans al igual que el tiempo de escaneo de background, la temperatura del anélisis se realizo
a 19 °C y la humedad registrada fue de 42% HR. Para el analisis, se fabricaron pastillas de los

polvos de la muestra, embebidos en una matriz de KBr.

Difraccién de rayos X (DRX).

Los patrones de difraccion se obtendrén con el sistema de difraccion de Rayos-X modelo D8
ADAVANCE DAVINCI, en el laboratorio de Rayos X del Instituto de Investigacién en Metalurgia
y Materiales con una longitud de onda fija de Cu Ka = 0.1541 nm, durante 0.6 segundos, el
intervalo de angulo de difraccion se inicio en 5 2theta y finalizo en 80 2theta.

Metodo BET (método ideado por Brunauer, Emmetty Teller)

La informacion de las isotermas de adsorcion/desorcién, asi como los datos del poro y el area
especifica de las muestras fueron realizadas mediante el equipo NOVA touch Analizador de
superficie y tamafio de poro, en el Instituto de Ciencias Fisico-matematicas de la UMSNH, La
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temperatura de desgasificacion se realizd a 80 °C en un periodo de 12 horas, el gas utilizado fue
No.

Andlisis de Potencial Z

La medida del potencial Z se realiz6 con un equipo 90Plus Zeta NanoBrook en la Facultad de
Ingenieria Quimica de la UMSNH, para los respectivos analisis se utilizd una solucion de polvos
de ferrita y una de amikacina ambas con agua desionizada previamente filtrada con un pH de 7 a
temperatura ambiente (25°C). Se coloco 1 ml de cada solucion en la celda para su respectiva

medicion.

Magnetometria de Muestra Vibrante (MMV)

Las curvas de momento magnético y campo aplicado (M-H) fueron obtenidas mediante el analisis
de los polvos de ferrita en un Magnetémetro de Muestra Vibrante VSM 9600 en el Centro de
Investigacion en Materiales Avanzados (CIMAV) con unas condiciones de temperatura similares

a la corporal de 35°C, y una intensidad de capo aplicado de 15 KOe.

Pruebas de Densidad Optica (D.O)

Las pruebas de densidad Optica se realizaron mediante un lector de microplacas multimodo modelo
Varioskan LUX. Diferentes concentraciones de los polvos de ferrita se incubaron con amikacina
[5 mg/ml] durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de la incubacion, la lectura de
absorbancia de amikacina fue realizada a 220 nm. (Prueba de t student y anova de una via, P<
0.05.)

La bacteria S. aureus fue incubada por 24 horas a 37 °C después de los tratamientos. La lectura de
absorbancia fue realizada a 530 nm. Las mismas condiciones se aplicaron a la bacteria E. Coli.

Como control se utiliz6 antibidtico Amikacina (AMK) [30 pg / ml].
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos por las técnicas de caracterizacion efectuadas que a continuacion se
presentan, fueron realizadas a seis diferentes muestras, primeramente, se llevo a cabo la
microscopia electronica de barrido , en donde se examino principalmente la morfologia del material
obtenido y el tamafio aproximado de las nanoparticulas por las cuales se conforma, seguidamente,
se realizo el andlisis EDS con el fin de advertir los elementos presentes en el material al igual que
su distribucion, posteriormente la Espectrometria Infrarroja por Transformada de Fourier
contribuyo a reconocer los enlaces y grupos funcionales presentes en las muestras, se exponen
también los resultados de la Difracrometria de Rayos-X, en donde se denota principalmente la fase
cristalina obtenida y de igual manera el tamafo cristalino promedio, para el andlisis de area
superficial especifica por el método de BET, siguiendo los resultados obtenidos de las muestras
previas y descritos mas a detalle a lo largo de este capitulo, principalmente la morfologia observada
en MEB de las muestras NiCuFe204-C300A200 y NiCuFe204-C600A200, se realiz6 dicho analisis
de area superficial tomando en cuenta que poseian agregados con morfologia esférica, el analisis
de superficie permitié conocer el area superficial especifica en m?/g de los productos obtenidos de
ambas muestras, siendo también que esta técnica proporciona datos referentes a la porosidad del
material, por ultimo, en cuanto a la caracterizacion de Magnetometria de Muestra Vibrante, se
considerd Unicamente la muestra NiCuFe204-C300A200, debido a que tanto la morfologia y
tamafio de los agregados fueron ideales para el anclaje del farmaco, asi como también el area
superficial especifica y la porosidad, siendo que, considerado lo anterior, los resultados de este
analisis de magnetometria indicaron las propiedades magnéticas del material, tales como: la
saturacion magnética (Ms), magnetizacion remanente (Mr), y la coercitividad (Hc). Del mismo
modo y debido a las caracteristicas antes mencionadas, la muestra NiCuFe2O4s-C300A200 fue
seleccionada para realizar el anclaje del farmaco (Amikacina) y posteriormente se llevaron a cabo
las pruebas bioldgicas de liberacién del farmaco y la efectividad del material funcionalizado contra

cepas de S. aureus y E. coli.
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4.1.- Caracterizacion por Microscopia Electronica De Barrido (MEB).

4.1.1.- MEB de NiCuFe204 de muestra calcinada a 600°C/24 con velocidad de aspersion de 60
rpm y muestra calcinada a 300°C/2h con velocidad de aspersion de 80 rpm.

En la Figura 4.1 se pueden apreciar las micrografias de las muestras NiCuFe>04-C600A60 (a, b)
y NiCuFe204-C300A80 (c, d), En las micrografias de la Figura 4.1 a) y c), las cuales se encuentran
a 10 000 aumentos, en ambas sintesis se muestra la presencia de agregados amorfos compuestos
por nanoparticulas, asi como también puede ser levemente apreciable la porosidad en los mismos,
las nanoparticulas de las cuales estd constituido el agregado se encuentran distribuidas de una
manera considerablemente uniforme al igual que la porosidad, por otra parte, en las Figuras 4.1 b)
y d) con 100 000 y 200 000 aumentos respectivamente, se logran apreciar con mejor definicién los
constituyentes nanoparticulados, al igual que los limites por los cuales se separan estas
nanoparticulas que se relacionan directamente con a los poros presentes, el tamafio en cuanto al
didmetro de particula que se advierte acorde a la cota de medicion de la micrografia es de alrededor
de 33 nm aproximadamente, y en cuanto a la porosidad la medicién indica que se tiene un valor
cercano a los 19 nm en la estructura de los agregados de ambas muestras, pudiendo destacar que
en este caso se obtuvo una mesoporosidad dada la definicion de la misma (2-50 nm). Las muestras
fueron calcinadas a temperaturas y tiempos diferentes, siendo estas variables de 600°C durante 24
h para la muestra NiCuFe204-C600A60 y de 300°C por 2 h para la muestra NiCuFe204-C300A80,
variables acordes a las sintesis reportadas por Z. Kargar y M. Maria Lumina, respectivamente [40,
46], a pesar de que este cambio de variables relativamente diferentes, en las micrografias no se
observa una diferencia significativa en cuanto a tamafio de particula, poros, agregados; y la
distribucion de dichas caracteristicas, por tanto el cambio de estas variables se considero para las
sintesis posteriores teniendo en cuenta la muestra NiCuFe204-C300A80. Ademas las condiciones
de sintesis de mezclado y revoluciones por minuto (rpm) de la aspersion en frio variaron
ligeramente, para la muestra NiCuFe204-C600A60, tales condiciones fueron de 80°C por 3 h con
una aspersion de 60 rpm y de 25°C (Temperatura ambiente) durante 30 minutos y 80 rpm para la
muestra NiCuFe204-C300A80, dichos cambios en la sintesis tampoco muestran gran diferencia en
las estructuras mostradas en las micrografias respectivas de cada muestra, de la misma forma en la

