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Resumen

Actualmente los procedimientos médicos necesarios para el tratamiento de
enfermedades como lo es el cancer, resultan en ocasiones nocivos para la salud del
paciente debido a la baja selectividad de los tratamientos y su invasividad. Como
alternativa a dichos tratamientos se ha propuesto la entrega localizada de farmacos; esta
solucion complementaria abre una posibilidad para reducir reducir los efectos
secundarios. Asimismo, dentro de las herramientas utilizadas para dicho tipo de entrega
se encuentran los micro y nano motores, que pueden incrementar la eficiencia del
tratamiento gracias al control externo que estos permiten. Sin embargo, la mayoria de
estos motores no son viabilidad dado que sus materiales no suelen ser biocompatibles.

Como respuesta a este problema, en el presente trabajo se propuso fabricar micro
y nano motores tipo Janus conformados por materiales biocompatibles. Primero, se
sintetizaron particulas de acido poli lactico co-glicélico (PLGA) cargadas con tamoxifeno
(TAM) a través del método de nanoprecipitacion. Después, a través de la técnica de
pulverizacidon catédica se depositd una estructura tricapa en uno de sus hemisferios; la
estructura esta conformada por una capa de adhesion de titanio (Ti), una capa magnética
de niquel (Ni) para el direccionamiento de sus trayectorias a través de un campo
magnético externo y una capa diferencial de densidad de tungsteno (W), que incrementa
la velocidad de los mismos. Por otra parte, se estudio el efecto de sus componentes
metalicos tanto en la aglomeracion como en la propulsion de los motores.

Para aumentar su selectividad se propone funcionalizar los motores con
anticuerpos anti-ERa. Los motores se evaluaran in vitro en células de cancer de mama
de las lineas MCF-7 y MDA-MB-231 para conocer su selectividad en cuanto a la
internalizacién, asi como su citotoxicidad. De igual manera, se estudiara y determinara
el mecanismo de propulsién con materiales biocompatibles utilizando ultrasonido y su
efecto en el medio de cultivo. También se propone caracterizar las propiedades fisicas y
guimicas de los motores, al igual que la tasa de liberaciéon del farmaco. Finalmente, se
espera conocer si el concepto propuesto tiene una alta selectividad en la liberacion del
farmaco para el tratamiento del cancer de mama.

En el presente trabajo se logro sintetizar micromotores tipo Janus con un ndcleo
polimérico (PLGA) cargado con farmaco (TAM) y con uno de sus hemisferios recubiertos
con una tricapa metalica (Ti-Ni-W). También se consiguio propulsarlos al excitarlos con
ultrasonido y controlar su direccion por medio de un campo magnético externo. Se
observo un decremento en el tamafio de las particulas de PLGA cargadas con TAM al
incrementar la concentracion de surfactante o al reducir la concentracion de PLGA. La
capa de adhesion afecto la respuesta magnética dando como resultado la aglomeracion
de los motores, al igual que con el incremento de la capa de Ni. Ademas, se corroboro el
efecto de la capa de W en la propulsion de los micromotores, tal como lo explica Valdez-
Garduiio et al. (2020).
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Capitulo 1: Introduccion.

En la actualidad, los avances tanto en ciencia de materiales como en el
entendimiento de los fendmenos fisicos han llevado a una serie de revoluciones
tecnolégicas que tienen como proposito solucionar los problemas actuales de la
sociedad. La nanotecnologia como rama del conocimiento busca implementar los
fenomenos fisicos que suceden en la escala nanométrica creando soluciones mas
eficientes, innovadoras o complementarias a las soluciones ya existentes.

Dentro de las ramas de la ciencia que buscan generar soluciones, la
nanoingenieria se encarga de crear dispositivos de bajas dimensiones utilizando
procesos innovadores de manipulacion de la materia, que pueden tener aplicaciones en
diversos campos de la ciencia. Por ejemplo, en el almacenamiento energético (Nan et
al., 2019), la produccion de energias renovable (Tian et al., 2019) o en el ambito médico
(Lietal., 2011). Los micro y nano dispositivos buscan en su mayoria, replicar movimiento
o trabajos en la macro escala, como pueden ser: rotores, motores, algunos sensores,
compuertas, separadores, dispositivos de entrega de farmacos e inclusive los equipos
quirdrgicos (Li et al., 2017a). Sin embargo, uno de los retos a solucionar en la micro y
nano escala es el desarrollo de dispositivos que puedan realizar tareas con precision y
de manera controlada. Es como respuesta a esta necesidad que surge el desarrollo de
micro y nano motores (MNMSs).

El concepto de MNMs se encuentra inspirado en estructuras biolégicas que
pueden autopropulsarse como lo son las bacterias o algunos microorganismos, ademas
pueden de desempefiar una o varias tareas. Los MNMs poseen la capacidad de poder

realizar mas de una tarea utilizando mecanismos de accion independientes, o inclusive



adaptarse al ambiente en el que planean ser utilizados. Ademas, son estructuras que
pueden transformar la energia de su entorno o de un estimulo en movimiento mecéanico
para poder realizar tareas de manera eficiente, controlada y con un costo bajo (Wang y
Pumera, 2015).

Debido a las caracteristicas que presentan los MNMs tales como su tamafio, su
habilidad de propulsarse y la capacidad de controlar su movimiento, estos dispositivos
tienen el potencial de ser aplicados para realizar tareas en zonas de dificil acceso. Para
gue este potencial sea aprovechado es necesario elegir materiales adecuados; es decir,
gue no afecten su funcionamiento ni el organismo en el que es introducido. Todo lo
descrito anteriormente los hace excelentes candidatos para ser utilizados en aplicaciones
biomédicas.

Dentro de los MNMs que son grandes candidatos para ser aplicados como
dispositivos biomédicos se encuentran los MNMs tipo Janus que han tenido éxito en
conseguir implementar mecanismos de propulsion no dafiinos para el cuerpo (Wang et
al., 2012; Quallotine et al., 2019; Ye et al., 2019). En adicidn, se han desarrollado trabajos
con propuestas de disefio que pueden utilizar ultrasonido como fuente energia para su
propulsién (Oliveros, 2017; Xu et al., 2017; Wang y Pumera, 2015; Ahmed et al., 2014;
Valdez-Gardufio et al., 2020), lo que es especialmente importante porque éste es
ampliamente utilizado en el &mbito médico (Miller et al., 2012; Misaridis y Jensen, 2005;
Repacholi et al., 2012).

De manera complementaria, los campos magnéticos pueden utilizarse para
direccionar la trayectoria de dichos dispositivos al interior de los sistemas biologicos

(Schattling et al., 2017; Vicenti et al., 2019) sin la necesidad de campos magnéticos muy



intensos (< 1 mT) (Binhi y Savin, 2003). Actualmente este tipo de MNMs buscan
encaminarse a la entrega o acarreamiento de farmacos como una posible aplicacion (Wu

et al., 2014; Wu et al., 2015b).

1.1 Planteamiento del problema y justificacion.

En la actualidad, la mayoria de los tratamientos médicos administran los farmacos
con un enfoque sistémico. Es decir, estos ingresan al cuerpo, entran al torrente
sanguineo y se distribuyen por todo el organismo con el fin de combatir una enfermedad.
Esta estrategia no es selectiva y posee una baja efectividad (Gerber, 2008); por
consiguiente, tiende a tener efectos secundarios indeseables, ya que no tratan
Unicamente a las células o lugares afectados (Vedotin, 2017; Mario Villela-Martinez et
al., 2017). Como solucion se plantean tratamientos mas especificos, capaces de llegar a
los sitios de interés conocidos como sistemas de entrega dirigida de farmacos (Bae y
Park, 2011).

El cancer es capaz de distribuirse y desarrollarse de manera descontrolada, por
lo que es importante que se trate de manera eficiente en etapas tempranas de la
enfermedad. En especifico, el cancer con mayor presencia en mujeres en todo el mundo
es el de mama (American Cancer Society, 2019), por lo que su tratamiento sin generar
dafos colaterales es de especial relevancia para reducir su tasa de mortalidad y
aumentar la calidad de vida de los pacientes. Los tratamientos convencionales, como las
guimioterapias o terapias radiativas, tienen efectos secundarios indeseables, los cuales
hacen que el paciente abandone la terapia o deteriore su estado fisico (Gorey et al.,

2014; Akiyama et al., 2018).



Por lo anterior, utilizar a los MNMs como vehiculos para el transporte de farmacos
abre una ventana de oportunidad para este tipo de tratamientos, ya que proponen una
entrega més eficiente y selectiva. Las ventajas que tienen sobre otros sistemas de
entrega de farmacos es su participacion activa y controlada ya que al tener una
propulsion pueden realizar las tareas de manera mas réapida y desplazarse a otros
lugares de interés sin limitarse al transporte pasivo (Gao y Wang, 2014).

Adicionalmente, sus disefios pueden incorporar materiales biocompatibles y sus
mecanismos de propulsiébn pueden tener fuentes de energia que no dafien a los
organismos, siendo el ultrasonido una alternativa muy atractiva por su alta compatibilidad
y sus usos ya probados en aplicaciones médicas (Nistor y Rusu, 2019). Ademas, es
posible afiadir otros componentes que ayuden a desempefiar la tarea de manera mas
eficiente o inclusive mas de una tarea; por ejemplo, nanoparticulas que permitan su
control mediante campos magnéticos (Liu et al., 2015; Peng et al., 2017) o recubrimientos
biolégicos que reducen la respuesta inmune del organismo (Wu et al., 2015).

Por otra parte, los disefios existentes de MNMs (Wang et al., 2012; Parmar et al.,
2015; Ma et al., 2015; Oliveros, 2017; Su et al.,, 2019) no han priorizado la
biocompatibilidad, por lo que su aplicacién al interior del cuerpo se ve dificultada. Como
respuesta/alternativa, en el presente trabajo se seleccionaron materiales que no generen
dafio y de esta manera reducir el riesgo de una respuesta inmune negativa durante su
aplicacion. Para ello, se propone el uso de un diseiio de MNMs propulsados por
ultrasonido y controlados por campos magnéticos para el tratamiento de cancer de

mama.



El disefio planteado prioriza la biocompatibilidad, por lo cual esta compuesto por
un nucleo polimérico conformado principalmente por &cido polilactico-co-glicolico
(PLGA), en el cual se encapsula el farmaco tamoxifeno (TAM) y esté recubierto por una
estructura metalica multicapa en uno de sus hemisferios, la cual se encuentra compuesta
por una capa de adhesién de titanio (Ti), una capa magnética de niquel (Ni) y una capa
de alta densidad de tungsteno (W), material con aplicaciones biomédicas (Li et al., 2014).
Esta tricapa metalica es la que permite su propulsion, la cual se encuentra basada en la
asimetria de densidad y busca reducir las asimetrias de forma, para incrementar su
biocompatibilidad. Ademas de dotarlo con un control por medio de campos magnético, el
cual lo vuelve un sistema de actuacién controlada. Adicionalmente, se estudi6 el efecto
de los parametros de sintesis del nlcleo y las capas metalicas en la velocidad de los
MNMs para poder eficientar su funcionamiento y pardmetros de operacion.

La importancia de este trabajo recae en la versatilidad que presenta el disefio de
estos motores. Los MNMs propuestos son un sistema innovador que posee
caracteristicas facilmente manipulables; por esa razén, son excelentes candidatos para
el transporte y liberacion de farmacos de una manera no invasiva y controlada. Dado que
su mecanismo de propulsién es accionado y mantenido por la presencia de ondas de
ultrasonido. Ademas, su trayectoria puede ser controlada a través de campos magnéticos
para hacer mas eficiente su propulsion (Valdez-Gardufio et al., 2020).

Con la finalidad de incrementar la selectividad de este sistema, una de las
perspectivas a futuro seria funcionalizar la superficie con anticuerpos que reconozcan y

se unan a proteinas expresadas en las células cancerigenas. Esto permitira que la



entrega del farmaco sea mayoritariamente en las células de cancer de mama, este
proceso es comunmente llamado entrega dirigida de farmacos.

En un futuro se plantean realizar pruebas in vitro en lineas celulares de cancer de
mama (MCF-7 y MDA-MB-123) para evaluar la eficiencia de internalizacién de
internalizacién y el efecto de cada uno de los componentes del disefio de estos MNMs
en la viabilidad celular. EI poder comprobar que el arreglo propuesto para este tipo de
motores es funcional en un medio biolégico, in vitro con células de cancer de mama, es
el paso siguiente para proyectarlos como un sistema viable que puede potencialmente
ser utilizado en humanos.

En los capitulos siguientes se desarrollara una explicacion detallada de los
componentes del proyecto. Comenzando en el capitulo 2 por el marco tedrico en el cual
se desenvuelve el trabajo, seguido del estado del arte actual en nanomotores y vehiculos
de entrega de farmacos en el capitulo 3. Para asi continuar con el desarrollo experimental
en el capitulo 4 donde se presenta la metodologia, resultados experimentales y su

discusion. Finalmente, se exponen las conclusiones en el capitulo 5.

1.2 Objetivos generales y especificos del trabajo.

1.2.1 Objetivo general.

El presente trabajo tiene como objetivo el disefiar, sintetizar y evaluar la propulsiéon
de micro/nanomotores tipo Janus para el transporte de tamoxifeno. En adicion, se
plantea evaluar su funcionamiento en estudios in vitro en el tratamiento de cancer de
mama responsivo a estrégenos (ER+), objetivo que no se cumpli6 debido a la

contingencia presentadas durante el periodo de cuarentena.



1.2.2 Objetivos especificos.

e Sintetizar particulas de PLGA mediante el método de nanoprecipitacion.

e Encapsular tamoxifeno en las particulas de PLGA (PLGA-TAM) a través del método
de nanoprecipitacion.

e Conocer el efecto de la concentracion de surfactante, el volumen de la gota, la
velocidad de goteo y la concentracidon del polimero en el tamafio de las particulas.

e Depositar una pelicula delgada Ti-Ni-W sobre las particulas (PLGA-TAM).

e Propulsar a los motores por medio de ultrasonido y controlar su trayectoria
utilizando campos magnéticos en un medio acuoso.

e Evaluar la velocidad y aglomeracién de los motores posterior a su propulsion en un
medio acuoso.

e Observar el efecto de la capa de adhesion en la aglomeracion y velocidad de los
motores.

e Observar el efecto de la capa magnética (Ni) en la aglomeracién y la velocidad de
los motores.

e Observar el efecto de la capa diferencial de densidad (W) en la velocidad de los

motores.



Capitulo 2: Marco Teorico.

El marco tedrico comprende los conceptos necesarios para el entendimiento del
desarrollo experimental y la seleccién de pruebas. Se empezara con el padecimiento

para el cual se planteé el disefio de estos MNMs: el cancer.

2.1 Cancer.

El cancer es un conjunto de enfermedades que se caracterizan por una division
celular inmoderada, capaz de esparcirse a los tejidos circundantes. En varios tipos de
cancer se pueden formar tumores, que son masas de tejido generados por la
acumulacién de células que se dividen incluso cuando no son necesarias. Ademas, a
diferencia de las células normales, las células cancerigenas son capaces de evadir los
procesos de apoptosis (National Cancer Institute, 2015; Cancer Research UK, 2019).

Asimismo, los tumores cancerigenos pueden invadir tejidos circundantes, asi
como introducirse en el torrente sanguineo o el sistema linfatico para llegar a lugares
distantes y formar tumores secundarios. Este proceso es conocido como metastasis
(Figura 1) y puede llegar a complicar el alcance de los tratamientos.

Debido a que el cancer puede manifestarse en casi cualquier parte del cuerpo,
existen méas de 100 tipos diferentes de cancer, cuyo nombre esta dado por el 6rgano o
tejido en el que se localiza; sin embargo, se pueden dividir en cinco categorias:
carcinomas, linfomas, leucemias, tumores cerebrales y sarcomas (National Cancer

Institute, 2015; Cancer Research UK, 2019; Organizacion Mundial de la Salud, 2019).
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Figura 1. Proceso de metastasis (NIH, 2019).

2.1.1 Cancer de mama.

En este trabajo nos enfocaremos en el cancer de mama, debido a que es el tipo
de cancer mas comun en mujeres, con mas del 25% de los casos totales de cancer en
mujeres. Comunmente, suele presentarse como carcinoma in situ o0 invasivo; no
obstante, algunos casos se clasifican como sarcoma, particularmente cistosarcoma
filoides o angiosarcoma (American Cancer Society, 2019; Johns Hopkins University,

2019).

2.1.1.1 Receptor de estrogeno (ER).
Otra opcion para clasificar al cancer de mama es evaluar la presencia de

receptores de estrégeno (ER), progesterona (PR) o de factor de crecimiento epidérmico
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humano 2 (HER2). Esto con el objetivo de elegir un tratamiento que se adecue al tipo de
proteinas que la célula produzca (American Cancer Society, 2019).

Cabe mencionar que existen dos tipos de receptores de estrogeno: ER-a y ER-f.
A grandes rasgos, se puede hablar de ellos como receptores nucleares que contienen un
dominio central conservado, conformado por el dominio de unién al ADN y el dominio de

union del ligando (Gross y Yee, 2002; Williams y Lin, 2013).

2.1.1.1.1 ER-c.

Este subtipo de receptores de estrégeno fue el primero en ser identificado en tejido
mamario y se encuentra expresado en un subgrupo de células epiteliales. Aunque
también esta presente en Utero, ovarios, huesos, érganos reproductores masculinos,
préstata, higado y tejido adiposo (Gross y Yee, 2002; Williams y Lin, 2013; Paterni et al.,
2014).

Algunas de las funciones generales de este receptor estan relacionadas con las
glandulas mamarias y el Utero, aunque también se le atribuye el mantenimiento de la
homeostasis esquelética y la regulacion del metabolismo (Paterni et al., 2014). Por otro
lado, se ha encontrado un aumento en la proliferacion de las células de cancer de mama
cuando los receptores de estrogeno son activados. Cabe destacar que su sobreexpresion
suele darse en etapas avanzadas de algunos tipos de cancer de mama, como el
carcinoma lobular o etapas tempranas de carcinoma ductal, por lo que puede utilizarse
como marcador para un tratamiento mas efectivo (Paterni et al., 2014).

