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Resumen

Las nanociencias surgen en las ultimas décadas como una novedosa herramienta que
permite plantear una solucién alternativa en el abordaje de problemas comunes en
ciencia y tecnologia. Actualmente, este campo toma un importante auge, debido a que
los materiales de dimensiones nanométricas presentan caracteristicas particulares que
ofrecen la posibilidad de afrontar incluso nuevas soluciones, que con los materiales
cldsicos no podian ser alcanzadas. Gran parte de estos nuevos materiales, son
disefiados vy sintetizados para desempefiar usos muy especificos y delicados, como lo
es por ejemplo la utilizacién en el area de la salud humana, por lo cual es necesario
gue se garanticen determinadas caracteristicas y propiedades que permitan cumplir
con los requisitos particulares para su uso o aplicacion.

Al tratarse entonces de nuevas tecnologias, los procesos y productos que se hallan
dentro de este campo, se encuentran en su gran parte aun en desarrollo, y sus
primeros principios de funcionamiento aun no han sido desarrollados de manera
tedrica. Dentro de este marco, en esta tesis se plantea una metodologia de
optimizacidon que permite garantizar el cumplimiento de determinadas propiedades de
uso final del producto con alta probabilidad de ocurrencia, sin necesidad de recurrir a
ecuaciones fundamentales que definan el proceso, sino basandose exclusivamente en
datos experimentales. Asi, mediante un modelado basado en datos que ajustan la
probabilidad de éxito binomial, la metodologia pretende equilibrar la precision
paramétrica con la busqueda de una regién reducida de operacién, donde haya una
alta probabilidad de satisfacer las especificaciones de punto final. De este modo,
mediante una serie de pruebas experimentales, el algoritmo de la metodologia
conduce a la zona 6ptima de trabajo que permite operar el proceso cumpliendo con las
propiedades de uso final de los productos.

Dentro de esta area, es de destacada importancia el interés actual que existe en el
ambito de las nanociencias aplicadas a la medicina, ya que las mismas ofrecen
potenciales nuevas soluciones en lo que respecta a diagndsticos y tratamientos. En
particular, las nanoparticulas magnéticas representan una alternativa viable en cuanto
al tratamiento localizado de determinados tumores, ya sea mediante hipertermia o
liberacién controlada de drogas. Si bien existen en la bibliografia diversas rutas de
sintesis de las mismas, resulta trascendental lograr una sintesis que garantice las
propiedades de uso final del producto obtenido y que a su vez permita la escalabilidad
del proceso para poder ser escalado a nivel industrial. Considerando este panorama,



en esta tesis se desarrolld un nuevo método de sintesis de nanoparticulas de 6xido de
hierro superparamagnéticas (SPIONs, segun sus siglas en inglés) que cumple con estas
necesidades planteadas. El producto obtenido fue caracterizado mediante técnicas de
dispersién dindmica de luz (DLS), espectroscopia Raman, espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), difraccion de rayos X (DRX) vy analisis
termogravimétrico (TGA); a modo de evaluar sus propiedades de tamafio, superficie y
composicion. Ademads, haciendo uso de la metodologia de disefio de experimentos
desarrollada, se realizd un estudio de reproducibilidad de esta nueva sintesis,
optimizando a la vez la variable critica del proceso. De este modo finalmente se puede
concluir que la nueva ruta de sintesis cumple con los requerimientos lograr el mismo
producto final que el obtenido en sintesis tradicionales, pero ahora mediante un
proceso escalable y reproducible.
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1 INTRODUCCION

En este capitulo se presenta la problematica que da origen al trabajo de tesis, se
plantean la hipdtesis de tesis, los objetivos perseguidos y se mencionan las
metodologias planteadas para el abordaje del problema. Asimismo, se presenta un
resumen de la bibliografia existente y se enuncian los aspectos novedosos del trabajo.

1.1 Descripcion general de la problematica: La nanomedicina como una
potencial alternativa para tratamientos oncologicos localizados.

La nanotecnologia puede ser definida como la ciencia que se basa en los efectos fisicos
gue se producen en objetos a escala nanométrica, existentes en la interfaz entre el
mundo molecular y el mundo macroscopico. Se entiende entonces a la nanomedicina,
como la ciencia que hace uso médico de materiales nanoestructurados, los cuales de
acuerdo a su tamafio y estructura, tienen propiedades Unicas, como ser la capacidad
de atravesar barreras bioldgicas o el posible direccionamiento hacia ciertos tejidos
objetivos para aumentar la efectividad del tratamiento y disminuir los efectos
secundarios.” ™ Las nanoparticulas son materiales de dos o mds dimensiones, con uno
de sus lados de un tamano en el rango de 1-100 nm.***® Las mismas muestran
propiedades fisicas y quimicas Unicas en base a su tamafio, por ejemplo, propiedades
Opticas, magnéticas, cataliticas, termodindmicas y electroquimicas. La composicidén
guimica y la forma de la nanoparticula son factores determinantes de sus propiedades

especificas.**™’

De este modo, la nanotecnologia es utilizada en diversas aplicaciones relacionadas con
el cuidado de la salud y la mejora de la calidad de vida de los pacientes. Entre estas
aplicaciones se puede mencionar:>”*%*°

- el suministro de farmacos oncolégicos, que corresponde al uso de las
nanoparticulas como medio de transporte de las sustancias activas hacia los tejidos
afectados;

- el tratamiento de tumores mediante hipertermia, debido a que las nanoparticulas
superparamagnéticas son capaces de absorber la energia de un campo magnético
oscilante y convertirla en calor, y mediante esta propiedad pueden ser utilizados in
vivo para aumentar significativamente la temperatura del tejido tumoral y asi
destruir las células afectadas;

- el diagnodstico mediante imagenes in vivo, dénde las nanoparticulas se emplean

como agentes de contraste especialmente para resonancia magnética y ultrasonido;



- el diagndstico in vitro, que consiste en el uso de novedosos sensores basados en
nanotubos o nanocables, y microscopia de fuerza atémica aplicada a dispositivos de
diagnéstico;

- los biomateriales, donde las nanoparticulas se utilizan para mejorar las
propiedades mecanicas y la biocompatibilidad de los biomateriales que se usan en
los implantes médicos.

Las nanoparticulas que pueden ser preparadas mediante sintesis quimica incluyen a
polimeros orgdnicos (nanoparticulas organicas) y/o elementos inorganicos
(nanoparticulas inorga’micas).14 Liposomas, dendrimeros, nanomateriales de carbono y
micelas poliméricas, son ejemplos de nanoparticulas orgdnicas. Las nanoparticulas
inorgdnicas, tales como puntos cudnticos, nanoparticulas magnéticas, ceramicas y
metalicas, estan conformadas por un nucleo central compuesto de materiales
inorgdnicos que definen sus propiedades magnéticas, electréonicas y opticas. Las
nanoparticulas magnéticas son nanocristales con un nucleo de Fe?* y Fe®* usualmente
rodeado de algin polimero, como ser, dextran o polietilenglicol (PEG).® En la Figura
1.1"° se presenta de manera ilustrativa una nanoparticula funcionalizada con diversos
agentes especificos y los posibles modos de accidn de los agentes terapéuticos.
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Figura 1.1: (A) llustracion de una nanoparticula multi-funcionalizada; (B) Cuatro
posibles modos de accién de diversos agentes terapéuticos: a) unidn a receptores de
superficie celular (es decir, enzimas/proteinas) para facilitar su internalizacion
especifica, b) liberacion controlada intercelular de agentes quimioterapéuticos, c)
liberacion de genes terapéuticos y posterior focalizacidon de nucleo, d) descomposiciéon
intracelular de materiales radiactivos.”

Actualmente, los principales problemas asociados con la administracion sistémica de
farmacos (administracién via sanguinea, que permite la circulacién general del farmaco
distribuyéndose el mismo hacia los diversos tejidos corporales) incluyen: la
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distribucién general de drogas terapéuticas, la falta de especificidad hacia un sitio
patoldgico, la necesidad de una alta dosis para lograr una alta concentracion local, la
toxicidad no especifica y muchos otros efectos secundarios adversos. Los intentos
actuales para resolver estos problemas se centran en el uso de nanoparticulas
especificas. Si estos tratamientos pudieran ser localmente intensificados, el
tratamiento local de ciertos tumores podria ser una opciéon efectiva de tratamiento,
evitandose los efectos adversos de un tratamiento sistémico.?! La combinacién de
nanoparticulas con otros agentes anticancerosos permite mejorar la eficacia
antitumoral en aproximadamente el 45% de los casos.?? Entonces, entre las principales
razones que evidencian el fracaso de un tratamiento antitumoral se destacan: la
farmacocinética desfavorable del agente anticanceroso (rapido aclaramiento
plasmatico, rapida biodegradacién y corta semivida plasmatica), que determina el uso
de dosis altamente tdxicas y una rigurosa pauta de tratamiento para conseguir el
efecto terapéutico deseado; la extensa biodistribucidén y extravasacién (traspaso por
fuera de su canal -por lo general, una vena- hacia los tejidos circundantes) del farmaco
antitumoral en zonas no deseadas que conlleva a una elevada toxicidad; la selectividad
del farmaco por las células malignas que generalmente es muy pobre; la
susceptibilidad de desarrollar resistencia a los anticancerigenos por parte de las células
tumorales; vy, las propiedades fisicoquimicas desfavorables de los agentes
guimioterapéuticos, por ejemplo su hidrofobia, que induce una escasa acumulacién en
el lugar de accién.?? En base a lo expuesto, se puede considerar que la administracién
de farmacos a base de nanoparticulas proporciona muchas ventajas, como la mejora
de la eficacia terapéutica de las drogas utilizadas y de sus caracteristicas
farmacolégicas. Mas especificamente, las nanoparticulas mejoran la solubilidad de
farmacos poco solubles en agua, modifican la farmacocinética, aumentan la vida media
del farmaco mediante la reduccién de la inmunogenicidad, aumentan la especificidad
hacia la célula o tejido diana (y por lo tanto, permiten reducir los efectos secundarios),
mejoran la biodisponibilidad, disminuyen el metabolismo del fdrmaco y permiten una
liberacién de compuestos terapéuticos mas controlable y el suministro de dos o mas

farmacos simultaneamente para terapias combinadas.**%

Mediante la incorporacién
de tratamientos con nanoparticulas se pueden lograr estrategias de transporte pasivos
de farmacos (basadas en el efecto de permeacion y retencién incrementada propio de
la masa tumoral -EPR, segun sus siglas en inglés, Enhanced Permeation and Retention-)
y de transporte activo de farmacos (fundamentadas en interacciones ligando-receptor

. . , 22
y en el uso de nanomateriales sensibles a estimulos externos).

En el campo del suministro dirigido de medicamentos, la administracion intravenosa
de nanoparticulas sigue tres pasos sucesivos: primero, las nanoparticulas son guiadas
magnéticamente hacia el tejido diana; luego, éstas se inmovilizan en dicho tejido
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utilizando un campo magnético externo, mientras el farmaco se libera; y por ultimo,
son eliminadas del cuerpo. El transporte de las nanoparticulas inyectadas por via
intravenosa a través de los vasos sanguineos se ve favorecido por las fuerzas
hidrodindmicas del flujo de sangre.1 En la Figura 1.2 y Figura 1.3 se puede ver
esquematicamente el modo de acciéon de las nanoparticulas magnéticas y cémo
repercutiria en el organismo una terapia localizada.

Tejido
% % 4 Manoparticulas magnéticas Vaso
™ sanguineo
Tejido
==
| Iman |

Figura 1.2: Esquema de un sistema de administracién de farmacos magnético en
seccion transversal: se coloca un iman fuera del cuerpo con el fin de que su gradiente
de campo magnético pueda capturar soportes magnéticos que fluyen en el sistema
circulatorio.™

Systemic drug delivery Magnetic targeting

Figura 1.3: Concepto de orientacion magnética de drogas.24

El sistema vascular de suministro a las lesiones cancerosas suele tener fenestraciones
(poros que proveen canales a través de las paredes capilares) endoteliales aumentadas
y una arquitectura independiente, que da como resultado una extravasacién

Estefania Colombo 16



preferencial y da lugar al alojamiento prolongado de las particulas inyectadas. Este
mecanismo de focalizaciéon de sustancias en un tejido canceroso es conocido como
permeabilidad y retencién mejorada (EPR).23 Entonces, para el caso de los tumores, la
larga circulacion de las nanoparticulas en el organismo, permite a las mismas llegar a la
zona enferma por extravasacion pasiva, aprovechando el aumento de la permeabilidad
tumor resultante de la vasculatura tumoral. Alternativamente, las nanoparticulas
pueden ser acumuladas activamente en los tejidos tumorales por orientacién con un
campo magnético externo de resistencia adecuada. La organizacion The Food and Drug
Administration (FDA) ha establecido que los imanes inductores de campos de hasta a 8
T no presentan ningun riesgo fisioldgico significativo para los adultos. Campos de hasta
aproximadamente 1 T se pueden conseguir facilmente utilizando dispositivos externos
con electroimanes o imanes permanentes basados en aleaciones de neodimio-hierro
(Nd-Fe, para hasta 15 cm de profundidad) o mediante la implantacion de imanes
internamente mediante una cirugia minimamente invasiva (para profundidades mas
grandes).

En cuanto a la difusidén de nanoparticulas en los tejidos, un didmetro medio de las
mismas mayor a 10 nm impide la difusién a través de los pequeiios poros vasculares
del endotelio normal o saludable.! La biodistribucién de las mismas puede verse
afectada por interacciones no deseadas con sistemas bioldgicos (como ser el sistema
fagocitico mononuclear, que consiste en monocitos y macréfagos que captan y
metabolizan moléculas y particulas extrafias) y moléculas (tales como proteinas,
mediante un proceso conocido como opsonizaciéon). En este contexto, un
revestimiento de la nanoparticula con el polimero polietilenglicol (PEG) minimiza el
reconocimiento no deseado de la nanoparticula como material extrafio y aumenta la

25727 |dealmente, una vez que han ejercido su

circulacion y vida media de la misma.
funcion, es deseable que las nanoparticulas puedan ser secretadas o degradadas, sin
efectos secundarios téxicos. El recubrimiento de las nanoparticulas con una capa de
materiales poliméricos biodegradables, que ya se encuentran en uso en el suministro

de farmacos, brinda una solucién efectiva a esta problemé\tica.14

Dentro de este contexto general introducido brevemente, en esta tesis nos enfocamos
particularmente la producciéon de nanoparticulas superparamagnéticas de magnetita,
orientadas a utilizarse como vectores de farmacos, lo que requiere el desarrollo de
particulas a nanoescala que permitan mejorar la biodisponibilidad y la farmacocinética

212830 £ |a Figura 1.4”' se muestra una imagen representativa de

del medicamento.
estas nanoparticulas de magnetita observadas con microscopia electréonica de
transmisiéon (TEM). Para el abordaje de esta problematica, se recurre a la

implementacién de un modelo conceptual de disefio de productosl, el cual brinda una
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estructura para resolver el problema de disefio de productos quimicos, basada en tres
funciones centrales: funcion de calidad, funcidn de propiedad y funcién de proceso.