que los cambios entre distribucion y tamarfio tanto de particula como de poro son indistinguibles.
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Figura 4.1. Micrografias obtenidas con MEB de muestra NiCuFe204-C600A60 (a, b) y muestra
NiCuFe204-C300A80 (c, d).

En la Figura 4.1.1, se ilustra la micrografia MEB de la ferrita de nique-cobre obtenida por B.
Gayathri Manju y P. Raji [45], en donde se aprecia otra caracteristica importante que se puede
comparar con mas detalle con las micrografias previamente mostradas en la Figura 4.1 b) y d)
correspondientes a las muestras NiCuFe204-C600A60 y NiCuFe.04-C300A80, tratdndose esta de
una cantidad significativa de aglomeracion de particulas en estas micrografias, esto puede deberse
a que, durante el proceso de calentamiento, la alta energia conduce a que suceda la aglomeracién
de las nanoparticulas de ferrita. También se observan vacios y poros en la superficie de las
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particulas, lo que puede dilucidarse en términos de la evolucion de una gran cantidad de producto
gaseoso desde la superficie de la ferrita durante el proceso de combustion [45].

Figura 4.1.1. Micrografias obtenidas con MEB de ferrita de nique-cobre obtenida por B.

Gayathri Manju y P. Raji [45].

4.1.2.- MEB de NiCuFe204 de muestra calcinada a 600°C/2h con velocidad de aspersion de
100 rpm y muestra calcinada a 600°C/2h con velocidad de aspersion de 150 rpm.

Las micrografias mostradas en la Figura 4.2, que son correspondientes a las muestra NiCuFe2O4-
C600A100 (a, b) y muestra NiCuFe.04-C600A150 (c, d), al igual que en el caso de sintesis
anteriores, puede observarse agregados de nanoparticulas presentes en Figura 4.2 a) y ¢) con sus
respectivos 10 000 y 50 000 aumentos que, aunque siguen presentando una geometria amorfa,
también es apreciable una mayor uniformidad en la distribucion y morfologia de dichos agregados,
al igual que las muestras previstas en las micrografias anteriores, es posible distinguir porosidad
en las estructuras de estos materiales. Las condiciones de sinterizado variaron con respecto a las
sintesis anteriores (NiCuFe204-C600A60 y NiCuFe204-C300A80), pero tomando como referencia
la segunda sintesis debido a que al haber obtenido resultados similares, se optd por mantener

condiciones mas eficientes en cuanto a tiempo de calcinacion, por lo que la calcinacién en este
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caso se realiz6 a 600°C durante 2 h para ambas muestras, en el caso de las micrografias de Figura
4.2 b) y d) a 100 000 aumentos en ambos casos, mostrando la presencia de nanoparticulas méas
pequefas que en las muestras NiCuFe204-C600A60 y NiCuFe204-C300A80, estando en este caso
en un intervalo de entre 17 y 34 nm para las ambas muestras como promedio, pero siendo la muestra
NiCuFe204-C600A150 la que denota un tamafio de particula mas pequefio 20-28 nm a diferencia
de la muestra NiCuFe.04-C600A150 donde este intervalo se encuentra entre 20 a 34 nm, ocurre de
manera similar en ambas muestras con el didmetro obtenido respecto a su mesoporosidad con un
valor de 17 nm aproximadamente. Esta reduccion de tamafio se asocia a el cambio de variables de
la sintesis, mas concretamente con la velocidad de aspersion, ya que, en ambas muestras se
mantienen las mismas condiciones de mezclado (25°C durante 30 minutos) y calcinacion, sin
embargo, las rpm de la aspersion en este caso fueron aumentadas, de 100 rpm para la sintesis de la
muestra NiCuFe204-C600A100 y de 150 rpm para la muestra NiCuFe204-C600A150, dado que se
cambi0 este Unico parametro en las sintesis, se puede relacionar directamente con los cambios ya

mencionados observados en las micrografias de cada muestra.

NiCuFez0,-C600A100 % JWFE = o NiCuFe0+-C600A100

-

Temp. de calcin;ci()n 600°C/2h Temp. de calcinacién 600°C/2h

_1pm

Velocidad de Aspersiéon 100 rpm Velocidad de Aspersion 100 rpm
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Figura 4.2. Micrografias obtenidas con MEB de muestra NiCuFe204-C600A100 (a, b) y muestra
NiCuFe204-C600A150(c, d).

Al igual que en las muestras anteriores (NiCuFe20s-C600A100 y NiCuFe204-C600A150), se
observa una aglomeracion de nanoparticulas en la superficie de los agregados observados en las
micrografias de la Figura 4.2, al igual que en el caso anterior, esto puede deberse al proceso de
calentamiento y a la alta energia que repercute en la aglomeracion de las nanoparticulas de ferrita,
sin embargo, como se ilustra de manera similar en la Figura 4.2.1, en donde se logra apreciar
también con MEB la ferrita de niquel-cobre obtenida por M.Maria Lumina Sonia y col. [46], en
este caso se le atribuy6 esta cohesion de particulas a la atraccién magnética que existe entre ellas,

por lo que podemos determinar que la cohesion se debe a una combinacidn de estos dos fenémenos.

Figura 4.2.1. MEB de ferrita de niquel-cobre obtenida por M.Maria Lumina Sonia y col [46].
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4.1.3.- MEB de NiCuFe204 de muestra calcinada a 300°C/2h con velocidad de aspersion de
200 rpm y muestra calcinada a 600°C/2h con velocidad de aspersion de 200 rpm.