En cuanto a terminologia, aquellas células cancerigenas que contienen ER-a son

denominadas células de cancer de mama ER+. Ademas, el crecimiento de este tipo de
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células esta relacionado a la presencia de estrogeno. Es relevante destacar a este grupo,
ya que alrededor del 70% de los casos de cancer de mama son ER+ y dependientes de

hormonas (Lumachi, et al., 2013).

2.1.1.1.2 ER-B.

En el caso del ER-B, es posible encontrarlo en tejido mamario tanto en células
epiteliales como estromales. Ademas, esta expresado en prostata, vejiga, ovarios, colon,
tejido adiposo y sistema inmunoldgico. Sus funciones mas importantes estan
relacionadas con este ultimo, asi como con el sistema nervioso central (Paterni et al.,
2014).

A pesar de que aldn no se encuentra bien estudiada su funcién, existe evidencia
para sustentar que su papel en el cancer de mama es contrarrestar los efectos
proliferativos de ER-a. Incluso, cuando se trata de cancer de prostata ha mostrado
desencadenar un efecto pro-apoptotico (Paterni et al., 2014).

Es importante mencionar que, aunque este subtipo es menos comun e incluso
puede dejar de ser expresado en etapas avanzadas de carcinoma lobular, se ha
encontrado que cuando estad presente responde favorablemente ante medicamentos
como el tamoxifeno (Paterni et al., 2014; Williams y Lin, 2013). Lo cual nos dice que sin
importar qué tipo de receptor de estrogeno exprese la célula de cancer de mama, ambos

responden favorablemente a tamoxifeno.
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2.1.1.2 Tamoxifeno.

Los tratamientos actuales para el cancer de mama suelen ser la cirugia,
radioterapia, terapia hormonal, terapia dirigida, inmunoterapia y quimioterapia (National
Center Institute, 2019).

En el caso de la terapia hormonal para cancer de mama ER+, el tamoxifeno es
uno de los farmacos utilizados, pues se ha observado que posee las propiedades de un
antagonista parcial de estrogeno tanto en modelos animales como en mujeres, por lo que
se dice que es un inhibidor competitivo de estradiol (un tipo de estrégeno) en la unién al
ER (Kufe, et al., 2003).

En general, los estrégenos modulan el crecimiento celular al incrementar los
factores de crecimiento y disminuir los factores inhibitorios de crecimiento, los cuales
inician o previenen el progreso del ciclo celular al interactuar con sus receptores de
membrana. Por esta razén, el tamoxifeno es uno de los tratamientos utilizados para este
tipo de cancer, ya que previene de manera reversible el crecimiento estimulado por
estrogeno (Kufe, et al., 2003).

A grandes rasgos, los antiestrégenos como el tamoxifeno, se unen al ER de tipo 'y
producen un cambio en su estructura terciaria, lo cual altera su interaccién con los
elementos de respuesta a estrégeno (ERE). Por otro lado, tienen el efecto contrario a los
estrogenos, pues disminuyen la produccién de factores de crecimiento (TGF-a, IGF-1) y
aumentan la de inhibidores de crecimiento (TGF-B) (Kufe, et al., 2003).

No obstante, una de las desventajas del tamoxifeno es que, al ser suministrado de
manera sistémica puede llegar a causar cancer endometrial, este riesgo aumenta para

las mujeres posmenopausicas; sin embargo, el nimero de casos es menor al 1% por afio
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(National Institute of Cancer, 2019; American Cancer Society, 2019). Adicionalmente,
presenta cuatro grandes efectos secundarios: la sensacion de sofoco, ganancia de peso,
insomnio y dolor articular (Garreau et al., 2006). Estos son sintomas que pueden llevar a
la suspension del tratamiento, también se han reportado dejar secuelas por su interaccién
con el cerebro, como es la depresion asociada a altas dosis de este medicamento, que
merma la calidad de vida del paciente alun cuando éste supera el cancer (Lee et al.,

2007).

2.2 Vehiculos de entrega de farmacos

A manera de disminuir los efectos secundarios de algunos farmacos al ser
administrados sistémicamente, se han desarrollado vehiculos de transporte que pueden
definirse como sistemas en los que se encapsula un farmaco. El objetivo de estos
vehiculos es aumentar la selectividad del medicamento, su efectividad y la eficiencia de

su entrega (Senapati et al., 2018).

2.2.1 Caracteristicas.

Dependiendo de la aplicacién que se le vaya a dar a los vehiculos, se deberan
ajustar sus caracteristicas fisicoquimicas. Por ejemplo, se debe considerar su forma,
tamafio, carga superficial y materiales dependiendo del lugar al que se dirijan y las

sustancias que vayan a transportar.
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2.2.1.1 Biocompatibilidad.

Una caracteristica fundamental para la eleccion de materiales en aplicaciones
biomédicas es la biocompatibilidad. Esta propiedad es definida como la cualidad de un
material para reemplazar, mejorar o sustituir funciones en un sistema biolégico sin
generar estrés o una respuesta dafiina (Kennedy et al., 2012). De la misma forma, esta
propiedad puede verse definida en términos de su respuesta inmune, pues pretende
evitar las respuestas negativas y minimizar el rechazo del huésped (Remes y Williams,
1992). También se ha definido como la capacidad de un material para generar una
respuesta apropiada en el huésped, la cual dependera de la aplicacion (Anderson, 2012).

Con el fin de reducir el dafio generado al organismo por parte de estos sistemas,
los disefios buscan emplear materiales compatibles con el organismo. Estos pueden
tener tres vertientes: materiales bioinertes que buscan evitar cualquier tipo de reaccion
con el organismo, materiales bioactivos que promueven una respuesta favorable al
interior del organismo y los materiales inteligentes, con los cuales se obtiene una
respuesta adaptativa y mejorada en el organismo (Parmar et al., 2015).

Los materiales biocompatibles son elementos que buscan desempefar funciones
como la mejora estructural de los tejidos circundantes o los que se estan supliendo, el
restablecimiento de funciones corporales y sistémicas o combatir de problemas de salud.
Sin embargo, para que cumplan con su funcién, es importante que no generen una
reaccion adversa o contraproducente dentro del organismo; por el contrario, se busca
gue éstos tengan una respuesta benéfica en su aplicacion con el fin de implementar

mejoras en las funciones del mismo (Hermawan et al., 2011).
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2.2.1.1.1 Forma.

La morfologia del vehiculo afecta su internalizacion celular, su tiempo de
circulaciéon y su destino dentro del organismo. De acuerdo con Blanco et al. (2015), se ha
comprobado que en la nano escala los filamentos permanecen en el torrente sanguineo
mas de una semana, mientras que las particulas esféricas solo estan 2 ¢ 3 dias. Un

efecto relacionado es que las particulas esféricas son internalizadas mas rapido.

2.2.1.1.2 Tamano.

El tamafio puede influenciar el tiempo que el material se encontrara en el cuerpo,
Su extravasacion y su procesamiento por macrofagos. En el caso de las particulas que
son utilizadas para el tratamiento de cancer, se recomienda que tengan un tamafo
aproximado de 100 nm, pues se encuentran en circulacion el tiempo suficiente para
cumplir su funcion, pues son capaces de extravasarse a los tumores por medio de las

fenestras, que son los espacios entre células (Blanco et al., 2015).

2.2.1.1.3 Carga superficial.

Por otro lado, la carga superficial permite modificar el tiempo que el material
permanece en el torrente sanguineo, asi como mejorar su acumulacion en el sitio de
interés. Por ejemplo, se ha demostrado que las particulas poliméricas cargadas
negativamente tienen un mayor tiempo en circulacion y una menor acumulacién en
higado y bazo. Mientras que las particulas cargadas positivamente suelen distribuirse de

una manera no especifica y por ende su acumulacion no es regular (Blanco et al., 2015).
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2.2.2 Tipos de entrega de farmacos.

Es indispensable elegir las propiedades adecuadas del vehiculo de entrega
dependiendo de su aplicacién. Ademas, dependiendo de sus propiedades se clasifican
en vehiculos de entrega pasiva y activa; el primer tipo hace uso de las propiedades del
vehiculo para que pueda acumularse en el sitio afectado, mientras que el segundo incluye
elementos que interactian de manera especifica con un agente al interior del cuerpo

(Torchilin, 2010).

2.2.2.1 Entrega pasiva.

Los vehiculos de direccionamiento pasivo al ser aplicados al tratamiento de cancer
aprovechan el efecto de resiliencia y permeabilidad aumentada (EPR, por sus siglas en
inglés). En otras palabras, su efectividad se basa en el tamafio del material, su tiempo de
circulacion y principalmente, en las caracteristicas de los tumores (Torchilin, 2010; Attia
et al., 2019).

Para comprender mejor este efecto, se debe mencionar que los tumores estan
formados por células que crecen de manera no controlada, por lo que requieren una gran
cantidad de nutrientes. Por ello, se encuentran altamente irrigados, pero sus vasos
sanguineos tienen fugas que proporcionan un lugar idéneo para que los materiales que
transportan el farmaco queden atrapados (Figura 2) y tengan tiempo suficiente para

liberarlo (Torchilin, 2010; Attia et al., 2019).

17



Vasos sanguineos normales Vasos sanguineos en tumores

- YA

Rz 20
!‘;Q 4

Figura 2. Representacion del efecto EPR y su relacion con las nanoparticulas de entrega pasiva (Abdalla
et al., 2018).

2.2.2.2 Entrega dirigida.

En cuanto a los vehiculos de direccionamiento activo, la superficie de estos
materiales se funcionaliza con ciertos ligandos que pueden ser identificados por un tejido
especifico. También se han utilizado materiales sensibles a estimulos como temperatura,
ultrasonido o pH para liberar el farmaco en un sitio especifico. Debido a que su
acumulacion en el sitio de interés ya no depende del efecto EPR, se dice que este tipo
de sistemas tiene una mayor eficiencia. De igual forma, ofrecen a los pacientes una
mayor seguridad, puesto que al ser tan especificos protegen a las células sanas de los
efectos adversos de los farmacos, reducen la dosis requerida para combatir el cancer y
evitan que las células tumorales adquieran resistencia a los medicamentos (Torchilin,
2010; Bhatia, 2010; Attia et al., 2019).

Dentro de esta categoria se encuentran los materiales inteligentes, llamados asi

porque son capaces de responder a los cambios del ambiente donde desempeiian su
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funcién. Por lo que su eficiencia no depende de su tiempo de permanencia en el
organismo, debido a que su movimiento esta influenciado por factores como el pH o la

concentracion de Oz (Albanese, et al., 2012).

2.3 Micro/Nanomotores (MNM).

Los motores en escalas pequefias fungen como una plataforma para la nueva
generacion de tratamientos médicos; esto principalmente por su versatilidad de funcionar
con distintos mecanismos de movimiento (Tu et al., 2017). Pueden poseer propulsion
externa o autopropulsion y buscan imitar sistemas bioldégicos que poseen un movimiento
auténomo y controlado (Li et al., 2017a), con el fin de poder ser operados al interior de
locaciones de dificil acceso. Por otro lado, el tamafio de sus disefios va desde los 30 nm
hasta 20 um (Safdar et al., 2018), lo que facilita ajustar el disefio a las aplicaciones
propuestas. Sin embargo, los mecanismos de propulsion aun estan bajo estudio y
continuamente se busca utilizar nuevos fendbmenos para propulsarlos. Por lo tanto, son
un campo en continuo desarrollo.

Existen distintos obstaculos que presenta la locomocién a esta escala, como lo
son: el movimiento Browniano, las fuerzas asociadas a los bajos nimeros de Reynolds y
la disponibilidad de energia en el lugar donde realizaran sus tareas (Li et al., 2017;
Abdelmohsen et al., 2014; Tu et al.,, 2017). La manera en la que se abordan estos
fendmenos dicta los componentes que se han utilizado, como pueden ser polimeros,
metales o materiales inorganicos. Asimismo, determina la clasificacion de los MNMS; por

ejemplo, quimicos, propulsados por luz o por campos magnéticos.
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2.3.1 Motores biologicos.

Los motores biolégicos 0 motores moleculares son sintetizados por sistemas
biolégicos y son responsables de la motilidad de algunos seres vivos, asi como de
procesos metabdlicos importantes. Su participacion en los procesos en los que estan
involucrados es clave, ya que sin ellos estos procesos serian termodinamicamente
favorables. A partir de su descubrimiento estos motores sirvieron como inspiracion para
el desarrollo de MNMs sintéticos/atrtificiales (Guo et al., 2016).

Estos motores se clasifican de acuerdo a los movimientos que desempefian, y se
encuentran divididos en 3 tipos (Figura 3). Los lineales, que Unicamente ayudan a
realizar la contraccion o distensiéon de un elemento; (Roberts et al., 2013) los rotatorios,
gue realizan giros completos alrededor de su propio eje y tienen etapas para Su
movimiento (Enemark y Joshua-Tor, 2006). Finalmente, los de revolucion, que giran
alrededor de otro objeto y estos tienen funciones como el empaguetamiento de proteinas

0 ADN (Burroughs et al., 2007).
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Figura 3. Tipos de motores biolégicos. a) Motores lineales, b) Motores rotatorios, ¢) Motores de revolucion
(Guo et al., 2016).

2.3.1.1 Motores biohibridos.

Otra de las posibles vertientes son los motores bio-hibridos, caracterizados por la
implementacion de agentes bioldgicos como fuente principal de movimiento, ya poseen
locomocién por si mismos (Figura 4b,c) (Esteban-Fernandez de Avila et al., 2018).

Sin embargo, también pueden tratarse de estructuras sintéticas a las cuales se les
afiade un componente bioldgico con propiedades cataliticas (enzimas) para hacer uso de
combustibles que se encuentran al interior del cuerpo, como lo son la glucosa o la urea
(Figura 4a). Cabe resaltar que éstos emplean distintos mecanismos de movimiento como
la electroforesis, la cual es generada por un gradiente de protones o de iones en el medio

(Katuri et al., 2017).
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A B G D

Motores recubiertos por Motores basados Motores con propulsion Motores con propulsién
membranas celulares en células para espermas por bacterias

Figura 4. Ejemplos de motores hibridos.A) (a) Estructura esquematica y mecanismo de propulsién de un
motor acustico recubierto de membrana celular, (b) Micrografia de microscopia electrénica de barrido
(SEM) de un nanohilo de oro (AuNW) recubierto de membrana de glébulos rojo y plaquetas (RBC-PL), y
(c) Propulsién por ultrasonido de un motor RBC-PL en sangre. B) (a) Estructura esquemética y mecanismo
de propulsién de un glébulo rojo con nanoparticulas magnéticas en su interior (b) Micrografia de un glébulo
rojo con nanoparticulas magnéticas en su interior, y (c) Propulsién por campos magnéticos de un motor de
glébulo rojo con nanoparticulas magnéticas en su interior C) (a) Estructura esquematica y mecanismo de
propulsiéon de un motor magnético basado en espermatozoides, (b) imagen éptica de un micromotor hibrido
basado en espermatozoides y (c) micro hélice magnética para transporte de espermatozoide. D) (a)
Estructura esquematica y mecanismo de propulsion de un motor a base de bacterias, (b) Micrografia SEM
de un micronadador impulsado por una bacteria Magnetospirillum gryphiswaldense (MSR-1), y (c)
propulsién activa del micro nadador con motor MSR-1. (Esteban-Fernandez de Avila et al., 2018b)

2.3.2 Motores tipo Janus.

Un tipo de motor que resulta de especial interés para el trabajo, son los de tipo
Janus. Los MNMs tipo Janus poseen dos caras con distintas propiedades (Figura 5). Su
principal caracteristica es que estan conformadas por dos caras de elementos con

diferentes propiedades fisicoquimicas (Su et al., 2019). Su propulsién normalmente se
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relaciona a estas propiedades superficiales, en las que un lado provee una mayor

propulsién que el otro y por ello se tiene una direccion preferencial para el movimiento.
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Figura 5. Ejemplos de motores tipo Janus clasificados de acuerdo a su método de sintesis (Ye et al., 2019).

Cabe destacar que el primer acercamiento de las estructuras tipo Janus a la
obtencion de energia fue a través del disefio de motores cataliticos. Estos colectan su
energia de manera local, por ello su movimiento depende de la descomposicion de
elementos en su entorno a partir de reacciones quimicas superficiales (Li et al., 2017a).
Aunque, los combustibles y los productos de su descomposicion pueden generar
reacciones adversas en el organismo. Asimismo, los materiales cataliticos pueden
afectar las rutas metabdlicas de los sistemas bioldgicos y reducir la biocompatibilidad de
estos disefios (Gao et al., 2012).
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Otro acercamiento es obtener energia de fuentes externas al organismo o en la
vecindad del motor. Asi surgieron los motores que colectan la energia de fuentes que
pueden estar en contacto con el cuerpo. Dichas fuentes hacen posible la transmision de
energia sin dafiar al organismo, tal es el caso de los campos que son generados por una
fuente ajena al lugar de aplicaciéon; pueden ser electromagnéticos (luz), magnéticos,
eléctricos o vibracionales (ultrasonido), entre otros (Abdelmohsen et al., 2014). El uso de

estos campos supone, la implementacién de fenébmenos con accién a distancia.

2.3.3 Micro/Nanomotores propulsados por ultrasonido.

Dentro de los distintos mecanismos de propulsion que existen se encuentra la
acustoforesis impulsada por ultrasonido, el cual genera vibraciones en los materiales.
Los motores propulsados de este modo tienen tres principales clasificaciones de acuerdo
con como se propagan las ondas en el sistema (Figura 6). La primera ocurre cuando el
ultrasonido se encuentra focalizado en la estructura, lo cual aporta mucha energia al
sistema y es propicio para los cambios de fase de algunos componentes, como la
generacion y desprendimiento de burbujas. Mientras que las otras dos clasificaciones
generalmente se refieren a la orientacion de los frentes de onda con respecto al
movimiento, perpendicular y paralelo, que dan lugar a los tipos llamados de onda
estacionaria y de onda viajera, respectivamente (Xu et al., 2017). Por otra parte, es
importante observar que los arreglos experimentales pueden variar en el acomodo de los
transductores y el movimiento no tiene que estar unicamente confinado a una direccion,
ya que la generacion de la onda puede cambiar de orientacion y su interaccion es lo que

propulsa los sistemas.
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En el presente trabajo se fabricaron micromotores de onda estacionaria. Los
materiales y su distribucion en el disefio de dicho tipo de motores propician una diferencia
en las corrientes generadas por las vibraciones asociadas a la densidad de los materiales
como lo describe Nadal y Lauga (2014). Por otra parte, de acuerdo a la geometria de los
motores las vibraciones pueden provocar oscilaciones en las estructuras y estas

contribuyen al movimiento (Valdez-Garduiio et al., 2020).

