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Resumen
Entre todos los tratamientos para el glioblastoma multiforme, la quimioterapia es el méas extendido
debido a los medicamentos contra el cancer, que ayudan a reducir el tamafio del tumor.
Desafortunadamente, estos medicamentos presentan varios problemas, como la resistencia de las
células cancerosas y su baja especificidad. EI uso de nanoportadores de estos farmacos es una
estrategia novedosa que puede reducir los efectos secundarios asociados a la quimioterapia y asi
obtener un tratamiento con una menor carga para el organismo. Se prepararon nanoportadores
basados en nanoparticulas de hierro superparamagnéticas recubiertas con 6xido de silicio.
Finalmente, la superficie del nanocompuesto se funcionalizé con el farmaco oxaliplatino,
generalmente utilizado en quimioterapia. Las propiedades estructurales, morfologicas y magnéticas
se caracterizaron utilizando técnicas microscépicas y espectroscopicas como la espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), la difraccién de rayos X (XRD), la microscopia
electronica de transmision (TEM) y la magnetometria de muestra vibrante (VSM). La viabilidad
celular se evalué mediante ensayos MTT, utilizando células sanas (fibroblastos) y células cancerosas
(glioblastoma) en presencia de nanoparticulas de hierro (FesOs), nanoparticulas de hierro recubiertas
con oOxido de silicio (Fez0s@SiO>) y nanoparticulas Fez04@SiO- funcionalizadas con oxaliplatino

(Fes04@SiO2 - Oxa).

Abstract

Among all the treatments for glioblastoma multiforme, chemotherapy is the most widespread
because of anticancer drugs, which help shrink the tumor. Unfortunately, these drugs present several
problems, such as the resistance of cancer cells and their low specificity. Using nanocarriers of these

drugs is a novel strategy that can reduce the side effects associated with chemotherapy and thus
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obtain treatment with a lower burden on the body. Nanocarriers based on superparamagnetic iron
nanoparticles coated with silicon oxide were prepared. Finally, the surface of the nanocomposite was
functionalized with the drug oxaliplatin, usually used in chemotherapy. The structural,
morphological, and magnetic properties were characterized using microscopic and spectroscopic
techniques such as Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), X-ray diffraction (XRD),
scanning electron microscopy (SEM), transmission electron microscopy (TEM) and vibrating sample
magnetometry (VSM). Cell viability was assessed by MTT assays, using healthy cells (fibroblasts)
and cancer cells (glioblastoma) in the presence of iron nanoparticles (Fe304), iron nanoparticles
coated with silicon oxide (Fes04@Si0-) and FezOs@SiO2 nanoparticles functionalized with

oxaliplatin (FesO4s@SiO - Oxa).

Palabras clave: Nanocompuesto, Superparamagnetico, Ultrasonidos, Glioblastoma multiforme,

Citotoxicidad



. JARAN

Universidad
Antonio Narino

Introduccion
El cancer es la principal causa de muerte en el mundo. Solo en el afio 2020 se le atribuyeron a esta
enfermedad casi 10 millones de muertes y esto depende del tipo de cancer (Cancer, n.d.) y en
Colombia las cifras anuales de fallecidos son de 33 mil colombianos al afio (Ministerio de Salud y
Proteccidn Social, n.d.). Entre los tipos de cancer mas comunes a nivel global encontramos el cancer
de mama, de pulmon, colon y recto, prostata, de piel y gastrico (National Cancer Institute, 2022). En
Colombia los canceres mas comunes son el cancer de mama, prostata, colon y recto, estbmago y
pulmén (Minsalud Se Unié a Conmemoracion Del Dia Mundial Contra EI Cancer, n.d.).
Adicionalmente se encuentran canceres poco comunes pero con altas tasas de mortalidad, como lo es
el glioblastoma multiforme (GBM) el cual tiene una incidencia entre 2 y 19 casos por 100.000
habitantes/afio en Colombia y tasas de supervivencia menores a un afio después de diagnosticado el
cancer (Péez et al., 2013), debido a que se le atribuyen limitaciones en el tratamiento por la locacion
del tumor, limitaciones con la edad de los pacientes (Batash et al., 2017) y la escases de estudios
adecuados que evidencien un beneficio significativo de otras terapias (Valenzuela, 2017).
Adicionalmente, el GBM est4 compuesto principalmente por astrocitos y una proporcion de células
madre, las cuales le brindan al tumor un suministro de nuevas células cancerosas, esto hace que
aparezcan células tumorales mas resistentes a los tratamientos (Stoyanov et al., 2018), lo que hace que

el tumor sea dificil de tratar.

Existen diversos tipos de tratamientos contra el cancer, como puede ser la cirugia, las inmunoterapias,
terapias hormonales, radio terapia y quimioterapia, pero estas presentan diversas desventajas
dependiendo el tipo de tratamiento y la zona en la que se encuentre ubicado el GBM, ya que en estos
se prioriza el suprimir de forma rapida el tumor para evitar la proliferacion celular. Sin embargo, la
quimioterapia sigue siendo uno de los mayores referentes en el tratamiento contra el cancer, esto

debido a la diversidad de alternativas que ofrece, frente a los distintos tipos de canceres, ademas de los
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diferentes tipos de terapias (C. Y. Yang et al., 2023).

En la actualidad existen tres tipos de estrategias para el uso de farmacos anticancerigenos, la primera
es la combinacion de diferentes farmacos para asi potenciar su uso y mejorar el tratamiento, la
segunda es aumentar la dosis de los medicamentos y la Gltima es usar los medicamentos
anticancerigenos junto a otras técnicas como lo es la cirugia o la radiacion (Parnell & Woll, 2005). Sin
embargo, dichas metodologias no disminuirian el impacto al organismo, generando asi problemas
adversos ya que afectan también a los tejidos sanos. Adicionalmente los pacientes que sobreviven al
tratamiento tienden a presentar metéastasis, lo cual es un problema importante. Si el tumor reaparece la
quimioterapia presentara limitaciones como la resistencia, la toxicidad potencial y los maltiples

efectos secundarios (Riedl et al., 2011)