Puede apreciarse en la Figura 4.3 las micrografias capturadas de la sintesis de la muestra
NiCuFe204-C300A200 (a y b) y la sintesis de la muestra NiCuFe20s-C600A200 (c y d), tales
sintesis se realizaron tomando en cuenta las condiciones de las muestras previas NiCuFe2Os-
C300A80 y NiCuFe»04-C600A150, se tomo en cuenta la temperatura y tiempo de calcinacion de
300°C y 600°C respectivamente durante 2 h, por otra parte también la muestra NiCuFe;Os-
C600A150 se considero la reduccion de tamafio en las nanoparticulas y los agregados, asi como la
morfologia méas uniforme obtenida debido al aumento en la velocidad con la que se realizaba la
aspersion en frio, puesto que, como se observé en las micrografias de las figuras 4.2 ¢) y d) con el
aumento de dicho parametro se redujo el tamafio de particula, como también del agregado que
conforman, aunado a esto, también destaca la distribucion uniforme que presentan los agregados
nanoparticulados, en este caso la velocidad se aumentd a 200 rpm para la aspersion de las muestras
NiCuFe>04-C300A200 y NiCuFe>04-C600A200. Debido a esto también se observa que en las
micrografias que constan de 50,000 aumentos para la figura 4.3 a) y b), al igual que para las figuras
c) y d); destacan de igual manera, agregados con una particular geometria esférica aproximada
(esferoide) con una notable mejora morfoldgica mayormente definida para la muestra NiCuFe2O4-
C300A200, por otra parte la distribucion que presentan entre si es uniforme y no aparentan estar
altamente aglomerados, la cota de medida en las micrografias a) y b) indica un tamafio promedio
de los cuerpos esferoides presentes, siendo esta de 100 nm, pudiendo intuir un tamafo de agregado
en el mismo intervalo. De manera distinta, las micrografias de la muestra NiCuFe20s-C600A200
denotan un mayor tamafio en los agregados, asi como también un aumento de tamafio, pese a que
las condiciones de velocidad de aspersion fueron iguales a la muestra NiCuFe204-C300A200, no
lo fue la temperatura de calcinacidn, siendo esta mayor, por lo que se atribuye este aumento de
tamafo de los agregados a este parametro, debido a que el aumento de temperatura favorece la
difusion de las particulas lo que repercute al crecimiento de los agregados. Esta inspeccion de las
micrografias en la muestra NiCuFe204-C300A200 concuerdan con el cambio de pardmetros de las
sintesis que le anteceden, de manera que, se puede denotar que con el aumento de revoluciones por
minuto inducidas al sistema de aspersion en frio se logra mejorar las variables de tamafio,

morfologia y distribucion de las particulas que conforman el agregado asi como el mismo,
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Adicionalmente en la micrografia b) se aprecian agregados de centro cdéncavo rondando los 100

nm de didmetro, en vista que se trata de una particula bimetalica, tal efecto puede deberse a la

diferencia de potenciales de reduccion que presentan los elementos de este tipo de materiales.

NiCuFe204-C300A200 ™

“ .
S

Temp. de calcinacién 300°C/2h
Velocidad de Aspersion 200 rpm

Temp. de calcinaciéon 600°C/2h
Velocidad de Aspersiéon 200 rpm

NiCuFe204+-C300A200

Q-

i.

Temp. de calcinacién 300°C/2h
Velocidad de Aspersion 200 rpm

NiCuFe20+-C600A200
o % .; »

Temp. de calcinacién 600°C/2h l
Velocidad de Aspersién 200 rpm

Figura 4.3. Micrografias obtenidas con MEB de muestra NiCuFe204-C300A200 (a, b) y muestra

NiCuFe;04-C600A200 (c, d).

En un estudio publicado por Govindan Nadar Rajivgandhi y col. [71], en el cual, sintetizaron

nanoparticulas de ferrita de niquel dopadas con cobre mediante el método Sol-gel, expuestas en la
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micrografia de la Figura 4.3.1., se logra contemplar nanoparticulas, que acordes a la cota de
medida (0.2 p), tienen un tamafio en un intervalo de 100 a 200 nm, al igual que en la muestra
NiCuFe204-C600A200, no obstante, los agregados de la muestra NiCuFe.O4-C300A200, se
muestran mucho més uniformes, tanto en tamafio como en distribucion, esto por consecuencia
conlleva a una mejora en la actividad antibacterial, debido a que la disminucion de tamafio permite
penetrar facilmente y dafiar las membranas celulares de algunos microorganismos con relativa
facilidad [71].

Figura 4.3.1. MEB de ferrita de niquel dopada con cobre obtenida por Govindan Nadar
Rajivgandhi y col. por método Sol-gel [71].

4.2.- Espectrometria de Dispersion de Energia de Rayos-X (EDS).

La espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDS) arrojo resultados sustancialmente
equivalentes para las muestras sintetizadas NiCuFe,04-C600A60, NiCuFe204-C300A80,
NiCuFe>04-C600A100 y NiCuFe204-C600A150, por tal motivo solo se presentan los EDS de las
muestras NiCuFe204-C300A80 y  NiCuFe204-C600A150 calcinadas a 300 y 600 °C,
respectivamente (Figura 4.4), las bandas indican la presencia de los elementos presentes en las
muestras mediante andlisis cualitativo y mapeo a 1500X de las mismas. Sefialando asi en el
espectro (Figura 4.4 a)) la presencia de los elementos niquel (azul claro), cobre (morado), hierro
(azul obscuro) y oxigeno (verde). En la Figura 4 b) se precisa el mapeo quimico refiriendo una

distribucion uniforme de los elementos mencionados anteriormente presentes en la muestra,
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coincidiendo de tal forma que es congruente con el espectro arrojado por el andlisis EDS. La
relevancia de esta técnica radico en la demostracion de los elementos presentes, y por otra, parte la
ausencia de elementos contaminantes participantes. En vista que los resultados de las cuatro
muestras fueron semejantes y la muestra NiCuFe204-C300A200 asimila las mismas condiciones
de sintesis que la muestra 2 exceptuando el aumento de rpm de la aspersion, no se considerd

relevante realizar el mismo analisis para las muestras NiCuFe20s-C300A200 y NiCuFe;O4-
C600A200.

— T t
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Energia (KeV) MAG:1500x HV: 15KV WO: 151 mm

Figura 4.4. a) Espectros EDS de las muestras sintetizadas (muestra NiCuFe204-C300A80 y
muestra NiCuFe204-C600A150), y b) Mapeo quimico, niquel (verde), cobre (azul obscuro),
hierro (rojo) y oxigeno (azul claro), correspondiente a la Muestra NiCuFe204-C300A80.

4.3.- Espectrometria Infrarroja por Transformada de Fourier (IR-TF).