Ultrasonido focalizado Onda estacionaria

Onda viajera

' ( : K-\_@‘,;

Figura 6. Tipos de ultrasonido y estructuras tipicamente propulsadas por cada uno de ellos.
2.3.4 Control por campos magnéticos.

Independientemente de la propulsion de los MNMs, el control de los mismos puede
ser complicado, en especial si se busca manipularlos por un campo magnético externo.
El magnetismo presenta un area de oportunidad, ya que al afiadir un material magnético
en el disefio y utilizar un campo magnético externo, se pueden generar torques que
alteran la direccién en la que se mueven los motores. La principal causa de este
fendmeno es que un material ferromagnético alinea sus dominios magnéticos en el
sentido de un campo magnético externo, que al moverse genera una torca sobre los
materiales y la trayectoria resultante es tangente a la direccion del campo magnético

externo (Baraban et al., 2013).
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2.4 Materiales.

Una parte crucial al disefiar los MNMs es la eleccion del material. Los materiales
no solo deben ser los adecuados para aprovechar los fenOmenos antes descritos y asi
generar propulsion, también deben ser biocompatibles si se desea implementarlos en
seres vivos. Esto nos lleva a un nuevo objeto de estudio: los biomateriales.

Al tratarse de sistemas a micro y nanoescala, los motores deben cumplir con
ciertos criterios de acuerdo a su aplicacion para considerarse biocompatibles; entre ellos
se encuentran los mecanismos de degradacion, su tamafo, forma y caracteristicas
superficiales (Wang y Pumera, 2017).

Las posibles consecuencias posteriores a la aplicacion estan estrechamente
relacionadas con los mecanismos de degradacion de los materiales y son proporcionales
al tiempo de interaccién. Los disefios que tienen un tiempo de operacion prolongado son
mas susceptibles a verse alterados por los procesos de degradacién. Tal es el caso de
los metales o polimeros al interior del cuerpo; ambos poseen una tendencia a
degradarse, por lo que sus subproductos no deben alterar rutas metabdlicas u otros
mecanismos celulares ajenos al propésito de su uso (Parmar et al., 2015; Cafias-Carrell
et al., 2014).

Una vez analizadas las caracteristicas requeridas por el motor propuesto en este
trabajo (Figura 7), como lo son: materiales biocompatibles que puedan transportar un
farmaco y degradarse al interior del cuerpo, una distribucion asimétrica en la densidad
del motor y una respuesta magnética en su interior. Se realiz0 una seleccion de

materiales, de los cuales se hablaran con mayor detalle a continuacion.
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Figura 7. Disefio propuesto del motor.

2.4.1 Acido polilactico-co-glicolico (PLGA).

El primer material seleccionado para la entrega de farmacos fue el &cido polilactico
co-glicélico (PLGA por sus siglas en inglés), que es un copolimero, que entre sus diversas
aplicaciones ha mostrado un gran potencial como acarreador de farmacos, proteinas, asi
como otras macromoléculas y en ingenieria de tejidos suele utilizarse para fabricar
andamios (Makadia y Siegel, 2005).

Una de las ventajas que posee a diferencia de otros polimeros es que ya se
encuentra aprobado por la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA por sus
siglas en inglés). Ademas, sus caracteristicas fisicoquimicas pueden ser modificadas al
variar la razén entre los polimeros que lo conforman, su estereocisomeria 0 su peso
molecular (Bala et al.,, 2004; Makadia y Siegel, 2005). De esta manera, es posible
controlar la cantidad de medicamento que se libera y su tiempo de degradacién dentro

del organismo.
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2.4.2 Niquel.

Con respecto al recubrimiento, se consideraron dos elementos niquel (Ni) y
tungsteno (W). Ambos metales han sido utilizados en aplicaciones al interior del cuerpo
humano, el Ni se utiliza cominmente en filamentos o prétesis con memoria de forma, en
Su mayoria se encuentra como compuesto de una aleacion (Cafias-Carell et al., 2014).

En el disefio propuesto en este trabajo, el niquel cumple la funcién de ayudar a la
orientacién por campos magnéticos por su naturaleza ferromagnética (Finch et al., 2008;
Chinde y Grover, 2017). Tiende a tener una estructura granular, la cual contribuye a la
formacién de dominios magnéticos de tamafio similar al tamafio de grano (Kumar, 2010),
De igual manera, cuando es depositada en peliculas delgadas tiende a formar
policristales de tamafio variable; el tamafio se encuentra modulado por la superficie en
donde se realiza el crecimiento. Otra afectacion de la superficie esta dada por las
deformaciones o esfuerzos mecanicos que alteran la respuesta magnética de las
peliculas delgadas (Wu et al., 2010)

Al encontrarse en una estructura de capas, el niquel altera de manera positiva el
crecimiento de tungsteno en la interface y con ello se disminuye la posibilidad de la
liberacién de estructura  de tungsteno, la cual tiene antecedentes de ser tdxica

(Hermawan et al., 2011; Dewidar et al., 2006; Witten, 2012; Malischewsky y Tuan, 2009).
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2.4.5 Tungsteno.

Algunas de las aplicaciones biomédicas del tungsteno (W) son la fabricacién
pequefios alambres que ayudan a prevenir el colapso de arterias o venas (Cafas-Carell
et al., 2014).

Para el caso de los motores propuestos en este trabajo, la Gltima consideracion
del disefio es la interaccibn de los atomos metdlicos posterior a los procesos de
degradacion por los que atraviesa el micromotor. La capa externa de W, no presenta
riesgos a la salud, ya que la dosis contenida en 100 mg de motores seria menor a la que
se respira en una ciudad industrializada; sin tomar en cuenta la frecuencia de
administracion. Por otra parte, la eliminacion de este metal es por orina, por lo cual es
dificil que llegue a interactuar directamente con los alvéolos pulmonares, donde presenta
su mayor riesgo al ser aspirado y envenenar los centros de intercambio de oxigeno
(Kennedy et al., 2012; Idil y Donaldson, 2018; Peuster et al., 2003; Ogundipe et al., 2006).

Dentro de las caracteristicas de este material se encuentra su alta densidad de
19.3 g/cm3 (National Center for Biotechnology Information, 2020), la cual proporciona un
elemento diferencial que permite una diferencia de densidades elevada y promueve una

mayor propulsion en el disefio utilizado.

2.4.4 Titanio.

Al disefio se le puede incorporar una capa pequefa de titanio (Ti) para mejorar la
adhesion de las capas metalicas al nacleo polimérico. En otros casos, el Ti es el metal
mas utilizado en los materiales como placas o protesis tanto en uso neurolégico u

ortopédico (LOopez-Huerta et al., 2014; Stojanovic, 2018). También reduce la emision de
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iones de Ni que pueden llegar a formar parte de procesos biolégicos (Finch et al., 2008;
Fu et al., 2004).

Ademas, cuando es utilizado como sustrato para el crecimiento o deposito de
peliculas delgadas de niquel, modifica la respuesta magnética de sus dominios

magneéticos (Bhatt et al., 2006).

2.5 Técnicas de sintesis.

Para la fabricacién de los MNMs se llevaron a cabo dos etapas de sintesis, la
primera se enfoc6 en la creacién del nucleo; es decir, la particula de PLGA cargada con
tamoxifeno a través de la técnica de nanoprecipitacion. Mientras que en la segunda etapa
se recubrio parcialmente a la esfera con capas metalicas con la técnica de pulverizacion
catodica.

2.5.1 Nanoprecipitacion.

Existen diferentes técnicas para la sintesis de particulas poliméricas; sin embargo,
debido a que se utilizara PLGA y se encapsulara tamoxifeno, un farmaco hidrofébico, se
recomienda su sintesis por nanoprecipitacién ya que se suele tener una mayor eficiencia
de encapsulamiento. Ademas, es un método sencillo, con alta reproducibilidad y bajo
requerimiento energético (Bekele et al., 2016; Swider et al., 2018; Hernandez-Giottonini
et al., 2020).

El procedimiento consiste en disolver el polimero y el farmaco en un solvente
polar; posteriormente, esta solucién es agregada a una velocidad controlada en una fase
acuosa con un surfactante (Figura 8). Después de la sintesis se requiere tanto de un

proceso de recoleccion como de purificacion, pues es necesario eliminar los excedentes
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del solvente polar, del surfactante o incluso del polimero, ya que son impurezas
potencialmente toxicas. Cabe mencionar que el tamafio de las particulas es reducido
principalmente al disminuir la concentracion del polimero (Bekele et al., 2016; Swider et
al., 2018; Hernandez-Giottonini et al., 2020)

De manera mas precisa, es posible explicar la formacion de particulas a través de
la teoria de nucleacion que esta integrada por varias etapas: nucleacion, crecimiento de
los nacleos y agregacion de particulas. En la primera se rompe la interfaz entre el
polimero y el solvente organico, pues este ultimo es desplazado hacia la fase acuosa por
difusion. Cuando esto ocurre comienzan a formarse zonas con alta concentracién de
polimero, a las cuales conocemos como nucleos. Después, los nucleos aumentan de
tamafio al integrar nuevas particulas con el fin de disminuir la energia del sistema.
Finalmente, los conjuntos de nucleos con particulas se aglomeran entre si (Barreras-

Urbina, 2016).

\ Polimero

@ Farmaco
Solvente organico
Fase acuosa

\ Surfactante

Agitacion

Figura 8. Esquema de la sintesis de particulas poliméricas por hanoprecipitacion.
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2.5.2 Pulverizacion catodica.

La pulverizacion catédica o sputtering es una técnica que consiste en desprender
atomos de un blanco, a través del impacto de los iones de un gas, para depositarlos de
un sustrato; por lo que es utilizada para depositar capas de materiales sobre casi
cualquier sustrato. Los componentes del sistema experimental son un anodo y un catodo,
entre los cuales se genera un campo eléctrico para ionizar las particulas de un gas,
normalmente noble. Ademas, se encuentra el blanco hacia el cual son aceleradas las
moléculas del gas. Las particulas desprendidas generan un arco de plasma que impacta

el sustrato sobre el que se plantea realizar el depoésito (Figura 9) (Kelly y Arnell, 2000).
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Figura 9. Esquema de sistema de pulverizacion catddica por magnetron (Gomez, 2015).

Asimismo, los parametros de control con los cuales se puede variar el espesor de
la pelicula depositada son: el tiempo de deposito, la presidn a la cual se realiza el depdsito

y el voltaje aplicado entre el anodo y el catodo. Ambas son directamente proporcionales
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al namero de particulas depositadas sobre el sustrato; no obstante, al ser mayor la

presion o el voltaje aplicado también la homogeneidad del depdsito disminuye.

2.6 Técnicas de caracterizacion.

2.6.1 Determinacion de eficiencia de encapsulamiento.

Es importante cuantificar la cantidad de farmaco que ha sido encapsulado en las
particulas, pues de esta forma es posible calcular la concentracion adecuada que se
requiere suministrar a un paciente para tratar su padecimiento.

Por ello, se debe realizar una cuantificacion total del contenido encapsulado. El
primer paso es realizar la digestion de las particulas. Posteriormente, se separan los
restos de la particula a través de centrifugacion, de tal forma que el farmaco permanezca
disuelto en el sobrenadante. Este Ultimo es analizado en un espectrofotometro que indica
la transmision y absorcion del haz de luz que pasa a través de la solucién. La longitud de
onda de la luz dependera del farmaco de estudio, en el caso del tamoxifeno su maxima
absorcion se encuentra a 275 nm (Sahana et al., 2010). La relacion entre la absorcion y
la concentracion de farmaco es provista por una curva de calibracion, la cual se obtiene

al analizar concentraciones conocidas del farmaco (Maji et al., 2014).

2.6.2 Elipsometria para determinacion de espesores.

Esta técnica es importante para determinar las tasas de crecimiento de peliculas
delgadas y se basa en el desfasamiento de una fuente de luz con polarizacion lineal a
45°, La reflexion del haz incidente en las peliculas hace que la luz de polarizacion py s
se desfase generando una polarizacion eliptica como se observa en la Figura 10. El
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desfasamiento se encuentra asociado al espesor y coeficiente de refraccion de la pelicula
y con ello se puede determinar los espesores de una pelicula delgada. La determinacién
de los espesores de una pelicula delgada puede ser medida con elipsometria, siempre y
cuando se conozcan las propiedades oOpticas del material a medir o en su defecto el
modelo éptico del material; esto gracias a que el detector puede determinar los grados
de desfasamiento de la luz reflejada con respecto a la de la fuente de luz (McCrackin et

al., 1963).

Luzlinealmente polarizada 45°
E Plano P

Plano S
Luz con polarizacion eliptica

PlanoP g

'~ , -
Plano de incidenci =777 37N

Espécimende reflexion

Figura 10. Esquema del principio de funcionamiento de la elipsometria (Adaptado de Wollan, 2019).

2.6.3 Microscopia.

La microscopia es una técnica utilizada para observar magnificaciones de los
objetos en escalas pequefas para ser estudiadas con mayor detalle. Permite obtener

informacion sobre la morfologia (Nin, 2000).

2.6.3.1 Microscopia Optica
Este tipo de microscopia utiliza la luz visible y un sistema de lentes para magnificar

las imagenes obtenidas de la muestra (Figura 11). Aunque en su momento se
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observaban las muestras a través de los oculares y aun estan presentes, en la actualidad
las imagenes son capturadas generalmente por camaras digitales para su posterior
analisis (Di Gianfrancesco, 2017).

Es importante mencionar que el limite de resolucion de este microscopio depende
de la longitud de onda de la luz en el espectro visible. Los mejores equipos son confiables

para visualizar objetos de al menos 250 nm (Thorley et al., 2014).
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Figura 11. Microscopio éptico y sus componentes (Di Gianfrancesco, 2017).

2.6.3.2 Tratamiento de imagenes

La obtencion de imagenes a partir de la microscopia es un campo de creciente
interés, ya que en estas imagenes o videos contienen informacion de las dimensiones o
posiciones de los objetos de estudio. Existen distintas técnicas de analisis, pero para los
fines del presente estudio se utilizaron dos: estadistica para tamafos y seguimiento de

trayectorias.
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2.6.3.2.1 Estadistica para tamafos

Uno de los métodos utilizados para el tratamiento de datos en imagenes es el
conteo de tamafios en micrografias, que consiste en usar herramientas digitales que
consideran la magnificacion y distancia focal para calcular el tamafio de los objetos. Lo
gue caracteriza este tipo de conteos es el muestreo aleatorio cuyo fin es tener un conteo
significativo de las muestras y un tratamiento estadistico, en el cual se conoce la

variabilidad de los tamafios (Corn, 1965).

2.6.3.2.2 Seguimiento de trayectorias.

Al utilizar herramientas digitales como camaras se pueden realizar videos de los
objetos a escalas pequefias. Mediante un software se puede seguir sus trayectorias en
los videos, ya sea de manera manual o automatizada, lo que permite cuantificar su

velocidad y aceleracién (Genovesio, Zhang, Olivo-Marin, 2003).

2.6.3.3 Microscopia electronica de barrido.

La caracteristica principal de la microscopia electrénica es el utilizar un haz de
electrones para visualizar la muestra, ademas al tratarse de electrones se requiere de
trabajar en el vacio para evitar desvios en la trayectoria de los electrones. Es importante
recalcar que, a diferencia de la luz, los electrones interactlian con el espécimen pero no
se observan imagenes directamente si no una interpretacion de los electrones
dispersados por la muestra (Dedavid et al., 2007).

La microscopia electrénica de barrido, como su nombre lo indica, barre con un haz

de electrones la muestra para obtener datos de los electrones dispersados por la misma,
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en cada punto que se sitla el haz (Figura 12). La energia asociada a los electrones del
haz es muy alta por lo que las longitudes de onda que éstos tienen son mucho menores
que las de la luz en el espectro Optico y por ello las amplificaciones que se alcanzan
superan a las del microscopio Optico. Asimismo, el limite actual de resolucién se

encuentra en los 50 pm (Erni et al., 2009).

Haz de electrones

Lente condensador

Generador
( de barrido

Deflector del haz

Lente objetivo

Brazo de soporte
de la muestra

Pantalla
fluorescente

Figura 12. Esquema del microscopio electrénico de barrido (MEB). Adaptado de (Price, 2002).
2.6.4 Espectroscopia de dispersion dinamica de luz.

La espectroscopia de dispersion dinamica de luz, también conocida como DLS,
por sus siglas en inglés. Es una técnica que consiste en hacer interactuar un haz de luz
con una solucién que contiene estructuras suspendidas. Estas particulas se encuentran
en constante movimiento debido al movimiento browniano, por ello dispersan la luz a
distintos puntos y generan fendmenos de interferencia. El detector que incorpora este

tipo de sistemas permite obtener el angulo y frecuencia con la que se dispersa el haz de
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luz. A través de estos pardmetros se calcula el tamafio y distribucién de tamafios de las

particulas en la solucion (Hoo et al., 2008).

2.6.5 Pruebas in vitro.

Antes de poder llevar un concepto a su aplicaciéon médica es necesario realizar
pruebas preclinicas, entre las que se encuentran los estudios in vitro, que consisten en
evaluar al sistema en células, tejidos, y cultivos de 6rganos. Este tipo de estudios suelen
ser los mas rapidos, simples y baratos. Ademas, permiten tener un gran control de las
variables experimentales; no obstante, no simulan de manera fiel la complejidad de un

organismo (Honek, 2017).

2.6.5.1 Prueba de liberacion in vitro.

Ademas de conocer la cantidad de farmaco encapsulada en las particulas, se debe
analizar su perfil de liberacibn en un ambiente parecido al fisiol6gico y asi conocer la
estabilidad del sistema. Algunos de los factores que tienen una influencia en la liberacion
en particulas poliméricas son la desorcion del farmaco que se encuentra en la superficie,
su difusion, la erosion del polimero, al igual que la biodegradacion (Lu et al., 2011).

Estas pruebas se realizan a temperatura fisiologica (37 °C) y un pH de 7.4. Existen
distintas formas de hacerlo, pero la técnica que se propone utilizar se conoce como
muestreo y separacion. Esta consiste en colocar una cantidad especifica de particulas
en el medio de liberacion a una temperatura y agitacion constante. Después de cada

cierto tiempo se toma una muestra del sobrenadante para medir su absorbancia y
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calcular la concentracion del farmaco con ayuda de una curva de calibracion (D’Souza,

2014).