La industria bioquimica ha venido evaluando el empleo de nanomateriales como nanotrasportadores
debido a sus ventajas frente a los productos farmacéuticos sin funcionalizar, empleados en
terapéuticas tradicionales. Esto se debe a que las nanoparticulas presentan propiedades fisicas
distintas, a causa de su tamafio reducido, ofreciendo una muy buena relacién area superficial /
volumen ((McNeil, 2005). Los materiales nanoestructurados adicionalmente nos permiten el empleo
de posologias inferiores, una toxicidad reducida, son biodegradables (Kandasamy & Maity, 2015), su
sintesis es econdémica y de facil incorporacion en la industria farmacéutica, especificamente para la
administracion de farmacos dirigidos. La aplicacion de nanoparticulas de hierro, dadas sus
propiedades superparamagneticas, al no exhibir ningun tipo de histeresis (Mdlovu et al., 2019), es
decir que las nanoparticulas no mantienen alineacion de los espines una vez la interaccion con un
campo magnético externo ha cesado (Munnier et al., 2008), hace de éstas un material interesante
debido a su baja toxicidad y facilidad para ser direccionadas / focalizadas a traves del empleo de
campos magnéticos externos. Por esto se ha evidenciado un aumento en el empleo de los productos

nanotecnoldgicos (Harris, 2019), en la industria.
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Para conseguir que el nanocompuesto a producir englobe estas propiedades, su sintesis juega un rol
fundamental. Entre las diversas tipologias de sintesis, se encuentra la sintesis bioldgica, misma que
emplea materiales naturales y por ende un uso minimo de reactivos nocivos para el ambiente, sin
embargo, los tiempos de sintesis son extensos (Xu et al., 2022; Ying et al., 2022). También,
encontramos las sintesis fisicas, las cuales se caracterizan por el bajo rendimiento y sus procesos
amigables, pero su principal problematica recae en la liberacion de grandes cantidades de energia y
sus tiempos de sintesis (Abid et al., 2022; S. Liu et al., 2020) Para finalizar, se encuentran las sintesis
quimicas las cuales emplean metodologias simples pero una gran cantidad de productos quimicos

toxicos (Abdul Razak et al., 2022).

Entre las metodologias quimicas en afios recientes se ha visto el aumento del interés por la cavitacion
ultrasénica. Esta metodologia de sintesis emplea ondas acusticas para la produccion de materiales a
escala nanométrica. La cavitacion generada, en términos generales es el crecimiento y colapso de
burbujas en el seno del liquido. Las ventajas de esta metodologia de sintesis respecto a las descritas
anteriormente son, su eficiencia energética, el aumento de la velocidad de reaccion, asi como el
aumento en el rendimiento (Jamkhande et al., 2019a) sin dejar de lado su viabilidad econémica (Bhat
et al., 2022). La optimizacién de las propiedades de las nanoparticulas, al modificar los parametros de
la sintesis es otro aspecto por destacar (Fuentes-Garcia et al., 2021), El empleo de rutas de sintesis
asistidas por ultrasonidos brinda mejoras en las propiedades magnéticas de las nanoparticulas
producidas debido a que mejora los tamafios y distribucion de las nanoparticulas al evitar la formacion
de agregados, lo cual incide directamente en el desarrollo de propiedades magnéticas o

superparamagneticas con base en el tamafio del dominio (Cairos et al., 2020).

Se ha evidenciado la implementacion de las nanoparticulas como agente de trasporte de farmacos

contra el cancer, debido al aumento en la carga util del farmaco (Dinakar et al., 2022), y en
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consecuencia, impactando en un aumento en la tasa de supervivencia. Los nanotrasportadores varian

entre tamafios y morfologia favoreciendo la adsorcidn del farmaco si son mas grandes y una mejor
penetracion del farmaco al tumor si son mas pequefias (Mdlovu et al., 2019). Adicionalmente las
morfologias esféricas (H. W. Yang et al., 2011), mejoran la internalizacion de los nanotrasportadores
(Mdlovu et al., 2019). Ademas de las propiedades especificas que presentan las nanoparticulas, las
nanoparticulas con propiedades magnéticas favorecen propiedades como la penetracion y retencion de
los farmacos, para evitar que estos se estanguen en los diversos tejidos presentes (Movileanu et al.,

2022).

Entre las nanoparticulas mencionadas anteriormente como nanotransportadores, las nanoparticulas de
Oxido de hierro, conocidas como SPION por sus siglas en ingles Super Para-magnetic Iron-Oxide
Nanoparticles exhiben superparamagnetismo, lo cual da a los nanocompuestos la capacidad de tener
una respuesta rapida frente a un campo magnético externo aplicado (Pillai et al., 2022), para asi
mejorar los tiempos que tardan los farmacos actuales en Ilegar al tumor diana. Este efecto es de gran
interés en la medicina, ya que permite la destruccion de las células cancerosas con mayor facilidad,
transportando farmacos al tumor diana impidiendo la proliferacién celular mediante la interaccion del
farmaco con el ADN celular.

Para mejorar la biocompatibilidad y reducir la agregacion de las nanoparticulas en sistemas bioldgicos
(Madhubala et al., 2023) es necesario la modificacion superficial de la nanoparticula con materiales
organicos o inorganicos como puede ser un recubrimiento de silice. La silice ostenta diversas
propiedades relevantes para este contexto como biocompatibilidad, ausencia de toxicidad, y ademas,
de que su area superficial es muy alta (Sadeghi et al., 2023), lo que le permitiria la implementacion del
nanocompuesto como vehiculo transportador de farmacos, esto al ponerlo en contacto con el farmaco
especifico y asi aumentar la respuesta del farmaco frente al tumor diana y por ende, reducir las

concentraciones empleadas en las metodologias tradicionales (Hincapié-Rojas et al., 2020).
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Por los anteriores problemas presentes en los farmacos y las ventajas del uso de la nanotecnologia, el

presente trabajo de investigacion se plantea desarrollar un nanocompuesto con un nucleo
superparamagnetico de 6xido de hierro recubierto con silice, como potencial nanotrasportador de
farmacos para el tratamiento de GBM a través una terapia dirigida. Para lograr dicho objetivo, Se
inicia por la sintesis de nanoparticulas de FesO4 recubiertas con SiO- a través de la coprecipitacion de
sales de hierro asistida por cavitacion ultrasonica, posteriormente el nanocompuesto ya sintetizado se
funcionalizé con el farmaco quimioterapéutico (FesO4@SiO2-Oxa), para la caracterizacion estructural,
morfoldgica y magnética, mediante técnicas microscopicas, espectroscopicas y magnéticas. Para
finalizar se establece la viabilidad celular de células de fibroblastos de rifidon (BHK-21) en presencia
del nanocompuesto Fe30s@SiO. mediante pruebas MTT; asi como evaluar la viabilidad celular del
complejo nanocompuesto-farmaco en células eucariotas de glioblastoma (T98G) mediante pruebas