Los espectros de infrarrojo por transformada de Fourier realizados para las muestras de NiCuFe2O4
fueron preparadas en pastillas con KBr y tomadas partiendo de 400 a 4000 cm™ con el fin de
determinar los enlaces presentes en las muestras, los cuales son mostrados en la Figura 4.5
NiCuFe20s-C600A60 (a), NiCuFe20s-C300A80 (b), NiCuFe204-C600A100 (c) y NiCuFez0s-
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C600A150 (d). La banda presente entre 3400 y 3500 cm™ corresponde a estiramientos
vibracionales caracteristicos de grupos (—OH) [54]. En cuanto a las sefiales en la banda mas alta,
estad asociada con las vibraciones de estiramiento intrinsecas de los atomos de oxigeno y metal del
sitio tetraédrico (Mietrasdrico-O), Se observa a 569,92 cm™, y la banda mas baja corresponde a las
vibraciones de estiramiento del metal en el sitio octaédrico (Moctasdrico-O), Se observa alrededor de
470-490 cm™ [55, 56]. Bandas que son caracteristicas de ferrita de espinela inversa y las posiciones
maximas de estas bandas de vibracion a 600-400 cm™, confirma la formacion de ferrita de niquel-
cobre nanocristalina [57]. Por otro lado, la banda cercana a 1400 cm™ esta dada por la vibracion

antisimétrica del grupo (-NO) que surge del nitrato presente como residuo en la muestra.

En referencia a las bandas situadas entre 1000 y 1300 cm™, estas estan atribuidas al grupo carboxilo
(C=0), que se puede deber a CO, atmosférico absorbido. De forma similar, la banda presente a
1630 cm, se presenta por la posible adsorcion de agua, es decir, humedad. Mientras que en las
bandas cercanas a 2300 cm™ se asocia también a complejos metal ion-oxigeno de los sitios
tetraédricos (Mietraearico-O), asimismo, las vibraciones cercanas a 3000 cm™, son atribuidas al
estiramiento del metal en los sitios octaedricos (Moctaedrico-O) [46]. El analisis de FT-IR tiene
coherencia con las bandas arrojadas por la espectrometria de dispersion de energia de Rayos-X
(EDS) y con DRX, ya que los enlaces entre los elementos presentes que conforman los grupos
funcionales coinciden con las bandas indicadas y puede ser indicativo de la fase cristalina que
dispone el material. Adicionalmente, mostrado en la Figura 4.5 (€) se encuentran dos espectros de
IR reportados por Anjali Nihore y col. [49], en donde se realiza una comparacién entre el espectro
obtenido de una ferrita de niquel puray el espectro arrojado por ferrita de niquel dopada con cobre,
se puede observar que las bandas correspondientes a la ferrita de niquel-cobre son similares a las
obtenidas en este trabajo, resaltando los grupos correspondientes a las vibraciones de estiramiento
del metal en los sitios tetraédrico (Mretrasarico-O) Y octaédrico (Moctaedrico-O), Cabe mencionar
también que en los espectros obtenidos por Anjali Nihore y col. logra apreciarse una diferencia en
el porcentaje de transmitancia entre NiFe;Os y NiCuFe2Os, esto puede deberse a que se ha
observado una tendencia presente de ferritas que indican la ocupacion de iones Cu2+ en sitios
octaédricos y tetraédricos, en donde a medida que los iones Fe3+ (0,64 A) se reemplazan con iones
Cu2+ de radio idnico, 0,73 A, se produce un acortamiento de la longitud del enlace Fe3+-02- [72].
Por lo tanto, el cambio observado en los datos de absorcion y por lo tanto en el porcentaje de
transmitancia, se atribuye al cambio pronunciado en la longitud del enlace Fe3+ - O2- por la adicion
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de iones Cu2+, esta diferencia se aprecia también de manera sutil entre las muestras NiCuFe>Os-
C600A60, NiCuFe204-C300A80, NiCuFe.04-C600A100, aunque es mas notable en la muestra
NiCuFe204-C600A150.
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Figura 4.5. Espectros de infrarrojo por transformada de Fourier de las muestras a) NiCuFe204-
C600A60, b) NiCuFe204-C300A80, c) NiCuFe204-C600A100, d) NiCuFe204-C600A150y e)
reportadas por Anjali Nihore y col [49].
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4.4.- Difracrometria de Rayos-X (DRX).

Los patrones de difraccion de la Figura 4.6 procedentes de las muestras NiCuFe,O4-C600A60,
NiCuFe204-C300A80, NiCuFe,04-C600A100 y NiCuFe>04-C600A150, confirmaron la
formacion de estructura de espinela cibica monofasica y coincidencias para ferritas de Ni'y Cu con
tarjetas ICDD (86-2287) y (34-0425), los patrones se compararon con los reportados por Z. Kargar
y col [40]. donde sintetizaron nanoparticulas de NiCuFe>O4 con diferentes concentraciones, sin una
aparente diferencia entre los picos observados en los patrones, reparando una coincidencia entre
estas muestras obtenidas por Z. Kargar y las sintetizadas en el presente trabajo. Es posible también
distinguir que los cuatro patrones de difraccion no difieren mucho en el angulo posicionado ni en
la intensidad de los mismos, la fase cristalina caracteristica de este material se denota dados los
picos de difraccion con los planos asociados: (111), (220), (311), (222), (400), (422), (511), y (440)
[45]. Al no apuntar un desplazamiento notable en ninguna de las cuatro difracrometrias se puede
asumir que no se presenta un elemento externo que contribuya a una contaminacion del material,
ademas, esto indica que casi todos los &tomos de Cu se han colocado en las redes cubicas [46], por
lo que, a consecuencia, esta afirmacién es equiparable con los resultados de las mismas muestras
obtenidas por las bandas asociadas a los sitios tetraédricos y octaédricos de la espectroscopia
infrarroja. El tamafio del cristal fue calculado con la ayuda del ancho completo a la mitad del
méaximo (FWHM) del pico con mayor definicion e intensidad concerniente al plano (311) y al

angulo (260) 35.84 de las muestras, recurriendo a la ecuacion de Debye-Scherrer [46].

R ﬂj:sﬂ
Donde D es el tamafio medio de cristalito de NiCuFe204, K = 0,9 es la constante adimensional de
Scherrer (adimensional factor de forma de las particulas), B es FWHM en radianes observado para
las muestras NiCuFe;O4, proporcionado mediante el software Origin 8, constatando un valor de
0.515 grados, este valor para efectos practicos del uso de la ecuacién de Debye-Scherrer fue
transformado en radianes obteniendo un valor de 0.0089 radianes, la longitud de onda de radiacion
(£ ) usada fue la referida al elemento Cu (1.5046A) y 0 es el angulo de Bragg dividido entre dos,
en cuyo caso fue el mismo de 35.84 resultando en 17.92 6. Al sustituir los valores antes
mencionados en la ecuacion Debye-Scherrer, se extrajo el producto dando un resultado un diametro
de particula de alrededor de 17 a 19 nm.
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Figura 4.6. Patrones de difraccion de las muestras a) NiCuFe204-C600A60, b) NiCuFe204-
C300A80, c) NiCuFe204-C600A100, d) NiCuFe204-C600A150 y e) reportadas por Z. Kargar y
col [40].
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4.5.- Area Superficial Especifica por Método Brunauer, Emmett y Teller (BET).

Las isotermas de adsorcion y desorcion de la muestra NiCuFe204-C300A200 y muestra
NiCuFe204-C600A200 correspondientes a Figura 4.7 y Figura 4.8 respectivamente, fueron
realizadas mediante un equipo de analisis de superficie BET, dicho analisis denoto las
caracteristicas superficiales del material obtenido a diferentes temperaturas de calcinacion, siendo

estas de 300 y 600°C para cada muestra respectivamente.