2.6.5.2 Pruebas de internalizacion.

Las pruebas de internalizacion son realizadas para conocer la manera en que las
particulas estan interactuando con las células. De esta forma se puede evaluar la
eficiencia del vehiculo al liberar una sustancia, asi como su selectividad (Drasler et al.,
2017).

Uno de los métodos reportados es la cuantificacion fluorescente, en la que se
aprovecha la fluorescencia intrinseca de algunas nanoparticulas o se utilizan marcadores
fluorescentes para monitorear el desplazamiento y destino de objetos al interior del
cuerpo. Posteriormente, las particulas son detectadas a través de espectroscopia de
fluorescencia, citometria de flujo o técnicas de imagen de fluorescencia. Cabe mencionar
gue esta estrategia es adecuada para analisis cualitativos (Drasler et al., 2017).

Entre las sustancias reportadas en diversos trabajos para este método se
encuentra el fluorocromo isocianato de fluoresceina (FITC), que al ser fluorescente
permite observar su localizacién al interior de tejidos y es utilizado en imagenologia
molecular para el seguimiento de distintos compuestos; Asi mismo, fue empleado como
herramienta de diagnoéstico de cancer. Se han obsevado efectos benéficos en los disefios
con su uso, como la facilidad para excitar la fluorescencia en los disefios (Li et al., 2017a;
Abdelmohsen et al.,, 2014). De igual forma, las nanoparticulas que incorporan este
compuesto demostraron generar una menor inflamacion en tejido circundante a dichas

particulas (Li et al., 2017a; Safdar et al., 2018).
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2.6.5.3 Pruebas de toxicidad.

La toxicidad es la cualidad de generar un dafio o envenenar el cuerpo. Las pruebas
de toxicidad se apoyan de diferentes técnicas para medir la viabilidad celular con el fin
de predecir los riesgos de una sustancia. El presente trabajo se enfoc6 en uno de los

ensayos mas comunes conocido como ensayo MTT (Tolosa et al., 2014).

2.6.5.3.1 Ensayo MTT.

El ensayo MTT es un analisis colorimétrico capaz de medir la actividad metabdlica
celular cuyo principio esta basado en la reduccion de la sal bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a formazan, lo que produce un cambio de
color de amarillo a morado. Esta reaccién es catalizada por la enzima succinato
deshidrogenasa que se encuentra en la mitocondria, por lo tanto, sélo ocurre cuando las

células se encuentran vivas (Tolosa et al., 2014; Niles et al., 2008).
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Capitulo 3: Estado del Arte.

3.1 Motores tipo Janus.

En el campo de investigacion de las estructuras y disefios conocidas como MNMs se tienen
estudios que buscan entender su principio de funcionamiento o ver las afectaciones de sus
componentes en su comportamiento. Entre ellos se encuentra el de Ma et al. (2015), quienes
desarrollaron un nanomotor biocompatible tipo Janus construido a partir de nanoparticulas
huecas de silica mesoporosa (Figura 13a). Este motor fue capaz de autopropulsarse a través
de reacciones catalizadas por las enzimas catalasa, ureasa y glucosa oxidasa. La propulsién
del motor era posible debido a que las enzimas s6lo estaban presentes en una mitad de las
nanoparticulas. Este trabajo resalta las ventajas de utilizar el transporte activo de moléculas

a sitios especificos con ayuda de la quimiotaxis.

H,0+1/20,

Urea+3H,0

CO,+2NH,OH

C #Heparina

D-Glucosa +H,0+0, -

‘ % : / RecubnmseneoconPt
L .

h e Silica hueca Modificada con
-Acido gluconico +HZO; mesoporosa grupos amino

Motor Janus

Figura 13. Motores tipo Janus. a) Propulsados por reacciones enziméticas (Ma et al., 2015), b) Controlados a
partir de luz UV (Gao et al., 2017), c) Transportadores de farmacos y con propulsion catalitica (Hu et al., 2018).

De igual forma, en 2017, Gao et al. fabricaron un micromotor al recubrir con platino
(Pt) una particula de diéxido de titanio (TiO2) a través de la técnica de pulverizacion catddica

(Figura 13b). Con este estudio demostraron que los MNMs podian ser controlados con luz
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ultravioleta (UV) para ensamblarse con otras particulas o separarse cuando la luz UV ya no
estaba presente.

Asimismo, se han creado MNMs tipo Janus para transportar medicamentos; por
ejemplo, Hu et al. (2018) propusieron el transporte de heparina al encapsularla en
nanoparticulas de 6xido de silicio (SiO2) mesoporoso. Posteriormente, recubrieron con
platino la mitad de las esferas con la técnica de pulverizacion catédica (Figura 13c). Su
propulsién fue catalitica, ya que el platino descompone peroxido de hidrégeno (H202) en

oxigeno y agua (Ye et al., 2019).

3.2 Motores propulsados por ultrasonido.

El ultrasonido es una de las fuentes de energia (campos externos) mas utilizadas para los
MNMs, ya que la energia que proporciona a los tejidos es facil de controlar a través de la
potencia o frecuencia de incidencia. Ademas, es necesario contar con un disefio que pueda
convertir la energia de este campo vibracional en energia traslacional. Comunmente, ésto se
consigue con la vibracion asimétrica del motor o con la induccion de un gradiente vibracional,
ambos casos propician la generacion de corrientes y regiones de baja presion que
promueven el movimiento del motor en una direcciéon preferencial (Nadal y Lauga, 2014;
Valdez-Gardufio et al., 2020).

Con respecto a la implementacion de vibraciones asimétricas, se encuentran dos vertientes
principales. La primera se basa en la geometria, donde la vibracion del campo ultrasénico
genera movimiento en todo el motor y la influencia de fuerzas externas sobre el motor es
menor en una direccion, por lo que el movimiento tiene dicho sentido como en el trabajo de

Juang (2010). En contraste, la segunda busca direccionar la energia en un sentido
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preferencial; es decir, al vibrar el motor, el disefio y los materiales conducen o amplifican la
respuesta en una direccion. La respuesta puede ser de tipo vibratorio o de otro tipo, como
en el trabajo de Tu (2017) en el cual se obtuvo una respuesta térmica. Inclusive, no es
necesario que ocurra en los materiales del motor, también puede modificarse el medio; por
ejemplo, cuando se crean burbujas (Bertin et al., 2015).

Se debe destacar que la energia acustica presenta algunos inconvenientes, al igual que otras
fuentes de energia que emplean diferentes disefios de MNMs; entre ellos se encuentran, el
bajo entendimiento de los fendmenos acusticos al interior de sistemas complejos, la dificultad
de observacion y la transferibilidad de condiciones de laboratorio al ambiente de prueba (Tu
et al., 2017).

En 2012, Wang y colaboradores estudiaron la propulsion ultrasonica de nanoalambres
metalicos segmentados de oro-rutenio (AuRu) y oro-platino (AuPt) (Figura 14a). Se propuso
gue su mecanismo de propulsién se basaba en la asimetria de composicion, ya que siempre
se propulsaban hacia el mismo lado (Xu et al., 2017).

Sin embargo, el ultrasonido puede ser mas que un tipo de propulsion, también puede modular
el movimiento de los motores; por ejemplo, en 2014, Xu et al. probaron que era posible
modular la velocidad de los micromotores cataliticos propulsados con H202. Observaron que
entre mayor era la energia del ultrasonido menor era la velocidad de los micromotores
(Figura 14b).

Otra aplicacion novedosa de los motores propulsados por ultrasonido es neutralizar toxinas.
Este sistema fue desarrollado por Wu et al. (2015c). Su experimento consistié en recubrir un
nanoalambre de oro con la membrana de eritrocitos. De esta forma la membrana funciona

COMOo una esponja que atrae y absorbe a las toxinas para neutralizarlas (Figura 14c). Una
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gran ventaja que tiene este sistema es que es estable a largo plazo y tiene una propulsion

ultrasénica eficiente en sangre.

Con uitrasonida Sin utrasonido
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Figura 14. Motores propulsados o controlados con ultrasonido. a) Propulsion basada en asimetria de
composicién (Wang et al., 2012), b) Modulacién del movimiento de los motores a través de ultrasonido (Xu et
al., 2014), c) Nanohilo recubierto de membranas de glébulos rojos (Wu et al., 2015), d) Motor para la deteccién
de células cancerigenas (Fernandez de Avila et al., 2015) e) Motor capaz de detectar VPH (Qualliotine et al.,
2019).

De igual forma, se ha propuesto utilizar MNMs como sistemas de detecciéon de
enfermedades, un ejemplo es el trabajo de Fernandez de Avila et al. (2015) quienes
fabricaron un motor propulsado por ultrasonido a partir de un nanoalambre de oro
funcionalizado con 6xido de grafeno y marcado con una hebra de ADN. Este mecanismo
funciona como un interruptor, pues cuando la hebra de ADN esta en el grafeno no presenta
fluorescencia, pero al entrar en la célulay unirse a su RNA complementario, por el que posee
una mayor afinidad, comienza a fluorescer (Figura 13d). Al propulsar los motores con
ultrasonido y exponerlos a las células se observo una fluorescencia 17 veces mayor que en
condiciones estaticas.

En 2019, Qualliotine et al. desarrollaron un motor con el mismo arreglo que el antes
mencionado, cuyo objetivo principal era detectar el virus del papiloma humano (VPH) de

manera in vitro, ya que esta enfermedad esta asociada al cancer orofaringeo (Figura 14e).
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Se encontrd que al propulsar al motor se obtenia una fluorescencia 2.3 veces mayor, por lo

que el diagndstico era méas sencillo.

3.3 Motores controlados por campos magnéticos.

Otra de las opciones que se buscan implementar por la biocompatibilidad, son los campos
magneéticos; éstos reducen sus alteraciones a los sistemas bioldgicos al romper la simetria
de los campos; es decir, que las lineas de campo magnético se vean interrumpidas y al
acortar el tiempo de exposicion a los mismos. En contraste con otros campos, la teoria
electromagnética tiene un gran desarrollo aun a esta escala, lo cual permite explicar y
controlar los campos con precision (Garcia-Gradilla et al., 2013).

El movimiento de este tipo de motores se puede encontrar en dos categorias principales:
movimiento activo o actuadores y movimiento pasivo o surfeadores. En el primer caso, el
campo magnético acompafia al movimiento y tiene cambios constantes para producir
movimiento. Mientras que, en el segundo tipo, el movimiento se da por la existencia de lineas
de campo y es independiente de los cambios en este (Zhigqun y Bo, 2017).

Las posibles complicaciones de este tipo de disefios recaen en la fabricacion de los mismos.
Incluso con un pequefio margen de error, los disefios presentan anomalias en el movimiento.
Otro de los inconvenientes son las bajas tasas de motilidad, la toxicidad asociada a los

materiales de construccion o la complejidad para controlarlos (Ebbens et al., 2017).

3.3.1 Motores propulsados por ultrasonido y controlados por campos magnéticos.
En 2013, Garcia-Gradilla et al. fabricaron un motor tipo varilla de tres segmentos: oro-niquel-

oro (Au-Ni-Au) propulsado por ultrasonido y controlado con campos magnéticos externos
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gracias al niquel (Figura 15a). Ademas, se funcionalizaron los segmentos de oro con lectina
y anticuerpos anti-proteina A con el fin de capturar y transportar de manera dirigida, bacterias
como E. coli y S. aureus. Otra aplicacion que se probé fue la liberacién de farmacos al
agregar un segmento polimérico sensible al pH. Cabe destacar que los MNMs que poseen
direccionamiento son una variante que permitira su control aun después de realizada la tarea,
ademas de implementar materiales o estructuras que no dafien a los sistemas biolégicos y
sigan realizando de manera eficiente la entrega de farmacos.

En 2015, el grupo de Wu y Esteban-Fernandez disefié un motor basado en glébulos rojos a
los que se les aplic6 un tratamiento hipoténico para encapsular puntos cuanticos,
doxorubicina y nanoparticulas magnéticas de 6xido de hierro (Figura 15b). Con ello se logro
crear una plataforma multifuncional de diagndstico y transporte de farmacos, que ademas
era propulsada por ultrasonido gracias a la distribucion heterogénea de nanoparticulas y a

su vez podia ser controlada por campos magnéticos externos.
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Figura 15. Motores propulsados con ultrasonido y controlados con campos magnéticos externos. a) Motor tipo
varilla de tres segmentos para la captura y transporte de bacterias, asi como para el transporte de farmacos
(Garcia-Gradilla et al., 2013), b) Motor disefiado a partir de glébulos rojos (Wu et al., 2015).

En 2017, Oliveros sintetiz6 micromotores tipo Janus que consistian en particulas esféricas
de SiO2 recubiertas por medio de la técnica de pulverizacion catédica con titanio, niquel y

platino (Figura 16a). El primer material se encargaba de la adhesion entre los metales y la
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particula, el segundo le conferia propiedades magnéticas y el Ultimo aportaba una alta
densidad para aumentar la velocidad de propulsion. Estos motores fueron propulsados por

ultrasonido y se logré controlar su trayectoria por medio de campos magnéticos.

a)

PLGA

Ti

Pt

Figura 16. Disefios de los motores Janus propulsados por ultrasonido y controlados por campos magnéticos
estudiados por a) Oliveros (2017) y b) Garcia (2018).

De igual forma, para comprender mejor el comportamiento de los MNMs tipo Janus y la
relevancia de la asimetria de densidades, se analizd el movimiento de particulas como las
de Oliveros, aunque el platino fue cambiado por otros metales; por ejemplo, aluminio, cromo,
oro y plata. Con este trabajo se concluyd que el movimiento puede describirse a través de
un modelo de dimeros oscilatorios (Valdez-Gardufio et al., 2020).

Por otro lado, Garcia (2018) utilizdé el mismo arreglo que Oliveros (2017) pero sustituyo el
nacleo de particulas de silica por particulas de PLGA (Figura 16b). A partir de este
experimento se sugirié que este sistema podria utilizarse para el acarreamiento de farmacos.
Finalmente, el disefio permanecera funcional aun cuando la parte polimérica esté
completamente degradada, lo cual facilita su recuperacion y reduce la cantidad de metales

al interior del cuerpo (Hermawan et al., 2011).
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3.4 Motores biocompatibles.

Dentro de los MNMs que poseen la cualidad de biocompatibilidad distintos disefios han
buscado implementarse. Destacando los trabajos realizados con zinc (Zn) y magnesio (Mg),
como los de Mou et al. (2014) y Gao et al, (2013) mostrados en la Figura 17a y 17b,
respectivamente. Ambos estan basados en reacciones superficiales con combustibles, pero
poseen la desventaja de tener un corto tiempo de utilidad. En cambio, los motores de accion
a distancia pueden tener tiempos de accion prolongados, aunque sus disefios todavia no son
aptos para aplicaciones in vivo (Esteban-Fernandez et al., 2018a).

Un ejemplo de los avances mas prometedores es el trabajo de Pacheco, Jurado-Sanchez y
Escarpa (2019) presentado en la Figura 17c, donde estructuras de 6xido de hierro dopadas
con puntos cuanticos de telurio de cadmio son introducidas a un organismo y conducidas con
luz; sin embargo, presentan dafio a los tejidos circundantes, dificultades en su manejo y

control.

Figura 17. Motores con materiales biocompatibles. a) Motores cataliticos a base de Zn con propulsién en
medios acidicos (Mou et al., 2014), b) Motores cataliticos a base de Zn con propulsién en medios acuosos con
control por campos magnéticos (Gao et al., 2013), c) Nanomotores de 6xido de hierro (IV) con puntos cuanticos
de telurio y seleniuro de cadmio propulsados por luz visible (Pacheco, Jurado-Sanchez y Escarpa, 2019), d)
Motores helicoidales a base de plantas vascularizadas con recubrimiento de niquel (Gao et al., 2014).
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Por otra parte, se han desarrollado modelos con materiales magnéticos como niquel con una
buena respuesta al interior del organismo; aunque su propulsién requiere de equipos
complicados y no es viable aln para una aplicacién de bajo costo. Ejemplo de este tipo de
disefios es el trabajo de Gao et al. (2014) que se observa en la Figura 17d, en el cual se
realizan micromotores basados en fibras naturales con un recubrimiento magnético para
hacer rotar estos y fungir como un motor o una turbina.

Por otra parte, no se ha logrado que motores completamente sintéticos puedan ser
propulsados al interior del cuerpo de manera auténoma. Por ello los MNMs propulsados por
ultrasonido son una alternativa para lograr superar dicho obstaculo, la interaccion de los
MNMs con los fluidos bioldgicos y corporales es un fendbmeno que debe estudiarse, en
especial cuando se utilizan fuentes de accién a distancia, ya que la atenuacion del campo es

el principal impedimento para la conversion de energia en movimiento (O’Brien Jr, 2007).

3.5 Motores acarreadores de farmacos para tratamiento de cancer.

Del mismo modo, los MNMs presentan la habilidad de responder a estimulos externos y
pueden fungir como vehiculos de entrega de farmacos de tercera generacion. Estos
vehiculos pueden utilizar efectos de transporte pasivo y activo para hacer mas eficiente su
desempeiio (Gao y Wang, 2014); no obstante, estos efectos pueden alterar las propuestas
de disefio tanto en forma como en tamafio y sobre todo la viabilidad de degradacion de los
materiales.

Frente a dichos problemas se han propuesto distintos enfoques acompanados de diferentes
disefios, principalmente diferenciados por la manera en que convierten la energia a

movimiento, lo que se conoce como mecanismo de propulsion. Dentro de los trabajos
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realizados se comenz6 con motores cataliticos propulsados por la descomposicion de
peroxido de hidrégeno en una superficie de platino (Pt); un ejemplo es el disefio propuesto
por Kagan et al. (2010) (Figura 18a), compuesto por metales y enfocado en el transporte
farmacos con liberacion modulada a través de campos magnéticos. Continuando con estos
desarrollos, Sattayasamitsathit et al. (2014) busco sustituir el tipo de combustible con otros
materiales, como el Zn, que degrada el acido y realiza el acarreamiento de farmacos
mediante nanoparticulas porosas de oro (Au) o silica (SiOz, su disefio se puede observar en

la Figura 18b.
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Figura 18. Esquemas de MNMs para la entrega de farmacos por distintos mecanismos de propulsion. a)
Motores cataliticos a base de Ni-Au-Pt con control de liberacién por estimulo magnético (Adaptado de Kagan
et al., 2010), b) Motores cataliticos a base de Zn con liberacion de nanoparticulas por ruptura
(Sattayasamitsathit et al., 2014), c) Nanohilo magnético flexible con adhesién de particulas poliméricas (Gao et
al., 2012), d) Nanohilos de Ni propulsados por ultrasonido y Au con mesoporoso para transporte farmacos
accionado por infrarrojo cercano(Garcia-Gradilla et al., 2014).

