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	Biosíntesis de SPION, mediadas por extracto de Musa paradisiaca, recubiertas por polietilenglicol, como plataforma para la administración de doxorrubicina.
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Resumen

[bookmark: _Hlk116464746]Los tratamientos actuales contra el cáncer no son selectivos en la administración de medicamentos a las células cancerosas, afectando los tejidos sanos y especialmente a las células que se dividen rápidamente. Este trabajo describe el desarrollo de nanopartículas superparamagnéticas para la administración de fármacos a través de la síntesis verde, mediada por el extracto de cáscara de Musa Paradisiaca como agente estabilizador. A continuación, se presentan los resultados más relevantes, la difracción de rayos X muestra que las nanopartículas tienen una estructura cristalina cúbica con el grupo espacial Fd3m (No. 227), típica de la magnetita. Mediante SEM y TEM se determinó que el tamaño de las nanopartículas tiene una monodispersión de 11,61 ± 0,89 nm. FTIR y EDS confirmaron la síntesis exitosa de los núcleos de Fe3O4, cubiertos con polietilenglicol y cargados con doxorrubicina. Las propiedades magnéticas de los nanocompuestos obtenidos se midieron utilizando VSM, evidenciando un comportamiento superparamagnético. Los ensayos MTT en la línea tumoral de HeLa mostraron una disminución del 45,5% en la viabilidad celular. Las propiedades determinadas permiten suponer la aplicación del nanocompuesto producido como un candidato potencial para el tratamiento del cáncer.
Palabras claves: Nanopartículas, óxido de hierro superparamagnético, funcionalización, ultrasonido, polietilenglicol, doxorrobucina.

Abstract

Current cancer treatments are not selective in delivering drugs to cancer cells, affecting healthy tissues and especially rapidly dividing cells. This work describes the development of superparamagnetic nanoparticles for drug delivery through green synthesis, mediated by Musa Paradisiaca peel extract as a stabilizing and reducing agent. X-ray diffraction shows that it has a cubic crystal structure with the space group of Fd3m (No. 227), typical of magnetite. Using SEM and TEM it was determined that the size of the nanoparticles is 11.61 nm. FTIR and EDS confirmed the successful synthesis of Fe3O4 nuclei, covered with polyethylene glycol and loaded with doxorubicin. The magnetic properties of the nanocomposites obtained were measured using VSM, evidencing a superparamagnetic behavior. MTT assays on the HeLa tumor line showed a 45.5% decrease in cell viability. The determined properties allow us to assume the application of the nanocomposite produced as a potential candidate for the treatment of cancer.

Keywords:  Nanoparticles, superparamagnetic iron oxide, functionalization, ultrasound, polyethylene glycol, doxorubicin. 
Introducción 