Figura 1.4: Imagenes TEM de nanoparticulas de magnetita. (A) Preparadas mediante el
método de Sugimoto32 en exceso de [OH-]; (B) Preparadas mediante el método de
Sugimoto sin agitacion y sin exceso de [OH-] o [Fe*']; (C) Preparadas mediante el
método de Massart>® en presencia de NH40OH; (D) Preparadas mediante el método de
Massart en presencia de agente dispersanztle tetrametilamonio (TMAOH) y sin

NH,OH.

1.2 Modelo conceptual de diseio del producto

La sintesis de nanoparticulas para usos médicos requiere del desarrollo de un proceso
de produccién que logre obtener el producto final con las caracteristicas deseadas, a
fin de poder ser empleado para un uso especifico en salud humana lo que impone unas
condiciones de alta exigencia tanto de seguridad como de performance. Para afrontar
la resolucion de esta problematica de sintesis, como herramienta metodoldgica para el
disefio, Bernardo vy Saraiva® presentan un modelo conceptual para el disefio de un
producto quimico que incluye tres funciones centrales de disefo: de calidad, de
propiedad y de proceso. Los clasicos ciclos iterativos de los problemas de disefio de
producto pueden ser vistos mediante la evaluacion de estas tres funciones. En la Figura
1.5 se muestra esquematicamente este modelo y se pueden apreciar las siguientes
relaciones y funciones: la funcién de proceso relaciona la composicidn y estructura del
producto con las variables de manufactura del proceso; la funcién de propiedades
relaciona las métricas de performance del producto con la composicién, estructura y
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condiciones de uso del mismo; y la funcion de calidad relaciona los factores de calidad
del producto con las métricas de performance del mismo.

d,
d ) iy iy
Funcign de X Funcionde p Funcion de Factores
d; Proceso Propiedad Calidad de Calidad
Iy
5
d;—Variables de disefio del producto (independientes del proceso) indices 1: refieren al producto
d;—Variables de disefio del proceso indices 2: refieren al proceso de manufactura

xz—Variables de estado del producto (dependientes del proceso)
z; — Variables de funcionamiento del producto (condiciones de uso)
z;— Variables de funcionamiento del proceso

o —Métricas de rendimiento del producto

Figura 1.5: Modelo conceptual de disefio de un producto quimico.31

La funcién de proceso puede ser representada mediante: f,(d;,d5,22,%;)=0, dénde el
numero de ecuaciones es n,=dim(x;) y x; es el conjunto de variables dependientes. Del
mismo modo, la funcién de propiedad se escribe como: fi(d1,x1,21,p)=0, donde el
numero de ecuaciones es n;=dim(p). Por otro lado, la funcién de calidad no tiene una
descripcién cuantitativa completa, ya que los factores de calidad (o las necesidades del
cliente) son por definicion proposiciones cualitativas que indican los atributos segun la
valoracién de los clientes. Estos atributos primero deben traducirse en especificaciones
objetivas del performance del producto, del tipo pxp*, donde p* son valores objetivo
de las métricas de rendimiento p. Una vez que los factores de calidad son traducidos
eficazmente en un set de métricas de performance, es relativamente simple efectuar
un tratamiento cuantitativo de la funcidon de calidad. Asi, para cada métrica p, se
pueden definir restricciones del tipo |p-p*|<6, siendo & una tolerancia dada, o
mediante la forma mas general g(p,p*)<0.

El modelo formula el problema de disefio de producto mediante una serie de sub-

problemas, que se detallan a continuacién:*!

- Sub-problema 1: Traducir los factores de calidad del producto en un set de métricas
de performance de producto (p), preferentemente con un significado fisicoquimico, y
cuantificar la performance de producto deseada utilizando restricciones del tipo
g(p,p*)=<0.

- Sub-problema 2: Teniendo en cuenta los modelos cuantitativos y restricciones de
calidad del producto, encontrar {d;,x;} (y eventualmente un subconjunto de z;) tal
que fi(di,x1,21,p)=0. Este problema busca encontrar un material o producto con
propiedades pre-especificadas.
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- Sub-problema 3: Hallar {d>,z,} tal que f,(d1,d2,22,x1)=0. Este es el problema clasico de
disefio del proceso, cuyo objetivo es especificar un proceso de fabricacion capaz de
producir el estado del producto x;.

En términos generales, con excepcidn de casos de rutinas simples, la solucién de estos

tres sub-problemas centrales de disefio no se puede realizar como una secuencia

linear.

El problema de optimizacion a resolver para el disefio del producto, se plantea
considerando una funcion objetivo global que incluye los costos de manufactura del
proceso y perdidas de calidad del producto. Se puede escribir el problema global como
se muestra a continuacion:

maxF (dy,x1,z1,p)=0 [Rendimiento global del proceso]
dldeIZIIZZ
s.t.  fi(dy,xq,21,p)=0 [Funcién de proceso]
H(dy,d5,25,%x,)=0 [Funcién de propiedad]
a(p, P*) <0 [Restricciones de performance del producto]

La concretizacién de estas formulaciones en la practica, plantea dos principales
dificultades, particularmente en las primeras etapas del disefo. En primer lugar,
cuando los conceptos bdsicos de produccion y los principios de funcionamiento aln se
encuentran en etapa de desarrollo y la incertidumbre es muy elevada, no se dispone
de una comprensiva definicion del dominio de busqueda {di,x1,z;} por lo que las
busquedas sistematicas son dificiles de realizar. En segundo lugar, incluso cuando el
dominio de disefio del proceso es claro y sujeto a menos incertidumbre, las funciones
cuantitativas de propiedad del producto final pueden ser muy dificiles de construir.??

1.2.1 Aplicaciéon del modelo de disefio de producto al disefio de sintesis
de nanoparticulas para usos médicos

Aplicando este modelo conceptual de disefio de producto al caso del disefio de
producto de nanoparticulas para aplicaciones biomédicas, se tendrian las variables
descriptivas que se indican en la Tabla 1.1. En primer lugar, cada uno de los factores de
calidad se traduce en métricas de performance con un significado fisicoquimico preciso
y luego éstas se relacionan con las variables de disefio del producto y del proceso. Asi,
se podria decir en el caso de las nanoparticulas magnéticas caso, que las métricas p; y
p» indican, respectivamente: la concentracion de nanoparticulas en el sitio especifico
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transcurrido un determinado tiempo después de la administracion del farmaco en

sangre y la tasa de liberacion de droga en el sitio deseado.

Tabla 1.1: Set de variables del modelo conceptual de disefio de producto para la

sintesis de nanoparticulas para usos médicos.

Definicion

31

Producto: nanoparticulas para usos médicos

d, Variables de disefio del Nducleo: magnetita, recubrimiento: polietilenglicol,
producto (independientes del droga: doxorrubicina, suspensidn acuosa a pH=7.
proceso)

d, Variables de disefio del Configuracion del proceso y disefio de equipos.
proceso

X, Variables de estado del Tamafio de las particulas en suspension, potencial
producto (dependientes del zeta de la suspension de nanoparticulas,
proceso) superparamagnetismo.

z, Variables de funcionamiento Condiciones externas que afectan la liberacién de
del producto (condiciones de la droga: volumen y concentracidon de la solucidn
uso) de administraciéon al organismo, frecuencia de

aplicacion, caracteristicas propias del paciente
(edad, peso, volumen sanguineo, etc.).

p Métricas de rendimiento del Direccionamiento magnético hasta el sitio

producto especifico, tasa de liberacién de droga en el sitio

especifico.
Factor de Administracién controlada y direccionamiento
calidad magnético del farmaco, liberaciéon de droga en el

sitio deseado.

El detalle de los sub-problemas a resolver para el caso de la sintesis de nanoparticulas

se puede describir segun:

- La solucién del sub-problema 1 demanda: i) traducir los factores de calidad en

métricas de performance de producto cuantificadas preferentemente mediante

aspectos fisicoquimicos, ii) construir modelos globales que integren todas las

métricas de performance, vy iii) resolver la funcién de pérdida de calidad global

g(p,p*)<0. Este planteo, que resulta dificil de esbozar ya que implica cuantificar

atributos complejos y subjetivos, queda fuera del alcance del desarrollo de esta tesis,

ya que se dispone de bibliografia cuales son las caracteristicas que deben poseer las

nanoparticulas magnéticas para cumplir con las especificaciones de uso en

aplicaciones biomédicas.

- La solucién del sub-problema 2 requiere encontrar las variables {d;,x;} que permitan

lograr la performance p (lo mas cercana posible a p*) en el producto y delimitar el

dominio de interés. Para este caso, existen en bibliografia diversos trabajos, en los

Estefania Colombo

21




cuales se ha ahondado en este aspecto, llegdndose a definir dicho conjunto de
variables como:

d;= nanoparticula magnética con nlcleo de magnetita y recubrimiento de
polietilenglicol, con la incorporacién de drogas oncoldgicas especificas, y estables en
suspensidn acuosa de pH=7.

x;= tamafio de particula en suspensién: de 10 a 100 nm, potencial zeta de la
suspension de nanoparticulas 2 £30 [mV].

Mas adelante en el presente capitulo, se presentard una breve descripcidon
bibliografica de las caracteristicas requeridas en las nanoparticulas de usos médicos,
dénde se detalla la seleccion de estas variables enunciadas. En este sub-problema
también se consideran las variables z;, que para este caso corresponden a las
condiciones externas que afectan la liberacién de la droga, que implican tanto las
condiciones de administracion del medicamento (volumen y concentracion de la
solucién y frecuencia de aplicacién) como las caracteristicas propias del paciente
(edad, peso, volumen sanguineo, etc.); lo que se busca entonces es disefiar un
proceso que permita obtener un producto con estas caracteristicas con alta
probabilidad de ocurrencia.

- El sub-problema 3 aborda especificamente el problema de disefio del proceso de
sintesis y la determinacidon de los valores 6ptimos de las variables del proceso de
manufactura que permitan producir un producto final que cumpla las
especificaciones x;. Es decir hallar {d>}, dénde:
d>= Configuracién del proceso y disefio de equipos.

La resoluciéon de este sub-problema abarca la seleccion de las materias primas y
tecnologias del proceso, el disefio de los equipos, el andlisis de la incertidumbre
asociada y la optimizacién del proceso productivo. Es especificamente este sub-
problema 3 el que se aborda en detalle en esta tesis, ya que se dispone de
informacién en la literatura existente acerca de las especificaciones de uso del
producto final.

De manera mas especifica, en el Capitulo 3 se describe la seleccién de materias
primas y el disefio de la nueva ruta de sintesis, mientras que en el Capitulo 4 se
analizan las caracteristicas del producto obtenido mediante esta nueva sintesis
propuesta, a fin de verificar que cumpla con las caracteristicas de producto deseadas,
y por ultimo en el Capitulo 5 se optimiza el proceso a fin de buscar la politica de
operacion que garantice el cumplimiento de las propiedades de uso del producto,
con alta probabilidad de ocurrencia. Como herramienta para esta busqueda de la
zona de operacion o6ptima para cumplir con las propiedades de uso final del
producto, en el Capitulo 2 se presenta el desarrollo de una metodologia de disefio
experimental basada en la probabilidad de satisfacer las propiedades de uso final, la
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cual aplicada a la nueva ruta de produccién, permite hallar la politica éptima de
operacion de las variables del proceso.