Otra de las lineas de investigacion de MNMs son los motores de accién a distancia,

principalmente magnéticos y propulsados por ultrasonido. Un ejemplo del primer tipo es el
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trabajo de Gao et al. (2012), en el que se presentan nanohilos o rodillos de un material
magnético con una seccion en la cual se puede adherir un farmaco. Cuando las estructuras
son excitadas con un campo magnético comienzan a oscilar; haciendo uso de la orientacion
del campo magnético su trayectoria obtiene una direccion especifica (Figura 18c).
Finalmente, trabajos como el de Garcia-Gradilla et al. (2014) (Figura 18d) ejemplifican a los
motores metélicos propulsados por ultrasonido capaces de liberar un farmaco con una accion
a distancia. Este tipo de MNMs son de especial interés para el presente trabajo, ya que
prueban que los motores con alta penetracién en tejidos y control de trayectorias son una

alternativa viable para el transporte de cargas médicas.

3.6 Motores en sistemas in vivo.

El estudio realizado por Gao et al. (2015) muestra el primer estudio in vivo de motores
artificiales, el modelo utilizado fue el de ratones. Los micromotores estaban compuestos de
poli(3,4-etilendioxitiofeno) y zinc (PEDOT/Zn) y cargados con nanoparticulas de oro.
Basicamente, su funcionamiento se basa en la reaccion catalitica superficial en medios
acidos para formar burbujas de hidrogeno. El motor penetra en el estbmago, donde el zinc
es degradado por el ambiente acidico, lo cual libera las nanoparticulas de su interior (Figura
19a). Cabe mencionar que, después de la degradacién de los motores no se obtuvieron
productos toxicos ni se observaron anomalias. Por lo tanto, se concluy6 que el uso de estos

micromotores administrados por la via oral en ratones es completamente seguro.
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Figura 19. Motores que han sido probados in vivo. a) Motores cataliticos para el transporte de nanopatrticulas
a un medio acidico (Gao et al., 2015), b) Estructuras helicoidales controladas con campos magnéticos
rotacionales (Servant et al., 2015), c) Copas poliméricas para el transporte de virus vacuna oncolitica (VV)
(Myers et al., 2016).

En ese mismo afo, Servant et al. probaron in vivo en ratones, estructuras helicoidales
gue son controladas a través de campos magnéticos rotacionales para replicar el movimiento
de flagelos bacterianos (Figura 19b). Las estructuras se introdujeron a la cavidad peritoneal
y fueron controladas con éxito, a pesar de que su velocidad fue menor a la obtenida in vitro.
Cabe mencionar que la visualizacién y monitoreo de las estructuras fue posible gracias a que
se encontraban funcionalizadas con un fluor6foro de infrarrojo cercano.

En 2016, Myers y colaboradores introdujeron copas poliméricas propulsadas por
ultrasonido enfocado en roedores. El objetivo de la investigacion fue comprobar su viabilidad
para el tratamiento de cancer al transportar un virus vacuna oncolitica (VV). Por otro lado,
para monitorear la entrega se modificé al VV para expresar luciferasa y se midio la
luminiscencia con un sistema de imagen in vivo (Figura 19c).
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Capitulo 4: Desarrollo experimental.

4.1 Hipotesis.

Los MNMs tipo Janus con nucleo de particulas PLGA-TAM recubiertas con Ti-Ni-W
son un modelo viable en el transporte y liberacion de tamoxifeno para el tratamiento de

cancer de mama ER+.

4.2 Planteamiento experimental.

Con base en la hipotesis se decidio elaborar un disefio de MNMs biocompatibles,

basado en la propulsién por ultrasonido y con un control por campos magnéticos.

4.2.1 Sintesis de particulas de PLGA.

El primer paso para fabricar a los MNMs fue sintetizar el nucleo del disefio, que
consiste en una particula polimérica. A lo largo de este proceso también se variaron
pardmetros como la frecuencia de goteo y el tamafio de la gota para evaluar su influencia en
la sintesis de las particulas. Estas variaciones fueron en el tiempo entre goteo de 0.5, 1, 2, 3
y 5 segundos y el volumen de gota con 16, 30 y 50 ul. Por otra parte, se decidié evaluar el
efecto de la concentracion de PVA y la cantidad de PLGA en el tamafio de las particulas.

En primer lugar, se colocaron 30 mg de PLGA (Sigma-Aldrich) en un vaso de
precipitados con 3 ml de diclorometano VWR con 98% de pureza que se agitaron hasta
obtener una solucidon homogénea. Posteriormente, la solucion de PLGA y diclorometano se
vertié poco a poco con ayuda de una bureta en un vaso de precipitados con 20 ml de una

solucion con diferentes concentraciones de alcohol polivinilico (1, 1.5, 2.5%) obtenido de
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Sigma-Aldrich con 99% de pureza. La mezcla se agité a 1000 rpm durante la noche para que
el diclorometano se evaporara. Para recuperar las particulas, se centrifugé la mezcla a 3000
rpm por 5 minutos y a 9000 rpm por 15 minutos. Las particulas se almacenaron a -4°C
durante un dia.

Para conocer el efecto de la cantidad de PLGA se sigui6 la metodologia anteriormente
descrita en este caso se probaron cuatro cantidades de PLGA distintas: 5, 10, 20 y 30 mg en
un vaso de precipitados con 3 ml de diclorometano que se agitaron hasta obtener una
solucién homogénea. Posteriormente, la solucién de PLGA se vertié poco a poco con ayuda
de una bureta en un vaso de precipitados con 20 ml de una solucién con diferentes
concentraciones de alcohol polivinilico (PVA) (1, 1.5, 2.5%). La mezcla se agité a 1000 rpm
durante la noche para que el diclorometano se evaporara. Para recuperar las particulas, se
centrifug6 la mezcla a 3000 rpm por 5 minutos y a 9000 rpm por 15 minutos. Las particulas

se almacenaron a -4°C.

4.2.1.1 Sintesis de particulas de PLGA+TAM.

Las particulas de PLGA cargadas con tamoxifeno se sintetizaron por el método de
nanoprecipitacion, de acuerdo con el procedimiento descrito por Sahana et al. (2010). Se
comenzo por colocar 2.5 mg de PLGA Sigma-Aldrich y 2.5 mg de tamoxifeno Sigma-Aldrich
con 99.8% de pureza en un vaso de precipitado con 1.5 ml de diclorometano VWR con 98%
de pureza. A continuacion, se agité hasta obtener una solucion homogénea y se vertidé poco
a poco con una pipeta en un vaso de precipitados con 10 ml de una solucion acuosa al 2%
de alcohol polivinilico que se encontraba en agitacion a 1,000 rpm. La mezcla se agito toda

la noche para que el diclorometano se evaporara. Las particulas grandes se centrifugaron a

55



3,000 rpm por 5 minutos y las pequefas se recolectaron a 9,000 rpm por 15 minutos. Las
particulas se almacenaron a -4°C durante un dia; sin embargo, para almacenamientos mas

largos se liofilizaron (Sahana et al., 2010; Chaisri et al., 2009; Maji et al., 2014).

4.2.2 Sintesis de motores tipo Janus.

Para generar estructuras tipo Janus se deposité parcialmente una pelicula delgada de
metales (Ti-Ni-W) sobre las particulas de PLGA a través de la técnica de pulverizacion
catodica.

Las particulas de PLGA cargadas con tamoxifeno fueron suspendidas en agua
destilada, luego se colocaron gotas de 10 pl sobre un portaobjetos y se dejaron secar a
temperatura ambiente. Posteriormente, se deposit6 una pelicula Ti-Ni-W o Ni-W, con blancos
al 99.98% de pureza, en la camara de pulverizacion catdédica Intercovamex V1PVD (version
de 2 cafiones). Las condiciones de trabajo durante el depésito fueron: presion base de 3
MTorr, presion de trabajo de 2.1 mTorr,energia de trabajo de 60 W y flujo de argdén de 26.3
cm3min. El depésito de Ni fue de 3 minutos que equivalen a 15 nm y para el W fueron 5
minutos para obtener un espesor de 60 nm. Cabe mencionar que antes de los depdsitos se
limpiaron a ambos blancos durante 2 minutos. En los casos en los que se deposit6 Ti, la capa

tuvo un espesor de 5 nm.

4.2.2.1 Calibraciéon de la camara de pulverizacion catédica.
La calibracion de la camara de pulverizacion catodica es necesaria para saber los
tiempos y su relacion con el crecimiento en los depdsitos. asi como el control optimo de

presion y la diferencia de voltaje aplicado.
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Se comenzé estandarizando la presion de trabajo en la cadmara de pulverizaciéon
catodica Intercovamex V1PVD (version de 2 cafiones) para todos los depdsitos para no
sobrecalentar los blancos, al monitorear la temperatura de los blancos utilizados con respecto
a un tiempo estandar de limpieza de 5 minutos. El monitoreo fue realizado para variaciones
del potencial aplicado entre 60 y 100 watts con incrementos de 10 W con un flujo estdndar
de 15 sscm de Ar con una presion de trabajo de 2 mTorr.

Finalmente, las pruebas de estandarizacion para depoésito fueron realizadas al
depositar sobre sustratos de silicio [100] de 3 mm x 2 mm utilizando 60 W de potencia con
una presion de 25 sscm a una presion de depdsito de 2 mTorr. La variacion para realizar las
curvas de calibracion fue realizada sobre el tiempo de deposito con 1, 3, 4 y 5 minutos para
los blancos de Ti, Ni y W respectivamente.

Por otra parte, la medicion de espesores fue realizada con un elipsémetro Woollam

Alpha SE con un angulo de incidencia de 65°.

4.2.2.2 Variacion en la capa de adhesion.

Para verificar la afectacion de la capa de adhesién sobre la propulsion y en la adhesién
de los depdsitos de Ni y W, se realiz6 el proceso de sintesis de MNMs antes descrito
sustituyendo el nucleo de PLGA por una microesfera de silica (SiOz) de didmetro promedio
de 1.2 ym. La variacién del depdsito de Ti se realizé en dos grupos de dos muestras.
Asimismo, se realizaron dos grupos control sin la presencia de la capa de Ti. Por otra parte,
la composicion para los espesores de las capas depositadas fueron 5 nm de Ti para todos
los grupos de prueba y 0 nm para los grupos control, 15 nm de Ni y 60 nm de W para todas

las muestras.
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Adicionalmente, se observaron las muestras bajo el microscopio 6ptico modelo Nikon
Eclipse Ni-U con un objetivo de alta definicion de 20x, para ver delaminaciones en los
depositos; Por otra parte, se realizé una prueba de desprendimiento adicionando 5 ul de
agua en 5 lugares de una muestra observando si hubo desprendimiento de alguna de las
capas. Finalmente, se realiz6 un conteo del nimero de muestras que presentaban

desprendimiento de las capas.

4.2.2.3 Variacion en la capa magnética.

De igual forma, se vari6 la composicion de la capa magnética para observar el efecto
de la misma en la propulsién y en la aglomeracion de los MNMs.

Por ello, se sintetizaron tipo Janus utilizando el proceso antes descrito sustituyendo el
nacleo de PLGA por una microesfera de silica (SiO2) de didmetro promedio de 1.2 um. Se
sintetizaron 2 grupos de 4 muestras, la variacion de espesor en la capa magnética se realizo
con aumentos de 5 desde 15 nm hasta 25 nm de espesor, teniendo una muestra control con
0 nm. Lo anterior se llevd a cabo de igual manera para el grupo control. Con espesores de 5
y 60 nm en las capas de Tiy W, respectivamente. Posteriormente, se realiz el procedimiento
antes descrito con un nucleo polimérico (PLGA), teniendo dos grupos de estudio, con y sin
la capa de Ti.

Las mediciones de los tamafios de aglomerados fueron realizadas con un microscopio
optico Nikon Eclipse Ni-U y una lampara de mercurio de super alta presion Nikon
HB10101AF, para ello se colocaron las particulas sobre un portaobjetos y se observaron con
el objetivo 40x. A continuacion, se tomaron varias imagenes con la camara C11440

Hamamatsu orca flash 4.0 que posteriormente, fueron analizadas con el programa NIS-
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Elements e ImageJ. Todas las mediciones fueron hechas después de excitar las muestras

con ultrasonido de una frecuencia de 4.144 Mhz durante 40 segundos.

4.2.2.4 Variacion en la capa diferencial de densidad.

Asimismo, se vari6 el espesor de la capa de W para corroborar el efecto de la misma
sobre la propulsién de los MNMs. El proceso de sintesis es similar al de sintesis de MNMs
tipo Janus sustituyendo el nucleo de PLGA por una microesfera de silica de didmetro
promedio de 1.2 um. Se realizaron muestras con 0, 30, 60 y 90 nm de espesor en la capa de
W; 5 nm de Tiy 15 nm de Ni para todas ellas. Ademas, se sintetizé un grupo control para las
4 muestras. De igual manera, las observaciones fueron hechas por medio del microscopio
optico Nikon Eclipse Ni-U y una lampara de mercurio Nikon HB10101AF, con el objetivo 40x.
A continuacion, se tomaron varias imagenes con la camara C11440 Hamamatsu orca flash
4.0 y analizadas con el programa NIS-Elements e ImageJ. Adicionalmente, se tomaron

imagenes durante varios dias para observar si las particulas eran estables.

4.2.3 Determinacion de tamanos.

Por otra parte, para estudiar y comprender el efecto del tamafio en el experimento se

analizaron los tamafios por dos técnicas diferentes.

4.2.3.1 Conteo estadistico.
La primera determinacion se realizé por medio del microscopio Optico Nikon Eclipse
Ni-U y una lampara de mercurio de super alta presion Nikon HB10101AF, para ello se

colocaron las particulas sobre un portaobjetos y se observaron con el objetivo 40x.
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4.2.3.2 Espectroscopia de dispersion dinamica de luz.

De manera complementaria, se analiz6 el tamafio de las particulas con la técnica de
dispersion dinamica de luz con Zetasizer Nano-Zs, las particulas se encontraban
suspendidas en agua destilada y como indice de refraccién para PLGA se utilizé el valor de

1.47 (Kondyurin, et al., 2011).

4.2.4 Determinacion de velocidades.

El arreglo experimental (Figura 20) utilizado para propulsar a los motores con
ultrasonido fue una celda de ultrasonido de acero inoxidable de 50 mm x 50 mm x 0.94 mm.
recubierta con tres capas de cinta kapton; en el centro se encuentra una cavidad circular de
6 mm de diametro y 180 um de profundidad. La parte trasera de la placa posee el transductor
piezoeléctrico Ferroperm PZ26 con un didmetro de 10 mm x 0.5 mm. EIl transductor
piezoeléctrico fue alimentado con un amplificador de alto poder y un generador de ondas
aleatorias Agilent 33120A con una sefal sinusoidal a una frecuencia de 4.144 MHz y un
voltaje de 3.5 Vpp. El sistema fue monitoreado con un osciloscopio digital Tektronix 3014B a
100 MHz. Las condiciones utilizadas son similares a las reportadas por Wang et al. (2012) y

Garcia-Gradilla et al. (2013).
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Figura 20. Arreglo experimental para la propulsion ultrasénica de los motores y la determinacién de sus
velocidades.

Para el analisis se colocé una gota de 2.5 pl de la solucién de micromotores tipo Janus
en la cavidad y se cubrid con un cubreobjetos de 18 mm x 18 mm x 0.14 mm con el objetivo
de reflejar y generar la onda estacionaria. Asimismo, el control magnético de los motores
utilizé un iman cilindrico de neodimio.

La adquisicién de videos e imagenes fue a través del microscopio éptico Nikon Eclipse
Ni-U con un objetivo 20x, iluminado con una lampara de mercurio de super alta presién Nikon
HB10101AF en modo reflectancia y una camara C11440 Hamamatsu orca flash 4.0 con una
velocidad de captura de 20 cuadros por segundo. Las velocidades fueron medidas con el

programa de analisis NIS-Elements.

4.3 Experimentos propuestos a futuro.

Debido al cierre de los laboratorios a causa del COVID-19, se decidieron plantear una
serie de experimentos a futuro cuyo fin es comprobar la funcionalidad de estos MNMs en el

tratamiento de cancer de mama.
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4.3.1 Sintesis de particulas de PLGA+FITC.

Con el objetivo de realizar pruebas de internalizacion se marcaran a las particulas
poliméricas de manera fluorescente para facilitar su visualizaciébn con un microscopio
confocal.

En este caso, se propone utilizar el mismo procedimiento anteriormente descrito para las
particulas cargadas con tamoxifeno, pero se agrego6 1 ul de una solucion de FITC al 4% a la

fase organica (Maji et al., 2014).

4.3.2 Eficiencia de encapsulamiento.

De acuerdo a lo reportado por Maji et al., se propone colocar 2 mg de particulas en un
tubo eppendorf con 1 ml de hidroxido de sodio (NaOH) al 0.1 M y 5% de dodecilsulfato sédico
(SDS) e incubar a 37°C por 2-3 horas con una agitacién de 120 rpm. Posteriormente, la
solucion debe ser centrifugada a 9,000 por 15 min y el sobrenadante analizado con el
espectrofotometro a 275 nm. La eficiencia de encapsulamiento se calculara con la siguiente

férmula (Sahana et al., 2010):

E mt > m 100
= %
M

Donde E es la eficiencia de encapsulamiento, mt la masa de tamoxifeno en 1 mg de

particulas, m la masa de la muestray M la masa total de tamoxifeno esperado en la muestra.

4.3.3 Perfil de liberacion.

Se propone colocar 3 mg de particulas en un tubo eppendorf con 1 ml de buffer salino

de fosfatos (PBS) con un pH de 7.4 e incubarlas a 37°C con una agitacion de 120 rpm. Se
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realizaran mediciones después de 1, 3, 6 y 24 horas, posteriormente cada 24 horas durante
los primeros 10 dias y cada 5 dias hasta cumplan 30 dias. Para ello se centrifugaré la
solucion a 9,000 rpm por 15 min, el sobrenadante sera analizado a 275 nm. Mientras tanto,
a los tubos con el pellet resultante de la centrifugacion se les agregara 1 ml de PBS y se

incubaran nuevamente para los andlisis posteriores (Maji et al., 2014).