En la Figura 4.7 (NiCuFe204-C300A200), es apreciable una isotermas del tipo IV acorde a la
clasificacion de la Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada (UIQPA), la cual indica una
interaccion fuerte entre el adsorbato (N2 gaseoso) y el adsorbente (polvos de NiCuFe20a), asi como
la presencia de mesoporosidad, lo cual es coherente con el area superficial obtenida, la cual en este
caso fue de alrededor de 209 m?/g y el tamafio de poro de aproximadamente 2 nm, el ciclo de
histéresis observado es del tipo H2 para esta muestra, cuya caracteristica es de un ciclo ancho,
siendo congruente con el alta area superficial obtenida y por consecuencia interacciones mas
fuertes [52].

Por otro lado, se puede advertir una isotermatipo V en la Figura 4.8 (NiCuFe2,04-C600A200), este
tipo de isoterma indica una interaccion débil entre adsorbato (N2 gaseoso) y adsorbente (polvos de
NiCuFe204) [52], este dato esta directamente relacionado con el area superficial especifica ya que
para esta muestra se obtuvo de 35 m?/g, en cambio el ciclo de histéresis que sefiala la isoterma es
del tipo H1, lo que refleja la obtencién de poros cilindricos tanto abiertos como cerrados, asi como

una distribucion angosta y uniforme entre los mismos con didmetros de alrededor de 6 nm.

La comparacion de las isotermas de adsorcion/desorcién de las muestras NiCuFe204-C300A200 y
NiCuFe204-C600A200, referentes a la clasificacion de la UIQPA, se muestras en la Figura 4.7.1
y Figura 4.8.1 respectivamente, siendo la primera la isoterma de adsorcion/desorcion de tipo 4 con
un ciclo de histéresis tipo H2, y la segunda isoterma de adsorcion/desorcion de tipo 5 con un ciclo
de histéresis tipo H1 [53].
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de muestra NiCuFe204-C300A200 calcinada de muestra NiCuFe204-C600A200 calcinada
a 300 °C. a 600 °C.
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Figura 4.7.1. Isoterma de Figura 4.8.1. Isoterma de
adsorcion/desorcion tipo 4 y ciclo de adsorcion/desorcion tipo 5y ciclo de
histéresis tipo H2 acorde a la clasificacion de histéresis tipo H1 acorde a la clasificacion de
la UIQPA [53]. la UIQPA [53].
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4.6.- Magnetometria de Muestra Vibrante (MMV).

El comportamiento magnético de la ferrita de niquel-cobre sintetizada (NiCuFe204-C300A200)
obtenido por el anélisis de magnetometria de muestra vibrante, el cual fue estudiado a un campo
aplicado maximo de 15 KOe. El ciclo de histéresis arrojado es mostrado en la Figura 4.9, en donde
el eje “x” indica el campo aplicado (KOe) y el eje “y” el momento magnético (emu/g), el ciclo de
histéresis revela caracteristicas de un material magnético blando a 35°C. La saturacion magnética
(Ms) de la ferrita sintetizada obtenido fue de 31.72 emu/g mientras que la magnetizacién remanente
(Mr) fue de 5.8 emu/g, estos valores junto con la baja coercitividad (Hc) obtenida de 137.8 Oe

indican un comportamiento superparamagnético de la muestra sintetizada.

Las curvas M-H muestran un alto valor en la saturacion magnética, esto puede deberse a los
cambios entre interacciones entre los sitios tetraédricos y los sitios octaédricos, un incremento en
la naturaleza cristalina y una estrecha distribucion de tamafio de particula [50], datos que son
coherentes con las micrografias de la Figura 4.3 (a y (b, donde se observaba esta estrecha
distribucion de particulas y el andlisis de difracrometria de Rayos-X, donde también se obtuvo que
las condiciones de sintesis realizadas para todas las muestras indicaban una alta cristalinidad debido
a la alta definicion los picos mostrados, dichos patrones de difraccion respectivos igualmente para
todas las muestras obtenidas, a pesar de las variables de sintesis, asi como el tamafio de cristal

promedio de 17 nm concerniente a una curva indicativa de superparamagnetismo.

Por otro lado, la introduccion de iones de Ni?* en el sitio tetraédrico fuerza a los iones de Fe* a
migrar del sitio tetraédrico al sitio octaédrico, incrementando asi la concentracion de estos iones lo
cual conlleva a aumentar los momentos magnéeticos en las subredes del sitio octaédrico [50]. El
bajo valor de permeabilidad magnética se debe a que en particulas superparamagnéticas las
fluctuaciones térmicas son los suficientemente fuertes como para desmagnetizar espontaneamente
un ensamblaje previamente saturado, por lo tanto, también se tiene una baja o nula coercitividad
[43].
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Ciclo M-H (NiCuFe204-C300A200)
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Figura 4.9. Curva de ciclo M-H de la ferrita de niquel-cobre sintetizada (NiCuFe20s-
C300A200).

4.7.- Interaccion de Nanoparticulas de NiCuFe204 con farmaco (Amikacina).

4.7.1 Andlisis de Potencial Z en las nanoparticulas de NiCuFe204 y la amikacina.

Para determinar el proceso de funcionalizacién se realiz6 un proceso de determinacion del
potencial Z de la superficie de las nanoparticulas de NiCuFe2QO4, (muestra NiCuFe204-C300A200),
para determinar si efectivamente en un pH fisioldégico se podrian encontrar las cargas
correspondientes a los grupos hidroxido necesarios para que se pueda realizar la interaccion con la
molécula de amikacina, situacion que se corroboro al encontrarse un valor de carga de -43.71 mV

(Figura 4.10), valores que corresponden con materiales similares [58,59].
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Figura 4.10. Analisis de Potencial Z a un pH de 7 de las nanoparticulas de NiCuFe204

sintetizadas por la via sol-gel acoplada a secado por liofilizacién.

Por otro lado, para corroborar que del mismo modo la amikacina conserva las cargas necesarias en
la superficie al disolverse en el medio de funcionalizacion, se analizé la carga superficial de la
molécula a través de un sistema operativo denominado Chimera (Figura 4.11), donde se encontrd
una carga prioritariamente positiva, mostrandose en color azul este efecto y en rojo las cargas
negativas, debido a los atomos de nitrégeno que la componen, anélisis que concuerda con trabajos
de otros autores donde se ha reportado esta carga positiva en la molécula [60, 61, 62], situacién
gue como se mencion6 desde la metodologia, es necesario para que exista la interaccion de esta

molécula sobre la superficie del material cargado con grupos OH.
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Figura 4.11. Analisis digital de carga de superficie de la molécula de amikacina, a) estructura

molécula (azul: &tomos de nitrégeno, rojo: &tomos de oxigeno, blanco: atomos de hidrégeno y

café: atomos de carbono), b) analisis de la carga superficial de la molécula de amikacina (azul:
carga positiva, rojo: carga negativa y blanco: regiones neutras).