1.3 Aplicacidon de SPIONs en terapias oncologicas

Las nanoparticulas superparamagnéticas de 6xido de hierro (denominadas SPIONs, por
sus siglas en inglés, Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles) tipicamente tienen
dos configuraciones estructurales: (i) un ndcleo de particulas magnéticas, por lo
general magnetita (Fes04) o maghemita (y-Fe;0s), recubierto con un polimero
biocompatible o (ii) un polimero biocompatible poroso dentro del cual son
precipitadas las SPIONs. Los revestimientos tienen la funcion de proteger a la particula
magnética del medio ambiente circundante y también pueden ser funcionalizados por
la unién de grupos carboxilo, biotina, avidina, carbodiimida y otras moléculas, con el
fin de aumentar el rendimiento de focalizacién. Desde el punto de vista fisico, la
orientacién magnética se deriva de la fuerza magnética ejercida sobre las SPIONs por
un gradiente de campo magnético. La eficacia de la terapia depende de varios
pardametros fisicos, que incluyen: la intensidad de campo, el gradiente, las propiedades
volumétricas y magnéticas de las particulas. El proceso de localizacién de drogas
utilizando SPIONs se basa en la competencia entre las fuerzas ejercidas sobre las
particulas por el compartimento de la sangre y las fuerzas magnéticas generadas a
partir del campo magnético aplicado.21

Las SPIONs, como la magnetita o su forma oxidada y mds estable la maghemita, son
mas adecuadas que otras nanoparticulas de oOxidos metdlicos debido a su
biocompatibilidad y estabilidad y son, por amplia diferencia, las SPIONs mas
comunmente empleadas para aplicaciones biomédicas.>* Las SPIONs de tamafios de
10-100 nm son 6ptimas para la administracién in vivo, ya que escapan rdpidamente del
aclaramiento renal (<10 nm) y de ser secuestradas por el sistema reticuloendotelial
(RES) del bazo y el higado (>200 nm).>* Cada propiedad de las nanoparticulas (es decir,
tamano pequeno, gran superficie especifica, composicién quimica, solubilidad y
geometria) determina la respuesta bioldgica. En consecuencia, es imperativo
caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas bajo consideracién
para correlacionarlas con los resultados biolégicos.**

Algunos SPIONs con tamafos de 3-6 nm y revestimiento de dextran (con tamafios
hidrodindmicos de 20-150 nm) como Feridex, Endorem, Combidex y Sinerem estan
aprobados para MRI en pacientes. Del mismo modo, SPIONs funcionalizadas con
medicamentos pueden ser guiados a la zona objetivo deseada utilizando un campo
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magnético externo. Este enfoque las hace verdaderamente teragnositcas (terapéuticas
y de diagn6stico).3**
gue las SPIONs sean estables en agua a pH neutro, temperatura y salinidad

Su aplicacién en biologia, diagndstico y terapia médica requiere

ﬁsiolégicas.36 Tal estabilidad coloidal depende de las dimensiones de las particulas, que
deben ser lo suficientemente pequefas para que la precipitacidon debido a las fuerzas
de gravitacion pueda ser evitada. Otros factores importantes son la carga y la quimica
de superficie, que dan lugar a dos tipos de repulsiones: estéricas y debido a las fuerzas
Coulomb. Para controlar las propiedades superficiales de las SPIONs, estas son
recubiertas con un polimero biocompatible durante o después del proceso de sintesis,
con el fin de evitar la formacidn de agregados, cambios de la composicién quimica por
oxidacién superficial y la destruccién cuando son expuestas al sistema biolégico.37
Ademas, el recubrimiento de polimero también puede permitir la uniéon de farmacos
por unién covalente, adsorcién o atrapamiento en la etapa de funcionalizacién. La
biocompatibilidad y toxicidad de las SPIONs son otros criterios importantes a tener en
cuenta para su utilizaciéon en aplicaciones biomédicas. Pardmetros que determinan la
biocompatibilidad y toxicidad incluyen: la naturaleza del componente magnéticamente
sensible y el tamafio final de las particulas incluyendo su nucleo y revestimientos.
Idealmente, también deben tener una alta magnetizacidon de modo que su movimiento
en la sangre se pueda controlar con un campo magnético externo y para que puedan
ser inmovilizadas cerca del tejido patolégico objetivo. Otro aspecto importante del
suministro de SPIONs es su internalizacion en células especificas, lo cual estd
severamente limitado por tres factores: (a) corta vida media de las particulas en la
sangre, (b) focalizacién no especifica, y (c) baja eficiencia de internalizacién. Se estan
llevando a cabo varios esfuerzos en el estudio de la mejora de estas propiedades y se
analiza modificar los métodos de sintesis para controlar mejor los tamafios vy

20,21

superficies™", y es en este aspecto del disefio del proceso de sintesis donde se centra

esta tesis.

El hierro finamente dividido es extremadamente reactivo frente a agentes oxidantes y
en presencia de agua o aire humedo. Por lo tanto, la proteccion de las SPIONs es de
primordial importancia para la obtencién de sistemas coloidales fisica y quimicamente
estables. Cuando se emplean materiales poliméricos como estabilizadores, la
adsorcién de los polimeros sobre las SPIONs confiere una repulsién estérica protectora
y actla como una barrera contra la atraccion superficial entre las particulas,
manteniendo de ese modo las particulas distanciadas las unas de las otras. Si se cargan
las nanoparticulas con cadenas de polimeros, se puede producir una repulsidon
electrostatica adicional, lo que confiere un efecto de estabilizacion iénico y estérico
(electrostérico) combinado.! El PEG es por lejos considerado el mas apropiado y mas
ampliamente utilizado polimero hidréfilo, utilizado para evitar que las SPIONs
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administradas por via intravenosa sean rdpidamente fagocitadas por parte del RES
(sistema reticuloendotelial). Se han propuesto diversas estrategias para la fijacion de
PEG a SPIONs, tales como polimerizacién en la superficie, modificacién mediante el
enfoque de sol-gel, o silano afiadido sobre las superficies de 6xido. PEGs de longitudes
de cadena a partir de 2 kDa de pesos moleculares son los mdas adecuados para este fin,
como se ha demostrado con varios sistemas de nanoparticulas desarrolladas para
aplicaciones de liberaciéon de farmacos.!

En cuanto a la administracién vascular (intravenosa o intraarterial) de SPIONs, la
sedimentacién gravitacional en el flujo sanguineo puede ser considerada como
despreciable, gracias a los recubrimientos poliméricos que generalmente disminuyen
la densidad media de los nucleos magnéticos. Sin embargo, al considerar las
aplicaciones biomédicas, algunas caracteristicas claves del polimero deben ser
tomadas en consideracion, tales como ser: longitud y peso molecular, estructura
quimica (biodegradabilidad y caracter hidréfobo/hidréfilo), conformaciéon, grado de
cobertura de la superficie y mecanismo de fijacién a la superficie de la particula (unién
covalente, hidréfoba o idnica). Las SPIONs recubiertas con polimeros hidrofilicos
(normalmente polisacdridos como dextran, PEG, almiddn o polivinilpirrolidona) o con
proteinas (por ejemplo, lactoferrina o ceruloplasmina) pueden aumentar su vida media
plasmatica de unos pocos minutos a varias horas o incluso hasta a dias, en algunos
casos, como resultado de las propiedades de sigilo (capacidad de pasar desapercibidas
para el sistema reticuloendotelial) conferidos por la cobertura polimerica. Entre los
polimeros hidréfilos anteriormente mencionados, el PEG es lejos el polimero mas
ampliamente utilizado para el recubrimiento de SPIONs en nanomedicina debido a su
no toxicidad y a sus impresionantes propiedades repulsivas estéricas.

En el metabolismo, tipicamente, después de su internalizacién intracelular a través de
endocitosis (proceso por el cual se introduce la nanoparticula dentro de la estructura
celular), las SPIONs se agrupan dentro de los lisosomas donde, presumiblemente, son
degradadas en iones de hierro por una serie de enzimas hidrolizantes a bajo pH, de
acuerdo con las vias enddgenas del metabolismo del hierro. El tamafio, la carga, la
guimica superficial y la via de la suministro de las SPIONs influyen en su tiempo de
circulacion y en los patrones de biodistribucién en el cuerpo. La biodistribucién final
tipica de particulas es de 80-90% en el higado, 5-8% en el bazo y 1-2% en la médula
bsea.*
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1.3.1 Caracteristicas requeridas de las SPIONs para su uso en biomedicina

Forma, tamafio y distribucién de tamafio.*>***’

El tamafio y la distribucidon de tamafo
de las SPIONs son parametros importantes relacionados con sus aplicaciones
biomédicas. Ademads, la propiedad magnética de las SPIONs es dependiente del
tamano. Algunas de las ventajas principales del uso de particulas de tamafios inferiores
a 100 nm incluyen: mayor superficie especifica lo que facilita la fijacion de ligandos,
menores tasas de sedimentacion (es decir, alta estabilidad en suspension) y mejor
difusion a través de los tejidos. Las particulas deben ser lo suficientemente pequefias
para escapar del sistema reticuloendotelial (RES), permanecer en la circulacién
después de ser inyectadas y ser capaces de pasar a través de los sistemas capilares de
organos y tejidos, evitando la embolia de los vasos. Del mismo modo, el tamaiio de
particula es importante para lograr un mayor efecto de permeabilidad y retencidn
(EPR). Por ejemplo, particulas mayores de 10 nm no pueden penetrar en el endotelio
en condiciones fisiolégicas normales, pero pueden penetrar en tejidos en condiciones
patoldgicas tales como inflamacion o tumor.

Estabilidad coloidal.***’ La estabilidad de las SPIONs en suspension es controlada por
tres fuerzas principales: (a) hidréfoba-hidrofila, (b) magnética y (c) van der Waals. Las
SPIONs tienden a agregarse debido a las interacciones hidrofobas entre las particulas
de tamanos nanométricos, como consecuencia de una elevada relacién
superficie/volumen, formando grupos en suspension de tamafios en el orden de
algunos micrones. A su vez, los racimos de tamafio del orden de micrones son
magnetizados por sus vecinos y se agregan debido a las interacciones magnéticas del
tipo dipolo-dipolo. En presencia de un campo magnético externo, éste puede
magnetizar también estos grupos, aumentando asi su agregacidon. En general, las
particulas de tamafios nanométricos se agregan en suspensién debido a la fuerza
atractiva de van der Waals, con el fin de minimizar la superficie total o la energia
interfacial. Dicha agregacién puede obstaculizar la eficacia de las SPIONs en la
administracién de farmacos (menos carga de farmaco) debido a la baja area superficial
disponible y a los grandes tamafios de las particulas. Por lo tanto, la estabilizacion de
las SPIONs en suspensién mediante la modificacion de su superficie es un tema
importante en el contexto de la administracién de farmacos. La modificacién
superficial de las SPIONs puede llevarse a cabo ya sea durante su sintesis o en un
proceso post-sintesis. Las moléculas ideales utilizadas para la estabilizacién deben ser
biocompatibles y biodegradables. Los materiales de revestimiento como el PEG
protegen al nucleo contra la oxidaciéon y, por lo tanto, mantienen la propiedad
magnética de las SPIONs.
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Carga superficial.21 La carga superficial de las SPIONs juega un papel significativo en la
estabilidad coloidal. Cuantitativamente, la carga superficial se puede medir como un
potencial eléctrico en la doble capa interfacial en la superficie de las nanoparticulas en
suspension. Un valor de potencial zeta elevado (x 30 mV) es una indicacion de la
estabilidad de la dispersién de SPIONs debido a la interaccién electrostdtica entre las
particulas.

Composicicin.21 La composicidon y estructura de las SPIONs resultan muy importantes en
su interaccién con los fluidos bioldgicos y su comportamiento como “drivers” de
farmacos. Las caracteristicas de SPIONs tales como la composicidn quimica del nucleo
y la cubierta, el tamano y su distribucién, forma y angulo de curvatura, la cristalinidad,
la hidrofobicidad/hidrofilicidad, son importantes para sus aplicaciones in vivo. Estas
caracteristicas podrian determinar el tiempo de residencia de SPIONs en el sistema
circulatorio. Cuanto menor es el tamafio y mas alta es la hidrofilicidad de las SPIONs,
menos eficiente es el proceso de opsonizacién (atrapamiento y expulsién de las
nanoparticulas del cuerpo por parte del sistema reticuloendotelial).

Toxicidad de SPIONs: en las células.”* La comprensién de las interacciones entre
SPIONs y las proteinas es muy importante. En un fluido bioldgico, las proteinas pueden
ser adsorbidas en la superficie de las SPIONs. Esta adsorcidn puede tener impactos
significativos en el comportamiento bioldgico, bioquimico y celular. Los cambios
desfavorables en las configuraciones de proteinas, debido a las interacciones proteina-
SPIONs, deben ser firmemente probados con el fin de predecir lesiones bioldgicas
resultantes de los posibles cambios, como la fibrilacién, la exposicidn a nuevos
antigenos y la pérdida de funcionalidad de dichas proteinas. Mas especificamente, la
desnaturalizacion de las proteinas después de la interaccidn con las SPIONs podria
causar la exposicion de nuevos sitios antigénicos, que pueden iniciar una nueva
respuesta inmune.? Las interfaces ingenieriles de las SPIONs utilizadas junto con la
ayuda de un campo magnético externo se reconoce como una tecnologia moderna
para introducir particulas en un sitio deseado, donde el farmaco se libera localmente.
Tal sistema tiene el potencial de reducir al minimo los efectos secundarios y la dosis
requerida de los fdrmacos. Sin embargo, una vez que las SPIONs se internalizan dentro
de las células, el revestimiento se digiere dejando las particulas al desnudo expuestas a
otros componentes celulares y organulos, lo cual influye potencialmente en la
integridad general de las células.’’ La citotoxicidad de SPIONs recubiertas de
polivinilalcohol (PVA) con diferentes formas y morfologias ha sido explorada en células
de fibroblastos de ratdon y células de leucemia humana. Las SPIONs ensayadas
mostraron poca o ninguna toxicidad. Por otro lado, se estudié la toxicidad de SPIONs
(20 y 40 mg/ml) en células cancerigenas de cancer pulmén humano, dénde no se
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observaron dafios en el ADN ni efectos toxicos de especies de oxigeno reactivas (ROS)
intracelulares. Sin embargo, fueron observadas pequeiias lesiones oxidativas de ADN.

Toxicidad de SPIONs: segun su composicién.34 De varias SPIONs comparativamente
probadas, el 6xido de hierro mostréo ser el mas seguro, produciendo cambios
citotoxicos a niveles de 100 mg/ml (concentracién de nanoparticulas en solucién de
administracién al organismo) o superiores. La citotoxicidad reducida de nanoparticulas
de 6xido de hierro se asocia con el aumento de la solubilidad de las particulas y la
modificacion de la quimica superficial. Los datos de toxicidad in vivo en SPIONs son
esperanzadores, y demuestran que no hay consecuencias a largo plazo de su uso
cuando son administradas a concentraciones clinicamente relevantes a través de las
vias pertinentes. Varios informes encontraron hierro acumulado en los tejidos, pero
con cambios histolégicos insignificantes en drganos vitales, concluyendo la seguridad
de las respectivas formulaciones.

1.3.2 Tratamiento anti cancerigeno con SPIONs

En la mayoria de los casos, el gradiente de campo magnético es generado por un
potente iman permanente, como ser Nd-Fe-B, situado en un lugar fijo fuera del cuerpo
sobre el sitio de destino. Los complejos de farmaco/vehiculo, generalmente en la
forma de ferrofluidos biocompatibles, son inyectados en el paciente a través del
sistema circulatorio. Cuando las fuerzas magnéticas exceden los flujos sanguineos en
las arterias o capilares, las particulas magnéticas son retenidas en el lugar de destino
por los campos externos de alto gradiente magnético. Una vez que el medicamento
vehiculizado se concentra en el sitio objetivo, el farmaco puede ser liberado ya sea a
través de la actividad enzimatica o cambios en las condiciones fisioldgicas (tales como
el pH, la osmolalidad o la temperatura), y puede ser internalizado por las células
endoteliales del tejido diana o ser absorbido por las células del tumor. El uso de
SPIONs en aplicaciones biomédicas tiene, en teoria, importantes ventajas sobre los
métodos terapéuticos convencionales.”