4.3.4 Funcionalizacion de motores.

Debido a que se busca aumentar la selectividad de los MNMs para células de cancer
de mama ER+, se propone funcionalizar a los motores del lado de la particula que no esta
recubierta. La estrategia que se utilizar4 es una conjugacion covalente, ya que los grupos
funcionales que tiene el nucleo polimérico son carboxilos (-COOH) e hidroxilos (-OH), ambos
pueden reaccionar con los grupos isotiocianato o que contengan nitrégeno y sulfuros (Cafias-
Carell et al., 2014).

Para crear el enlace covalente entre los grupos carboxilo del PLGA y los grupos amino
del anticuerpo anti-ER se eligié a la quimica carbodiimida. Primero se prepar6 una soluciéon
en la que se mezclaron los MNMs, los anticuerpos y los cross-linkers EDC/sulfo-NHS. La
suspension fue colocada en un bafio de hielo y agitada durante cuatro horas. Finalmente, se

retiraron los anticuerpos no conjugados a través de centrifugacion (Jahan y Haddadi, 2015).

4.3.5 Cultivo de células.

Las células MCF-7 y MDA-MB-231 se cultivaran en medio Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 1% de penicilina

estreptomicina, 1% L-glutamina, 1.5 g/l de bicarbonato de sodio y 0.01 mg/ml de insulina
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humana recombinante. Las células serdn mantenidas y propagadas en medio de cultivo a

37°C y 5% de CO2 (Chauhan et al., 2018).

4.3.5.1 Pruebas de internalizacion.

Se propone utilizar la microscopia confocal para medir la internalizacién de las
particulas de PLGA cargadas con FITC con y sin funcionalizar, asi como con y sin el
recubrimiento metalico en células MCF-7 (ER+) y MDA-MB-231 (ER-). Para las imagenes de
fluorescencia, se colocaran a las dos lineas celulares con una concentracién de 104
células/ml por 24 horas en placas de cultivo. La suspension de particulas se agregara al
medio de cultivo que contiene a las células. Posteriormente, las células se lavaran tres veces
con PBS, se agregardn 2 ml de medio DMEM a cada plato y se incubaran por 3 horas.
Finalmente, las células se fijaran para ser observadas con el microscopio confocal con una

longitud de onda de excitacion de 492 nm (Maji et al., 2014).

4.3.5.2 Ensayo de citotoxicidad.

Para este andlisis, se propone tripsinar células MCF-7 en la fase de crecimiento
exponencial que corresponde a una confluencia de 75-80%. La citotoxicidad sera
determinada a través del ensayo colorimétrico, basado en la reduccién de bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) y el kit de ensayo toxicol6gico in vitro de Sigma
Aldrich. El reactivo MTT debe ser agregado como lo indica el instructivo. Para la muerte
celular se propone utilizar como control positivo dimetilsulfoxido (DMSO) y como control
positivo de supervivencia a células en medio DMEM. Los experimentos se desarrollaran por

triplicado y de manera independiente. Por otra parte, la absorbancia serd medida en una

64



placa de 96 pozos a 570 nm. Ademas, el control de supervivencia sera establecido como

100% de supervivencia y se comparara con las otras mediciones (Chauhan et al., 2018).

4.3.6 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Finalmente, se observaran las particulas con un microscopio electronico de barrido
JEOL JIB-4500, pero en este caso es necesario recubrir a las particulas de PLGA con una
capa de oro depositada con la técnica de evaporacion térmica con una evaporadora SVJ

700.

4.4 Resultados.

4.4.1 Sintesis de particulas de PLGA.

Con el objetivo de conocer la influencia de la concentracion de PVA en el tamafio de
las microparticulas de PLGA, se sintetizaron tres muestras con 1, 1.5 y 2.5% de PVA,
respectivamente. Posteriormente, se observaron con un microscopio 6ptico para corroborar
su morfologia esférica y para determinar el diametro promedio. Los resultados de esta
evaluacion se muestran en la Tabla 1. Los resultados muestran un decaimiento en el tamafio
de particula conforme se incrementd la concentracion de PVA en la solucion acuosa.

Asimismo, el decremento es lineal.

Tabla 1. Variacién del tamafio de las particulas con diferentes concentraciones de PVA.

Muestra PVA (%) PLGA (mg) Tamaio (um)
MP-PVA1 1 3.4
MP-PVA 15 15 30 2.8
MP-PVA 25 2.5 2.2

65



Posteriormente, para determinar el efecto de la cantidad de PLGA en el tamafio de
las particulas se siguié el mismo método de sintesis con PVA al 2.5% y cuatro cantidades

diferentes de PLGA. Los resultados de esa evaluacién se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Variacion del tamafio de las particulas con distintas cantidades de PLGA.

Muestra PVA (%) PLGA (mg) Tamaifo (um)
MP-PLGA s 5 15
MP-PLGA 10 10 1.7

2.5
MP-PLGA 20 20 1.9
MP-PLGA 30 30 2.2

Enla Figura 21 se muestran las imagenes capturadas del microscopio 6ptico para las
particulas MP-PVA 25 y MP-PLGA s, respectivamente. En ambos casos, se pueden ver

particulas esféricas y aglomerados de particulas.

2.5% de PVA'y 5 mg de PLGA.

Finalmente, se evalué la relacion entre el tamafio de particula con el tiempo entre
goteo y el volumen de gota, se realiz6 la misma sintesis con PVA (2.5%) y PLGA (5 mg)

variando tanto el volumen de gota entre 16, 30 y 60 pl como el tiempo entre goteo de 0.5, 1,
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2, 3y 5 segundos. Los resultados de las mediciones de tamafios por microscopia de las
muestras se presentan en la Figura 22. La tendencia mostrada es una reduccién en el

tamano al incrementar el tiempo entre goteo o reducir el tamafio de la gota.

Sintesis particulas (PLGA)
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Figura 22. Efecto del tamafio de gota sobre el tamafio de la particula con respecto al tiempo entre goteo en
particulas de PLGA, PVA 2.5%, PLGA 5 mg.

4.4.1.1 Sintesis de particulas de PLGA+TAM.

Otro efecto que se estudi6 la relacion entre el volumen de gota (16, 30, 60 ul) y el
tiempo entre goteo (0.5, 1, 2, 3, 5 s) durante la sintesis de particulas de PLGA con TAM
afadido, dichos resultados estan representados en la Figura 23. Se puede apreciar una
tendencia decreciente; es decir, al incrementar el tiempo entre goteo el tamafio promedio de
las particulas se redujo. De igual manera, la disminucion en el tamafio de gota da como

consecuencia una disminucion en el tamafio de las particulas.
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Sintesis particulas (PLGA + TAM)
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Figura 23. Efecto del tamafio de gota sobre el tamafio de la particula con respecto al tiempo entre goteo en
particulas PLGA con tamoxifeno encapsulado, PVA 2.5%, PLGA 2.5 mg, TAM 2.5 mg.

4.4.2 Sintesis de motores tipo Janus.

Una vez sintetizadas las particulas, éstas fueron utilizadas como nucleos para la
sintesis de MNMs tipo Janus con la técnica de pulverizacién catddica; se comenzé por la

calibracién de la camara de deposito.

4.4.2.1 Calibraciéon de la cAmara de pulverizacion catédica.
La calibracion de los parametros de trabajo tiene como primera parte la obtencion de
la potencia de trabajo 6ptima. En este trabajo se busco obtener la potencia de trabajo a la

cual los blancos presentan depdsito y la temperatura mas baja, variando la potencia aplicada
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entre 60 y 100 W. Las temperaturas registradas para cada blanco se muestran en la Figura

24.
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Figura 24. Registro térmico de los blancos al interior de la cAmara de depdsito con un incremento en la potencia
aplicada 15 sscm de flujo de Ar, presion de trabajo de 2 mTorr.

En la figura anterior, se aprecia un incremento en la temperatura del blanco al

incrementar la potencia aplicada. Por otra parte, se observa que el Ti es el que registra la

mayor temperatura, mientras que W es el que incrementa en menor medida su temperatura.

Finalmente, la temperatura tiene las menores variaciones en el intervalo de 70 a 80 W,

asimismo, la temperatura mas baja de trabajo se encuentra en 60 W para los tres blancos.

En cuanto a la Figura 25, se obtuvieron las tasas de depdsito para los tres blancos

para 4 tiempos de depdsito distintos (1, 2, 3 y 5 minutos) y las curvas de calibracién.

69



Depésito peliculas delgadas

604 - Crecimiento Ti i
Crecimiento Ni|
504 - Crecimiento W |
~— ,”
€ an. &L "
C 40 ’,’ "‘/’
~~ = .
p— " ’/‘.-/ »
@ 301 s
0) I’./'
o
) :
L 20+ ,,/’
/’/’;/ '
104
o
-
O T T T 1 L
1 2 3 4 5
Tiempo (min)

Figura 25. Curvas de crecimiento de peliculas delgadas por método de pulverizacion catédica; potencia 60 W,
flujo de Ar 25 sccm y presion de trabajo de 2 mTorr.

Cabe mencionar que la R? en todos los ajustes fue mayor a 0.97, por lo tanto, se
concluye que su comportamiento es lineal.
4.4.2.2 Variacion en la capa de adhesion.

Este experimento se enfocd en observar el efecto de la capa de titanio o capa de
adhesion sobre el comportamiento de los MNMs con un nucleo de SiO2 de ~1.2 um y de las
capas depositadas posteriormente (Ni, W) al ser sometidas a una prueba de desprendimiento

con agua. Las observaciones se encuentran en la Tabla 3.

Tabla 3. Efecto de la capa de Ti sobre la adhesion de las capas de Niy W.

Grupo Desprendimiento Desprendimiento
Ni (%) W (%)

G-Tis 0 0

G-Ti 0 25 40
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De la tabla anterior se aprecia que las tasas de desprendimiento con la prueba de
agua, la capa de W tiene una tasa de 40% y la capa de Ni tiene una de 25%, el

desprendimiento fue nulo para el grupo que contenia la capa de Ti.

4.4.2.3 Variacion en la capa magnética.

El andlisis de estructuras tipo Janus con nucleo de silica (SiO2) con incrementos de 5
nm en su capa magnética desde 15 hasta 25 nm, fue realizado para determinar el efecto de
la capa magnética en la aglomeracién de los MNMs. El tamafio promedio de los aglomerados
se obtuvo al comparar el area de cada aglomerado a la de un circulo. Como resultado, el
tamafio del aglomerado es igual al diametro de dicho circulo; las mediciones se realizaron al
final de la excitacién de 4.144 Mhz. Se encontrd que las trayectorias en ocasiones eran
desviadas por efecto de la aglomeracién. Los resultados de las observaciones anteriores se
muestran en la Figura 26.

Efecto de la capa magnética
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Figura 26. Efectos del espesor de la capa de niquel sobre la aglomeracion de motores tipo Janus con nucleo
de SiOa.
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La aglomeracion tiene una dependencia lineal con el espesor de la capa de Ni, como
se puede ver en el ajuste lineal que se muestra en la figura anterior. Ademas, la R? asociada
a la regresion es de 0.97. Asimismo, las trayectorias de los motores en las muestras con
aglomerados de mayor tamafio fueron mas cortas en comparacién con los motores con
aglomerados mas pequefios como se muestra en la Tabla 4, es importante mencionar que
para esta tabla Unicamente fueron cuantificados los motores cuya trayectoria a cabo en la

adicion a un aglomerado.

Tabla 4. Efecto de la aglomeracién en la longitud de trayectoria de micromotores tipo Janus con nucleo de SiOo.

Tamafo promedio del Longitud promedio de
aglomerado (um) recorrido (um)
3.2+0.12 39
6.3+0.23 31
8.3+£0.16 25

Ademas, este efecto también se obtuvo en motores con nucleo de PLGA, teniendo los
resultados en la Figura 27, con una comparativa del efecto de la existencia de la capa de

adhesion (Ti) y dos grupos con nucleos de distinto dimetro.
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Figura 27. Efectos del espesor de la capa magnética sobre la aglomeracion de motores tipo Janus con nucleo

de PLGA.

En las graficas anteriores se tiene un comportamiento lineal con una inflexion notoria
en las muestras que poseen Ti e inflexiones menores en las muestras que no poseen dicha
capa. Es importante destacar, que independientemente de la presencia de la capa de Ti, las
particulas con nucleos mas grandes presentaron mayor aglomeraciéon. Sin embargo, los
incrementos en el tamafio promedio de los aglomerados fueron mayores en las muestras
gue poseen Ti.
4.4.2.4 Variacion en la capa diferencial de densidad

Al igual que en los apartados anteriores, primero se analizé el efecto del espesor de
la capa diferencial de densidad sobre la aglomeracion de las estructuras tipo Janus con
nucleo de silica (SiO2). La Figura 28 muestra el efecto del incremento de espesor, el cual

tiene un comportamiento lineal; es decir, que el tamafio de los aglomerados se ve
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incrementado en conjunto con el espesor de la capa de W. Ademas, las mediciones

presentaron una dispersion mayor conforme incremento el espesor.

Efecto de la capade W
en la aglomeracion
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Figura 28. Efecto del espesor de la capa de tungsteno sobre la aglomeracién de motores tipo Janus con nucleo
de SiOa.

4.4.3 Determinacion de tamanos.

Los tamafios de las particulas fueron medidos a partir de un promedio de 10 muestras

y aproximadamente 100 particulas o motores.

4.4.3.1 Conteo estadistico.
Primeramente, se realiz6 la caracterizacion de las microparticulas de PLGA a través
de microscopia Optica para corroborar que su morfologia era esférica y su diametro se

encontraba dentro del rango de 0.8-1.2 ym (Figura 23). Se encontré que las particulas
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sintetizadas tenian una distribucién de tamafios dentro del rango esperado, aunque se
observaron algunas variaciones al alterar los parametros de sintesis.

La caracterizacion de las particulas se llevé a cabo durante distintos dias después de
la sintesis, con el objetivo de determinar la estabilidad de la forma a lo largo del tiempo. En
la mayoria de las particulas pequefias se observd un cambio en su morfologia,
especificamente se volvian mas ovaladas; no obstante, este efecto fue despreciable en las
imagenes de particulas dentro del rango esperado. En contraste, las particulas mas grandes
presentaron fendmenos de agregacion, por lo que fue necesario dispersarlas mediante
agitacion con vortex y una sonicacion ligera. A partir de las imagenes obtenidas, se calcul6
el tamafio promedio de los motores. Para ello, se tomaron 8 muestras de motores sumando
un total de 82 MNMs con nucleo polimérico, los cuales tuvieron un tamafo promedio de 1.18
+ 0.1 um. Cabe destacar, que los aglomerados fueron omitidos para este conteo.

Por otra parte, la cantidad de MNMs visibles en la muestra con respecto al nimero de
nacleos observados antes del depdsito incrementé de manera consistente en todos los
experimentos. Esto se debe a que, al agregar las capas metalicas a las particulas, algunas
gue antes eran muy pequefas, ahora podian ser detectadas con mayor facilidad a través el

microscopio.

4.4.3.2 Espectroscopia de dispersion dinamica de luz.
Con el objetivo de verificar la distribucion de tamafos de las particulas y motores
sintetizados, se realizé un analisis espectroscopico de dispersion dinamica de luz. Los

resultados se muestran en la Figura 29. Al interpretar dicha grafica se pueden ver dos grupos
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con mayor intensidad, por una parte, el grupo de particulas con mayor intensidad ronda los

9 nm, mientras que el otro tiene un tamafio promedio aproximado de 1000 nm.
Distribucion de tamanos
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Figura 29. Espectro de intensidad por frecuencia de tamafios de particulas PLGA

En el histograma se puede ver que la dispersion de ambos grupos de particulas fue
distinta, siendo mayor la dispersion en las particulas de 1000 nm. De igual forma, se muestra

la aparicion de particulas de hasta 2400 nm, siendo el limite superior de deteccién del equipo.

4.4.4 Determinacion de velocidades

Otro experimento consistié en estudiar el efecto de los distintos componentes sobre
la movilidad de los motores, comenzando por motores de nucleo de SiO2. Estos motores
presentaron un incremento en sus velocidades al incrementar la capa magnética; sin
embargo, las trayectorias fueron de menor longitud conforme se incrementaba el espesor de

la capa magnética. Lo anterior se puede observar en la Figura 30.
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Figura 30. Efecto del espesor de la capa magnética sobre la movilidad de motores tipo Janus con nucleo de
SiO2, con espesores de capas Ti 5 nm, Ni variable y W 60 nm. Ultrasonido de 4.144Mhz con una intensidad de
3.5 Vpp.

Seguido de esto, se examing el efecto de la capa de titanio sobre el comportamiento
de los motores con nucleo polimérico (PLGA). Las muestras se dividieron en dos grupos de

acuerdo con el tamafio promedio del ndcleo, como se expone en la Tabla 5.

Tabla 5. Registro de control de sintesis de micromotores tipo Janus.

Capa
Muestra Tamafo promedio Velocidad
del nucleo (um) Titanio Niquel Tungsteno (um/s)
(nm) (nm) (nm)
AllTi 1.16 5 15 60 33
Al12 Ti 1.23 5 15 60 34
All 1.16 0 15 60 31
Al12 1.23 0 15 60 30
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Se aprecia que las muestras que poseen la capa de Ti (A1l Ti, A12 Ti) tienen
velocidades superiores a las que no la poseen, con una diferencia menor al 10% entre las
velocidades. Por una parte, el incremento de las velocidades en la Figura 31 presenta que
las muestras que poseen la capa de Ti son mas veloces, en comparacion con las muestras
carentes de esta capa. Por otra parte, la diferencia en velocidades entre muestras que

poseen el mismo tamafio de nucleo es mayor en las muestras con un ndcleo mas grande.

Efecto de la capa magnética
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Figura 31. Efectos del espesor de la capa magnética sobre la movilidad. Ultrasonido de 4.144Mhz con una
intensidad de 3.5 Vpp.