Las células sanas humanas realizan un proceso de división celular para dar lugar a nuevas células, cuando cumplen su ciclo realizan un proceso de muerte celular programada, denominado apoptosis, y son reemplazadas por nuevas células. Sin embargo, por factores genéticos o externos, en ocasiones las células no siguen este proceso, se forman células anormales y se empiezan a multiplicar, dando origen a tumores que pueden ser malignos o benignos (Instituto nacional del cáncer, 2021). Un tumor maligno (cáncer) puede crecer y extenderse a otras partes del cuerpo. El cáncer se encuentra entre las principales causas de muerte en todo el mundo, dejando casi 10 millones de fallecidos en 2020 (Organizacion mundial de la salud, 2022a).
 El cáncer de cuello uterino es el cuarto cáncer más frecuente en las mujeres, dejando 342.000 muertes en el 2020 (Organizacion mundial de la salud, 2022b). Este tarda en aparecer de 15 a 20 años en mujeres con un sistema inmunitario normal. En cambio para mujeres con un sistema inmunitario debilitado, como las que tienen una infección por VIH no tratada, puede tardar solo de 5 a 10 años (Stelzle et al., 2021). En la “Estrategia Mundial para Acelerar la Eliminación del Cáncer del Cuello Uterino como Problema de Salud Pública”, adoptada por la asamblea de la salud en el 2020, se plantea un enfoque para controlar y prevenir el cáncer de cuello uterino, el cual consiste en (1) niñas: educación sexual, vacunación contra el virus del papiloma humano, (2) en mujeres adultas, pruebas de cribado y de estar presente el cáncer, tratamiento inmediato de cáncer invasivo, cirugía, radioterapia, quimioterapia y cuidados paliativos (Organizacion mundial de la salud, 2021).  
Existen varios tratamientos para el cáncer como la cirugía, inmunoterapia, radioterapia, terapias dirigidas, terapias hormonales y trasplantes de células madre. La cirugía es un procedimiento en el cual se extirpa el cáncer (tumor) del cuerpo, pero esta presenta complicaciones como el dolor, infecciones y en algunos casos no es posible retirar por completo el tumor (Instituto nacional del cáncer, 2019). La inmunoterapia apoya al sistema inmunitario a combatir el cáncer, sin embargo, al acelerar el sistema inmunitario para que actué contra el cáncer también ejerce efectos contra las células y tejidos sanos del organismo (Vasquez et al., 2020). La radioterapia es un tratamiento que usa altas dosis de radiación para acabar con las células cancerosas y/o reducir tumores, este tratamiento no es selectivo y no solo destruye y reduce el crecimiento de las células cancerosas, también afecta las células sanas adyacentes al tumor, lo que genera efectos secundarios (Montero et al., 2005). La terapia hormonal o endocrina, disminuye o frena el crecimiento del cáncer que usa hormonas para crecer, al bloquear la capacidad del organismo para producir hormonas causa efectos secundarios que dependerán de la hormona bloqueada, algunos efectos son sofocos, falta de interés en el sexo, debilidad en los huesos, diarrea, entre otros (Mónica Azucena Ramírez et al., 2017) (Instituto nacional del cáncer, 2019).
El tratamiento más usado es la quimioterapia (Unsoy et al., 2014), sin embargo, en este se generan implicaciones secundarias en el cuerpo humano. La quimioterapia usa medicamentos que eliminan células cancerosas, pero estos también afectan a las células sanas, en especial células que se dividen rápidamente como las células de la sangre, el sistema inmunitario, el cabello o la mucosa, generando afectaciones secundarias al organismo, como, caída de pelo, cambios en las uñas, ulceras en la boca, aumento o pérdida del apetito, vómitos, nauseas (Bernal Diego et al., 2020), neuropatías (daño a la medula espinal y a nervios fuera del cerebro) y nefrotoxicidad (daño en los riñones) (American cancer society, 2020). Estos fármacos son aplicados por vía de administración intravenosa, intramuscular y/u oral, adicional circulan por todo el organismo interactuando con tejidos sanos o son excretados y solo una parte llega al tumor, por lo que deben ser administrados por ciclos para destruir células cancerosas que se proliferan rápidamente.
Existen diversos fármacos usados en quimioterapia, estos se clasifican de acuerdo con su mecanismo de función, las interacciones que tienen con otros medicamentos y su estructura química (American cancer society, 2019). Algunas categorías y fármacos más empleados se describen a continuación. Los agentes alquilantes impiden la multiplicación de las células al dañar el ADN, algunos medicamentos alquilantes son: carboplatino, cisplatino, oxaliplatino y temozolomida, entre otros (Ferdinandi & Ferreira, 2009). Los antimetabolitos interfieren con el ARN y el ADN intercambiando los elementos que forman estas moléculas, en esta clasificación se encuentran medicamentos como: decitabina, floxiridina, fludarabina, pentostatina y pralatrexato, entre otros (Cheung-Ong et al., 2013). En los antibióticos antitumorales, están las antraciclinas que tienen efecto al transformar el ADN dentro de las células cancerosas, evitando que se multipliquen, en este grupo se encuentran la doxorrubicina, epirubicina, idarubicina y valrubicina (American cancer society, 2019).
El fármaco más común para tratamientos de cáncer es la doxorrubicina (DOX). Este es un fármaco antineoplásico perteneciente a la familia de las antraciclinas, que ejerce su efecto citotóxico en mecanismos que implican: la inhibición de la topoisomerasa II, ARN polimerasa y síntesis del ADN en la interacción con la célula tumoral, quelación de hierro, generación de especies reactivas de oxígeno (ROS), interferencia con la separación de cadenas de ADN, actividad helicasa e inducción en la apoptosis (Gewirtz, 1999). La DOX se utiliza en diferentes tumores sólidos como el carcinoma microcítico de pulmón, carcinoma de mama, carcinoma gástrico, tumores hematológicos y tumores ginecológicos (Escudero-Ortiz et al., 2012).
Por las implicaciones en los tratamientos presentados es necesaria la implementación de nuevos tratamientos, que mejoren los existentes al aumentar su especificidad e incluso el desarrollo de terapias personalizadas. Respondiendo a este interés, se han estudiado las aplicaciones de la nanotecnología en la medicina. Por ejemplo, haciendo uso de nanopartículas magnéticas, que podrían ser empleadas como vehículo de transporte de fármacos que focalizadamente interactúen en el tumor objetivo, aumentando la selectividad, su eficacia y disminuyendo los efectos secundarios, los cuales se pueden generar por una mala cinética de los fármacos, el aumento a la resistencia o la distribución impredecible de algunos fármacos en relación con la dosis (Jain et al., 2014). 
La nanotecnología es un campo explorado en la medicina desde hace más de dos décadas, por su particularidad en el uso de diferentes materiales a escala nanométrica, un nanómetro es una milmillonésima parte de un metro, 1x10-9 m (Charles P. Poole, 2007). En este campo se encuentra la nanomedicina que permite explorar la relación entre los sistemas biológicos y los materiales nanométricos (Gonzalez et al., 2012). En la nanomedicina los materiales nanométricos, permiten la construcción, reparación, control y seguimiento de sistemas biológicos humanos a escala molecular haciendo uso de nanodispositivos y nanoestructuras que pueden traer beneficios en la investigación y la práctica de la medicina (Parveen & Sahoo, 2012). Las nanopartículas (NPs), con un tamaño entre 1 a 100 nm, tienen propiedades destacadas como el tamaño, la adaptabilidad de la superficie, la solubilidad mejorada y la multifuncionalidad. Estas características novedosas que difieren notablemente de las propiedades que exhiben los materiales a escala micro o macroscópica, permiten el paso a nuevas investigaciones, al tener la capacidad de interactuar con funciones biológicas complejas, operando a la misma escala de las biomoléculas (McNeil, 2005); por lo que su uso en la medicina es de interés para procesos de biodisponibilidad de fármacos poco solubles; vehículos de administración de fármacos para desarrollar la liberación controlada hacia lugares específicos; auxiliares para vacunas y medios de diagnóstico (Foldvari & Bagonluri, 2018). 
Para la administración de fármacos las partículas utilizadas pueden tener un tamaño de 2 nm a 1.000 nm; sin embargo para que estas no activen el sistema del complemento humano o sean filtradas por las células  Kupffer (macrófagos específicos del hígado), deben ser menores a 200 nm (Bawarski et al., 2008). 
Las NPs de óxido de hierro con un tamaño menor a 150 nm se conocen como SPION (por sus siglas en inglés, Super Para-magnetic Iron-Oxide Nanoparticles) (Mohammadi et al., 2021). Las SPION se caracterizan por presentar un comportamiento superparamagnético, esto significa que no hay histéresis magnética o magnetismo remanente después de aplicar un campo magnético externo. En otros términos, las SPION manifiestan sus propiedades magnéticas solo cuando se someten a un campo magnético externo. Gracias a las propiedades superparamagnéticas, sumadas a su biocompatibilidad con el organismo (Munnier et al., 2008), las SPION podrían ser controladas y guiadas a un tejido u órgano específico por un campo magnético externo (Guivar et al., 2013). Todas estas características de las SPION genera un amplio abanico de aplicaciones en medicina (Dulińska-Litewka et al., 2019). Por otra parte, la superficie de estas NPs puede modificarse, recubriendo el núcleo magnético con polímeros como polietilenglicol, dextrano, albúmina o dendrímeros, para obtener estabilidad coloidal en medios acuosos. Con estas modificaciones superficiales las SPION pueden ser acopladas con varias moléculas, por ejemplo, a un fármaco. Al realizar una funcionalización superficial, se evita que las nanopartículas sean reconocidas por los macrófagos del organismo. Los polímeros que se usen deben proporcionar características como: estabilidad coloidal en el sistema sanguíneo, ser hidrofílico; evitar la opsonización (interacción con proteínas específicas que marcan las nanopartículas para su posterior fagocitosis) al ser polímeros no-iónicos y tener un peso molecular considerable para fomentar la protección esférica (Fernando Santa & Lucy López Osorio, 2013). Uno de los polímeros que cumple con estas características es el polietilenglicol (PEG) que tiene un peso molecular de <20 kDa (Knop et al., 2010). Se ha encontrado que al recubrir las nanopartículas con PEG se altera la captación celular y aumenta el tiempo de circulación sanguínea, mejora la estabilidad, aumenta la solubilidad, disminuye la proteólisis y excreción renal, la PEGilación crea una capa hidrófila alrededor de la nanopartícula que bloquea las interacciones electrostáticas e hidrofóbicas que ayudan a las opsoninas a unirse a las superficies de las partículas (Urrejola et al., 2018). 
Para la obtención de las SPION, existen distintas metodologías, entre la más usada esta la síntesis por coprecipitación, la cual consiste en la mezcla de iones ferrosos y férricos en proporción molar 1:2 para su posterior precipitación en medio básico, empleando NaOH o NH4OH, para la formación de magnetita a un pH entre 8 y 14 (Guerrero et al., 2021). 
La síntesis de NPs por metodologías convencionales emplean agentes químicos que pueden generar contaminación del ambiente. Para minimizar estos inconvenientes, la síntesis verde surge como una alternativa para la producción de materiales a escala nanométrica. La síntesis verde se basa en la reducción de metales mediante especies naturales con poder antioxidante, empleando bacterias, hongos y/o extractos de plantas o partes de ellas. Algunas plantas contienen metabolitos con propiedades reductoras como los compuestos fenólicos, principalmente el ácido gálico, ácido benzoico y ácido cafeico, otorgándole propiedades antioxidantes. El uso de estos extractos induce la formación de centros de nucleación, que secuestran iones metálicos conduciendo a la formación de nanopartículas. Adicionalmente, con estos extractos se puede conseguir estabilizar el tamaño de las NPs e impedir que se agreguen. (Esquivel-Figueredo, Rosalia de la Caridad, 2021). Para la obtención de extractos se pueden aprovechar residuos agroindustriales como la cascara del plátano (Musa paradisiaca). Esta tiene un gran porcentaje de fitoquímicos, mayoritariamente antioxidantes, como la galocatequina (Someya et al., 2002) que se encuentra en mayor proporción. Otros antioxidantes presentes son los compuestos fenólicos, antocianinas delfinidina, cianidina y catecolaminas, entre otros (González-Montelongo et al., 2010). Estos fitoquímicos actúan como agentes estabilizadores al controlar el tamaño y la morfología de las NPs evitando su aglomeración (Torres-Arellano et al., 2021) (Pantazaki et al., 2018).
En la actualidad numerosas investigaciones se han enfocado en la búsqueda de métodos de síntesis de NPs y extracción de sustancias bioactivas que sean rápidos, eco - amigables y económicos. El método sonoquímico es uno de los más adecuados para la síntesis de NPs que cumplen los anteriores parámetros (Alvarado et al., 2014) (Yousefi et al., 2021) (C. Yu et al., 2012). La sonicación permite rendimientos superiores en un tiempo muy corto, se ha reportado que entre los métodos de síntesis de nanopartículas, este método presenta un enfoque verde, económicamente viable y ecológicamente sostenible para la síntesis de NPs a nivel industrial (Shin et al., 2019) (Yousefi et al., 2021). Este método se fundamenta en la alta energía que transportan las ondas ultrasónicas a través de un fluido, creando ciclos de alta y baja presión, dando lugar al fenómeno de cavitación (Petigny et al., 2013). La formación, crecimiento y colapso implosivo de las micro burbujas formadas, generan efectos como la erosión, la descomposición de partículas, la sonoporación y la disrupción celular (José Antonio Avila Alfaro, 2010). 
Por los anteriores problemas y retos identificados, el presente trabajo de investigación plantea la síntesis de nanopartículas superparamagnéticas de óxido de hierro empleando el extracto de Musa Paradisiaca, recubriéndolas con polietilenglicol (SPION@PEG), como un sistema viable para el transporte y administración de un fármaco anticancerígeno.