MTT.
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1. Materiales y Métodos

% 1.1 Materiales

Los reactivos que se emplearon para la sintesis de nanoparticulas son: Cloruro de hierro (I1)
tetrahidratado (FeCl.*4H,0), Cloruro de hierro (l11) hexahidratado (FeCls*6H20), (3-aminopropil)
trietoxisilano (APTES), Dodecilsulfato sédico (SDS), Hidroxido de amonio (NH3OH) y durante todo el
proceso de sintesis se empled agua tipo | como disolvente / suspensionante. El farmaco anticancerigeno
utilizado fue oxaliplatino (CsH1aN204Pt) (OXA)

Para la evaluacion mediante MTT (bromuro de 3-(3,4 -dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolio), se
emplearon los siguientes reactivos: medio de cultivo celular DMEM (Gibco Dulbecco's Modified Eagle
Medium, BioWhittaker), suero fetal bovino (Biowest) para los cultivos celulares, solucion salina
tamponada con fosfato (PBS, BioWhittaker), tripsina (Veisene), MTT (Trevigen) y DMSO
(Dimetilsulfoxido, BioBasic). El cultivo celular corresponde a la linea celular cancerosa glioblastoma

multiforme (T98G) y la linea celular sana corresponde a fibroblastos de rifion (BHK-21).

% 1.2 Sintesis de nanoparticulas magnéticas (FesOa)
La sintesis de nanoparticulas de FezO4 se llevara a cabo mediante el método de coprecipitacion asistida
por ultrasonidos directos empleando el equipo ultrasonicador Hielscher UP400ST (400W, 24 kHz),
trabajando en un ciclo de pulsado de 0,9s encendido y 0,1s apagado y ajustado a una potencia ultrasonica
del 60% de la potencia maxima (400W). Las sales de hierro (FeCl2*4H20 y FeCl3*6H20) se emplean
en disolucion con una proporcion molar 1:2 respectivamente, a continuacion, se describe brevemente la
metodologia empleada. Se disuelven 516,88 mg de FeCl,*4H,0 y 1408,04 mg de FeClz*6H>0 en 100
ml de agua tipo 1. Una vez la disolucién de las sales de hierro se encuentran debidamente
homogenizadas, estas se coprecipitan con una disolucion de 100 ml de NH3OH al 25%, este proceso se
realiza por goteo hasta la completa adicion de los 100ml de la disolucion reductora, controlado éste

mediante una bomba peristaltica BT101F. Todo el proceso de sintesis se irradia con ultrasonidos (US),
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ademas de realizarse dentro de un bafio de agua — hielo cuya finalidad es controlar la temperatura del

medio de reaccion, mismo que alcanza una temperatura maxima de 35°C. La dispersion coloidal final
se precipita magnéticamente mediante imanes de neodimio, lavando el s6lido obtenido por triplicado
empleando agua Tipo | y descartando el sobrenadante. Las SPION son resuspendidas en 100 ml de agua
Tipo 1y se dividen en dos fracciones. La primera fraccion de 33,3 ml se emplea para la caracterizacion
de las nanoparticulas sin recubrir y por ende se pasan a un horno de secado (Thermo Scientific) a 40°C
por un lapso de 48 horas. La segunda fraccion de 66,6 ml se recubre con APTES, para asi obtener el

nanocompuesto Fez04@SiOs.

— Fez0,4

100mL de NHzOH al 4% Descar sobrenadante y
—= lavar con agua tipo 1
(triplicado)
Goteo
Decantar
magneticamente

us — Si Resuspender en 100mL de
agua tipo 1 y dividir

Fe 2* = 516, 88mg
Fe 3 = 1408, 04mg No ‘

L—————— ¢Decanto? — l l

Resuspender en o ;
100nL de H,0 tipo 1 Secar 33,3mL a 40°C Recubrir 66, 6mL

Sintesis de nanoparticulas magneticas (Fes0;)

Fig.1 Sintesis de nanoparticulas magnéticas

¢ 1.3 Recubrimiento de nanoparticulas FesO4con SiO2 (APTES)
Para el recubrimiento de las nanoparticulas de 6xido de hierro FesO4, primero se prepara una disolucion
de 720 mg de SDS en 100 ml de agua tipo 1, lo cual ayuda a la dispersién de las SPION obtenidas en el
paso anterior y asi evitar la agregacion de estas. Se homogeniza empleando un bafio de ultrasonidos
indirectos. Una vez homogenizada se agregan subitamente los 66,6 ml de SPION, este proceso se

adelanta empleando ultrasonidos directos durante 3 minutos, posteriormente mediante un goteo se le
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adicionan 3,2 ml de nuestro precursor de SiO2 (APTES) y se procede con lavados del nanocompuesto

producido, los cuales se realizan tres veces. Para finalizar, el nanocompuesto es secado a 40°C durante

dos dias.