Ademas, se buscoé corroborar la afectacion del espesor de la capa diferencial de
densidad haciendo variaciones de 30, 60, 90 nm para comparar con los resultados obtenidos
por Valdez-Gardufio en el 2020. Los resultados en el modelo de prueba con ndcleo de SiO2

se muestran en la Figura 32.
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Figura 32. Efectos del espesor de la capa diferencial de densidad sobre la movilidad.

O

Debido a la contingencia que ocurrié durante la realizacion del presente trabajo los
experimentos de funcionalizacion, perfiles de liberacion, pruebas de internalizaciéon y
toxicidad quedaron inconclusos. Por lo que los resultados Unicamente seran discutidos con
base a lo reportado en la literatura para situar las bases para la finalizacion de dicha parte

experimental.

4.5 Discusion de resultados.

4.5.1 Sintesis de particulas de PLGA.

En la Tabla 1 se observa una reduccion en el tamafio de particula por el incremento

en la concentracion de PVA. Este parametro tiene efectos en las tres etapas de la nucleacion.
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Como lo indica la literatura, la cantidad de surfactante modifica la difusion del solvente y
afecta directamente el crecimiento de las particulas (Choi et al., 2002).

De la misma forma, el efecto de la reduccion en la cantidad de material por nicleo se
observa en la Tabla 2. De este modo, la reduccion en la cantidad de PLGA permite una
mayor distribucion del material en la solucion. Ademas, una mayor distribucion favorece la
aparicién de mas nucleos y evita la aglomeracion de semillas durante el crecimiento. Ambos
casos resultan en particulas de menor tamafio (Hernandez-Giottonini et al., 2020).

Por otra parte, la morfologia de las particulas es esférica como se muestra en las
micrografias de la Figura 21, independientemente de las variaciones en la cantidad de PVA
y PLGA. Esto se debe principalmente a que se originan de nucleaciéon homogéneay al largo
tiempo de sintesis (24 horas), ya que cuanto mayor es el tiempo, el sistema tiende a adquirir
una configuracion de menor energia, en este caso, una esfera.

De igual manera, otros factores que pueden afectar el tamafio resultante de las
particulas se observan en las Figuras 22 y 23. El aumento del tiempo entre gotas tiene como
consecuencia una mayor dispersién de las semillas de nucleacion formadas al entrar en
contacto con la fase acuosa. Como resultado, el tamafio de particula disminuye (Figueroa et
al., 2020).

Acompafiado de esto, la formacién de nuevos nucleos es menor con cada gota
aplicada, debido a que la separacion entre nacleos se reduce y tienden a aglomerarse. Por
consiguiente, disminuye la diferencia entre las etapas de crecimiento y se obtiene un mayor
numero de particulas con una distribucion de tamafios mas uniforme.

Otra de las observaciones realizadas durante las sintesis fue el efecto del tamafio de

la gota sobre la dispersion de tamafios. Al incrementar el tamafio de las gotas, su volumen
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crece mas rapido que su area superficial, esta diferencia en érdenes de magnitud se ve
reflejada en la forma en la que decae el tamafio de particula. El incremento en el volumen
de la gota tiene como consecuencia la aparicion de pocos centros de nucleacion con respecto
al total de material contenido en ella 'y una dispersion pobre de dichos centros. De esta forma,
se obtiene una reduccion en la cantidad de particulas, una distribucién de tamafos irregular

y la formacion de agregados de gran tamafio (Figueroa et al., 2020).

4.5.1.1 Sintesis de particulas de PLGA+TAM.

Por otra parte, la adicion de TAM incrementé los tamafios promedio de particula entre
0.1 y 0.2 um, como se muestra en la Figura 23. El TAM actla como centro de nucleacién
para las moléculas de PLGA (Miladi et al., 2014), lo cual propicia que se potencie el efecto
de agentes que acttan sobre la dispersion de los nucleos. Al igual que con las particulas de
PLGA, entre mayor es el numero de los centros de nucleacién, menor es la cantidad de
material aglomerado en cada uno. Cabe destacar que el TAM al ser participe en la etapa de
nucleacion, da origen a un niamero de ndcleos proporcional a su concentracion y ayuda a

reducir la dispersion de tamafios.

4.5.1.2 Sintesis de particulas de PLGA+FITC.

La adicion de moléculas distintas puede actuar como agente de nucleacion, el tamafio
y composicion de la molécula de FITC podria estabilizar de manera mas rapida la formacion
de nucleos si es comparada con el TAM, ya que su masa molecular es mayor (Ronco et al.,

2015).
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Adicionalmente, se espera un comportamiento similar a la adicion de PLGA con la
adicion de FITC; sin embargo, su interaccion con el TAM podria presentar un fenémeno de
nucleacion heterogénea incrementando la dispersion de tamafos. Por la presencia de dos
moléculas distintas que actian como agente de nucleacién. Se espera que los nucleos
formados por FITC presenten un comportamiento similar al mostrado en la Figura 30 donde

los nucleos tienen un tamafio de hasta 12 nm propiciado por las moléculas de TAM.

4.5.2 Sintesis de motores tipo Janus.

La preparacion previa al proceso de depédsito de peliculas delgadas tuvo
repercusiones en la formacién de aglomerados de motores. Esto se debe a que el espaciado
minimo requerido entre particulas es de 200 nm, dado el tamafio promedio de ndcleo y la
suma de los espesores esperados con un error estandar del 10% asociado a las mediciones
de calibracion para el depésito de peliculas delgadas; en caso de no cumplirlo, el
recubrimiento metalico forma un puente entre las estructuras y da lugar a un aglomerado, en
cuyo puente los metales como el Ni o Ti estdn expuestos (Figura 33). Lo anterior tiene
implicaciones en cuanto a la aglomeracién como puede ser que las estructuras en solucién
busquen un acomodo més estable y formen aglomerados, en especial cuando los metales
se encuentran expuestos (Der Want, 1998).

La diluciébn de la solucion de motores ayudd a reducir la concentracién de
aglomerados. Ademas, se determind que la dilucion 20:1 era la que se adecuaba a los
parametros buscados. Por otra parte, al incrementar el espesor de los depdsitos los

aglomerados incrementaron, ya que el espacio requerido entre nucleos era mayor, entonces
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se formaban puentes metalicos entre los motores. Esto a su vez evitd un correcto depoésito y

por ende la formacién de motores funcionales.

Particula de PLGA Capade Ni f Capade W

[ —]
200 nm

Figura 33. Representacion de la formacion de aglomerados de motores por uniones metdlicas durante el
proceso de depdsito de peliculas delgadas.

4.5.2.1 Calibracion de la camara de pulverizacion catodica.

De la calibracion se puede inferir que 60 W es la potencia 6ptima de trabajo, ya que
en esta potencia (Figura 24) la temperatura de trabajo es lo suficientemente baja y por lo
tanto, existe una baja probabilidad de una liberacion repentina de moléculas para relajar el
sistema de las fluctuaciones térmicas. Por otra parte, las tasas de depdsito pueden
considerarse lineales debido a una regresién lineal con un alto coeficiente de correlacion.
Por ello se utilizaron las curvas mostradas en las Figura 25 para determinar los tiempos de
depdsito. Finalmente, se observa que las pendientes asociadas al depdsito de cada blanco
son distintas, esto se debe a las propiedades de los materiales como lo son: coeficiente de
expansion térmica, punto de fusion y magnetizacion.

Comenzando con el tungsteno, que al tener un calor especifico elevado tiende a

disipar su energia con vibraciones en su estructura y asi facilitar el desprendimiento de las
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particulas conforme mayor es el tiempo de exposicién al potencial aplicado. Asimismo, la
pelicula de niquel tuvo un crecimiento de manera mas paulatina, esto debido a sus
propiedades magnéticas; sus particulas se veian constantemente atraidas hacia el
magnetron, lo que genera una curvatura en la trayectoria del haz y disminuye el deposito
esperado. Por otra parte, la tasa de depdsito del titanio fue la menos variable porque es un

material muy estable.

4.5.2.2 Variacion en la capa de adhesion.

La morfologia sufri6 cambios posteriores al depdsito, ya que se volvié asimétrica, las
caracteristicas de la capa exterior se encuentran descritas en la Tabla 5. Las dos sintesis
(Al11y A12)fueron realizadas con el mismo método en recipientes separados para corroborar
la replicabilidad del método. Para ambas se obtuvieron mediciones similares, la dispersion
de los tamarfios fue del 3%, lo cual se asocia a las variaciones en los equipos utilizados en
cada una de las sintesis. Por lo tanto, al agregar la capa de adhesion, se incrementa la tasa
de replicabilidad del método. Al comparar ambas muestras se observo que aquella con la
capa de Ti, tenia un menor desprendimiento durante la manipulacién como se aprecia en la
Tabla 3. Esto coincide con lo descrito por Gibbons en 1996, donde se trabajaban peliculas
de adhesién sobre superficies poliméricas.

Es importante observar que la aglomeracion de los motores es promovida por la
presencia de titanio (Figura 27); ya que el tamafo de los aglomerados crece de manera lenta
en las muestras que no poseen la capa de adhesion. En contraparte, cuando la capa de
adhesion se encuentra presente, el tamafo de los aglomerados incrementa de manera

acelerada después de un espesor critico de la capa magnética. Principalmente por una
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reduccion de la respuesta magnética de las particulas y en las fuerzas de atraccion
magnética entre los motores. Esto se debe a la interfaz Ti/Ni en la cual se pueden formar
estructuras no magnéticas como lo son TiNi, TiNiz y Ti2Ni (Bhatt et al., 2006).

En el caso de las particulas con un nucleo de diametro 1.23 um, el tamafio de los
aglomerados es mayor que para las particulas de diametro menor. Debido a que, al tener un
area superficial mas grande, la cantidad de Ti es mayor y por ende existe una mayor
interaccion con la capa de Ni. Lo anterior propicia que los efectos en la interfaz Ni/Ti afecten
en mayor medida a los dominios magnéticos de Ni; aumentan tanto su magnitud como el
area con la que pueden interactuar con las particulas.

Cabe enfatizar que el comportamiento que se muestra en la Tabla 5 indica que la
capa de adhesion tiene una contribucion en la asimetria de densidad, lo cual eleva la
velocidad de propulsién, como lo indica Valdez-Gardufio et al. (2020). Sin embargo, ambos
casos mostraron movimiento con velocidades similares. Por lo antes mencionado, se
requiere de una muestra mas robusta para modelar la relaciéon entre la velocidad y la capa

de adhesion.

4.5.2.3 Variacion en la capa magnética.

Es necesario mencionar a los efectos en el comportamiento de los micromotores que
supone la presencia de una region magnética y sobre todo, el efecto dado por el incremento
de tamafio de dicha region. Los efectos pueden observarse en las Figuras 27, 30 y 31. Por
una parte, se observa el crecimiento en el tamafio de las aglomeraciones en la Figura 26 y

27; mientras que en las Figuras 30y 31, se muestra el incremento de las velocidades. Ambos
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efectos tienen un origen en comun, la tendencia a minimizar la energia al interior del sistema
(solucion acuosa de motores).

Al hablar de materiales con respuesta magnética es importante considerar la
existencia de dominios porque son regiones espaciales con una magnetizacion intrinseca
uniforme en una sola direccion, capaces de retener la magnetizacion ain cuando ya no exista
un estimulo externo (Thiavilleb, n.d.). Los dominios se forman para buscar reducir la energia
al interior del material en el que se encuentran.

El Ni posee dominios con una susceptibilidad magnética baja comparada con el hierro.
Tal que, los efectos del ferromagnetismo son mayores al incrementar el volumen del material
(Slater, 1936); por ende, al aumentar el espesor de la capa de Ni, supondria que los efectos
de atraccion magnética fueran mayores. Sin embargo, al hablar de una pelicula delgada con
dimensiones nanométricas se debe considerar un fenébmeno de disminucién en la respuesta
ferromagnética al incrementar el espesor de la pelicula; principalmente por el acomodo y
tamafo de los dominios magnéticos (Allenspach, 1994). Fendmeno que podria ser
observado si se incrementa aun mas el espesor de la capa magnética, pero se sugiere
realizar un mayor numero de pruebas sobre la respuesta magnética como lazos de histéresis
magneética y microscopia de fuerza magnética atomica (MFFM).

No obstante, la literatura muestra que una vez magnetizada una particula con material
ferromagnético, esta conserva su magnetizacion generando un campo magnético externo.
EL arreglo experimental hace que se encuentren varios motores bajo la influencia de un
campo magnético externo; es decir, varios motores con una magnetizacion intrinseca que
por el fenomeno de magnetoforesis se ven atraidos entre si, como lo estudié Marimén-Bolivar

y Gonzéales (2018). Este efecto es mas claro cuando se analizan las trayectorias de los
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motores, ya que la atraccidbn magnética es dependiente de la distancia entre los objetos; de
manera que, cuando se encuentran cercanos los motores presentan una aceleracién. Siendo
el motor menos mésico el que se ve acelerado con mayor facilidad y termina por
aglomerarse.

Asi pues, al incrementar el espesor de la capa magnética y estimular el material con
un campo magnético externo, la magnetizacion existente al interior de cada motor aumenta,
ya que existe una mayor cantidad de material que puede magnetizarse. Lo que a su vez,
incrementa la atraccién entre las regiones magnetizadas de los motores y termina por
provocar que los motores se atraigan entre si, resultando en una mayor aglomeracion, tal y
como se observa el crecimiento en las graficas de las Figuras 27 y 26. Es importante
mencionar, que la aglomeracién es una forma de reducir la energia del sistema de motores,
ya que éstos actian como dipolos magnéticos y buscan acomodarse con otros a manera de
cancelar sus momentos magnéticos (Long et al., 2020). De tal manera que un incremento en
la aglomeracién puede asociarse a la busqueda de una configuracion mas estable y debe
estudiarse con mayor profundidad para garantizar que pueden permanecer en una solucién
sin aglomerarse.

En la Figura 27, se aprecian distintas pendientes en el crecimiento del tamafio de los
aglomerados, cuando se posee Ti, las curvas tienen una region de lento crecimiento debido
a que el crecimiento de los dominios magnéticos en el Ni se ve limitado por la interaccion con
la capa de Ti (Kyanitsia, 2019) como se muestra en Figura 34. El efecto de la capa de Ti se
puede clarificar con los motores que no poseen la capa de adhesion, porque su aglomeracion
incrementa de manera menos acelerada como se muestra en la Figura 27. Esto se explica

porque no se limita el crecimiento de los dominios magnéticos (Figura 34) gracias a la
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inexistencia de la capa de titanio. Por ende, el sistema disminuye su energia desplazando
las paredes de dominio sin la necesidad de aglomerarse y por otra parte los dominios crecen
libremente sin el confinamiento en la interfaz Ti/Ni.

En la interfaz Ti/Ni, los granos en la pelicula de Ni tienden a ser mas pequefios sin
importar el espesor de dicha pelicula, pero los granos externos a la interfaz crecen conforme
el espesor de la capa magnética incrementa (Reza et al., 2006 Febrero). Lo anterior tiene
repercusiones en la magnetizacion de la pelicula de Ni, debido a que al ser mayor el tamafio
de grano, la energia requerida para desplazar una pared de dominio disminuye de manera
global (Kent y Gee, 1994; Li et al., 2017b). Por lo tanto, es mas facil magnetizar el material
cuando la capa de Ni es mas gruesa y propicia que el material magnético actia como iman
permanente y por el efecto ferromagnético los dominios magnéticos se unen para reducir la

energia de las lineas de campo saliente de cada motor (Wang et al., 2018; Long et al., 2020).
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Figura 34. Representacion del crecimiento del tamafio de grano en la capa de niquel conforme
incrementa su espesor y el confinamiento en tamarios existente en la interfaz.

Al ser mas facil magnetizar la seccién de Ni conforme su espesor aumenta y teniendo

el mismo estimulo externo, la magnetizacion resultante de la capa de Ni es mayor. A partir
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de cierto espesor, el efecto de la capa de Ti sobre el tamafio de grano es pobre en
comparacion con la magnetizacion de la capa de Ni. Ademas, podemos inferir que, a partir
de cierto espesor de la capa magnética, el efecto de confinamiento del tamafio de grano de
la capa de Ti favorece la magnetizacion del Ni. Puesto que, una vez que los dominios de la
capa de Ni desplazan su pared de dominio hacia la interfaz Ni/Ti, ésta permite que
permanezcan con su magnetizacion. Al ser mayor la retencion de magnetizacion, la atraccion
entre motores incrementa; lo que favorece la aglomeracion y se encuentra representado en
la pendiente de las curvas de las Figuras 26 y 27, asi como en la reduccién de las
trayectorias de la Tabla 4.

Como se mencion6 anteriormente, existe una relacién entre el crecimiento en el
tamafio de los aglomerados y la cantidad de material; esta Gltima esta directamente
relacionada con la geometria de la pelicula de Ni y por consiguiente con el diametro del
nacleo sobre el que se depositan las peliculas. La relacion con el didmetro puede ser
observada con las graficas de motores con nucleos de distinto tamafio (Figura 27). En esta
figura las curvas de motores de mayor didmetro tienden a tener un crecimiento acelerado
con un espesor menor de la capa magnética en comparacién con los motores de un didmetro
menor. Esto se atribuye principalmente al crecimiento del volumen con respecto al radio de
las particulas, pues se tiene una mayor cantidad de material magnético con un espesor
menor de la capa de Ni. También debe considerarse el caracter ferromagnético del material,
ya gue su magnetizacion incrementa con la cantidad de material.

Por otra parte, al hablar de las repercusiones de la aglomeracion de los motores
durante su aplicacion; se observa que, si el espesor de la capa de material magnético supera

los 20 nm, la aglomeracion es demasiado pronunciada y puede ser contraproducente. Por lo
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que la capa debe mantenerse con espesores reducidos para evitar entorpecer el
comportamiento de enjambre de los MNMs. Acompafiado de esto, es nhecesario mantener un
buen desempefio en su movimiento para aplicaciones de entrega de farmacos ya que se
necesita controlar una gran cantidad de MNMs de manera simultanea.