1.3.3 Productos similares disponibles en el mercado
Actualmente, las SPIONs son investigadas principalmente a escala laboratorio (excepto

en el caso de productos aprobados por la FDA para aplicaciones en humanos, como los
agentes de contraste MRI, tales como Endorem™, Feridex®, y Resovist®) y hay una
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serie de sofisticadas tecnologias desarrolladas para la sintesis, recubrimiento y
funcionalizacién de SPIONs multifuncionales.?!

A nivel mundial existen empresas que producen y venden nanoparticulas magnéticas
para aplicaciones biomédicas a nivel laboratorio, es decir, para usos en

investigacion.>*?! Analizamos en particular los productos ofrecidos por aquellas que
brindan nanoparticulas magnéticas para ser usadas en aplicaciones de administracion

de farmacos.

. Empresa: NanoComposix, Inc. San Diego, Estados Unidos. Sitio web:
nanocomposix.com. Producto y caracteristicas: Nanoparticulas magnéticas de
magnetita; monodispersas y sin aglomerar; diametro medio: 20 nm £ 5 nm;
distribucién de tamafio < 30%; superficie: polivinilpirrolidona (PVP); formulacién: 20
mg/mL en solucién de citrato 2 mM o como polvo seco. Precios: 1 ml, USD 40; 25 ml,
USD 500.

. Empresa: Sigma Aldrich. Sitio web: sigmaaldrich.com. Producto vy
caracteristicas: Nanocristales superparamagnéticos de Oxido de hierro. Precios:
particulas de 5nm, 5mg/mL en H20: 5 ml, USD 1302; 10nm de didmetro,
funcionalizadas con PEG, 1 mg/mL Fe, dispersas en H20: 10 ml, USD 861.

. Empresa: micromod Partikeltechnologie GmbH. Rostock, Alemania. Sitio web:
micromod.de. Producto y caracteristicas: Particulas magnéticas con didmetros de 20 a
100 nm, disponibles con recubrimientos de polisacaridos biocompatibles: dextran
(nanomag®-D-spio), dextran reticulado (nanomag®-CLD-spio), nanoferritos bionizados
(BNF-Dextran and BNF-Starch, 80 nm).

] Empresa: CAN GmbH. Alemania. Sitio web: can-hamburg.com. Producto y
caracteristicas: Particulas dispersas homogéneamente, didmetro de particulas
funcionalizadas entre 4 y 20 nm, distribucion de tamafio pequefio,
superparamagnetismo, dispersables homogéneamente en medios polares o acuosos.
Para el uso en investigacion biomédica estas particulas también estan disponibles con
un recubrimiento de PEG para permitir su dispersabilidad en agua o tampodn.

= Empresa: Nanospectra. Texas, Estados Unidos. Sitio web: nanospectra.com.
Producto y caracteristicas: Las particulas AuroShell sélo estan disponibles para
estudios clinicos designados por la FDA. El potencial beneficio principal de la terapia
Aurolase es la destruccién altamente selectiva y rapida del tumor con un dafio minimo
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al tejido sano circundante. Los estudios preclinicos han demostrado que la terapia
Aurolase es eficaz y no causa toxicidad sistémica detectable.

1.4 Aspectos que lo diferencian de lo ya existente y conocido en el area

Segln se ha presentado en este capitulo a modo introductorio, para situar en el
contexto de la problemdtica que da origen a este trabajo, y considerando la
bibliografia y trabajos cientificos citados, se puede ver que en los ultimos afios se ha
abordado con gran auge la investigacion en el campo de las particulas nanométricas
para usos en medicina, debido a sus potenciales beneficios. Asimismo, se puede ver
gue existe en el mercado cierta disponibilidad de productos de esta indole,
comercializados por empresas de manufactura de precisidon a pequefia escala.

En cuanto a los avances cientificos en el area, es importante notar que si bien se han
ido desarrollado diversos mecanismos de sintesis, ain ninguno de ellos podria ser
escalable a nivel industrial, debido fundamentalmente a dos motivos: por un lado,
todas las sintesis conocidas hasta el momento utilizan como reactivos principales sales
de cloruros, las cuales resultan corrosivas para equipos industriales; y por otro lado, la
gran cantidad de etapas y procedimientos que incluyen estas sintesis, resultan
engorrosos o altamente costosos como para pensar en la posibilidad de
implementarlos en grandes escalas de produccion. Ademas, las sintesis disponibles en
bibliografia no cuentan con estudios o analisis de reproducibilidad, de modo de
garantizar el cumplimiento de determinadas propiedades de uso final requeridas en el
producto elaborado. Considerando estos aspectos, orientados a disefiar un producto
para uso en medicina humana, resulta imprescindible poder contar con un proceso de
sintesis que logre cumplir con las propiedades finales y especificas solicitadas del
producto, de modo de asegurar una administracion inocua en el organismo.

Como se puede apreciar observando el listado de empresas y productos ofrecidos por
las mismas en el campo de las nanoparticulas para usos en administracién de
farmacos, actualmente en el mercado hay disponibilidad de este tipo de particulas
pero todas se producen y venden en pequefias cantidades, a escala laboratorio, por lo
cual sélo son utiles para aplicaciones en ensayos de esta indole. Ademas, los precios de
venta son considerablemente elevados, teniendo en cuenta las cantidades y diluciones
en que se venden las mismas. Al disponer entonces de lotes tan pequeiios, estas
particulas no son aptas para ensayos clinicos en humanos, ya que para ello, se
necesitaria una cantidad de medicamento homogéneo (es decir, con iguales
caracteristicas y propiedades de uso final) suficientemente grande como para replicar
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el tratamiento en varios pacientes, administrando en cada uno de ellos las dosis
requeridas segun indicaciones médicas pertinentes.

Por todos estos motivos, resulta importante investigar y desarrollar un nuevo proceso
de producciéon reproducible de SPIONs, que permita obtener un producto final de
caracteristicas idénticas en cada lote, y que a su vez sea replicable a mayores escalas
de produccién, e incluso a escala industrial, si se piensa por ejemplo, en la futura
comercializacién de estos productos farmacéuticos. El disefio de un proceso de sintesis
guimica que permita cumplir con las necesidades de escalado, suficientes para obtener
las cantidades de medicamento requeridas para los procedimientos de pruebas
clinicas, es aun un desafio que esta siendo investigado, y que brindara un paso mas
para el desarrollo de un nuevo tratamiento, mas localizado y con menores efectos
adversos, para el tratamiento de determinados canceres y tumores.

La hipotesis de la tesis se puede expresar entonces diciendo: “Mediante la
optimizacion experimental del proceso de produccion de SPIONs recubiertas con PEG,
se logra disefiar un proceso reproducible y escalable, que permite obtener
nanoparticulas aptas para la administracion en el cuerpo humano”.

1.4.1 Nuevo proceso de sintesis de nanoparticulas superparamagnéticas
de magnetita recubiertas con PEG

Habiendo presentado un breve detalle de la forma de accion del medicamento
buscado y de los requerimientos en cuanto a propiedades que el mismo debe cumplir
para poder emplearse con los fines médicos deseados (definiéndose de este modo el
producto final deseado, tal como se requiere en los pasos iniciales del modelo
conceptual de disefio de producto —subproblemas 1 y 2-), esta tesis entonces, se
focaliza en el disefio y desarrollo de un nuevo proceso de produccidon de
nanoparticulas superparamagnéticas de magnetita recubiertas con PEG que logre
obtener un producto final que cumpla con todos los requisitos planteados (resolucién
del sub-problema 3 del modelo conceptual de disefio de producto). Con este objetivo,
se puede ver que es importante, ademas de lograr una sintesis escalable, brindar
reproducibilidad y poder garantizar un producto final con alta probabilidad de cumplir
con las especificaciones de uso requeridas.

Como estrategia de resolucidn, siguiendo el planteo conceptual del disefio, se realiza
en principio un andlisis minucioso de las sintesis de produccidon disponibles en
bibliografia, y con base en esta informacién, se proponen y prueban nuevas
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alternativas de produccién hasta encontrar una que logre sintetizar el producto
deseado. En la Figura 1.6 se muestra el esquema del proceso de produccién propuesto,
el cual se presenta en detalle en el Capitulo 3 del presente trabajo.

N2
Reactivos

\ Alcali + Agente
-« e
Y de Recubrimiento
Redox \\J
\y

Formulacion

Figura 1.6: Esquema del proceso de sintesis de SPIONs.

Por otra parte, para poder verificar que el producto obtenido mediante la nueva
sintesis cumple con las caracteristicas y propiedades necesarias, se analizan las
muestras mediante técnicas de caracterizacion pertinentes, que permiten identificar el
compuesto formado, su composicién, tamafio, estabilidad en solucién vy
superparamagnetismo. Este andlisis se aborda en detalle en el Capitulo 4, donde se
presentan y evallan los resultados obtenidos de someter la muestras a las siguientes
técnicas de caracterizacidon: dispersion de luz dindmica (DLS), andlisis
termogravimétrico (TGA), espectroscopia Raman, espectroscopia infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR), difraccion de rayos X (DRX) y analisis cualitativos de
identificacion de magnetita y superparamagnetismo.

1.4.2 Disefio dptimo de experimentos para garantizar propiedades de uso
final

Las caracteristicas y propiedades que deben respetar las nanoparticulas para poder
utilizarse con fines de administracion de farmacos, son muy estrictas, y por estos
motivos, el disefio de un proceso de sintesis que pueda garantizar las propiedades de
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uso de este producto, con alta probabilidad, es indispensable para poder pensar en la
posibilidad de un escalado a nivel industrial. Por esto, la bisqueda de una ruta de
sintesis de nanoparticulas magnéticas para usos médicos debe incluir un estudio de
reproducibilidad, andlisis y optimizacién de variables de operacién en pos de asegurar
un producto final que garantice todas las especificaciones de uso con una elevada
probabilidad.>>™

En esta tesis se aborda el disefio y desarrollo de un nuevo proceso, reproducible y
escalable a nivel industrial, de produccidon de nanoparticulas superparamagnéticas de
magnetita orientadas a aplicarse en el campo de la medicina. Como herramienta
necesaria para la resolucion de este problema de sintesis, se desarrolla una
metodologia de disefio de experimentos basada en datos de la probabilidad de
ocurrencia de un evento, a fin de poder aplicarla al disefio experimental de la nueva
ruta de sintesis y asi poder estudiar su reproducibilidad. Es importante sefalar la
necesidad de disponer de esta metodologia para el estudio de reproducibilidad de este
nuevo proceso, ya que la misma opera basandose exclusivamente en datos
experimentales (al tratarse de un nuevo proceso, ain no se dispone de ecuaciones
fundamentales que describan su comportamiento, y por ende, no se pueden aplicar
métodos de disefio que requieran de modelos basados en principios fundamentales).

La busqueda de una politica de operacidén éptima que asegure el cumplimiento de las
especificaciones con alta probabilidad, es un problema de optimizacién estocastica
bajo incertidumbre. Para el caso de procesos innovadores (como es el caso de la nueva
sintesis de nanoparticulas superparamagnéticas) de los cuales ain no se conocen los
principios fundamentales de los mismos y no se dispone de ecuaciones que describan
sus comportamientos, el modelado de la probabilidad de éxito del proceso dentro de
una region de interés resulta una labor casi imposible de realizarse. Por esto, se
propone una metodologia que utiliza un modelado de superficie de respuesta basado
en datos de experimentos y sus correspondientes observaciones, como alternativa
para abordar el problema de optimizacién necesario para evaluar la nueva ruta de
sintesis propuesta.

El modelado basado en datos exclusivamente experimentales permite incluir en el
andlisis el impacto de aquellos efectos no controlados y/o desconocidos, lo cual resulta
imposible de contemplar cuando se modela el proceso de sintesis con base en los
principios fundamentales que determinan el comportamiento del proceso. Asimismo,
este enfoque de disefio experimental planteado, busca conseguir la madaxima
informacién posible considerando un dado presupuesto de experimentacion (por
ejemplo, nimero de experimentos). Resumidamente, la metodologia desarrollada
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construye un modelo de superficie de respuesta que interpola el rendimiento del
proceso y suministra una pauta para mejorar las condiciones de funcionamiento. De
esta forma, se genera una secuencia de condiciones experimentales a ser ensayadas, a
fin de identificar una politica de funcionamiento con alta probabilidad de éxito y una
region reducida de condiciones de operacién que garanticen una alta probabilidad de
éxito de alcanzar las especificaciones requeridas en el producto.

En la Figura 1.7 se muestra de manera general una superficie de respuesta, a modo de
ilustrar el funcionamiento del método de disefio basado en la probabilidad, el cual
mediante datos de experimentos realizados en puntos estratégicos propuestos en
cada iteracién del algoritmo desarrollado, va conduciendo, bucle a bucle, hacia la zona
de maxima probabilidad de cumplimiento de especificaciones (zona en color rojo). En
la Figura 1.8 se presenta el algoritmo de la metodologia desarrollada, lo cual se
muestra y analiza en detalle en el Capitulo 2.

En ultima instancia, teniendo la metodologia de disefio experimental y la nueva ruta de
sintesis de nanoparticulas, se aplica la metodologia al proceso de sintesis, de manera
de analizar la reproducibilidad y optimizar las condiciones de operacién a fin de
asegurar el cumplimiento de las propiedades de uso final del producto con alta
probabilidad

Variable de operacion 2

Variable de operaciéon 1

Figura 1.7: Propiedades de uso final en funcion de las variables criticas del proceso.
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Figura 1.8: Algoritmo de diseio de experimentos basado en la probabilidad de éxito.*?