3,2mL de
APTES
66,6mL de ‘ Descar sobrenadante y
Fes04 Goteo — lavar con agua tipo 1
‘l (triplicado)

l us
us k“JA‘h

LAAAAAA} Secar Fez0,@510, A
720mg de SDS en 100mL 40°c

de agua tipo 1 Decantar Si
magnheticamente

Homogenizar en US
indirectos t: 5min No

\— ¢Decanto? —

Recubrimineto de nanoparticulas (Si0;)

Fig.2 Recubrimiento de nanoparticulas de hierro

% 1.4 Funcionalizacion del nanocompuesto FesOs@SiO2 con el farmaco oxaliplatino (OXA)
para la formacion del sistema FezsOs@SiO2@0XA.
La capacidad de adsorcion de las nanoparticulas frente al farmaco de interés se determiné a traves de la
fisisorcion del oxaliplatino. Esta fisisorcion se realiza para el montaje de los ensayos de viabilidad
celular. Se toman 200 pg de nanoparticulas y se resuspenden en 8 ul de la solucion inicial de oxaliplatino
(la cual contiene una concentracion de 100 mg en 40 ml), estos contienen una concentracion de 200 pg
de oxaliplatino, esta disolucion se homogeniza durante 20 min en un agitador vortex, posteriormente se
seca la disolucion a 25°C durante un dia. Una vez terminado el proceso de secado se procede a la
separacién magnética de las nanoparticulas, esto con el fin de solo obtener nuestro sistema

Fe304@SiO.@0OXA y descartar las trazas sobrantes de oxaliplatino que no se fisisorbi6 en la superficie
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del nanocompuesto. El nanocompuesto con propiedades magnéticas se resuspende en DEMEM. El

producto final se irradia con luz UV durante 20min para esterilizar la suspension y proceder a emplear

esta en los ensayos de viabilidad celular.

Secar a Separacion
25°C t:24h magnetica
200 ug Fez0y -

Realizar
Vortex Resuspenger — disoluciones

Eppendorf —= " 50min en DME para MTT

Funcionalizacion con Oxaliplatino

8 pL oxa —

Fig.3 Funcionalizacion Oxaliplatino

% 1.5 Determinacion de la concentracion de oxaliplatino en el nanocompuesto FesOs@SiO2
Para este ensayo se realizd primero una curva de calibrado con el fin de obtener la funcién de la recta
correspondiente con la ecuacion de Lambert - Beer, con una concentracion inicial de 2,5 mg/ml de
oxaliplatino para adelantar diluciones seriadas de la misma hasta obtener una concentracion final de
0,039 mg/ml de oxaliplatino, posteriormente, se midieron suspensiones del nanocompuesto
(Fes04@Si0Oz2) en presencia del farmaco con intervalos que van desde 0 min, 15 min y 30 min, con una
concentracion de 1 mg de nanocompuesto y 2,5 mg de oxaliplatino (1ml). Para el tiempo de 0 min, se
mide el espectro solo del farmaco, equivalente a una adsorcion del farmaco cero, por parte del
nanocompuesto. Para el intervalo de tiempo de 15min, se homogenizan el nanocompuesto en presencia
del farmaco durante 15 min empleando un vortex, posteriormente se decantan las nanoparticulas con
ayuda de un campo magnético y se retira el sobrenadante, el cual se mide en un espectrofotémetro UV-

Vis (Spectroguant® Prove 600). EI nanocompuesto se resuspende nuevamente en 1ml de oxaliplatino
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y se coloca en vortex durante 30 min, una vez terminados los 30 min, se decantan las nanoparticulas y

se mide nuevamente el sobrenadante de la muestra. Esto con el fin de establecer qué tiempo de
interaccion es el méas adecuado para la fisisorcion de oxaliplatino por parte del nanocompuesto. Todos

los blancos empleados correspondian a agua Tipo I.

+ 1.6 Ensayo de viabilidad celular en glioblastoma multiforme y fibroblastos.
Se adelantaron ensayos MTT para evaluar la citotoxicidad de las SPION y del nanocompuesto
Fe304@Si0,, ademas de evaluar la viabilidad celular del sistema Fez0s@SiO.@OXA y de la accion,
por si solo del oxaliplatino, esto con el fin de estimar que porcentaje de viabilidad celular presentan
todas nuestras nanoestucturas. Todo esto se realizd, empleando la linea celular T98G en una placa de 96
pozos en la cual se sembraron 10.000 células por pozo y se dejaron incubando durante 24 horas.
Posteriormente se aplicaron nuestros estimulos y controles con las siguientes condiciones, medio de
cultivo estandar, DMSO 5%, Fe304, Fe304@SiO2, Fes04@SiO2/0XA, OXA sola y células sin estimulos
para el control negativo, para los blancos se colocd FezOs Fe304@SiO-, Fes04@Si02/0OXA, OXA sola,
sin células, en un rango de concentraciones que van desde 5 ppm, 25ppm, 50ppm, 100 ppm y 200 ppm
(mismas concentraciones puestas para los estimulos). Después de colocar los estimulos se realizaron
mediciones a diversos tiempos, de Oh, 24h, 48h y 72h. Pasados los tiempos correspondientes se
adicionaron 10 uL de reactivo MTT y se incubd la placa por 4 h. Se descarté el medio y se adicionaron
100 uL de DMSO, permitiendo la incubacion de la placa por 20 minutos. La absorbancia fue leida a una
longitud de onda de 570 nm en un lector de microplacas (FC Multiskan TM). Para el analisis de
viabilidad celular en la linea T98G y BHK-21 sin oxaliplatino se estimé el mejor 1C50 presente en las
pruebas con células T98G (con oxaliplatino). EI IC50 se calculé mediante una distribucion log normal
y posteriormente una regresion no linear entre el logaritmo del inhibidor y la respuesta dada por los
estimulos (en % de viabilidad), el cual fue de 15 ppm en el tiempo de 72h. Esta concentracion se empleo
para Fe30as, FesO4s@SiO2. Todos los ensayos fueron desarrollados por triplicado. Pasadas las 72h se

evaluo la viabilidad celular en un lector de microplacas (FC Multiskan TM).
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% 1.7 Analisis estadistico
El analisis estadistico se realizé en los programas ImageJ, OriginPro® 2021b y GraphPad Prism version
8.0.1. Las diferencias entre las muestras y el control se evaluaron mediante la prueba t Student. Un valor

de p < 0,05 se considerd estadisticamente significativo.