Ahora bien, al hablar de los efectos sobre la movilidad de los motores, al controlarlos,
se observd que eran mas responsivos al cambio del campo magnético externo cuando el
espesor de su capa magnética era mas grande. Ademas, la velocidad de los motores fue
mayor al aumentar el espesor de la capa de Ni, independientemente del material en el nucleo,
SiO2 (Figura 30) o PLGA (Figura 31). Esto puede atribuirse a dos aspectos en general, la
atraccion entre motores y el confinamiento de las vibraciones y oscilaciones que llevan a la
propulsion en una direccion preferencial (Valdez-Gardufio et al., 2020). Cabe destacar que
las velocidades reportadas en la Figura 30 para el grupo control (sin capa magnética),
presentan una alta variabilidad y carecen de un control de la direccion; por lo que no son
aptos para una aplicaciébn. Ademas, presentaron fenédmenos de rotacién u oscilacion no
observados en las muestras que contaban con la capa magnética.

De la misma forma, los motores con capa de Ni eran mas veloces cuando contaban
con la capa de Ti, como se muestra en la Figura 31y en la Tabla 5. Lo anterior, como en el
caso de la aglomeracién, nos muestra que la capa de Ti eleva la energia necesaria para
mover las paredes de dominio cercanas a la interfaz Ti/Ni y con ello los dominios de la capa
de Ni no se desplazan. No obstante, si ayudan a confinar el movimiento al alinearse con el
campo magnético externo y en menor medida, la capa de Ti genera una mayor asimetria en
la formay la distribucion de densidades (Nadal y Lauga, 2014; Valdez-Gardufio et al., 2020).

Por otro lado, las trayectorias de los motores eran cortas y finalizaban con la agregacion de
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los motores en aglomerados cuando su capa magnética poseia un mayor espesor, sin
importar la presencia de la capa de Ti, como se observa en la Tabla 4.

En la Figura 31 se observa que las velocidades de los motores con un nucleo
promedio menor (1.16 pm) presentan una menor variacion al contar con la capa de Ti
comparado con las de nacleo promedio mayor (1.23 um). Lo descrito anteriormente, se
puede asociar a la diferencia en los nUmeros de Reynolds entre ambos casos, pues la
contribucion de fuerzas inerciales aumenta cuando el nucleo tiene un mayor tamafio y con
una pequefia activacion, como la atraccion magnética, pueden llegar a desplazarse
facilmente. Adicionalmente, al afiadir la capa de adhesion, ésta sirve como pared de dominio
como lo describe Kyianytsia en el 2019, lo cual permite que la autopropulsion sea la fuerza
dominante.

A pesar de esto, en ambos casos, la diferencia de velocidades es mayor en un
intervalo. Dicho comportamiento se debe a la magnitud de la respuesta magnética, la cual al
ser demasiado grande supera a la fuerza de autopropulsién y domina el movimiento si se
acerca a elementos que resulten atractivos (Ku et al., 2014; Nguyen et al., 2020). De ahi que
al ser dominante estabilice la respuesta de las fuerzas que mueven al motor; por lo que se
espera una reduccion en los cambios de velocidades una vez alcanzado el punto donde las
fuerzas magnéticas rigen el movimiento; sin embargo, esto sale de la llamada autopropulsion
y seria llamado arrastre, por lo que el espesor de la capa magnética debe permanecer dentro
de los parametros en los que su contribucion no interfiera con la propulsion.

Asimismo, las trayectorias cortas mostradas en la Tabla 4 fueron consecuencia de la
atraccion por otros cuerpos con respuesta magnética alta, ya que la uniéon de ambos minimiza

la energia requerida para conformar el sistema de los motores en solucion. Esto resulto en
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una dependencia de orientacion en las velocidades, donde las trayectorias que se dirigen
hacia otros cuerpos con respuesta magnética aportaron una mayor fuerza al desplazamiento
del motor. El fendbmeno antes descrito impacto directamente en la formacion de aglomerados
y es observable en la Figura 27. Esto ultimo puede comprobarse porque se da un movimiento
espontaneo de los motores aun sin campo magnético, que finaliza con la agregacién de los
mismos. Puesto que la autopropulsién esta dada por la composicion del sistema y la
presencia del campo magnético Unicamente incrementa la eficiencia del movimiento al

confinarlo en una direccion.

4.5.2.4 Variacion en la capa diferencial de densidad.

En esta exploracion los resultados indican una mejoria con respecto a los motores del
trabajo de Valdez-Gardufio (2020) que poseen un arreglo similar, las diferencias son que su
capa externa era de oro, cuya densidad es de 19.32 g/cm? y el espesor de esta capa era de
100 nm. Estos motores alcanzan velocidades de alrededor de 30 um/s, mientras que los
motores del presente trabajo obtienen esa velocidad con una capa menor a 60 nm, como se
muestra en la Figura 32. Esta diferencia esta asociada al cambio en el centro polimérico que
promueve la atenuacién; ademas, incrementa el gradiente de vibraciones y como resultado,
se mejora la propulsién. Lo anterior, se muestra en trabajos como el de Garcia (2018), donde
las particulas de PLGA tienen un recubrimiento similar, pero con una capa exterior de platino
de 44 nm.

Por lo tanto, esto indica que se incrementa su eficiencia en el movimiento con la
reduccion del tamafio. No obstante, se requiere de un mayor niumero de pruebas y una

resolucién mayor en los microscopios para determinar los efectos a escalas menores a una
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micra. Valdez-Gardufio et al. (2020) describen dicho fendmeno como una relacion entre las
densidades en un modelo de dimeros; la diferencia en las oscilaciones propicia turbulencias
en la frontera de los motores y al ser mayores en la frontera metélica, se dicta una direccion
preferencial en la propulsion.

La estabilidad térmica observada es considerablemente mayor a las descritas en la
literatura, esto se debe a la seleccion de materiales. En la mayoria de los trabajos reportados
como el de Oliveros (2017) y Wang (2012), se trabajé con metales que, aunque poseen una
densidad alta, su coeficiente de expansion térmica es bajo comparado con el del tungsteno,
lo cual se asocia a un cambio en las propiedades del material y la forma en que las ondas
ultrasénicas que interactian con él. En consecuencia, se genera una mayor disipacion de
energia y la eficiencia del movimiento disminuye, como lo menciona Malischewsky y Tuan
(2009). En el caso del tungsteno, el coeficiente de expansion térmica es mayor, por esta
razén mantiene sus propiedades mecéanicas aun en usos prolongados. Dicha caracteristica
es especialmente beneficiosa en caso de que se desee trabajar con frecuencias mas altas o
se busque reducir el tamafo del disefio.

Adicionalmente, no es tan clara la relacion entre la aglomeracion y la capa de
tungsteno, ya que las mediciones tienen una alta variabilidad. La aglomeracion puede
deberse a una mala dispersion durante la preparacion del sustrato. Ademas, al incrementar
el espesor de la capa de tungsteno el requerimiento de espacio minimo entre motores es
mayor y por ello, al ser la misma dispersion de ndcleos en todas las muestras, aquellas con
una capa de W mas gruesa tienden a aglomerarse mas. Sin embargo, puede mejorarse al
diluirse mas la solucion para muestras con un mayor espesor. Por otro lado, la aglomeracion

es atribuible, en menor medida, a la atraccion entre cuerpos, ya que entre mayor es la capa
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de tungsteno, las corrientes acusticas en la superficie del motor son mayores. Estas hacen
gue se atraigan los motores entre si, de manera analoga a los torbellinos que atraen a objetos
cercanos, pero no modifican la longitud de las trayectorias y no llevan a la aglomeracién de
los motores aun cuando poseen una capa de Ni de 15 nm.

La discusion anterior es importante porque puede ayudar a disefiar los MNMs de
acuerdo con las necesidades y el lugar de aplicacion. Lo cual sienta las bases para el disefio
y siguiente generacién de motores y permite que éstos sean evaluados posteriormente para

su implementacion en el tratamiento de cancer en modelos de estudio animal.

4.5.3 Determinacion de tamanos.

4.5.3.1 Conteo estadistico.

Es importante afadir que, las particulas de escala micrométrica sufren desgaste
localizado debido a la forma del recipiente que los contiene y los efectos en la dinamica de
fluidos de la solucion en la que estan suspendidas.

Se comprobd que el efecto de desgaste localizado fue menor al reducirse el tamafio
de las particulas y se puede predecir que es casi nulo en la escala nanométrica en
concordancia con el trabajo de Bennett et al. en el 2016. El efecto de desgaste localizado se
debe a las colisiones de las moléculas de la solucién con las particulas sintetizadas. Visto
gue existe un mayor numero de colisiones en regiones cercanas a las paredes del recipiente,
un tubo eppendorf de diametro reducido propicia un ovalamiento sobre las particulas. Esto
se debe a que el tubo posee una direccion (longitudinal), en la cual las colisiones son menos

probables y otra, en la que se incrementan (diametral). Para una particula pequefa esta
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diferencia en las direcciones no es significativa; por lo tanto, este efecto es casi nulo en las

dimensiones nanométricas.

4.5.3.2 Espectroscopia de dispersion dinamica de luz.

De los conteos se observa que las microparticulas tienen una dispersion de tamafios
de 0.2 ym y se encuentran situadas en 1 ym como tamafo promedio en concordancia con
las observaciones realizadas en la microscopia Optica. En adicion, los andlisis por
espectroscopia de dispersion dindmica de luz permitieron determinar que una gran cantidad
de particulas se encontraban en el rango nanométrico entre 6-12 nm (Figura 29). La
presencia de particulas en la escala nanométrica se atribuye a las etapas tempranas de
nucleacion durante el proceso de nanoprecipitacion, que deben ser generadas por las Ultimas
gotas en ingresar a la solucion. Dicho grupo es el que genera la visualizacién de mas motores
que la cantidad de ndcleos observados con la microscopia Optica.

En experimentos posteriores se sugiere estudiar si la composicion en ambos grupos
de micro y nanoparticulas es similar, en cuanto a contenido de PLGA y TAM. Las pruebas
de liberacion de farmaco podrian ayudar a inferir si varia su contenido de TAM.

Es importante resaltar, que se espera que estas particulas posean una mayor
motilidad debido a su nimero de Reynolds y a los factores de difusibn que presenten;
ademas, las fuerzas inerciales que se oponen al movimiento son menores y el disefio es mas
hidrodinamico como lo menciona Lee et al. (2014). Por otra parte, también se proyecta un
mejor desempefio en las aplicaciones al interior del cuerpo por los efectos de retencion y
permanencia asociados al tamafio. En especial porque tienen una mayor facilidad para

internalizarse en las células. Sin embargo, se deben ajustar los tamafios de los depdsitos
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metélicos, ya que al reducir el tamafio del nacleo existe un limite en el cual ya no se daria

propulsion.

4 5.4 Determinacion de velocidades.

Las velocidades obtenidas pueden ser comparadas con los trabajos de Oliveros
(2017), Garcia (2018) y Valdez et al. (2020), ya que ambos utilizaron estructuras Janus y las
propulsaron bajo las mismas condiciones.

Oliveros y Valdez et al. utilizaron una particula de 6xido de silicio recubierta con una
pelicula de 5 nm de Ti, 15 nm de Niy 60 nm de Pt que alcanzaron una velocidad de ~27
Mm/s. Mientras que los motores sintetizados por Garcia consistieron en una particula de
PLGA con una pelicula de 5 nm de Ti, 33 nm de Niy 44 nm de Pt, cuya velocidad fue de ~45
Mm/s. Estos datos son comparables con las 33 pm/s obtenidas por el modelo propuesto en
este trabajo, que cuenta con una capa de 5 nm de Ti, 15 nm de Niy 60 nm de W.

A grandes rasgos, las velocidades de los motores con nucleo de PLGA fueron
mayores gracias a que este polimero atenta mas las ondas que el 6xido de silicio, como lo
menciona Canavese et al. (2018). Por otro lado, hay que tomar en cuenta las densidades,
mientras que el W posee un valor de 19.3 g/cm?3, el Pt es mayor con 21.45 g/cm3. Por esta
razony por la diferencia en los espesores de la capa de Ni, los motores reportados por Garcia

obtuvieron una mayor velocidad.

4.5.5 Eficiencia de encapsulamiento.

De acuerdo con lo reportado en el estudio de Maji et al. en 2014, al utilizar la misma

concentracion de tamoxifeno que de PLGA en la solucion organica obtuvieron la maxima
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eficiencia de encapsulamiento siendo ésta de 27%, por lo tanto, se espera obtener al menos
esa eficiencia. Debido a que otros estudios han reportado eficiencias de hasta

aproximadamente 60% utilizando la técnica de nanoprecipitacién (Rezvantalab et al. 2018).

4 5.6 Perfil de liberaciéon

En general, con base a la literatura, se espera que las particulas de PLGA liberen una
mayor cantidad de farmaco durante el primer dia y después tienda a estabilizarse (Maji et al.,
2014; Sahana et al., 2010; Betancourt et al., 2007). No obstante, es dificil predecir cuél sera
el perfil de liberacion, ya que depende de factores como los parametros y el método de

sintesis.

4.5.7 Funcionalizacion de motores.

Se ha reportado que una manera de examinar si se ha realizado una funcionalizacién
efectiva con anticuerpos es midiendo el potencial zeta de las particulas antes y después del
proceso. Se ha observado que cuando la superficie de nanoparticulas de PLGA es

modificada con anticuerpos, su carga superficial se vuelve mas positiva (Sun et al., 2008).

4.5.8 Cultivo de células.

4.5.8.1 Pruebas de internalizacion.

La evaluacion de los MNMs en operaciéon permitira verificar su utilidad al entrar en
contacto con las células objetivo. Debido a las caracteristicas de tamafio y forma, se espera
gue los micromotores cuyas velocidades fueron caracterizadas, no puedan internalizarse en

las células tan facilmente; sin embargo, sus contrapartes nanométricas si lo haran. En
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consecuencia, los micromotores demuestran el concepto de movimiento y se espera que, Si
se reduce la escala, se incrementen las velocidades como lo reporta Lee et al. (2014).

Por otra parte, es pertinente mencionar que si existe una posibilidad de internalizacion
a pesar del tamafio, ya que en estudios como el de Patifio et al. (2015), se ha observado que
existe internalizacion de particulas de 3 ym a través de macropinocitosis en células de cancer
de mama.

Cabe mencionar que debido a que los motores se encontraran funcionalizados con
anticuerpos anti-ER, se espera que exista una alta selectividad y por lo tanto, una mayor
interaccion con las células MCF-7, ya que son ER+. En otras palabras, esta linea expresa el
receptor de nuestro anticuerpo. Esta alta especificidad ya se ha demostrado en otros trabajos
en los que las nanoparticulas Unicamente se internalizan en las células ER+ (Chauhan et al.,
2018).

De acuerdo con lo propuesto en otros estudios, si se aplica ultrasonido durante la fase
de internalizacion, la intensidad de fluorescencia detectada es mayor; es decir, existe una
mayor cantidad de MNMs internalizados (Fernandez de Avila et al., 2015, Qualliotine et al.,
2019).

De cualquier forma, lo que se obtenga de las pruebas de internalizacion y toxicidad,
permitird conocer la viabilidad de este arreglo para el tratamiento de cancer de mama y
consolidara las bases de un nuevo disefio de MNMs para el acarreamiento de farmacos.
Ante todo, brindara nueva informacion para un mejor entendimiento de los parametros de

funcionamiento de este tipo de motores.
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4.5.8.2 Ensayo de citotoxicidad.

En los estudios se ha demostrado que al encapsular al farmaco aumenta la
efectividad, ya que se requiere suplementar una menor dosis para alcanzar la maxima
concentracion inhibitoria media (ICso). Segun lo reportado por Maji et al. (2014) la
concentracion de tamoxifeno necesaria para alcanzar la ICso en las células MCF-7 disminuyo
mas de 70% al estar encapsulado, ademas de que solo se requeriria una dosis al tener una
liberacion sostenida.

Mientras que el estudio realizado por Khuroo et al. en 2014, en el que se combiné al
tamoxifeno con el farmaco topotecan, se demostré que al encapsularlos en particulas de
PLGA la ICso disminuyo alrededor del 80% comparado con el farmaco libre. Este estudio
sirve de referencia pues también utilizaron la misma linea celular antes mencionada. Por lo

tanto, se espera obtener resultados similares para nuestro sistema.
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Capitulo 5: Conclusiones.

5.1 Trabajo actual.

En este trabajo se logro sintetizar motores tipo Janus, comenzando por un ndcleo de
PLGA cargado con TAM recubierto parcialmente por una tricapa de Ti-Ni-W con espesores de
5, 15y 60 nm, respectivamente. De acuerdo con las observaciones realizadas, el tamafio de
las particulas poliméricas se incrementa junto con el volumen de gota y la concentracion de
PLGA, mientras que se ve disminuido al aumentar el tiempo entre goteo y la concentracion de
surfactante (PVA). Por otra parte, durante la sintesis, una alta dilucion de la solucién de
particulas evita la aglomeracion de motores. En cuanto al disefio, utilizar un disefio bicapa (Ni-
W) o tricapa (Ti-Ni-W) no presenta una diferencia significativa en la propulsion, pero la
participacion de la capa de adhesion es importante en la respuesta magnética y se debe
estudiar mas este fenébmeno con el fin de optimizar el movimiento al entender la relacion entre
la interfaz Ni/Tiy la respuesta magnética del disefio. Sin embargo, un incremento en el espesor
de la capa magnética tiene como consecuencia una mayor aglomeracion de las estructuras,
reduciendo a su vez la longitud promedio de las trayectorias de los motores. Por otra parte, la
participacion del nacleo polimérico incrementa la propulsién en concordancia con los trabajos
de Oliveros (2017) y Garcia (2018). De la misma forma, el comportamiento de aglomeracion
esta relacionado con la capa magnética, por lo que la capa de 15 nm presenta la mayor
estabilidad y permite mantener el control sobre el movimiento. Ademas, se espera verificar
gue el disefio presentado en este trabajo consolida las bases para un nuevo esquema de
disefio de micro y nanomotores que complemente el modelo dimeérico de asimetrias

vibracionales descrito por Valdez-Gardufio et al. (2020).
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5.2 Trabajo a futuro.

Finalmente, la evaluacion de los motores presentados en un medio biolégico es
inminente para comprobar la viabilidad de su aplicacion en el tratamiento de cancer de mama.
Si bien para ello es necesario realizar mas pruebas que las planteadas previamente, éstas
establecen los primeros pasos para verificarlo como vehiculo de farmacos viable.

A grandes rasgos, se espera observar una alta selectividad del sistema hacia células
de cancer ER+ una vez que los motores sean funcionalizados con anticuerpos. De igual forma,
se predice que los motores seran capaces de internalizarse en las células y que este proceso

se vera potenciado al aplicar ultrasonido.
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