74



4.7.2.- Efecto de la interaccion entre material y farmaco.

En la Figura 4.12 se puede observar de forma indirecta el comportamiento de la amikacina al
interactuar con las nanoparticulas, siendo asi que se encontr6 una disminucién en la concentracion
de la solucién inicial de amikacina donde al colocarse las nanoparticulas y debido a la absorcion
del antibiotico en su superficie, se provoca la disminucion en la sefial de la amikacina (220 nm) al

retirar las nanoparticulas, debido a que estas se han adsorbido en la superficie del material.

Realizando los célculos pertinentes, se encontrd una medicion de absorbancia de 5.89 para la
solucion inicial de la suspensién de amikacina que corresponde a una concentracion de 5 mg/mL
que posterior a la interaccion con 10 mg de nanoparticulas de NiCuFe;Os y su separacion,
disminuyo en 0.9006 unidades de absorbancia, que corresponde con un total de 0.760 miligramos
de amikacina que se adsorbieron en la superficie del material.

Ademas, se determind que no existe una diferencia estadisticamente significativa con respecto a la
densidad Optica observada de los medios de funcionalizacién donde se colocaron 20 y 40 mg de
nanoparticulas, esto debido a la alta concentracion del material en el liquido en conjunto con los
fendmenos magnéticos ocasionaron una aglomeracién parcial de las nanoparticulas y por lo tanto

disminuyen el area superficial para que la amikacina interactde.

A partir de esa diferencia de 0.9006 en densidad dptica y su correlacién directa con la concentracion
del antibiotico, se ha determinado que la cantidad de amikacina que se ha absorbido en los 10
miligramos de nanoparticulas de NiCuFe2O4es de 0.760 mg, o lo mismo que 76 microgramos de
amikacina por miligramo de nanoparticulas de ferrita, valor que se analiz6 mediante cultivos con
microorganismos para determinar si el material ha afectado a la actividad de la amikacina, pero
gue se puede encontrar adecuado ya que sistemas de liberacion de este farmaco han encontrado
rendimientos de funcionalizacion de alrededor de los 26 microgramos por miligramo de

nanoparticula [63], siendo el desarrollado en el presente proyecto casi del triple.
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4.7.3.- Pruebas de actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de NiCuFe>04
funcionalizadas con amikacina.
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Figura 4.12. Adsorcion de amikacina en nanoparticulas de NiCuFe2Os. Diferentes

concentraciones de los polvos de ferrita se incubadas con amikacina [5 mg/ml].

A través de un cultivo en medio liquido inoculado con S. aureus, se ha analizado el efecto de las
nanoparticulas cargadas con el antibiético Amikacina, donde se han adicionado las nanoparticulas
funcionalizadas con una concentracion correspondiente a 76 pQamikacina/MQnanoparticulas, €N
concentraciones de 1, 10 y 20 MQnanoparticutasyMI de medio de cultivo (76 pQamikacina/mL, 760
UGamikacina/ML Y 1520 ugamikacina/ML), concentraciones que se consideraron superiores al control de
amikacina libre (30 ng/mL) ya que al estar funcionalizadas no existe una disponibilidad inmediata

de la molécula.

En seguida de realizo la interaccion de 2 horas con el cultivo de microorganismos para ser
analizados a través de un ensayo por densidad éptica a 530 nm, donde se puede determinar el

desarrollo microbiano donde una menor densidad involucra una menor cantidad de células y por lo
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tanto, la inhibicion de su desarrollo, demostrandose que existe un efecto inhibidor en las alicuotas
adicionadas con las nanoparticulas desde la concentracion baja hasta la més alta (Figura 4.13 1g,
10g y 20g de NiCuFe204 NP’s) aunque con un menor efecto con respecto al control con antibiotico
(Figura 10 Columna AMK), que corresponde a la adicion de 30 microgramos por mililitro de
medio, indicando que no existe una liberacién espontanea del antibidtico en el medio, pero al
mismo tiempo demuestra parcialmente que no existen cambios quimicos que puedan alterar la

estructura del antibiético, al conservar la actividad biocida.

0.8- S. aureus

O_ 0.4+ B

0.2_ Sl

b
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" Ferrita Ni-Cu NP's (mg/ml) '
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Figura 4.13. Viabilidad de S. aureus. Absorbancia a 530 nm, la viabilidad de la bacteria es
proporcional a la densidad dptica (D. O:)). Control Amikacina (AMK) [30 pg / ml]. Las letras

diferentes indican significancia estadistica.
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4.6.2.- Subcultivo de S. aureus en medio solido BHI después del tratamiento

Posterior al ensayo de densidad dptica, se procedio a analizar si la actividad es de tipo biocida o
bacteriostatica retirando las nanoparticulas del medio e inoculando los medios con S. aureus que
fueron tratados con el material funcionalizado y con la amikacina libre, estos se vertieron en medio
de cultivo sélido, donde se analizd la aparicion de unidades formadoras de colonias, siendo
incubados a 24 horas y revisados a 72 horas, para asi determinar si las baterias han sido inhibidas
adecuadamente. Asi, es posible demostrar como el control positivo, en el cual no se ha colocado
ningun tipo de antibidtico, presenta una gran cantidad de unidades formadoras de colonias,
mientras que en los experimentos donde se colocaron 1, 10 y 20 mg/mL de las nanoparticulas
cargadas con amikacina, se puede encontrar un nulo crecimiento de las bacterias. Donde al no
encontrarse ninguna unidad formadora de colonias, se puede determinar que el efecto de las
nanoparticulas es de tipo bactericida y no bacteriostatico, debido a que la mayoria de los
antibioticos de este grupo (aminoglucdésidos) se comportan como bactericidas [34]. (Figura 4.14).

Figura 4.14. Cultivo en cajas Petri de a) S. aureus, b) S. aureus/1 mg de Ferrita Ni-Cu, c) S.

aureus/10 mg de Ferrita Ni-Cu y d) S. aureus/20 mg de Ferrita Ni-Cu.

De forma similar a los ensayos con S. aureus, se realizaron diferentes cultivos de E. Coli. (Figura
4.15) con la adicion de 1, 10 y 20 mg/mL de nanoparticulas funcionalizadas, sin embargo, en la

etapa de cultivo en medio liquido se encontr6 que solamente se genera un efecto inhibidor del
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crecimiento cuando la concentracion de nanoparticulas alcanza 1os 20 MQnanoparticulas/ML (720
MQgamikacins/ML), indicando que es posible que la liberacion del antibidtico no sea la adecuada para
inhibir este microorganismo, ya que en el control donde se inocul6 al cultivo con la amikacina

directamente se puede ver un efecto inhibidor altamente significativo.

b
C
00 I ] L) %—
control . 1 10 20 . AMK

¥ |
Ferrita Ni-Cu NP's (mg/ml)

Figura 4.15. Viabilidad de E. Coli. Absorbancia a 530 nm, la viabilidad de la bacteria es
proporcional a la densidad éptica (D. O:)). Control Amikacina (AMK) [30 pg / ml].