+«+ 1.8 Caracterizacion del nanocompuesto

e Microscopia electronica de transmision (TEM)
Para este analisis se emple6 un microscopio electronico de transmision FEI Tecnai G2 F20 operado a
200 kV para obtener iméagenes a 145.000x. La preparacion de las muestras consistio en diluir 1 ml de
Fe304, Fe30:@Si0, y Fez04@Si02/OXA respectivamente en agua tipo | empleando irradiacion
ultrasénica, finalmente se deposit6 una gota sobre rejilla de cobre recubierta con una pelicula de

carbono tipo lacey.

e Difraccién de rayos x (DRX)
Se utiliz6 un equipo de la marca Analitycal de referencia Minipalm 2, dotado de una fuente de rayos X
con anodo de cobre, de alta estabilidad. Este difractémetro trabaja con una geometria Bragg-Brentano.
Se analizaron muestras de 30 mg de FesO4, Fe304@Si0O: y Fes04@SiO2/OXA en polvo, previamente
secadas y molturadas. Las mediciones fueron realizadas con un paso angular de 2 0 ° e intervalo

angular de 15° a 80° en 26.

e Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
Para establecer los enlaces presentes en las nanoparticulas de Fes04 Fes04@SiO-, se realiza una
medicion mediante espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier. Se emple6 30 mg en polvo
por cada muestra de FesOs, FesOs@SiO2 y Fes04@SiO2/OXA. El espectrofotometro FTIR de serie

Alpha Platinum de la marca Bruker registré la region IR de 4000-500 cm ™.
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e Magnetometria de muestras vibrante (VSM)
La caracterizacion magnética de las nanoparticulas se realizé mediante el andlisis de la curva de
histéresis magnética obtenida mediante magnetometria de muestra vibrante (VSM), se empled un
magnetometro Quantum Design (VersaLab TM), a temperatura 300 K, con un campo aplicado de -3T

a 3T. Se emple6 30 mg en polvo por cada muestra de Fe3Os, Fes04@SiO2 y Fez04@SiOo/OXA.

2. Resultados y Discusion
A continuacion, se muestran los resultados de las propiedades morfoldgicas, estructurales, cristalinas,
quimicas y magnéticas de las Fe304, Fe30:@SiO2 y Fez04s@SiO2/OXA, ademas de presentar los

resultados de viabilidad celular en las lineas T98G y BHK-21.

e 2.1. Microscopia electronica de transmision (TEM)
Se realizé una caracterizacion morfoldgica de las nanoparticulas mediante TEM, esto para determinar
los tamafios de nanoparticulas y para estudiar el efecto del APTES en la distribucion de tamafios de
las nanoparticulas como se muestra en la Fig.4. A partir de la figura 4, determinamos el tamafio de los
nanocompuestos Fe30s, Fes0:@SiO2 y Fes04s@SiO2/OXA, para el anélisis de estas imagenes se
empled el software imageJ, con el cual fue posible la medicion de los diametros de las nanoparticulas
obtenidas. Mediante un ajuste log normal y un conteo de 100 nanoparticulas de diversas imagenes
dadas por el equipo, fue posible evidenciar un aumento gradual entre las nanoparticulas solas,
recubiertas y funcionalizadas, esto debido a la presencia del APTES en la superficie de las

nanoparticulas de hierro y la presencia del farmaco.
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Fig.4. Microscopia electrénica de barrido (TEM) correspondientes a las nanoparticulas de Fe3O4 (Al), Fes0s@APTES
(A2) y FesO4@APTES funcionalizada con Oxaliplatino (A3) y la distribucién de tamafio correspondiente.

Basandonos en los resultados, podemos afirmar que las nanoparticulas de hierro presentan una
morfologia esferoidal y un tamafio aproximado de 12 nm, las nanoparticulas, una vez recubiertas con
APTES, mantiene una morfologia esferoidal, pero debido al recubrimiento se evidencia un aumento
de tamafio a 13 nm y las nanoparticulas funcionalizadas contintan presentado una morfologia
esferoidal y se evidencia un aumento del tamafio de las nanoparticulas a 14 nm. Dichos tamafios son
de gran interés, ya que para tamafios inferiores a 50 nm favorecen la internalizacion de las
nanoparticulas en las células diana, adicionalmente, su morfologia esferoidal también favorece a dicha

internalizacion tanto en células diana, como a través de diversas barreras bioldgicas (Kim et al., 2019).

e 2.2. Microscopia electrdnica de transmision de alta resoluciéon (HRTEM)
Se realizaron micrografias electrénicas de alta resolucion (HRTEM) con el fin de observar la
disposicion espacial de los atomos y asi estudiar la estructura cristalina de las nanoparticulas de FesO4
como se observa en la Fig. 5. Para esto se empled el software DigitalMicrograph® con el cual es

posible realizar una transformada rapida de Fourier, para calcular las distancias dentro los planos
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cristalinos. Con base a estos resultados se puede decir que las nanoparticulas presentan las franjas de

cristalinidad con distancias interplanares de 0,205nm y 0,188nm para los planos (533) y (400) como
se muestra en la Figura. 52 Esto nos indica que las nanoparticulas exhiben un alto grado de
ordenamiento a corto y mediano alcance. Adicionalmente las imagenes TEM de alta resolucion se
pueden convertir en patrones de difraccion a través del método de transformada rapida de Fourier
(FFT) para el analisis cristalografico (Figura 5b). A partir de la FFT se calculan las distancias
interplanares, estas corresponden a los planos (111), (220), (311), (400), (511), (440) y (533), los
cuales corresponden a la estructura de magnetita de espinela inversa (Fig.5b.), lo cual coincide con la
tarjeta cristalografica JCPDS #75-003. Para finalizar mediante la base de datos Materialsproject
(Materials Project - Materials Explorer, n.d.), se realiz6 una simulacion de la estructura
cristalografica de magnetita de espinela inversaFezO4 para asi contrastarla con la estructura cristalina
que muestran las nanoparticulas sintetizadas (Figura 5c), en esta se ven similitudes en la forma y la

distribucion de los &tomos, dando como resultado nanoestructuras hexagonales propia de la magnetita.

Fig.5. Espectro de difraccion de electrones de area seleccionada (SAED) de Fe30s

Para contrastar los resultados de HRTEM se adelanto un analisis de difraccion de electrones de area
seleccionada (SAED), esto para confirmar el plano de red de espinela inversa y los planos
correspondientes a magnetita.

e 2.3. Difraccion de electrones de area seleccionada (SAED)

Los patrones de electrones de area seleccionada exhiben los diferentes anillos de la fase cristalina de
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Fe304, los cuales se corelacionan con los planos (111), (220, (311), (222), (400), (422) y (511), esto

nos indica que las nanoparticulas presentan un plano de red de espinela inversa para Fe3O4 (Fig.6.)
(con planos indexados JCPDS #75-003)(Kushwaha & Chauhan, 2023; Yu et al., 2022). Esta
determinacion se realizd mediante el software de imagen ImageJ y la ecuacién para la calibracion de
la camara de TEM dyy,; = %L donde dj,;; hace referencia a la distancia interplanar, AL a la constante
de la cdmara que es igual a 205,249217 Anm y R al radio del cada anillo de difraccion, para asi

encontrar la distancia interplanar.