1. Materiales y Métodos

1.1.  Materiales
Los reactivos usados para la síntesis de SPION recubiertas con PEG fueron cloruro de hierro (II) tetrahidratado (FeCl2·4H2O, Merck), cloruro de hierro (III) hexahidratado (FeCl3·6H2O, Merck), hidróxido de amonio al 25% (NH4OH, CMLAB), polietilenglicol con peso molecular de 1000 g/mol (PEG, Aldrich), dodecilsulfato de sodio (SDS, PanReac AppliChem) y extracto de Musa Paradisiaca. Durante todo el proceso se empleó agua ultrapura tipo I. El fármaco anticancerígeno ensayado fue clorhidrato de doxorrubicina (DOX, Blau). 
Para la evaluación de la citotoxicidad se realizaron ensayos de MTT (bromuro de 3-(3,4 -dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolio) y se requirieron los siguientes insumos: medio de cultivo celular DMEM (Gibco Dulbecco's Modified Eagle Medium, BioWhittaker), suero fetal bovino (Biowest) para los cultivos celulares, solución salina tamponada con fosfato (PBS, BioWhittaker), tripsina (Veisene), MTT (Trevigen) y DMSO (Dimetilsulfóxido, BioBasic). El cultivo celular corresponde a la línea celular de adenocarcinoma cervical humano HeLa.

1.2.  Obtención del extracto de Musa Paradisiaca. 
Se empleó la técnica de extracción asistida por ultrasonido (Figura 1) para obtener el extracto de Musa Paradisiaca. Se masaron 50,0 g de cascara de Musa Paradisiaca, previamente lavada con agua con un tamaño aproximado de 1 cm2. Posteriormente se adicionaron a 100,0 ml de agua. Se irradio con ultrasonido por 7 min (UP400St, Hielscher), empleando una sonda de titanio de 22 mm de diámetro, a una frecuencia de 45 kHz, con una amplitud de 60 µm, a una temperatura de 39°C y una energía especifica suministrada de 124,236 J/ml. El medio de reacción se mantuvo homogéneo mediante agitación mecánica (Hei- Torque 200) a 400 rpm. La mezcla producida fue filtrada, para posteriormente centrifugarse a 4500 rpm durante 20 min (Thermo Scientific, SL 8R). Finalmente, el sobrenadante fue filtrado al vacío y almacenado para la síntesis de las SPION.