Posteriormente al ensayo en medio de cultivo liquido (Figura 4.13), se analizd la actividad
bactericida de las nanoparticulas cargadas con amikacina mediante cultivo en medio soélido,
encontrandose un resultado similar al reportado en la figura anterior, siendo posible determinar que
sigue existiendo un efecto inhibidor muy leve de las nanoparticulas cargadas con amikacina con
respecto al control, y este solamente es medianamente visible en las muestras inoculadas con 20
mg/mL de medio, por lo que es posible que la inhibicidn en el medio liquido no sea suficiente para
generar un efecto bactericida, por lo que se podria analizar otro tipo de antibioticos con mas

especificidad para microorganismos gram-negativos.
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Figura 4.16. Cultivos en cajas Petri de a) E. coli/Amikacina b) E. coli, ¢) E. coli/1 mg de Ferrita
Ni-Cu, d) E. coli/10 mg de Ferrita Ni-Cu y e) E. coli/20 mg de Ferrita Ni-Cu.

En la Tabla 5.1 se resume las condiciones de sintesis para cada muestra y los tamafios de cristal
obtenidos a partir de las variables en el proceso Sol-gel asistido por liofilizacion observadas en
DRX, asi como también se muestran los valores de area superficial especifica y didmetro de poro
para las muestras NiCuFe204-C300A200 y NiCuFe204-C300A200 indicados en Tabla 5.2, cabe
mencionar que en base a la morfologia, area superficial y diametro de nanoparticula solo se realiz6
el andlisis de magnetometria de muestra vibrante a la muestra NiCuFe204-C300A200, donde los
datos son mostrados igualmente para esta muestra en la misma tabla, muestra que también fue la
utilizada para el anclaje del farmaco asi como las respectivas pruebas con cepas de S. aureus y E.
coli.
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Tabla 4.1. Condiciones de sintesis de muestras sintetizadas con diferentes variables y tamafio de

particula obtenido.

Sol-gel Liofilizacion

Muestra T-°C Tiempo | Proporcién | Aspersion | T-°C | T-°C Tamafio de

(Mezcla) | (Mezcla) | (CeHsO7) | (LS-2) | (LYO | (Calcinacion) | €M@ _

GT-2) promedio

NiCuFe20s- | 80 3h 5:1 60 rpm | -15 | 600/24 h 17.4 nm
C600A60 (DRX)
NiCuFe:0s- | 25 30 min | 5:1 80rpm |-15 |300/2h 16.9 nm
C300A80 (DRX)
NiCuFe:0s- | 25 30 min | 5:1 100 rpm | -20 | 600/2 h 17.2 nm
C600A100 (DRX)
NiCuFe;O04- | 25 30 min | 3:1 150 rpm | -20 | 600/2 h 17 nm
C600A150 (DRX)
NiCuFe.0s- | 25 30 min | 5:1 200 rpm | -20 | 300/2 h 16.9 nm
C300A200 (DRX)
NiCuFe;O04- | 25 30 min | 5:1 200 rpm | -20 | 600/2 h 17 nm
C600A200 (DRX)
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Tabla 4.2. Valores de area superficial especifica y diametro de poro obtenidos, asi como también
los valores de Ms, Mr y Hc (NiCuFe204-C300A200).

Muestra Area Didmetro | Magnetizacién | Magnetizacion | Coercitividad
superficial de poro | de Saturacion remanente (KOe)
especifica (nm) (emu/g) (emu/g)

(m*g)

NiCuFe20s- 209 2 31.72 5.8 0.1378

C300A200

NiCuFe20s- 35 6 | - | e e

C600A200

Los resultados reportados en esta investigacién manifiestan que, el método de sintesis Sol-gel
asistido por liofilizaciébn demostré6 ser una ruta viable para la obtencion de agregados
nanoestructurados superparamagnéticos de NiCuFe204, consiguiendo propiedades morfologicas
con mayor control, como los son el tamafio, distribucion y geometria (esférica), esto llevado a cabo
a temperatura y tiempos de calcinacion relativamente bajos en comparacion con condiciones
similares a otras tipos de rutas de obtencion del mismo material, destacando principalmente la
sintesis sol-gel sin secado asistido, coprecipitacion y sintesis verde, esta comparacion de materiales
obtenidos se puede apreciar en la Figura 4.17, en donde se equiparan tres micrografias de MEB,
destacando que, en cuanto a morfologia, y distribucion de particula, para la muestra obtenida
(NiCuFe204-C300A200) Figura 4.17 (a), resulta ser mas uniforme y tener un menor tamafio de
particula en comparacion con la micrografia mostrada en la Figura 4.17 (b), correspondiente al
trabajo reportado por M. Maria Lumina y col [46], en el cual el material se obtuvo por la ruta de
sintesis sol-gel; del mismo modo encontramos en Figura 4.17 (c), la micrografia reportada por J.
Balavijayalakshmi y col [73], en donde la sintesis usada fue coprecipitacion; y por ultimo la Figura
4.17 (d), donde es apreciable el trabajo reportado por B. Gayathri Manju y P. Raji [45], en donde
el procesos de obtencion del material fue sintesis verde a partir de A. barbadensis.
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Figura 4.17. Comparacion de morfologia, distribucién, y tamafio de particula, a partir de
micrografias MEB de a) muestra obtenida (NiCuFe204-C300A200), muestra reportada por M.
Maria Lumina y col, c) J. Balavijayalakshmi y col, d) B. Gayathri Manju y P. Raji [45, 46, 73].

La sintesis de ferrita de niquel-cobre por sol-gel asistida por liofilizacion, también demostro ser
viable para alcanzar valores de area superficial mas altos en comparacion con algunos reportados
en la literatura para otras ferritas, citando de ejemplo al trabajo reportado por Andrei lvanets y col
[74], donde se sintetizaron nanoparticulas de ferrita de magnesio mediante de método de
coprecipitacion, obteniendo un éarea superficial mediante método de BET méaxima de 179 m?/g,
mientras que la ferrita de niquel-cobre obtenida de la muestra NiCuFe204-C300A200, presenta un
area superficial de 209 m?/g, cabe mencionar de igual modo que la ferrita de magnesio reportada

por Andrei Ivanets y col, se sometié a diferentes temperaturas de calcinacion siendo que la mayor
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area superficial de 179 m?/g se obtuvo a una temperatura de 80 °C, temperatura a la cual este tipo
de ferrita es amorfa; por el contrario, la ferrita de niquel-cobre (NiCuFe204-C300A200), ademas
de tener una mayor area superficial como se mencioné con anterioridad, posee una fase cristalina
definida, en la Figura 4.18, se presenta la comparacion de isotermas de adsorcidn/desorcion entre
la muestra NiCuFe204-C300A200 (a), y lo reportado por Andrei Ivanets y col (b), donde se
observa con mas detalle que las isotermas tienen los ciclos de histéresis (a excepcion de la muestra
calcinada a 80°) que se caracterizanpor un tipo H4, lo que describe una porosidad en el rango de
microporos, sin embargo, también denotan una débil interaccion entre adsorbato y adsorbente, lo

que por consecuencia resulta en las areas superficiales bajas [53].
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Figura 4.18. Comparacion de isotermas de adsorcidn/desorcion entre (a) NiCuFe204-C300A200
y (b) isotermas reportadas por Andrei lvanets y col, de ferrita de magnesio a diferentes

temperaturas de calcinacion [74].