1345678

Fig.6. Espectro de difraccion de electrones de rea seleccionada (SAED) de Fe3O.

e 2.4 Difraccion de rayos x (DRX)
El difractograma de las nanoparticulas SPION, SPION@APTES y SPION@APTES/OXA se muestra
en la Fig.7. Los picos més intensos corresponden a los planos caracteristicos (220), (311), (400),
(422), (511), (440) y (533) de la estructura cristalina cubica de espinela inversa de magnetita,
correspondientes a la tarjeta cristalografica (JCPDS tarjeta #75-0033)(Cheng et al., 2010). Para
realizar esto, se comparan las distancias interpelantes de los picos y se evalUa si estas corresponden a

su asignacion en una tarjeta cristalografica certificada.
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Fig.7. Difraccidn de rayos X (DRX) correspondientes a las nanoparticulas de FesO., FesOs@APTES y FesO.@APTES
funcionalizada con Oxaliplatino

Para el caso de las FesOs@APTES, se puede observar (cuadro rojo) un aumento de la sefial entre los
rangos 15 y 30 grados, lo cual nos puede confirmar la presencia de la silice amorfa (Biswas et al.,
2018) . Adicionalmente al comparar los picos con la tarjeta cristalografica, nos confirma que estos no
presentan ningun corrimiento, lo cual indica que la estructura cristalina del nicleo de magnetita se
mantiene al haber recubierto las SPION con APTES, asi como en la funcionalizacion con
Oxaliplatino. Sin embargo, se puede apreciar una disminucién en algunos de los picos principales del
APTES en comparacién con el hierro, debido a la fase amorfa que presenta el éxido de silicio. Para el
caso de la funcionalizacién con oxaliplatino, se ve ain mas la disminucion del tamafio de los picos
principales, debido a los azucares y otros compuestos presentes en el farmaco, los cuales precipitan de
forma amorfa.

Con los picos obtenidos en DRX se calcularon los valores del tamafio de cristalito, el cual fue
determinado empleando la ecuacién de Scherrer, L=K)\/Bcos; donde A corresponde a la longitud de

onda del haz incidente,  es el ancho de altura media del pico, 6 es el angulo de reflexion de los picos
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mas intensos y K = 0,89, por el coeficiente dependiente de la forma del cristal, es decir si las particulas

son esferoidales, cubicas, tetraédricas u octaédricas, ademas del método con el que se calcula el
tamano del cristalito. Con esta formula y los valores calculados de los picos principales de FezOa,
Fe304@Si0: y Fez04@Si02/OXA, se obtiene el tamario de cristalito el cual fue de 8,7 nm para Fe3Oa,
de 7,4 nm para FesO4@SiO> y debido al apantallamiento de las sefiales, debido a la creciente fase
amorfa, no se pudo calcular el tamafio para Fe304@SiO2/OXA.

El difractograma de SPION@APTES/OXA, mostro picos intensos de oxaliplatino en los valores de 2
theta de 16,32, 19,23, 20,66 grados (cuadro negro), esto debido a naturaleza cristalina del oxaliplatino

(Pereira et al., 2016).

e 2.5. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
Se realiz6 un anélisis FTIR para las muestras de SPION, SPION@APTES y SPION@APTES/OXA,
las cuales se muestran en la Fig.8. En esta se evidencian las vibraciones de los enlaces presentes en las

nanoparticulas y en el oxaliplatino.

% Trasmitancia

C-H

—— Fes0,@APTES-Oxa
—— Fea0,
—— Fe,0,@APTES PN

T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longitud de onda

Fig.8. Espectrometria FTIR de Fe;04, Fe304@Si0, y Fe304@SiO-, funcionalizada con Oxaliplatino

Para confirmar la presencia del nucleo magnético del nanocompuesto se observa la presencia de una

banda caracteristica para la vibracion del enlace Fe-O cercano a los 500 cm, indicando asi la
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presencia de 6xido de hierro. Para el recubrimiento de las nanoparticulas con SiOg, se aprecian las

bandas de absorcion caracteristicas en 1.000 cm™, asociada a la vibracion de estiramiento asimétrico y
simétrico del enlace Si-O. Adicionalmente se aprecia la presencia de bandas en 521 cm™ y 575 cm®
los cuales corresponden con vibraciones del encale Pt-N y Pt-O respectivamente, lo cual nos confirma
la presencia del farmaco oxaliplatino en nuestro nanocompuesto. Las bandas centradas en 1.300 cm™
corresponden al grupo ligando oxalato, confirmando la presencia del farmaco. La banda de absorcion
centrada en 1.666 cm™*permite confirmar la presencia del oxaliplatino en el nanocompuesto de
FesOs@APTES. La presencia de un pico en 3.400 cm™ es debido a las vibraciones de estiramiento de
la banda O-H, asociada a la presencia de agua adsorbida en la superficie de la silice. Para finalizar se
encuentran las sefiales caracteristicas de los enlaces C-H en 2.900 cm™ y 2.860 cm™ (Alomairy et al.,

2021; Hashemzadeh et al., 2021; Naini et al., 2022; Sundaresan et al., 2023).