1.5 Conclusiones

De todo lo expuesto en este capitulo introductorio, se puede concluir resaltando
especificamente el objetivo general de esta tesis, que implica el desarrollo y disefio de
un nuevo proceso productivo de SPIONs para aplicacién en biomedicina. Para lograr
este objetivo general, se abordan objetivos especificos que se pueden enunciar segin
la metodologia planteada para el abordaje de la problemdtica, que abarca las
siguientes tareas: i) el desarrollo de una metodologia de disefio experimental basada
en datos que permite predecir la influencia de las condiciones de operacion del
proceso con las propiedades de uso final de las SPIONs resultantes; ii) el estudio y
anadlisis exhaustivo de las sintesis disponibles (todas ellas a escala laboratorio) a fin de
disefar una sintesis nueva, apta para ser escalable a nivel industrial; iii) el ensayo y
evaluacién experimental en planta piloto de las rutas de sintesis planteadas; iv) la
caracterizacion de los productos obtenidos en las sintesis propuestas; v) el desarrollo
del disefio éptimo de experimentos que posibilita identificar condiciones operativas
gue maximizan la probabilidad de que las SPIONs resultantes cumplan las
especificaciones de uso final y garanticen la reproducibilidad del proceso propuesto.
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Como resultado del desarrollo de esta tesis, se busca presentar un nuevo proceso
productivo de sintesis de SPIONs para usos médicos, que sea reproducible y escalable a
nivel industrial y que garantice la obtencion de un producto con alta probabilidad de
cumplir con las especificaciones de uso. La importancia del aporte que realiza esta
tesis, combina, por un lado el desarrollo de una metodologia de disefio experimental
gue puede ser aplicada para la optimizacién de operacién de nuevos procesos, de los
gue aun no se dispone de un modelado fundamental de ecuaciones que describan su
comportamiento, ya que la misma se basa exclusivamente en datos experimentales; y
por otro lado, el desarrollo, disefo, analisis y optimizacion de una nueva ruta de
sintesis, que puede dar lugar a un escalado que permita a futuro producir SPIONs en
escala suficiente para habilitar el desarrollo de pruebas clinicas de este nuevo
medicamento oncoldgico.
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2 DISENO OPTIMO DE EXPERIMENTOS

En este capitulo se presenta, describe detalladamente y evalla in silico la nueva
metodologia de disefio de experimentos propuesta, basada en la probabilidad de éxito
de ocurrencia de un evento deseado, por ejemplo, cumplir con las especificaciones de
uso. Dicha metodologia constituye una herramienta fundamental para el posterior
analisis de performance del nuevo proceso de sintesis de SPIONs que se presenta en
esta tesis.

2.1 Introduccion

Segln se ha presentado en el Capitulo 1, en esta tesis se aspira a disefiar un proceso
de sintesis de SPIONs con las propiedades requeridas para ser utilizado en
biomedicina. Para lograr este objetivo, se recurre al modelo conceptual de disefio de
productol, dénde mas especificamente, se debe resolver el sub-problema 3, que
implica el disefio de un proceso de sintesis de SPIONs que garantice, con alta
probabilidad, la obtencién de nanoparticulas magnéticas con las caracteristicas
requeridas de forma reproducible a escala industrial.

Una vez disefiado el nuevo proceso de sintesis de SPIONs, resulta necesario evaluar
experimentalmente el proceso de modo de verificar que éste sea reproducible y que se
garantice el cumplimiento de las propiedades de uso final del producto con alta
probabilidad de éxito. Para afrontar este andlisis de reproducibilidad y hallar la 6ptima
politica de operacion del nuevo proceso de sintesis, resulta necesario disponer de una
metodologia de disefio experimental que permita analizar el comportamiento de un
proceso del cual no se disponen modelos fundamentales o ecuaciones que describan
su comportamiento, por tratarse de un proceso innovador. En el presente capitulo de
la tesis, se propone una novedosa metodologia de disefio experimental, que es capaz
de buscar la zona dptima de operacién de un nuevo proceso, garantizando el
cumplimiento con alta probabilidad de éxito de las especificaciones de uso del
producto final del proceso.
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2.2 Metodologia de disefio de experimentos para optimizacion
considerando las especificaciones de uso del producto

Los problemas de optimizacion experimental de procesos por lotes o “batch” estan
relacionados en su mayoria, con la necesidad de cumplir determinadas
especificaciones del producto obtenido al final de cada lote de produccién, de manera
de minimizar la variabilidad en la calidad del producto obtenido y en el rendimiento
del proceso.” Con el desarrollo de procesos innovadores asociados a nanomateriales,
farmacos, cosméticos y alimentos, etc., la satisfaccién de las propiedades de uso final
del producto es un problema fundamental que debe abordarse en la etapa de disefio
del producto/proceso para garantizar la manufactura reproducible a escala
industrial.>* Por ejemplo, la produccién de nanoparticulas magnéticas para su uso
como portadores direccionables de drogas oncoldgicas, requiere que las SPIONs
posean determinadas caracteristicas de tamano, forma, composicidén, revestimiento
superficial, magnetizacidon y paramagnetismo, entre otras; la reproducibilidad de las
propiedades de uso de las nanoparticulas magnéticas define un estrecho rango de
condiciones de operacién con alta probabilidad de éxito para obtener el producto
deseado de manera repetida.’

La eleccién de los valores adecuados de las variables controladas del proceso son
fundamentales para cumplir con las especificaciones de punto final en cada lote,
incluyendo lo que respecta a las propiedades de uso del producto en particular.”” La
busqueda de la politica 6ptima de funcionamiento para garantizar que se cumplan, con
alta probabilidad, las especificaciones del proceso y/o producto, es un problema de
optimizacidn estocdstica bajo incertidumbre. Las propiedades y caracteristicas de la
resultante en un dado lote de produccién se observan a través de una salida
estocdstica binaria -éxito o fracaso del experimento- que depende tanto de los valores
de las entradas controlables, que definen las condiciones de operacidn del proceso,
como también de un nimero de factores no controlados que afectan las propiedades
del producto. En consecuencia, el modelo del proceso es de naturaleza probabilistica y
correlaciona la probabilidad binomial de éxito de un experimento con los valores
elegidos de las variables controladas.

El modelado de la probabilidad de éxito basado en principios fundamentales que
describen el comportamiento del proceso en cuestidon, dentro de una regién de
interés, es una tarea dificil en la mayoria de los procesos industriales y casi imposible
para el caso de productos innovadores. Por lo tanto, proponemos un modelado de
superficie de respuesta, basado en datos de experimentos y sus correspondientes
observaciones (éxito/fracaso) como alternativa para abordar el problema de
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optimizacion planteado. Para lograr este objetivo, el disefo éptimo de los
experimentos es una herramienta importante debido a la creciente necesidad de
disminuir drasticamente los tiempos y costos de experimentacidn en procesos
innovadores.*

El disefio de experimentos dindmicos basado en modelos, para la optimizacion de
procesos batch ha sido desarrollado de manera reciente utilizando aprendizaje activo e

inferencia bayesiana.®™°

El disefio de experimentos orientado a la toma de
decisiones'® considera de gué manera los datos obtenidos, y por consiguiente, el
modelo desarrollado en base a ellos, pueden ser utilizados en optimizacién y toma de
decisiones. Para esto, el objetivo del disefio experimental no implica necesariamente
reduccién de la incertidumbre en la estimacidon de pardmetros o la discriminacién de
modelos, pero si la toma de decisiones dptimas y la optimizacion del proceso. De
acuerdo con ello, el contenido de informacion de los datos obtenidos es de suma
importancia debido a la creciente necesidad de reducir los recursos necesarios para
lograr el objetivo o meta especifica hacia el cual el modelo estd apuntando. Por lo
tanto, la identificacion del modelo y optimizacidn de manera simultanea™?, resalta un
objetivo distintivo para el disefio éptimo de experimentos dindmicos.* La principal
limitacién de un modelado basado en principios fundamentales y leyes constitutivas,
es que el impacto de los efectos no controlados y desconocidos sobre la probabilidad
de éxito es dificil de tener en cuenta debido al empleo de modelos imperfectos y datos
escasos. Si el modelo no puede representar estos efectos, sus predicciones pueden no
ser lo suficientemente fiables para garantizar las especificaciones de punto final
deseadas. Por lo tanto, un modelo empirico, basado en datos, que sélo contempla los
experimentos y sus observaciones (éxito/fracaso) es la alternativa de eleccién. El
enfoque de disefio experimental tiene como objetivo conseguir la maxima informacién
para un esfuerzo experimental dado. En la mayoria de los casos, se construye un
modelo de superficie de respuesta que resume e interpola el comportamiento del
proceso y proporciona una guia valiosa para optimizar las variables controladas.

Fiordalis y Georgakis12 han propuesto una metodologia de disefio experimental basado
en datos de experimentos dindmicos como un medio para desarrollar un modelo de
superficie de respuesta que se puede utilizar para optimizar los procesos batch
complejos, de los cuales es dificil desarrollar un modelo basado en principios
fundamentales. Desafortunadamente, en el enfoque propuesto por Fiordalis y
Georgakis12 la probabilidad de cumplir con las especificaciones de punto final no se
modela de forma explicita. Para lograr este objetivo, es necesario desarrollar un disefio
de experimentos que incluya un criterio compuesto que represente el doble propdsito
de estimar eficientemente los pardmetros del modelo y simultdneamente maximice la
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probabilidad de ocurrencia de un evento en particular. McGree et al.® han propuesto
diferentes enfoques para combinar la estimacién de pardmetros con criterios de
disefio contrapuestos para modelos no lineales. Mas especificamente, McGree y
Eccleston'® han desarrollado un disefio 6ptimo basado en la probabilidad que busca
simultaneamente la optimizacién de un disefio con respecto al criterio de D-
optimalidad y, al mismo tiempo, maximizar una funcién de la probabilidad de observar
el resultado deseado.

En este capitulo se propone una novedosa metodologia de disefio secuencial de
experimentos que incluye un criterio compuesto que aborda el doble propédsito de
estimacion eficiente de los parametros y al mismo tiempo maximizar la probabilidad
de ocurrencia de un particular evento al final de cada experimento.14 La busqueda
incremental de una regién reducida de condiciones de operaciéon que garanticen una
alta probabilidad de éxito, se modela formalmente como sigue: dado un espacio de
definicidn de las variables controladas X € R y una funcién desconocida m: X — [0,1]
gue representa la probabilidad binomial de éxito de un experimento, una secuencia
reducida de experimentos es generada de tal manera que una politica de
funcionamiento con alta probabilidad de éxito x* pueda ser identificada a partir de un
reducido nimero de ensayos experimentales. Vale la pena seialar que, después de
cada experimento, la Unica informacidon recibida es el éxito o fracaso en el
cumplimiento de las especificaciones del producto o proceso resultantes del ensayo.

Este procedimiento de optimizacidn integra el disefio 6ptimo de experimentos con un
modelo7(x) de superficie de respuesta para la probabilidad de éxito, de manera de
que, iterativamente, se seleccionen las condiciones de operacién para el siguiente
experimento que se realice. Esto da lugar a la necesidad de un compromiso entre la
mejora de la precisidon paramétrica en un modelo de superficie de respuesta z(x) y la
busqueda de wuna regidon reducida de politicas de operacion con elevadas
probabilidades de éxito. El objetivo final del procedimiento es recomendar, después de
un numero relativamente pequeiio de experimentos, una politica de funcionamiento
X, que maximice la probabilidad de éxito de alcanzar las especificaciones requeridas.
Con este objetivo, la secuencia de ensayos experimentales debe ser generada a fin de
aprovechar el conocimiento disponible acerca de como maximizar las probabilidades
de éxito, y al mismo tiempo, explorar el espacio de las variables independientes para la
estimacion eficiente de parametros en el modelo que describe la funcién z(x).
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Para el modelado de la probabilidad de éxito = (x) a partir de datos experimentales,

2.3 Diseiio 6ptimo basado en la probabilidad de éxito

normalmente se recurre a modelos lineales generalizados (GLM por sus siglas en
inglés, Generalized Linear Models).”’15 En el desarrollo de modelos inductivos para
regresion, los GLMs amplian el marco de modelado lineal para predecir variables de
respuesta que no tienen distribucion normal y que estan acotadas a un rango
restringido, por lo que son mas cominmente utilizados para modelar datos binarios o
datos de conteo en problemas de clasificacion. Estos modelos extienden la regresion

lineal permitiendo al modelo lineal relacionarse con la variable de respuesta mediante

16,17

una funcién link o de enlace. Los GLMs utilizan una funcidn de respuesta O para

convertir un modelo lineal con rango (—0,«) en una salida que se encuentra dentro

del intervalo [0; 1] (por ejemplo, la probabilidad de ocurrencia de un evento). Por lo
tanto, dado un modelo de regresion generalizada 5 (x;0), la probabilidad de éxito

predicha z(x;) en x; es o(n(x;;0)) .

Para un disefio experimental dado, £, constituido por los puntos que conforman las
variables x;€X, i=1,..,n, para los cuales se han obtenido las correspondientes
observaciones (respuestas) y;; un GLM estd definido por tres componentes: una
distribucion de la respuesta, un predictor lineal y una funcion de enlace g(s) que
relaciona la respuesta con el predictor lineal. Si la variable de respuesta binaria tiene
una distribucién de Bernoulli con probabilidad de éxito z(x;)=c(y;)=g7*(y,), una

funcion de enlace adecuada es la funcién logistica: ™
T
- 1
g(r) Iog(l_”) (1)

i

1

Si se utiliza la funcién de enlace logistica, se tiene |og[1 ):x,.g, donde ~; es la

probabilidad de éxito para x;.

El objetivo de un disefio experimental 6ptimo es encontrar un disefio £* que maximice
un criterio de optimalidad de interés. En este caso, el objetivo es generar una
secuencia breve de experimentos cuyos resultados ayuden a lograr el doble objetivo
de proporcionar informacién sobre los parametros del modelo @ y al mismo tiempo
permita identificar la zona ddnde la probabilidad de éxito 77 es mdxima. Para este
propdsito, McGree y Eccleston® han propuesto un criterio compuesto de disefio
experimental que equilibra dos criterios contrapuestos: el criterio de D-optimalidad,
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gue proporciona estimaciones eficientes de los parametros del modelo desarrollado
para la probabilidad de éxito; y el criterio de P-optimalidad, que maximiza dicha
probabilidad.

D-optimalidad: Los disefios experimentales D-Optimos proporcionan estimaciones
eficientes de los pardmetros del modelo inductivo, ya que minimizan el volumen de las
regiones de confianza elipsoidales alrededor de una estimacién puntual. Para un
conjunto de datos de distribucion de Bernoulli con una funcion de enlace logistica, la
matriz de informacion de Fisher esperada puede expresarse segljn:14

M(6,E)= XWX (2)

donde la matriz W es diag(z(1-7),...,7,(1-7,)). La D-eficiencia de cualquier

disefio & se define respecto al disefio D-6ptimo ¢, segun:

me,e) V'
Dy =| LMo )] 3
d [|M(6,§D)} G

donde g es el nimero de parametros del modelo de superficie de respuesta (o, x).