Extracto de Musa Paradisiaca 
Bomba de vacío
Ultrasonido
Agitador mecánico
Reactor tres bocas
Equipo de filtrado
Preparación de la Musa Paradisiaca 
Ultrasonido por 7 min con agitación mecánica 
Centrifugado y filtrado al vacío 
Fragmentos aprox de 1 cm2

Figura 1 Extracción asistida por ultrasonido

1.3.  Síntesis de nanopartículas superparamagnéticas de óxido de hierro recubiertas con PEG (SPION@PEG).
Las SPION se sintetizaron mediante la coprecipitación de los cloruros de hierro, asistiendo el proceso con cavitación ultrasónica (UP400St, Hielscher), ver Figura 2. Para esto se preparó una disolución precursora empleando los cloruros de hierro (II y III) en proporción molar 1:2 respectivamente, disolviendo 516,67 mg de FeCl2·4H2O y 1405,07 mg de FeCl3 6H2O en 100,0 ml de agua. El óxido de hierro se precipito agregando 50,0 ml de una disolución de NH4OH gota a gota hasta alcanzar un valor de pH de 11,25. Al finalizar esta primera etapa, se adicionaron 50,0 ml del extracto de Musa Paradisiaca y NH4OH (4 ml) gota a gota. La velocidad del goteo en cada etapa fue de 8,9 ml/min, esta velocidad fue controlada por una bomba peristáltica (BT101F). Durante el goteo de las disoluciones se irradio con ultrasonidos empleando una sonda de titanio de 22 mm de diámetro, a una frecuencia de 45 kHz, con una amplitud de 60 µm y un aporte específico de energía de 329,47 J/ml. La dispersión coloidal de las SPION producidas se decantan asistido magnéticamente (empleando un magneto permanente de neodimio). Se descarta el sobrenadante y se lava con agua el precipitado por duplicado. Las SPION se dividieron en dos porciones, una para adelantar la caracterización de estas sin recubrir, secando éstas en un horno (Thermo Scientific) a 90°C por 24 h; y la otra fracción se usó para ser recubiertas con PEG y obtener el nanocompuesto SPION@PEG.

Figura 2 Biosíntesis SPION asistida por ultrasonidoSPION precipitadas
Bomba peristáltica
Reactor tres bocas
Termómetro
Ultrasonido
Precipitación de cloruro de hierro, usando ultrasonido 
Separación magnética 


Para el recubrimiento de las SPION (Figura 3), se prepararon dos disoluciones. En la primera disolución se disolvieron 540 mg de SDS en 25,0 ml de agua para promover la dispersión de las nanopartículas; en la segunda disolución se disolvieron 66,5 mg de PEG en 25,0 ml de agua. Ambas disoluciones se homogenizaron en un baño de ultrasonidos (Elmasonic S30H) por 1 min. Una porción del precipitado previamente obtenido de las SPION fue re - suspendido en 100,0 ml de agua. Posteriormente se adicionaron por separado las disoluciones gota a gota a una velocidad de 8,9 ml/min, controlando ésta a través de una bomba peristáltica (BT101F). Se goteo primero la disolución de SDS, seguido de la disolución de PEG. Finalizada la incorporación de ambas disoluciones se sónico por 5 min para asegurar la homogenización de las NPs. Las partículas así recubiertas se secaron en un horno por 24 h a 90°C para su caracterización.
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Figura 3 Recubrimiento SPION con PEG

1.4.  Adsorción de doxorrubicina: formación del sistema SPION@PEG@DOX.
La capacidad de adsorción del sistema SPION@PEG se determinó a través de la fisisorción de la doxorrubicina. Como se muestra en la Figura 4, se suspendió 1 mg de SPION@PEG en 1 ml DOX con una concentración de 0,1 mg/ml (de acuerdo con el procedimiento descrito por Kuznetsov et al.) y se mantuvieron en agitación mecánica a 1.500 rpm durante 60min. Transcurrido este tiempo, las SPION@PEG se decantaron empleando un magneto permanente obteniendo el nanocompuesto SPION@PEG@DOX. Finalmente se midió la densidad óptica del sobrenadante con un espectro UV-VIS de 300 a 650 nm (Merck, Spectroquant® Prove 600) para determinar la concentración de DOX adsorbida por las SPION. La concentración del fármaco adsorbido se calculó como la diferencia entre la concentración inicial de DOX y la concentración de DOX presente en el sobrenadante. La concentración de la DOX del sobrenadante fue calculada con base a la curva de calibración presentada en la figura 5, para obtención de esta gráfica se midió la absorbancia de disoluciones seriadas de DOX. A partir de los puntos de datos de calibración se obtuvo la ecuación de la recta, con un ajuste lineal con un valor de R² = 0,999. 

Resuspender 1 mg de SPION en 1 ml DOX (0,1 mg/ml)
Agitación mecánica
Separación Magnética
Lectura UV-VIS sobrenadante

Figura 4 Adsorción DOX
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Figura 5 Curva calibración DOX