e 2.6. Espectrometria de rayos X (EDS)
El analisis de la espectrometria de rayos X (EDS) (Fig. 9), nos indic6 la composicién semi-
cuantitativa de los elementos presentes en las muestras de FesO4 (A), Fes0s@SiO2 (B) y
Fe304@Si02/OXA (C), lo cual nos sefiala que para las muestras de FesOs, se detecta la presencia de
Fe con una composicion porcentual de 65,34% y la presencia de O con un 34,66%, lo cual nos
confirma que los Unicos elementos presentes son hierro y oxigeno correspondientes al éxido de hierro,
es decir que no se generd ningun tipo de contaminacidn a la hora de la sintesis del nicleo magnético.
Para las muestras de FezO0s@SiO», encontramos la presencia de nitrégeno, oxigeno, hierro, silice y
sodio, con un porcentaje en peso de (1,10%), (35,84%), (46,93%), (5,88%) vy (5,88%)
respectivamente, esto nos indica la presencia de nuestro nicleo magnético (Fes04). Ademas, los picos
caracteristicos de SiO2, ya que se evidencian picos de Si y un pico de N perteneciente a nuestro
precursor de 6xido de silice (APTES (CoH23NO3Si)), adicionalmente, encontramos la presencia de
sodio, el cual pertenece a el redispersante de las noparticulas, para evitar los agregados (SDS

(NaC12H25S04)). Para finalizar el espectro de la muestra de Fes04@SiO2/OXA, muestra la aparicion
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de nitrogeno (1,89%), oxigeno (32,80%), silice (10,22%), sodio (6,69%), hierro (38,02%) y platino

(10,38%), lo cual nos sefiala la presencia de nuestro nanocompuesto Fes04@SiO-, ademas de la

presencia de nuestro farmaco oxaliplatino, esto por los picos presentes de platino en la muestra y los

picos correspondientes a APTES y SDS.
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Fig.9. Espectrometria de rayos X (EDS) de la sintesis de nanoparticulas de FesO4 (A), Fes04@SiO, (B) y
Fe304@Si0/OXA (C)

e 2.7. Magnetometria de muestras vibrante (VSM)
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Fig.10. Curvas de caracterizacién magnética de nanoparticulas de FezO4, Fes04@SiO,y Fes0,@SiO2/OXA

Se realiz6 un andlisis mediante magnetometria (VSM), esto para evaluar las propiedades magnéticas
de Fe304, Fe304@SiO2 y Fes0s@SiO2/OXA (Fig.10.). Este se realiza en funcion del campo
magnético y a temperatura ambiente (300K), usando un campo magnético de -30 kOe a 30 kOe y se
hace con el fin de determinar la presencia o no de bucles de histéresis a temperatura ambiente, la
saturacion de magnetizacion (Ms) de Fe3O4, Fe30:@SiO2 y FesOs@SiO2/0OXA fue de 23,9, 13,2y 9,9
emu/g respectivamente. Esta disminucion en la Ms es debido al recubrimiento de SiO y a la presencia

de oxaliplatino en las muestras, por ende la magnetizacion de saturacion disminuye. Sin embargo,
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dicha disminucion no afecta los valores de coercitividad en ninguna de las tres muestras, la cual fue de

0 (a temperatura ambiente), lo que nos indica que nuestras tres muestras tienen propiedades
superparamagneticas, las cuales son de gran interés en este trabajo (Z. Liu et al., 2023; Sajid et al.,
2023), debido a que se pueden direccionar nuestras nanoparticulas superparamagneticas al tumor

diana, empleando campos magnéticos externos.

e 2.8. Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)
Se realiz6 una espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis), con el fin de determinar la concentracién
que adsorbe nuestro ntcleo magnético (FesOa4) y el nanocompuesto (FesOs@SiO2) de oxaliplatino
(Fig.11.). Este se realiza en el rango de 200nm a 500nm, ya que se evidencia que nuestro farmaco
tiene un pico caracteristico en una longitud de onda de 300nm. El ndcleo magnético y el
nanocompuesto (Fes0sy Fes04@Si0-) fueron expuestos a oxaliplatino en intervalos de tiempo, los
cuales van de 0, 15 y 30 min. Los resultados expuestos en la Fig. 11. Nos indican que para el tiempo
de 15 min, encontramos que el 6xido de hierro adsorbe un 1,8% y que el nanocompuesto adsorbe un
11%, con respecto a la concentracion en 0 min, lo cual indica la capacidad que tiene nuestra cubierta
con SiOz y para el tiempo de 30 min, tenemos que el 6xido de hierro no adsorbe con respecto a la
concentracion inicial y para el caso del nanocompuesto adsorbe un 11%, lo cual sumado al tiempo
anterior (15 min). Tenemos que para el tiempo de 30 min el nanocompuesto adsorbe un 22% de la

concentracion inicial de oxaliplatino.
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Fig.11. Curvas de absorbancia de oxaliplatino en UV-Vis de Fe304 y FesO4@SiOs..
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e 2.9. Ensayos viabilidad celular T98G y BHK-21
Las células T98G fueron expuestas a los estimulos FesOs, FesOs@APTES, Fes0s@APTES-OXA'y
OXA, en intervalos de tiempo, los cuales van de 0, 24, 48 y 72h. Los resultados expuestos en la Fig.
12 y 13, muestran en porcentaje de viabilidad celular el impacto que tuvieron las nanoparticulas

funcionalizadas con el fa&rmaco y el farmaco en las células
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Fig.12. Porcentaje de viabilidad celular en células T98G en presencia del nanocompuesto Fes0s@APTES/OXA, en el eje

y se evidencia el % de viabilidad celular y en el eje x las diversas concentraciones que van desde 5, 25, 50, 100 y 200ppm
y tiempos desde 0, 24, 48 y 72h, t-student de *p<0.1, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
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Fig.13. Porcentaje de viabilidad celular en células T98G en presencia de Oxaliplatino, en el eje y se evidencia el % de
viabilidad celular y en el eje x las diversas concentraciones que van desde 5, 25, 50, 100 y 200ppm y tiempos desde 0, 24,
48 y 72h, t-student de *p<0.1, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
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Los valores usando la prueba t-student, nos indican que si hay una diferencia significativa entre el