En cuanto a las propiedades magnéticas de la ferrita de niquel-cobre de la presente investigacion,
la ruta de sintesis sol-gel asistida por liofilizacion, resulto ser efectiva para la obtencion de este
material con propiedades de comportamiento superparamagnético, si bien no existe una gran
diferencia entre las propiedades ya reportadas para este material por Z. Kargar y col [40], si se
logré mejorar las propiedades en cuanto al aumento de la magnetizacion de saturacion (Ms) y
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disminucion de la magnetizacion remanente (Mr) y coercitividad (Hc), dado que en el caso de la
muestra NiCuFe204-C300A200 este valor obtenido para Ms fue de 31.72 emu/g, Mr de 5.8 emu/g
y Hc de 137.8 Oe, en comparacion con lo reportado por Z. Kargar de 19.03 emu/g para la Ms, 7.46
emu/g de Mr y Hc de 171.910e, para la muestra similar. En la Figura 4.19, se muestra una
comparacion entre la muestra sintetizada NiCuFe204-C300A200 y las muestras reportadas por Z.

Kargar con diferentes concentraciones de cobre.
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Figura 4.19. Comparacion de ciclos M-H y Ms, Mr y Hc, entre (a) NiCuFe204-C300A200 y (b)
reportadas por Z. Kargar y col, [40].

Por parte de las pruebas de funcionalizacion del farmaco (amikacina), también se encontrd una
notable mejoria de los agregados de NiCuFe2O4 comparado con trabajos reportados, en la Figura
4.20 se puede observar una comparacion entre los resultados obtenidos en este trabajo de la ferrita
de niquel-cobre muestra NiCuFe204-C300A200 (a), comparada con nanoparticulas PLGA (Poly
(lactic-co-glycolic acid)) (b), reportadas por Parastoo Sabaeifard y col [63], trabajo en el que la
carga de la amikacina fue de alrededor de 26 microgramos por miligramo de nanoparticula,
mientras que en el caso de la muestra NiCuFe204-C300A200 fue de 76 microgramos de amikacina
por miligramo.
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Figura 4.20. Comparacion entre carga de amikacina de la ferrita de niquel-cobre muestra
NiCuFe204-C300A200 (a), y PLGA (Poly (lactic-co-glycolic acid)) (b), reportadas por Parastoo
Sabaeifard y col [63].

5.- CONCLUSIONES

En concordancia con los resultados obtenidos a partir de las micrografias del MEB podemos
concluir que las variables y pardmetros establecidos en el proceso Sol-gel tienen gran repercusion
poco notable, tales variables como lo fueron: cambios de temperatura, tiempo y velocidad de
agitacion, observando cambios limitados en cuanto a la morfologia, tamafio y distribucién de
particula, ya que, como se observo, en las muestras NiCuFe204-C600A60 y NiCuFe,04-C300A80,
tales que fueron sometidas a condiciones diferentes en cuanto a los parametros antes mencionados,
no presentan cambios significativos en estas propiedades, sin embargo las muestras NiCuFe2Os-
C600A100 y NiCuFe204-C600A150 si presentan cambios considerables en cuanto a la morfologia
y tamafio de particula, asi como también su porosidad respecto a las muestras NiCuFe,O4-C600A60

y NiCuFe204-C300A80; debido a que no se realizaron cambios en las variables del proceso Sol-
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gel, pero si en el proceso de secado por aspersion en frio, podemos atribuir estos cambios,
principalmente en la morfologia de los agregados y el tamafio de particula a los cambios hechos en
las variables de dicho proceso, logrando de manera andloga una morfologia mas uniforme y una
reduccion del tamafio de particula menor, de en promedio 33 nm a 20 nm, resultado que puede ser
equiparable a los difractogramas de rayos x, donde ademas de confirmar la fase cubica espinela de
la ferrita de niquel cobre, se obtuvo un tamafio de particula de 17 nm semejante a los 20 nm antes
mencionados del MEB. El analisis de MMV fue concerniente al tamafio de nanoparticula obtenido
de la muestra en DRX de 17 nm aproximadamente, indicando un comportamiento
superparamagnético, con bajos valores de Mr y Hc, los cuales se atribuyen a la interaccién de los
sitos tetraédricos y los octaedricos dado que la presencia de los atomos tanto de niquel como de
cobre realizan cambios significativos en la interaccion de los iones de hierro asi como su migracion
de un sitio a otro, teniendo como resultado de igual manera también una alta magnetizacion,
esperada por la estructura cristalina de ferrita cubica espinela. Realizando el analisis de las
isotermas de adsorcion y desorcion del BET, podemos relacionar la diferencia entre los datos
conseguidos con la temperatura de calcinacion, ya que debido a que las condiciones de sintesis
fueron similares, a excepcién de los parametros de calcinacion, la distribucion y tamafio de poro si
se ve afectada por este parametro como lo indico la diferencia de patrones en cuanto a los tipos de
isoterma y ciclo de histéresis, ademas de la gran disparidad con el area superficial especifica, siendo
de alrededor del 70%, teniendo menos la muestra calcinada a 600°C (NiCuFe204-C600A200).
Cabe mencionar también que los tamarfios de poro observados en el MEB y los obtenidos con el
analisis BET, discrepan en gran medida ya que las micrografias solo fueron el promedio de una
zona de la muestra en especifico, mientras que el analisis de superficie se realiza en toda la muestra
de manera uniforme. El andlisis BET fue crucial para las pruebas microbiologicas del farmaco en
las nanoparticulas ya que la sintesis de la muestra NiCuFe-04-C300A200, al poseer una mayor area
superficial especifica, ademas de una porosidad Optima para el anclaje del farmaco, fue la
seleccionada para dichas pruebas dando resultados interesantes, en donde se pudo corroborar la
capacidad antibacterial que poseen las nanoparticulas de NiCuFe2O4 al ser cargadas con amikacina,
teniendo una mejor eficacia contra las cepas de S. aureus, sin embargo, aunque la eficacia ante las
cepas de E.Coli fue menor, sigue siendo optima la actividad antibacterial de las nanoparticulas ante

este microorganismo patogeno.
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