1.5.  Caracterización fisicoquímica.
La caracterización se adelantó para las SPION, SPION@PEG y SPION@PEG@DOX. Para obtener el patrón de difracción de rayos X se empleó un difractómetro de rayos X marca PANalytical modelo X´PERT PRO MPD con radiación Cu-Kα (λ = 0,154056 nm). Para la identificación de los picos y fase se utilizó el programa X-Pert High Score plus versión 3.0 de Panalytical. La caracterización morfológica de las partículas se realizó empleando un Microscopio Electrónico de Barrido (por sus siglas en inglés, SEM) FE-MEB LYRA3 de TESCAN operando a 30 kV y un Microscopio Electrónico de Transmisión (por sus siglas en inglés, TEM) Tecnai F20 Super Twin TMP de FEI operando a 200 kV. La caracterización estructural de las NPs se realizó por Microscopía Electrónica de Transmisión de Alta Resolución (por sus siglas en inglés, HRTEM) y el análisis del patrón de difracción de electrones de área selecta (por sus siglas en inglés, SAED). Los quipos SEM y TEM tienen integrado un sistema de microanálisis por espectroscopía por dispersión de energía de rayos X, (por sus siglas en inglés, EDX), el cual permitió identificar los elementos químicos presentes en las muestras y el porcentaje relativo de cada uno de ellos. Las muestras para SEM y TEM se prepararon dispersando las nanopartículas en agua durante 10 min por ultrasonidos. Luego se depositó una gota de la suspensión sobre una rejilla TEM de cobre con soporte de carbono (Lacey carbon) para finalmente secar al vacío. Para confirmar estos resultados se empleó la espectrometría infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), esta se registró con un espectrómetro Bruker – Alpha a una resolución de 4 cm-1. Los espectros FTIR se midieron entre 400 - 4000 cm-1. La caracterización magnética de las muestras se realizó mediante Magnetometría de Muestra Vibrante (VSM), lo que permitió obtener la curva de histéresis magnética empleando un magnetómetro Quantum Design (VersaLab TM), a 300 K, con un campo aplicado de -3,0 T a 3,0 T. La concentración de DOX se determinó con un espectrofotómetro UV-VIS (Merck, Spectroquant® Prove 600) equipado con cubetas de 1 cm de longitud óptica.

1.6.  Citotoxicidad celular por ensayo MTT.
Tabla 1 Distribución de la placa de cultivo con las concentraciones y tratamientos empleados en el ensayo MTT. * corresponde al blanco.
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	A
	Células
	SPION-PEG 25 µg/ml*
	DOX 0,0252 mg/ml
	SPION-PEG 25 µg/ml

	B
	Células
	SPION-PEG 50 µg/ml*
	DOX 0,0126 mg/ml
	SPION-PEG 50 µg/ml

	C
	Medio*
	SPION-PEG 100 µg/ml*
	DOX 0,0063 mg/ml
	SPION-PEG 100 µg/ml

	D
	Medio*
	SPION-PEG 200 µg/ml*
	DOX 0,00315 mg/ml
	SPION-PEG 200 µg/ml

	E
	SPION 25 µg/ml*
	SPION-PEG-DOX 25 µg/ml*
	SPION 25 µg/ml
	SPION-PEG-DOX 25 µg/ml

	F
	SPION 50 µg/ml*
	SPION-PEG-DOX 50 µg/ml*
	SPION 50 µg/ml
	SPION-PEG-DOX 50 µg/ml

	G
	SPION 100 µg/ml*
	SPION-PEG-DOX 100 µg/ml*
	SPION 100 µg/ml
	SPION-PEG-DOX 100 µg/ml

	H
	SPION 200 µg/ml*
	SPION-PEG-DOX 200 µg/ml*
	SPION 200 µg/ml
	SPION-PEG-DOX 200 µg/ml



Previo al proceso en laboratorio, se realizó el diseño de la placa de 96 pozos. Se sembraron por cada pozo 20.000 células en medio suplementado con 10% de suero fetal bovino, posteriormente la placa se incubo a 37°C por 24 horas. Transcurrido este tiempo se agregó el estímulo a evaluar (SPION, SPION@PEG y SPION@PEG@DOX), según la concentración designada en los pozos correspondientes (Tabla 1) y se incubo 48 horas a 37°C. Posteriormente se agregaron 10 µl de reactivo MTT a cada pozo y se colocó la placa 4 horas hasta observar la formación de cristales. Cumplido este proceso se retiró el medio y se agregaron 100 µl de DMSO por pozo, la placa se dejó en la incubadora 20 min para que se disolvieran los cristales. Finalmente se leyó la placa a 570 nm en el lector de microplacas (Corning® 96 Well CellBIND). 

1.7.  Análisis estadístico 
[bookmark: _heading=h.gjdgxs]La distribución de tamaños de NPs obtenido por imágenes de TEM se realizó con el software ImageJ empleando un ajuste LogNormal, lo que permitió obtener el tamaño medio y su dispersión estándar. Los datos obtenidos del ensayo de viabilidad celular, se analizaron con GraphPAD 8, el nivel de significación en todos los análisis estadísticos se estableció como una probabilidad de p < 0,05. La significación estadística se determinó utilizando ANOVA dos vías. La normalidad de los datos se comprobó con una prueba Shapiro-Wilk y se realizó una prueba pareado con la prueba t-student, para identificar diferencias significativas entre los grupos. 

2. Resultados y Discusión 
A continuación, se presentan las propiedades morfológicas, estructurales, químicas y magnéticas de las SPION, SPION@PEG y SPION@PEG@DOX. Las nanopartículas se caracterizaron por DRX, SEM, TEM, EDS, FTIR y VSM.  

2.1.  Estructura cristalina: DRX y SAED
Los patrones de difracción de rayos X de las SPION sin recubrir y SPION@PEG se muestran en la Figura 6. Los valores 2θ de 30,3°, 35,6°, 43,3°, 53,8°, 57,3° y 62,9° corresponde a los planos cristalográficos (220), (311), (400), (422), (511) y (440), de la estructura cristalina cúbica de espinela inversa grupo espacial Fd3m, esta estructura es típica de la magnetita Fe3O4. Las posiciones de los picos y sus intensidades relativas de los DRX obtenidos fueron comparados con la tarjeta cristalográfica JCPDS #75-0033 de magnetita Fe3O4 (Wang et al., 2011)(C. Chen et al., 2022) confirmando la fase obtenida. Se observa que los picos del difractograma presentan una anchura considerable, lo que indicaría la existencia de partículas con un tamaño de grano en la escala nanométrica. Empleando la ecuación de Scherrer, D = Kλ / β cos(θ); donde D es el tamaño de los dominios cristalinos (tamaño de cristal o cristalito), λ es la longitud de onda de los rayos X, β es el ancho de altura media del pico analizado, θ es el ángulo de reflexión de la señal más intensa, K es el factor de forma, asumiendo cristales esféricos toma un valor típico de 0,9 (Khairurrijal & Abdullah, 2008) y utilizando el ensanchamiento del pico de difracción (311) se determinó el diámetro medio de los cristalitos. Los tamaños obtenidos fueron 9,86 nm sin recubrimiento y 9,53 nm con recubrimiento. Las posiciones de los picos característicos de las SPION sin recubrir y recubiertas con PEG permanecen constantes en el patrón de difracción, lo que indica que el recubrimiento no cambia la estructura cristalina del núcleo de Fe3O4. No obstante, en el caso de las SPION recubiertas con PEG se puede observar que la altura de los picos disminuye debido al recubrimiento amorfo del PEG. Las señales de poca intensidad, señalados como (x) posiblemente corresponden a la formación de una segunda fase cristalina relacionada con el SDS. Finalmente, no se observó ningún otro pico relacionado con alguna otra fase contaminante. El tamaño encontrado del cristalito permite clasificar las NPs sintetizadas en VSPIO, dado que las nanopartículas de hierro superparamagnéticas se clasifican según su diámetro, las SPION como el grupo general, menor a 150 nm, NPs de óxido de hierro superparamagnéticas ultra pequeñas (USPION) menor a 50 nm y NPs de óxido de hierro muy pequeñas (VSPIO) menor a 10 nm (Shan, 2009).  
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Figura 6 Patrones de DRX de la magnetita recubierta con PEG (línea roja), sin recubrir (línea negra) y tarjeta cristalográfica JCPDS #75-0033 de magnetita Fe3O4.