nanocompuesto Fes0s@APTES/OXA y el farmaco Oxaliplatino, estas diferencias se ven con mayor
claridad en el tiempo en el que estuvieron las células en contacto con el estimulo. Evidenciandose que
a las 0 horas después del tratamiento la proliferacion en la linea celular T98G, no se vio afectada por
ningdn tratamiento a ninguna concentracion. Por otro lado, al cabo de 24 horas, el nhanocompuesto
funcionalizado disminuyo la viabilidad celular, por debajo del 50% en la concentracion de 200ppm (p
<0,0001), por el contrario, el farmaco no afecto la viabilidad celular, al cabo de 45 horas las
concentraciones de 50, 100 y 200 ppm del nanocompuesto funcionalizado disminuye la viabilidad
celular por debajo del 50 % (p <0,0001) y el farmaco sigue sin presentar ningln tipo de respuesta
citotdxica en las celulas. Para finalizar, en el tiempo de 72 horas el nanocompuesto disminuye la
viabilidad por debajo del 15% para las concentraciones de 25, 50, 100 y 200 ppm (p <0,0001), por su
parte el farmaco solo disminuye por debajo del 50% la viabilidad celular en la concentracion de
200ppm (p <0,0001). Esto nos indica que el nanocompuesto FezOs@SiO2 aumento significativamente
el efecto anticancerigeno del farmaco oxaliplatino. Por lo cual se puede llegar a plantear que cuando
las nanoparticulas se internalizan en la célula por medio de una via de endocitosis dependiente del
receptor y entran al interior celular por medio de vesiculas, estas vesiculas se unen a los lisosomas de
la célula, dicha interaccion hace que las nanoparticulas puedan entregar directamente el farmaco en el
medio intracelular, dicha liberacion podria ser dependiente del pH o por la accion de encimas
hidroliticas y por ende el impacto en las células sea mucho mas significativo que la internalizacion del
farmaco de forma individual, ya que podria ingresar de forma mas eficaz al nucleo celular (Elena

Canepa, 2015; Odontoestomatologia & EIl Herpesvirus, 2011; Rojo Vea, n.d.)

Adicionalmente se adelant6 un ensayo MTT en las lineas celulares T98G y BHK-21 para establecer el
porcentaje de viabilidad que presenta Fes04, Fe304@SiO». Después del tratamiento con
concentraciones a 15ppm (IC50 de ensayos anteriores) durante 72h, cuyos resultados se muestran en

la Fig. 14. Con el fin de evidenciar el efecto que tienen las nanoparticulas en las células sin tener
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presencia del farmaco y asi poder confirmar el impacto que tiene el recubrimiento en la funcion del

farmaco, ademas del impacto que tienen las nanoparticulas en las células.
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Fig.14. Porcentajes de viabilidad celular de Fe3O4 y Fes04@SiO,, en presencia de las células T98G (grafico azul) y BHK-
21 (grafico verde), en concentraciones de 15ppm y a un tiempo de 72h (1C50), t-student de *p<0.1, **p<0.01, ***p<0.001,

****p<0.0001.

Como se evidencia en la Figura. 14, las nanoparticulas de FesO4 en ambas lineas celulares no
presentan ningun tipo de citotoxicidad, por otro lado, el complejo Fez0.@SiO2 presenta un porcentaje
de viabilidad celular superior al 80%, esto se puede deber a que las nanoparticulas de hierro no activan
ningln mecanismo de estrés celular, ademas de que no generan especies reactivas de oxigeno
(mecanismos normales de muerte celular por parte de las nanoparticulas), esto se debe principalmente
al tamafio de las nanoparticulas expuestas en este trabajo (Schlachter et al., 2011). Adicionalmente, las
nanoparticulas de hierro pueden ser metabolizadas por las células, lo que por su parte aumentaria la
viabilidad celular, ayudando a la proliferacion de las mismas células (Gu et al., 2011). Por su parte, la
citotoxicidad presente en el nanocompuesto, se debe principalmente al recubrimiento, ya que este
podria interferir en los procesos metabdlicos del hierro y por ende generar estrés celular en las lineas

celulares ensayadas, esto debido a disminucién en la interaccion que podria llegar a tener el nucled
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magnético con la célula diana (Nayamadi Mahmoodabadi et al., 2018).

En general el efecto antitumoral del nanocompuesto FesO4s@SiO2/OXA, evidencia la eficacia y el
aumento de la especificidad del farmaco, en comparacion al farmaco solo. Adicionalmente, dicho
efecto seria solo por el farmaco adsorbido en su superficie, ya que tanto el ndcleo magnético, como el
nanocompuesto, son muy biocompatibles, con las células sanas (BHK-21), como con las células
cancerosas (T98G). Sin embargo, es importante continuar con estudios para aclarar el mecanismo
intracelular de las nanoparticulas funcionalizadas con oxaliplatino y de las nanoparticulas sin
funcionalizar, para asi evidenciar el verdadero efecto que tienen estas en las células y en el ADN

celular.
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3. Conclusiones
Se puede concluir a través del desarrollo del presente trabajo de investigacion que las nanoestructuras
producidas por coprecipitacion asistida por ultrasonidos directos, exhibieron tamafios de 12nm y que
una vez recubiertas este tamafio aumento a 13nm para finalmente crecer hasta los 14nm luego de la
fisisorcion del farmaco oxaliplatino. Se evidencia que la estructura cristalina corresponde con la
estructura de la espinela inversa, magnetita con base a los patrones de DRX medidos. Los espectros de
FTIR demostraron el recubrimiento con SiO. ademaés de evidenciar la presencia de vibraciones
facilmente asociables a la presencia del farmaco en el nanocompuesto, lo cual se confirma con UV-vis
ya que en este se evidencian los cambios de concentracion del farmaco en presencia del
nanocompuesto. Por otro lado, los resultados de VSM indican que las nanoparticulas tienen un
comportamiento superparamagnetico, aunque el recubrimiento con SiO; causa un efecto de
apantallamiento, esto sin afectar las propiedades superparamagnéticas y su potencial aplicacion en
terapéuticas contra el cancer. Finalmente, los ensayos MTT confirman la eficacia del nanotrasportador
funcionalizado con el farmaco, ya que este presento una citotoxicidad celular en la linea T98G del
85% a las concentraciones de 25, 50, 100 y 200 ppm a 72h en comparacion al farmaco solo que solo
fue de un 50% a 200ppm en el mismo tiempo de estimulo. Adicionalmente, se demostré la
biocompatibilidad del nicleo magnético y del nanocompuesto al encontrar que el nicleo magnético no
presenta citotoxicidad en ninguna linea celular y que por su parte la citotoxicidad del nanocompuesto

solo disminuye un 11% la viabilidad células en las lineas BHK-21 y T98G.
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