P-optimalidad: El criterio de P-optimalidad maximiza la funcién de probabilidad de
obtener un resultado especifico. En este trabajo se emplea especificamente el criterio
maximin donde se maximiza la minima probabilidad de éxito. La P-eficiencia de un

disefio dado & con respecto al disefio P-6ptimo &, se define segun:

| min{m(0,5)}
Fer _[min{ﬂi(e,.f;)}j “

Criterio compuesto: El criterio compuesto considera el compromiso entre los dos
criterios descritos anteriormente, segun el producto de las D- y P-eficiencias de un
disefio experimental £, ponderadas por una constante de mezcla 0 <a <1. Esto es:

DO =Dy ()17 [Py (E)F (5)

Sobre la base de lo expuesto anteriormente, la busqueda de un disefio éptimo de
experimentos considerando el criterio compuesto, requiere resolver el siguiente
programa matematico no lineal (NLP):
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max o(PP)(¢) (6a)

Iog(CD(DP) ) =(a/q)log|M(6,¢)|+(1—a)log(min{z;(6,5)}), for:i=1,..,n (6b)
exp(X0)

n(§)=#p(x9) (6¢)

Con cotas inferiores y superiores tales que:
LB, <x, <UB,,w=1,...,dim(x) (6d)

y donde « es la constante de mezcla que determina el mayor o menor énfasis que se
da a los objetivos de precisién paramétrica y probabilidad de éxito en el criterio
compuesto.

2.4 Optimizacion con respuestas estocasticas binarias

A partir del disefio éptimo de experimentos basado en la probabilidad de éxito, se
propone una metodologia de optimizacidn que persigue identificar una pequena
region de operacién del proceso, donde existe una alta probabilidad de satisfacer las
especificaciones del punto final ya sea para el proceso o el producto. La metodologia
propuesta genera una secuencia de experimentos que, mediante la progresiva
reduccién de la zona de operacién considerada, permite focalizar la experimentacién
en una region de operacion donde la probabilidad de obtener un resultado deseado es
significativamente alta, a la vez que se aumenta la precision paramétrica de la
superficie de respuesta = (9, x). El algoritmo iterativo de optimizaciéon experimental

utiliza dos bucles (externo e interno) anidados, tal como se muestra en la Figura 2.1.

El primer paso para aplicar el algoritmo de la Figura 2.1 consiste en establecer la regién
de interés inicial (ROI) de funcionamiento del proceso, es decir, establecer los limites o
cotas inferiores (LB) y superiores (UB) para todas las variables de operacién en el
vector de variables controladas x. Estos limites son definidos teniendo en cuenta
datos disponibles y conocimientos previos sobre el proceso bajo estudio. Una vez
definidos estos limites, el algoritmo comienza la primera iteracién del bucle externo (
I=0), realizando experimentos seleccionados de un disefio de experimentos
compuesto central (CCD)18 dentro de la ROI. El disefio CCD consiste basicamente en un
disefio factorial junto con los puntos estrella y el punto central, por lo cual, tiene mas
cantidad de puntos que aquellos requeridos para estimar los (n+2)(n+1)/2
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coeficientes en un modelo cuadratico completo con n factores, correspondiente a esta
aplicacion. Entonces, por razones de economia, sélo una fracciéon de puntos del CCD
son utilizados para cada iteracién del bucle externo, los cuales son elegidos de la
siguiente manera: el punto central y los puntos estrella son siempre elegidos, mientras
gue los puntos factoriales se eligen aleatoriamente hasta completar el ndmero
necesario de puntos para la estimacién de los parametros en la superficie de respuesta
7(6,x).

Para toda iteraciéon del bucle externo /, en cada iteracién del bucle interno (ver Figura
2.1) se incorpora un punto adicional al disefio anterior &,_;, correspondiente al punto

6ptimo estimado usando el modelo de superficie de respuesta de la probabilidad de
éxito 7(0,x)

El disefio experimental &, incluye todos los puntos de datos desde la primera iteracion
(k=0) hasta la iteracién actual, y esta representado por:

(7)

, | . PV . s .
dénde Xj i es el punto experimental j* incorporado en la iteracién interna k.

Para cualquier punto en &, la probabilidad de éxito se estima mediante el ensayo de

un numero de réplicas, de modo que el vector de probabilidad de éxito se conforma
como se muestra a continuacion:

7T,k (Xl,k )

:”2,/(()(2,/() (8)

Tk (Xi,k )

Con los datos de los vectores &, y 7, se modela la superficie de respuesta de la
probabilidad de éxito utilizando GLMs con la funcién de enlace logistica. El vector
correspondiente a los parametros del modelo para la iteracién interna k" es 6. En
consecuencia, el modelo de la probabilidad de éxito en la RO/ para iteracion del bucle
externo [t es:
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Define ROI,
k=10
Tl T , Define &,

l

Estimate 7, for &,

7o

Parameter estimation

0,

Optimal experimental
design

k=\k+1 X 4

Estimate probability LEXTERNAL LOOP
of success for x

‘ Update &;, 7. ‘

tINTERNAL LOOP

Parameter

estimation

Figura 2.1: Algoritmo para identificar una region reducida de operacién con maxima
probabilidad de éxito.
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exp(n7(6x;x))

9)
= , ROI (
k 1+exp(7(6x;x)) xe

Usando el modelo de la Ec. (9) con 6,_; de la iteracidn anterior, en la iteracion interna
k™" se afiade un nuevo punto experimental x,.. mediante la resolucidn del programa
matematico de la Ec. (6), usando el criterio compuesto descrito anteriormente en la Ec.
(5), con & =[<k1,Xges |- Tan pronto se estima la probabilidad de éxito en xges ,

ensayando un numero de réplicas experimentales, se obtendrd un nuevo vector de

parametros del modelo 6. Luego, se estima el nuevo éptimo X gue maximiza la
probabilidad de éxito y se compara con el éptimo de la iteracién anterior para
comprobar la convergencia del bucle interno mediante el siguiente criterio de
interrupcion:

* *
X — X1

max <egp (10)

*
X

Cuando se logra satisfacer el criterio de interrupcion del bucle interno, el 6ptimo de la
iteracion actual del bucle externo se calcula como x; = x; y se verifica el criterio de
interrupcion del bucle externo segun:

* *
X — X1

< ey (11)

max

*
X

Para obtener el punto mdaximo del modelo de superficie de respuesta de la
probabilidad de éxito 7 (6,,x), se resuelve el siguiente programa matematico en la

iteracion interna kt".

max (6, x)
y / (12)
LB, <x, <UB,,w=1,...,dim(x)

dénde LB, y UB., son los limites inferiores y superiores de las variables w? en la

iteracidon externa /%

Siempre que no se cumpla el criterio de interrupcion del bucle externo (Ec. 11), el
algoritmo vuelve a comenzar con una nueva iteracién del bucle externo, pero ahora la
ROI, se reduce a una fraccion (un cuarto) de la regién de iteracidn anterior, con centro
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, . * . . .z e e . .
en el éptimo X,_1, pero permaneciendo siempre dentro de la region inicial. Si el
Optimo se encuentra en un limite de la inicial RO/ o cerca del mismo, la nueva RO,

estara definida de manera de permanecer dentro de la RO/ inicial y con centro en el

. , . * . s .
punto mds cercano al éptimo X;_;. En este trabajo los limites LB"N y UB!, en cada
iteracion del bucle externo, se definen como sigue:

Para: /=1, se definen LB y UBL basados en literatura o conocimiento experto.

Para: />2, se define la actual ROI, como un cuarto de la ROJ,_; con centro en x;_;.

Toda vez que comienza una nueva iteracion del bucle externo reduciendo la RO/ de la
iteracion anterior, la primera iteracién del bucle interno correspondiente comienza
con un disefio CCD fraccionado aplicado en la reducida (nueva) ROJ,. Cada iteracién del
bucle interno incorpora un nuevo punto experimental utilizando el disefio éptimo
basado en la probabilidad (ver Ec. 6). Cuando ambos bucles convergen, el Gltimo punto
6ptimo obtenido es considerado como el punto de funcionamiento 6ptimo del proceso
gue permite operar con la mas alta probabilidad de garantizar las especificaciones
finales del proceso o producto.

Otra alternativa para decidir cuando debe detenerse el algoritmo en cualquiera de
ambos bucles, es establecer un nimero maximo de iteraciones. Por un lado, la
definicion de un niumero maximo de iteraciones del bucle externo impide la bisqueda

de un punto éptimo dentro de una RO,

demasiado pequefa. Por otro lado, la
definicion de un nimero maximo de iteraciones para el bucle interno impide hacer
pruebas experimentales para condiciones de funcionamiento que estdn muy cercanas
entre si, por lo que aportarian casi la misma informacién sobre el modelo de superficie
de respuesta de la probabilidad de éxito y por tanto no se lograria mejorar

significativamente la precisién paramétrica del mismo.

2.5 Casos de estudio

Con el fin de evaluar la eficacia de la metodologia propuesta, aplicamos la misma a dos
casos de estudio: la acetoacetilacién de pirrol con digueteno, y la polimerizacién por
emulsion de estireno. En cada uno de estos procesos analizados, se busca optimizar
dos variables controladas de los mismos, a fin de garantizar determinadas
caracteristicas finales del proceso o del producto correspondiente. Los resultados
obtenidos reflejan como el método es capaz de identificar, en cada caso, una politica
de operacion que permite cumplir con las especificaciones con alta probabilidad. De
esta manera, se demuestra que el algoritmo de optimizacion experimental propuesto
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es efectivamente una adecuada herramienta para el disefio dptimo de experimentos
cuando los datos y/o conocimiento acerca del proceso son insuficientes para
desarrollar un modelo fundamental.

2.5.1 Acetoacetilacion de pirrol con digueteno

La acetoacetilacién de pirrol con diqueteno se presenta como caso de estudio para
analizar el funcionamiento de la metodologia de disefio éptimo de experimentos
propuesta. Este proceso en particular, fue estudiado en detalle por Ruppen et al®®,
guienes han propuesto el siguiente conjunto de reacciones:

ka
P+ D—PAA

kp
D+ D—>DHA
ko
D—oligomers
ke
PAA+D—F

dénde P,D,PAA Yy pHa representan al pirrol, diqueteno, 2-acetoacetilpirrol y acido
deshidroacético, respectivamente, mientras que r es un subproducto. Las velocidades
de reaccidon correspondientes para el conjunto de reacciones anteriores son las
siguientes:

foan = kaCpCp
I'pHA = kDCEZ)
ro = koCp

rr = KkeCpaaCp

Los valores nominales de los parametros cinéticos proporcionados en el trabajo de

I*® son los siguientes: k;=0.053 L/(mol-min); kp =0.128 L/(mol-min);

Ruppen et a
kg =0.028 min-1y kz =0.001 L/(mol-min). El sistema reaccionante se modela como un
reactor isotérmico semi-batch al cual se alimenta, a flujo constante y durante un
determinado tiempo, una soluciéon de diqueteno. Asumiendo ademds densidad

constante, el modelo de reactor se puede formular como:*®
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dCplt) _ f(t)

k kp
e R?t)CP(t)CD(t) 2 R(t)CD(t) koCp (t) — IE)CPAA(t)CD(t) (t)[CD_f CD(t)] (13a)
Cp(0)=Cpo
Do) __ ka1, 1)~ L8 o111, (0) = oo (13b)
dt Vr(t) vg(t)

dCopalt) ki f(t)

k
at v (t)CP(t)CD(t) ,Et)CPAA (t)Cp(t) - alt )CPAA(t)CD(t) ,C paa(0) = Cpanoo (13c)
dCDd[-;.A (t) — V:?t) C% (t) — -f((tg) CDHA (t) C DHA (O) CDHAO (13d)
dve(t
20 fe) v 410 = i 130)

donde Cp; es la concentracion diqueteno en la corriente de alimentacion (mol/L), v
es el volumen del reactor (L) y f(t) es la velocidad de alimentacion (L/min). Las
condiciones iniciales para las concentraciones y volumen del reactor en la Ec. (13) son:
Cpo = 0.05 MOI/L, Cpy =0.72 MOI/L, Cpppo =0.08 MOI/L, Cppo =0.01 MoOI/LY vy =1 L.

A modo de evaluar el enfoque de optimizacién propuesto, se desarrolla un modelo
probabilistico del reactor que es utilizado como modelo in silico para llevar a cabo una
aproximacion de los ensayos experimentales. Siguiendo lo informado por Ruppen et
allg, se establece el valor de k; en 0.001 min-1. Por otro lado, el efecto probabilistico
de las variables no controladas en las condiciones de punto final es incorporado
mediante la imposicion de una variabilidad aleatoria sobre los valores nominales de los
otros tres parametros cinéticos del modelo de simulacidon, quedando éstos
establecidos de la siguiente manera:

ka —kA[1+(rand(1 1)-0.5)- f(;;j

ko —kD[lJr(rand(l 1)-0.5)- 100) (14)
ko = ko [1+(rand(1 1)-0.5)- 100)
dénde SP es el porcentaje de variabilidad considerado para los valores de las

constantes cinéticas. Se debe tener en cuenta que en la Ec. (14), el intervalo en el que
se define cada parametro se centra en su valor nominal correspondiente.
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Para la optimizacidn de la probabilidad de éxito, las variables de entrada en este caso
son el flujo de alimentacién al reactor (en litros por minuto) y el periodo de tiempo de
alimentacion del diqueteno (en minutos). Para lograr este objetivo, se debe resolver
un problema de optimizacién dindmica dénde la politica corresponde a un perfil de
alimentacion variable en el tiempo que consta de dos pardmetros. Para cumplir con las
especificaciones al final del lote, resulta necesario entonces encontrar la configuracién
Optima de estos parametros. La Figura 2.2 muestra graficamente el perfil considerado
con los parametros utilizados para maximizar la probabilidad de éxito. Las variables de
respuesta son las concentraciones de diferentes especies (en moles por litro) en el
reactor al final de cada lote. Para cumplir con las especificaciones de punto final, estas
concentraciones de reactivos y productos deben mantenerse dentro de ciertos valores
deseados. Mas especificamente, por razones de productividad y de seguridad del
proceso, las concentraciones finales de reactivos y productos deben cumplir con:

Cpa(t Ve (t:)=0.46mol
Cpua(t;)<0.15mol /L
C,(t;)<0.025mol /L

Flow rate [L/min]

L t

Time [min]

Figura 2.2: Perfil de alimentacién de diqueteno definido por dos variables controladas.
El tiempo total de reaccién se asume fijo.