La figura 7 corresponde al patrón de difracción de electrones de área seleccionada (SAED) de las muestras SPION y SPION@PEG donde se revela la cristalinidad satisfactoria de estas NPs. Los patrones exhiben diferentes intensidades de anillos circulares brillantes relacionados con los planos (220), (311), (400), (422), (511) y (440) que son identificados en la estructura de espinela de Fe3O4 (J. Yu et al., 2022), comprobando que la estructura tipo espinela de la Fe3O4 no cambia al ser recubierta con PEG. Estos resultados confirman el análisis realizado en los patrones de DRX de la figura 6.
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Figura 7 SAED (a) SPION y (b) SPION@PEG

En la figura 8(a) se observa la imagen de HRTEM del núcleo SPION donde se evidencian las distancias interplanares d1= 4,84 Å, d2= 2,96 Å, d3= 2,53 Å, d4= 2,11 Å, que corresponde a los planos (111), (220), (311) y (400) respectivamente. Esto también puede confirmarse mediante el patrón de la transformada rápida de Fourier (FFT) mostrado en la figura 8(b), donde se identifican los planos (111), (220), (311), (400), (511) y (422) correspondientes a la fase de magnetita (Martínez-Mera et al., 2007).  En la figura 8(c) se muestra un modelo del Fe3O4 (magnetita) con estructura de espinela inversa y grupo espacial Fd3m. Con esto se corrobora la formación de una única fase cristalina en el núcleo de las NPs correspondiente a la magnetita. 

[image: ]
Figura 8 (a) HRTEM del núcleo SPION (b) FFT de (a) y (c) estructura de la magnetita.
2.2.  Caracterización morfológica y estructural
La morfología y el tamaño de las SPION, SPION@PEG y SPION@PEG@DOX se determinaron mediante el análisis de imágenes (Figura 9) obtenidas por SEM (fila superior) y TEM (fila inferior).  En la figura 9 (a1 y a2) se observan las SPION sin recubrimiento, la agregación de las NPs posiblemente es consecuencia de la preparación de la muestra sobre la rejilla TEM. En la figura 9 (b1 y b2) se observan las SPION@PEG y en la figura 9 (c1 y c2) se observan las SPION@PEG@DOX. Con base en las micrografías observadas se puede establecer que las nanopartículas exhiben una morfología esferoidal, esta característica morfológica es de relevancia en aplicaciones en biomedicina, ya que las NPs con forma esférica pueden ofrecer un recubrimiento uniforme, lo que significa que se puede cargar más fármaco en la superficie de las nanopartículas para una mejor liberación de este en el sitio objetivo y, por tanto, exhiben una mayor toxicidad celular (Yew et al., 2020). Empleando el software ImageJ, se determinó la distribución de tamaños, midiendo 100 NPs en las micrografías de TEM, el ajuste se realizó por una distribución LogNormal monomodal, la cual representa la mejor curva de ajuste para encontrar el diámetro promedio, de esta manera se determinó que las nanopartículas tenían un tamaño medio de 9,37 ± 0,39 nm (SPION), 10,76 ± 0,61 nm (SPION@PEG) y 11,61 ± 0,89 nm (SPION@PEG@DOX) (Figura 10).
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Figura 9 SEM y TEM de, (a) SPION, (b) SPION@PEG y (c) SPION@PEG@DOX.
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Figura 10 Distribución de tamaños para (a) SPION, (b) SPION@PEG y (c) SPION@PEG@DOX

 Los tamaños encontrados son consecuentes con el tamaño del cristalito (9,86 nm sin recubrimiento y 9,53 nm con recubrimiento PEG) con lo que se puede inferir que las NPs poseen una cristalinidad elevada, esta característica es importante ya que influye en las propiedades magnéticas (Li et al., 2017). En las SPION (figura 9a) no se observa la formación de ninguna capa en su superficie, confirmando que los procesos de lavado y secado fueron realizados de forma adecuada, ya que no se forman capas de óxidos o sales provenientes de los precursores empleados. El incremento del diámetro de las SPION@PEG comparado con las SPION se debe a la formación de la capa PEG que las recubre, esta capa tiene un grosor promedio de 1,39 nm (aunque el recubrimiento no es uniforme, si recubre toda la nanopartícula), de igual forma, el incremento del diámetro de las SPION@PEG@DOX se debe a la adherencia de la DOX a las partículas SPION@PEG formando una segunda capa con un espesor medio de 0,85 nm. 
Siendo el tamaño de las NPs importante en la adhesión e interacción con las células del organismo, el diámetro de las NPs obtenido en este trabajo las hace excelentes candidatos para aplicaciones en medicina. Por ejemplo, para la administración oral de fármacos contra el cáncer, los posibles mecanismos en el que las nanopartículas pueden atravesar las barreras gastrointestinales son: paso paracelular (< 50 nm), captación endocítica (<500 nm), y captación linfática (<5 µm) (Yin Win & Feng, 2005). Otro ejemplo es la administración intravenosa de fármacos contra el cáncer, donde la morfología de las NPs determina su comportamiento farmacocinético, ya que la eliminación de las NPs en el sistema sanguíneo se debe al sistema reticuloendotelial (MPS). Este sistema está formado por las células progenitoras de médula ósea, monocitos sanguíneos y macrófagos tisulares como las células Kupffer, para reconocer y eliminar microorganismos, células senescentes y otras elementos externos (Hilger & Kaiser, 2012). Cuando las NPs son reconocidas por el MPS se eliminan del sistema sanguíneo, disminuyendo la posibilidad de ser bioacumuladas en el lugar objetivo. Las NPs con un diámetro superior a 200 nm son fagocitadas y se bioacumulan en el bazo, por el contrario las NPs con diámetro inferior a 40 nm y adicional con un recubrimiento hidrofílico como el PEG tienen una vida media plasmática mayor a 2 horas (Hilger & Kaiser, 2012). 

2.3.  Caracterización química: EDX y FTIR
En la figura 11 se observan los espectros de espectroscopía por dispersión de energía de rayos X (EDX) y su respectivo análisis elemental semicuantitativo, en las micrografías de TEM se muestran las áreas analizadas en color rojo. El espectro de SPION sin recubrir (figura 11a) muestra que el hierro y el oxígeno tienen un porcentaje atómico de 36.28% y 63.72% respectivamente, lo que confirma una composición elemental exitosa del núcleo de las NPs. El espectro obtenido de SPION@PEG (figura 11b), confirma que el núcleo se compone principalmente de hierro y oxígeno, la presencia de sodio y azufre proviene del SDS empleado en la síntesis durante la funcionalización con PEG. Aunque claramente en la micrografía de TEM se observa la formación de una capa que recubre al núcleo de las NPs (figura 11a), no es posible confirmar por EDX que su composición es PEG, ya que este se compone de carbono al igual que el soporte de la rejilla empleada para TEM (Lacey carbon), sin embargo, claramente se observa un aumento significativo de la señal del carbono en comparación al EDX de las SPION sugiriendo que este recubrimiento se compone de PEG. El espectro de las SPION@PEG@DOX (figura 11c) muestra adicionalmente cloro (0,06 %) evidenciando la presencia de la DOX, por los clorhidratos presentes en la DOX utilizada, confirmando la funcionalización de las NPs con el fármaco. El cobre que se observa en todas las muestras es proveniente de la rejilla de TEM (Lacey carbon). Éstos resultados prueban que la metodología empleada para la formación del nanocompuesto es adecuado, minimizando agentes externos contaminantes.

Se usó FTIR para corroborar la funcionalización de las SPION con PEG y DOX. La figura 12 ilustra los espectros FTIR de SPION, SPION@PEG, PEG y SPION@PEG@DOX. La banda que se visualiza sobre 580 cm-1 es característica de las vibraciones de estiramiento del enlace Fe-O en la red cristalina Fe3O4, lo que confirma el núcleo de magnetita en todas las muestras, adicionalmente y toda vez que la síntesis se adelanta en un medio acuoso, su superficie se cubre con grupos hidroxilo, por lo que se observan las bandas características en 1.636 y 3.415 cm-1, correspondientes a la vibración de flexión de H-O-H presentes en las muestras (Yang et al., 2010)(Lopez et al., 2010). Se observó la aparición y aumento en la banda de estiramiento C-H a 2.915 cm-1 y la banda de flexión C-H2 y C-H3 a 1.636 cm-1, confirmando la formación de la capa PEG (SPIO@PEG). Las bandas cercanas a 1.200 cm-1 pertenecen a la vibración de estiramiento de C-O-C de las unidades repetidas - O – CH2- CH2- del polietilenglicol (Junejo et al., 2013).  Las bandas características de DOX aparecieron en 2.900, 1.600 y 1.027 cm-1 (Unsoy et al., 2014) (Karimi & Namazi, 2021), lo que confirma la funcionalización de las NPs con el fármaco, sin embargo las bandas características de la DOX tiene un apantallamiento por el PEG ya que las bandas características son muy semejantes. Se puede observar como la señal característica del hierro en 580 cm-1 se va apantallando conforme se van formando las capas PEG y DOX sobre el núcleo de las NPs, generando una señal menos pronunciada.  
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Figura 11 EDX de (a) SPION, (b) SPION@PEG y (c) SPION@PEG@DOX. Los cuadros rojos muestran el área analizada por EDX.
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Figura 12 FTIR. Bandas características de las vibraciones de estiramiento y flexión para SPION, SPION@PEG Y SPION@PEG@DOX

2.4.  Propiedades magnéticas 
La figura 13 muestra las curvas de magnetización de las SPION y SPION@PEG a 300 K. El gráfico muestra que ambas muestras tienen un comportamiento superparamagnético con cero remanencia y coercitividad. La magnetización de saturación (Ms) es de 72,75 emu/g para las SPION sin recubrimiento y 32,36 emu/g para SPION@PEG. Se observa que las SPION@PEG presentan una magnitud de saturación menor que la SPION sin recubrir, probablemente a causa del apantallamiento que genera el recubrimiento sobre el núcleo de magnetita. Que el campo coercitivo (Hc) sea aproximadamente igual a cero, indica que, en ausencia de un campo magnético, los dipolos se orientan al azar, haciendo que el momento magnético resultante sea nulo. La ausencia de remanencia magnética es importante en aplicaciones médicas, cuando las NPs son sometidas a un campo magnético permiten ser guiadas a un sitio de objeto y cuando se elimina este campo magnético la redispersión de estas NPs tendrá lugar rápidamente (X. Chen et al., 2012). Adicionalmente es una propiedad importante al ser usadas en un sistema biológico, debido a que si estas NPs presentaran una remanencia magnética (comportamiento ferromagnético), se generarían atracciones magnéticas dipolo-dipolo entre ellas, estas se aglomerarán y formaran agregaciones, aumentando el tamaño virtual de las NPs (Gupta & Gupta, 2005). 
El comportamiento superparamagnético en NPs se encuentra relacionado con el tamaño, la forma y la estructura cristalina. La elevada magnetización de saturación y su comportamiento superparamagnético obtenidas en las NPs de SPION@PEG es producto de su cristalinidad elevada y poca anisotropía confirmadas en DRX y HRTEM, además de su tamaño nanométrico inferior a 20 nm confirmado a través de las diferentes técnicas de caracterización empleadas, todo esto hace que estas NPs seas excelentes candidatas para aplicaciones en nanomedicina (Ghazanfari et al., 2016) (Dulińska-Litewka et al., 2019) (Yew et al., 2020). 
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Figura 13. Cueva de histéresis magnética empleando VSM de SPION sin recubrir y SPION@PEG.