Para implementar el algoritmo de la Figura 2.1, es necesario definir primeramente el
siguiente conjunto de hiper-parametros: limites inferiores y superiores de cada
variable de entrada (LB y UB), nimero de puntos experimentales a disefiar en cada
iteracion del bucle interno (ep), numero de réplicas a realizar en cada punto
experimental (r), nUmero maximo de bucles internos (il), nUmero maximo de bucles

externos (el) y los criterios de parada internos y externos (€, y e ). Los valores
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elegidos para estos hiper-pardmetros correspondientes al caso de estudio se muestran
en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1: Valores de los hiper-parametros para el proceso de acetoacetilacion de
pirrol con diqueteno.

Parametro Valor

LB [150,0.9x10°]
uB [235,1.5x10]
ep 1

r 10

il 6

el 4

£, 0.5x10”
€., 1x10~

2.5.1.1 Anadlisis de la influencia de la constante de mezcla &

A continuacion se analiza la influencia de la constante de mezcla « en el algoritmo de
optimizacidn experimental de la Figura 2.1, con el fin de elegir el valor éptimo de este
pardmetro. Para este objetivo, se consideran diferentes valores de ¢ y SP. Cinco
valores de a (0, 0.25, 0.5, 0.75 y 1) son evaluados utilizando el modelo de simulacién.
El valor de o =0 corresponde al criterio de P-optimalidad puro (Ec. 5), de modo que
cada nuevo punto afiadido en cada iteracidén interna solamente busca maximizar la
probabilidad de éxito. Por otro lado, cuando « =1 el disefio experimental éptimo se
basa puramente en el criterio de D-optimalidad, que enfatiza una estimacién eficiente
de los parametros para el modelo 7z (9, x). Ademas, cada uno de estos valores de « se
analiza con tres valores alternativos del parametro de variabilidad SP. Los valores de
SP utilizados para simular la variabilidad intrinseca del proceso son: 5%, 10% y 20%,
para cada uno de los tres parametros cinéticos de la Ec. (14).

Para cada valor de SP y para cada uno de los valores de o considerados, se realizan
100 ensayos independientes de la metodologia de optimizacion hasta lograr la
convergencia de los bucles, interno y externo. En cada uno de estos ensayos se
encuentra una politica éptima de funcionamiento y la probabilidad de éxito para esta
politica especifica se calcula mediante la implementacién de la misma en el modelo in
silico 100 veces. Los resultados obtenidos se muestran en las tablas: Tabla 2.2, Tabla
2.3 y Tabla 2.4. Como es de esperarse, los valores de SP y «, influyen
significativamente en el porcentaje de numero total de ensayos realizados que
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alcanzan efectivamente una condicién de operacién que cumple con las
especificaciones de la probabilidad de éxito considerado. Teniendo en cuenta los
amplios niveles de variabilidad intrinseca utilizados en los estudios de simulacion, se
han considerado umbrales escalonados de la probabilidad de éxito. Es decir, se
consideran umbrales excesivamente bajos de probabilidad de éxito, sélo a modo de
demostrar el rendimiento del método propuesto. Asi, los umbrales considerados de
probabilidad de cumplir con las especificaciones de punto final son: 60%, 70%, 80%,
85%, 90%, y 95%.

Como se ve en la Tabla 2.2, cuando el nivel de variabilidad es bajo SP = 5%, todos los
ensayos realizados alcanzan las especificaciones de punto final, incluso para el caso
mas exigente (probabilidad minima de éxito del 95%). Por otra parte, con un alto nivel
de eficacia como el de este caso, los resultados alcanzados son independiente del valor
de «. Por lo tanto, los resultados obtenidos demuestran que el método funciona
correctamente cuando la variabilidad intrinseca del proceso es aceptable. Cuando se
duplica la variabilidad del proceso (SP =10% ), el método de optimizacién propuesto
todavia logra encontrar un punto de funcionamiento éptimo en la mayoria de los
ensayos, con independencia del valor utilizado de « (ver Tabla 2.3). Ademas, cuando
a =0 o 025, el método de optimizacidon encuentra una RO/ reducida con 95% de
probabilidad de éxito. Por ultimo, cuando el valor de SP se aumenta aun mas (20%),
puede verse como el método de optimizacién propuesto comienza a disminuir su
performance en cuanto al porcentaje de veces que logra una zona de alta probabilidad
de éxito (ver Tabla 2.4).

Tabla 2.2: Porcentaje de ensayos que encuentran una politica de operacién que
cumple con las especificaciones de uso final, para diferentes valores de « y diferentes
niveles de éxito, con SP=5%.

Minima
probabilidad de

Porcentaje de ensayos que alcanzan una RO/ con un minimo nivel de éxito

éxito requerida a=0 a=0.25 a =05 a=0.75 a=1
95% 100% 100% 100% 100% 100%
90% 100% 100% 100% 100% 100%
85% 100% 100% 100% 100% 100%
80% 100% 100% 100% 100% 100%
70% 100% 100% 100% 100% 100%
60% 100% 100% 100% 100% 100%
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Tabla 2.3: Porcentaje de ensayos que encuentran una politica de operacién que
cumple con las especificaciones de uso final, para diferentes valores de « y diferentes
niveles de éxito, con SP=10%.

Minima Porcentaje de ensayos que alcanzan una RO/ con un minimo nivel de éxito

probabilidad de

éxito requerida a=1
95% 100% 100% 99% 96% 99%
90% 100% 100% 100% 98% 99%
85% 100% 100% 100% 99% 99%
80% 100% 100% 100% 99% 100%
70% 100% 100% 100% 100% 100%
60% 100% 100% 100% 100% 100%

Tabla 2.4: Porcentaje de ensayos que encuentran una politica de operacién que
cumple con las especificaciones de uso final, para diferentes valores de , y diferentes
niveles de éxito, con SP=20%.

Minima
probabilidad de

Porcentaje de ensayos que alcanzan una RO/ con un minimo nivel de éxito

éxito requerida a=0 a=0.25 a =05 a=0.75 a=1
95% 30% 39% 42% 36% 50%
90% 65% 75% 65% 62% 76%
85% 89% 87% 77% 74% 85%
80% 97% 97% 87% 80% 89%
70% 99% 99% 93% 92% 95%
60% 100% 100% 100% 100% 98%

Se puede notar que sélo para valores de « iguales a 0, 0.25 y 0.5, es posible identificar
una RO/ reducida con al menos 60% de probabilidad de garantizar las especificaciones
de punto final del proceso. De todos los valores considerados, el valor 6ptimo para «
resulta ser de 0.25, el cual es el elegido entonces para la aplicacion de esta
metodologia.

Si bien este significativamente alto nivel de variabilidad intrinseca ( SP = 20% ) es poco
probable en la industria de procesos, aqui se analiza solamente a modo de demostrar
la capacidad del enfoque propuesto. La RO/ reducida resultante define una politica de
funcionamiento dptimo que garantiza una probabilidad de éxito de 95% para el 39% de
los ensayos realizados. A pesar de la elevada variabilidad intrinseca, la politica éptima
obtenida logra una probabilidad de éxito por encima del 80% en la mayoria de las
corridas (97%). Asi, s6lo el 3% de todos los ensayos caen en una regién con una
probabilidad de éxito de menos del 80%, mientras que todos los ensayos realizados
(100%) logran una region en la que la probabilidad de éxito es superior al 60%. Vale la
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pena sefalar que dentro de la ROI inicial, sélo una pequefia region (cerca del 9.75%)
tiene una probabilidad de éxito mayor al 80%. Pese a esto, el algoritmo de la Figura 2.1
es capaz de encontrar una region reducida de condiciones de funcionamiento con una
alta probabilidad de éxito.

2.5.1.2 Analisis de la influencia del disefio experimental inicial

Con el fin de analizar el efecto del disefio experimental inicial &, (el cual da comienzo a

la metodologia propuesta) en la tasa de convergencia del método, se analizan a
continuacion tres variantes posibles del mismo y se muestran las evoluciones de las
superficies de respuestas para la probabilidad de éxito z(g,,x) en cada uno de los casos
considerados. Teniendo presente que la politica de operacién tiene dos variables
independientes, se requieren un minimo de seis puntos experimentales iniciales para
dar comienzo a las iteraciones del bucle externo. Las opciones consideradas de &, son:

(i) disefio compuesto central fraccional, (ii) disefio factorial mas un punto en el centro
y un punto en el medio de uno de los limites de la inicial ROI, y (iii) eleccién al azar de
seis puntos dentro de la RO/ inicial. En la Figura 2.3 se presentan de manera grafica los
disefios iniciales &, propuestos y en la Figura 2.4 se muestra la evolucién de la

metodologia en base al disefio inicial utilizado. De manera de hacer una comparacion
entre los disefos analizados, se muestran los resultados obtenidos hasta completarse
la primera iteracidn del bucle externo en cada caso, es decir, hasta que se lleva a cabo
la primera reduccién de la ROI. Asi, en la Figura 2.4 se pueden observar: la inicial RO,
los puntos experimentales iniciales de cada disefio, los puntos experimentales que va
incorporando el método en cada iteracidn del bucle interno y la reduccidn de la RO/
cuando converge el primer bucle externo. Las sucesivas superficies de respuesta que
resultan de aplicar el algoritmo de la Figura 2.1 y cada nuevo punto experimental
incorporado en cada iteracidon del bucle interno, se muestran en el Anexo I. A partir de
la Figura 2.4, se puede ver entonces que la mejor alternativa para dar comienzo al
inicio de cada bucle externo y a la metodologia en si misma, es el disefio central
compuesto, el cual asegura una reduccién apropiada de la RO/ inicial con sélo unos
pocos puntos experimentales.
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Figura 2.3: Disefios experimentales iniciales utilizados para comenzar las iteraciones
del bucle interno. (a) Disefio central compuesto fraccional; (b) disefio factorial mas un
punto en el centro y un punto en el medio de uno de los limites; (c) eleccion al azar de

seis puntos dentro de la ROI.
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Figura 2.4: Evolucién de la RO/ luego de la primera iteracién del bucle externo, para los
diferentes disefios iniciales considerados. Los cuadrados blancos pertenecen a los
puntos del disefio inicial correspondiente, mientras que los circulos negros son los

puntos agregados durante las iteraciones del primer bucle interno. (a) CCD fraccional
con un punto en uno de sus limites; (b) disefio factorial agregando un punto en el
centro y un punto en el medio de uno de los limites; (c) eleccién al azar de seis puntos
seleccionados dentro de la ROI.

2.5.1.3 Aplicacion de la metodologia propuesta

Para finalizar este caso de estudio, en la Figura 2.5 se muestran los resultados
obtenidos en una corrida completa de la metodologia propuesta, con SP=10% vy
a =0.25, donde se pueden ver las reducciones sucesivas de las RO/ y los puntos
experimentales disefiados e incorporados por el algoritmo propuesto. Como puede
verse en este ensayo en particular, existe una reduccién sucesiva de la RO/ inicial hacia
una pequefia regién de condiciones de funcionamiento con alta probabilidad de éxito.
Los resultados de este ensayo especifico se presentan en la Tabla 2.5, donde se
muestra, para cada bucle externo: los limites de la nueva ROI obtenida, la politica
Optima de funcionamiento determinada y el ndmero de puntos experimentales
necesarios para completar dicho bucle externo. Después de la ultima iteracién del
bucle externo, se obtiene una pequena RO/, con alta probabilidad de éxito. La politica
O6ptima de funcionamiento hallada corresponde a un tiempo de alimentacién de
205.26 min y una velocidad de alimentacion de 1.1x10 moles/s. Esta politica 6ptima
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tiene una probabilidad de éxito del 100% y se requiere un total de 35 puntos
experimentales para determinar este punto Optimo sin disponer de un modelo

fundamental del proceso.

1.3

Feed Rate (I/min)
N

1.1

0'?0 160 170 180 190 200 210 220 230
Feed Time (min)

Figura 2.5: Ejemplo de un ensayo completo de la metodologia de optimizacion de
disefio de experimentos de la Figura 2.1 para la acetoacetilacién de pirrol con
diqueteno (SP=10% y a=0.25).

Tabla 2.5: Resultados obtenidos en el ensayo correspondiente a la Figura 2.5

(SP=10% y 0=0.25).

Bucle Tiempo de Flujo de Probabilidad de Puntos
externo alimentacion alimentacidn éxito experimentales
o6ptimo (min) 6ptimo (mol/s) requeridos
1 187.48 1.2x10° 0.9300 8
2 205.25 1.2x10° 0.9900 12
3 205.26 1.1x10” 0.9900
4 205.26 1.1x10” 1.0000 7
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2.5.1.4 Aplicacion del algoritmo con un perfil de alimentacién mas complejo

A modo de destacar el concepto del disefio dptimo dinamico de experimentos usando
la probabilidad de éxito, se analiza un caso mas complejo, considerando un perfil de
alimentacion que contempla cuatro variables que deben ser optimizadas. Tal como se
muestran en la Figura 2.6, las variables de entrada ahora son: el caudal de
alimentacion inicial al reactor (F;), el tiempo de cambio de caudal de alimentacion (ts),
el caudal de alimentacién al reactor luego del tiempo de cambio (F,) y el tiempo total
de alimentacién de diqueteno (t.). Nuevamente, el tiempo final de reaccién (tf) es
considerado fijo y las respuestas del proceso son las concentraciones de las diferentes
especies al final de cada experimento ya que las especificaciones de punto final son las
mismas.

»-

ez

on

Flow rate [L./min]

t, t, t

s (S

Time [min]

Figura 2.6: Perfile de alimentacion de diqueteno definido por cuatro parametros. El
tiempo final es asumido fijo.

Para cada valor considerado del parametro Sp, se realizan 100 corridas independientes
de la metodologia y para cada una de ellas una politica éptima de operacidn es
determinada. En la Tabla 2.6 se muestran los resultados obtenidos para los diferentes
niveles de variabilidad intrinseca de proceso simulado.