2.5.  Citotoxicidad celular por ensayo MTT

La figura 14 muestra el porcentaje de actividad metabólica evaluado mediante MTT (viabilidad celular), después de 48 horas de exposición de las células Hela con las SPION, SPION@PEG Y SPION@PEG@DOX con diferentes concentraciones de doxorubicina (DOX) adsorbida. Se observa que la exposición de las células Hela a la concentración más alta de NPs (200 µg/ml) durante 48 horas genera una viabilidad celular promedio de 55,5% con SPION, de 76,7% con SPION@PEG y de 45.5% con SPION@PEG@DOX (25 µg/ml DOX). Mientras que en la concentración más baja de NPs (25 µg/ml) se observa una viabilidad de celular de 76,9% con SPION, de 86,1% con SPION@PEG y de 62,5% con SPION@PEG@DOX (3,1 µg /ml de DOX). Las SPION recubiertas con PEG presentan una mayor viabilidad celular, mostrando que el PEG anclado a las NPs es una adecuada plataforma para reducir el daño a las células generado por las NPs sin recubrir (SPION), lo cual concuerda con lo reportado por (Fernando Santa & Lucy López Osorio, 2013), además permite la adsorción de doxorubicina. Esto se evidencia en el efecto generado por las SPION@PEG@DOX sobre las células Hela.
 Para determinar si existen diferencias significativas en la viabilidad celular después de exposición a cada una de las NPs en diferentes concentraciones se realizaron análisis estadísticos usando la prueba de ANOVA y t-student. Primero se analizó si los datos presentaban un comportamiento normal con la prueba Shapiro-Wilk. Los datos de todos los grupos mostraron una distribución normal (p<0,05). 
Se analizaron diferencias entre los tratamientos (SPION, SPION@PEG, SPION@PEG@DOX) y concentraciones de nanopartículas (25, 50, 100 y 200 µg/ml) usando la prueba de ANOVA dos vías. Se encontró una diferencia significativa en la viabilidad celular entre los tratamientos (p-value <0,0001) y las concentraciones (p-value <0,0001). Para identificar entre qué grupos de tratamientos había diferencias significativas en la viabilidad celular, se realizó un test pareado usando la prueba t-student. Se encontró que si hay diferencias significativas (p-value <0,05) en la viabilidad de las células cuando son tratadas con cada una de las NPs: SPION vs SPION@PEG (p-value: 0,0406); SPION vs SPION-PEG-DOX (p-value: 0,0271); SPION-PEG vs SPION@PEG@DOX (p-value:  0,0018); DOX vs SPION (p-value: 0,0140); DOX vs SPION@PEG (p-value: 0,0056); y SPION@PEG@DOX (p-value: 0,0375).
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Figura 14 Actividad metabólica (viabilidad celular) de las células Hela con diferentes NPs (SPION, SPION@PEG y SPION@PEG@DOX) en diferentes concentraciones después de 48 horas de exposición.

Así mismo, se encontraron diferencias significativas en la viabilidad celular en todos los grupos de NPs en las siguientes concentraciones: 25 µg/ml vs 100 µg/ml (p-value: 0,0251); 25 µg/ml vs 200 µg/ml (p-value: 0,0417); 50 µg/ml vs 200 µg/ml (p-value: 0,0388); en las siguientes concentraciones no se encontraron diferencias significativas en la viabilidad celular: 25 µg/ml vs 50 µg/ml (p-value: 0,2190); 50 µg/ml vs 100 µg/ml (p-value: 0,1039); y 100 µg/ml vs 200 µg/ml (p-value: 0,2319). 

En general el efecto antitumoral del nanocompuesto SPION@PEG@DOX	 depende de la concentración, cuando la concentración fue de 200 µg/ml la viabilidad fue inferior a 50%, mientras que con las concentraciones más bajas la viabilidad fue superior al 50%. El ensayo también demostró que SPION@PEG@DOX puede mantener la integridad y actividad de la DOX convirtiéndolo en un buen nanocompuesto para la administración de fármacos anticancerígenos. 

3. Conclusiones

La estructura cristalina de las nanopartículas de óxido de hierro sintetizadas corresponde con la magnetita espinela inversa. En particular, esta estructura asociada a un núcleo “ultra pequeño” de Fe3O4, mismo que permanece invariable incluso después de recubrirla con polietilenglicol o funcionalizar éste compuesto con doxorubicina. 

Las SPION, SPION@PEG y SPION@PEG@DOX poseen una morfología esferoidal y un diámetro medio de 9,37; 10,76 y 11,61 nm respectivamente. El incremento en el diámetro se debe al recubrimeinto por PEG (con un grosor de 1,39 nm) y al funcionalizarla con la DOX (un grosor de 0,85 nm).

La composición química del nanocompuesto sintetizado confirma la presencia del PEG y la DOX. Al analizar las bandas de vibración en FTIR, se evidencia la interacción presente en los nanocompuestos Fe3O4@PEG y Fe3O4@PEG@DOX al observar los picos característicos correspondientes a las vibraciones de estiramiento o flexión de los enlaces presentes en cada paso de la síntesis. 

Las SPION y SPION@PEG presentan un comportamiento superparamagnético, aunque el recubrimiento con PEG muestra un apantallamiento, la muestra sigue teniendo una magnetización de saturación significante. 

El ensayo MTT confirmo una viabilidad celular menor del 50% usando la mayor concentración (200 µg/ml) del nanocompuesto Fe3O4@PEG@DOX logrando mantener la integridad y actividad de la DOX. 

El nanocompuesto Fe3O4@PEG@DOX sintetizado, considerando las características fisicoquímicas identificadas, cuenta con el potencial de ser aplicado en el desarrollo de tratamientos terapéutico del cáncer.
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