Como se puede observar, cuando la variabilidad intrinseca del proceso es baja
(SP =5%), o incluso significativa (sp=10%), el algoritmo de la Figura 2.1 logra encontrar
una region reducida de condiciones de operacion dénde existe una alta probabilidad
de éxito para la mayoria de las corridas. Mas especificamente, todas las ejecuciones
del algoritmo conducen a una zona con una probabilidad por encima del 95% de lograr
las especificaciones finales. Como es ldégico, cuando la variabilidad del proceso es
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extremadamente elevada (sp=20%), resulta mas dificil hallar una region reducida con
probabilidad de éxito de 100% para todas las pruebas ensayadas. Pese a esto, la
metodologia aun logra localizar una RO/ reducida que brinda un perfil éptimo de
alimentacion exitoso en un alto porcentaje de corridas. Como resultado de este
analisis, queda demostrado que el algoritmo de la Figura 2.1 puede ser utilizado para
optimizar un perfil variable en el tiempo. Es importante considerar ademads, que
cuando el nimero de parametros aumenta, el esfuerzo experimental requerido
aumentara también, tal como lo es en el caso del método de superficie de respuesta
convencional. Sin embargo, aplicando el enfoque presentado, la magnitud del
aumento en la exigencia experimental dependera de la variabilidad intrinseca del
proceso. Para altos niveles de variabilidad, se necesitaran mas réplicas de la misma
politica de operacidén, por lo cual conlleva a mayores costos experimentales.

Tabla 2.6: Porcentaje de corridas de la metodologia que encuentran una politica de
operacion que cumple con las especificaciones de punto final, para diferentes niveles
de éxito y diferentes valores de SP, utilizando el perfil de alimentacion de la Figura 2.6.

Porcentaje de ensayos que alcanzan una

Minima
probabilidad de ROI con un minimo nivel de éxito

éxito requerida SP=5% SP =10% SP=20%
95% 100% 100% 87%
90% 100% 100% 90%
85% 100% 100% 91%
80% 100% 100% 91%
70% 100% 100% 95%
60% 100% 100% 96%

2.5.2 Polimerizacion por emulsién de estireno

Se presenta ahora un caso representativo donde cumplir con las propiedades de uso
final en el producto es prioritario; tal es el caso de la polimerizacién por emulsién de
estireno. Liotta?® and Li y Brooks?!, han discutido y desarrollado los modelos
matematicos para este proceso, los cuales luego han sido presentados y utilizados en

2224 De manera similar al primer caso de estudio, para describir

trabajos mas recientes.
el efecto de variabilidad intrinseca del proceso se utiliza un modelo simulado
probabilistico, con el cual de modelan las variaciones en las especificaciones de punto
final. En este caso en particular, el efecto de variabilidad aleatoria se agrega al proceso
dindmico utilizando sp —10%, y dicha variabilidad se incorpora a la cantidad de

poblacién inicial de particulas sembradas, como se muestra a continuacién:
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SP
N, =20x10' +
170X 2*100

sp
N, =80x10" £ (16)

SP
N, =20x10Y +——
37X 2*100

El modelo cinético y las ecuaciones de conservacién para este proceso, cuentan con los
siguientes balances: balance de volumen del medio de reaccién, balance de volumen
de particulas en cada poblacidn, balance molar del monédmero, balance del nimero
promedio de radicales por particulas en cada poblacién, tasa de polimerizacion para
cada poblacion, tasa de adicién del agente de transferencia de cadena (CTA, por sus
siglas en inglés: chain transfer agent), balance molar del iniciador, balance molar de
agente de transferencia de cadena. Las ecuaciones constitutivas y balances que
componen este modelo dindmico, han sido desarrolladas en trabajos previos y aqui se
presenta sélo un resumen de las mismas en el Anexo Il.

Nuevamente, este modelo matemadtico se utiliza sélo para desarrollar un modelo in
silico, y la variabilidad del tamafio de particulas se considera desconocido para el
usuario de la metodologia presentada, de modo que Unicamente se utiliza el modelo
simulado para generar los datos del proceso, y asi poder testear el algoritmo de la
Figura 2.1.

En este caso de estudio en particular, resulta de especial interés lograr un producto
final que cumpla con dos propiedades: el indice de fluidez (mr) y la resistencia a la
traccion (o). Estas propiedades pueden ser estimadas mediante correlaciones, las
cuales son dependientes del peso molecular promedio en peso (mw,) y del peso

molecular promedio en ndmero (Mw,), respectivamente:25

30
M = (17)
(MwW2* x107 -0.2)
o =7390-4.51x10° 1 (18)
MW,

dénde mw, y mw, pueden ser calculadas segtﬁn:zs’zs’26

Np

> E+ iuf
i—0

MW =2

R
DA DM
i=0 =0

(19)
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MW =10 =0 (20)
P ﬂo P o
ZOZ : +;u,

donde 7 es el /" momento de la cadena de polimeros viva de la especie i,y u/ es el |

momento de la cadena de polimero muerta de la especie i. Los balances de momentos
de cadenas vivas y muertas estan disponibles en el Anexo II.

Para aplicar el algoritmo de la Figura 2.1, por un lado se eligen como variables
controladas: la tasa de alimentacidon del monémero y la tasa de alimentacién del
agente de transferencia de cadena al reactor de polimerizacion, ambas en moles por
segundos. Por otro lado, las propiedades de salida (o propiedades de uso final) que se
buscan cumplir en el producto, son:

1.25x10™ <MI <7.5x10*[g/min]
6900 < o <7200[psi |

Los valores de los hiper-pardmetros utilizados para implementar el algoritmo de
optimizacidn experimental en este caso de estudio, se pueden ver en la Tabla 2.7.

En la Figura 2.7 se presentan las curvas de nivel del modelo de superficie de respuesta
para la probabilidad de éxito dentro de la RO/ inicial elegida.

Tabla 2.7: Valores de los hiper-pardmetros para la polimerizacién por emulsion de

estireno.

LB [0.0184,1x10™
UB [0.026,8x10]
ep 1

r 10

il 6

el 4

£, 0.5x10°
€., 1x10”
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Chain Transfer Agent Feed Rate (mol/s)

0.019 0.02 0.021 0.022 0.023 0.024 0.025 0.026
Monomer Feed Rate (mol/s)

Figura 2.7: Probabilidad de éxito dentro de la ROl inicial, para el proceso de
polimerizacién por emulsion de estireno, con SP=10%

En la Figura 2.8 se muestra la sucesiva reduccién de la RO/ para una ejecucién
completa del algoritmo, segun las iteraciones correspondientes del bucle externo
descripto en la Figura 2.1. En la Tabla 2.8 se provee un resumen de los resultados
obtenidos, que incluye los limites inferiores y superiores de las ROl obtenidas en las
iteraciones del bucle externo. Como puede verse, para maximizar la probabilidad de
éxito, la tasa de alimentacién del monémero debe establecerse en el intervalo de
[0.0233,0.243] moles/s, mientras que la tasa de alimentaciéon de CTA debe pertenecer al
rango entre 3s56x10* Y 4.44x10* mMmoles/s. la politica oéptima de operacidn
corresponde a una tasa de alimentacién de monémero de o.0242 moles/sy una tasa de
alimentacion de CTA de ax10* moles/s. La probabilidad de éxito para esta politica
O6ptima de operacion es de 97% y la cantidad total de puntos experimentales
requeridos para obtener esta politica dptima es de 35.

Con base en 100 ejecuciones independientes del algoritmo propuesto, en la Tabla 2.9
se muestra la cantidad (en porcentaje) de ejecuciones que logran una probabilidad de
éxito en la politica éptima resultante, que alcanza diferentes niveles de éxito
requeridos. Los resultados alcanzados demuestran que usando la incorporacion de la
probabilidad de éxito el disefio éptimo de experimentos, la politica éptima de
operacion encontrada tiene una probabilidad de éxito de mas de 90% en un 47% de
corridas; ademas, el éptimo identificado tiene una probabilidad de éxito mayor a 80%
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en 73% de las ejecuciones de prueba; y finalmente, sélo un 7% de las ejecuciones del
algoritmo determinan politicas de operacién con una probabilidad de éxito menor al
60%.

Chain Transfer Agent Feed Rate (mol/s)

0.019 0.02 0.021 0.022 0.023 0.024 0.025 0.026
Monomer Feed Rate (mol/s)

Figura 2.8: Una ejecucion completa del algoritmo (hasta la convergencia de ambos
bucles) de la Figura 2.1 para el proceso de polimerizacidon por emulsién de estireno
(SP=10%, a=0.25).

Tabla 2.8: Resumen de resultados para la corrida correspondiente a la Figura 2.8
(§P=10%, a=0.25).

Limite Limite . L. P
Limite Limite Optima

Optima

inferiorde  superiorde 5 .
inferior de  superior de tasa de
tasa de tasa de i i tasa de . Total de puntos
Bucle i i i i tasa de tasa de alimentaci i i Probabilidad X
alimentaci alimentaci i . i i ) alimentaci L. experimentales
[ ) , , alimentaci alimentaci on del , de éxito i
on del 6n del ) , , onde CTA requeridos
; ) on de CTA o6n de CTA mondémero
monémero  mondémero (mol/s)
(mol/s) (mol/s) (mol/s)
(mol/s) (mol/s)

1 0.0184 0.0260 1x10™ 8x10™ 0.0209 5x10™ 0.5100 10
2 0.0190 0.0228  3.25x10" 6.75x10"  0.0228 3x10™ 0.8400
3 0.0219 0.0238  2.13x10" 3.88x10"  0.0238 4x10™ 0.9300
4 0.0233 0.0243  3.56x10" 4.44x10"  0.0242 4x10™ 0.9700
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Tabla 2.9: Porcentaje de ejecuciones del algoritmo que encuentran una politica de
operacion que satisfice las especificaciones del producto obtenido para diferentes
niveles de éxito (SP=10%, a=0.25).

Minima probabilidad de éxito Porcentaje de ensayos que alcanzan una RO/
requerida con un minimo nivel de éxito
95% 15%
90% 47%
85% 61%
80% 73%
70% 86%
60% 93%

Con la implementacion de este segundo caso de estudio, es posible demostrar que a
partir de un modelo inductivo de la probabilidad de éxito en el algoritmo de
optimizacidn experimental propuesto, es factible hallar una zona reducida de
operacion donde las propiedades de uso final puedan garantizarse con alta
probabilidad. Los resultados obtenidos prueban ademads que para procesos complejos,
para los cuales no hay disponibles modelos fundamentales que puedan ser
incorporados a las politicas de optimizaciéon, la metodologia propuesta es una
adecuada herramienta para obtener la regién de operacién que garantiza las
condiciones de punto final del proceso o el producto mediante la realizacion de sélo
una pequefa cantidad de experimentos.

2.6 Conclusiones

La utilidad del disefio de experimentos basado en la probabilidad de éxito para la
optimizacién de procesos batch con especificaciones de punto final se propone como
una forma de definir una politica 6ptima de funcionamiento con una alta probabilidad
de obtener el resultado deseado. La metodologia propuesta basada exclusivamente en
datos, resulta muy atractiva para procesos innovadores para los cuales sus principios
fundamentales y leyes constitutivas no se encuentran disponibles para el desarrollo de
modelos. El algoritmo de la Figura 2.1 recurre a un criterio compuesto para el disefio
experimental éptimo con el fin de equilibrar la precision paramétrica con la
probabilidad de éxito. Como resultado, el algoritmo desarrollado reduce
sistematicamente la zona de operacion para garantizar altas probabilidades de éxito en
el logro de las condiciones finales, a la vez que se mejora el modelo de superficie de
respuesta de la probabilidad de éxito.
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Se debe notar, que en el caso de que hubiera mas de una regién reducida de operacién
con alta probabilidad de éxito, el algoritmo propuesto encontrard sélo una de estas
regiones. En este caso, debido a las aproximaciones realizadas a lo largo del
procedimiento de optimizacién, no se puede garantizar que la RO!/ hallada sea
precisamente la de mayor probabilidad de éxito (es decir, que sea el éptimo global).

El método propuesto ha sido testeado in silico en dos casos de estudio muy conocidos,
con el objeto de evaluar su desempefio: acetoacetilacién de pirrol con diqueteno y
polimerizacidn por emulsion de estireno, han sido abordados con resultados
alentadores.

Con este fin, se han afiadido en ambos casos de estudio, niveles significativos de
variabilidad intrinseca para simular la incertidumbre respecto al comportamiento del
proceso. Vale la pena sefialar que el algoritmo propuesto puede determinar una
politica dptima con una alta probabilidad de éxito en la mayoria de los casos. Como es
de esperarse, cuando la variabilidad intrinseca del proceso es demasiado alta como
consecuencia de las variables no controladas, la region oOptima de operacion
determinada tendrd asociada una probabilidad de éxito sensiblemente menor.

Nomenclatura

Simbolos
C,, Concentracién de diqueteno en la corriente de alimentacién [mol/L]
C Concentracién de la especie i [mol/L]
Dy D-eficiencia de un disefio ¢ respecto del disefio £}
el Numero maximo de iteraciones del bucle externo
ep Numero de puntos experimentales asignados por el disefio experimental en

cada bucle interno

f (t) Velocidad de alimentacién [L/min]

il Numero maximo de iteraciones del bucle interno

LB/UB | Vectores de limites inferiores/superiores para una dada ROI

LB, /UB, | Limites inferiores/superiores de una variable de entrada w

M(@,f) Matriz de informacion de Fisher

MI Indice de velocidad de fusién [g/min]
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MW, Peso molecular promedio en nimero
MW, Peso molecular promedio en peso
n Numero de puntos experimentales en un disefio experimental
N, Numero total de particulas de la poblacidn i en el reactor
Py P-eficiencia de un disefio ¢ respecto del disefio £
q Numero de pardmetros en el modelo de superficie de respuesta
r Numero de réplicas a realizar en cada punto experimental
ROI Regién de interés para optimizacién
SP Porcentaje de variabilidad respecto al comportamiento nominal
t Tiempo (s)
X Matriz de variables de entrada
Xges Punto experimental disefiado por el disefio experimental
X, Politica optima de la iteracion k* del bucle interno
X Politica optima de la iteraci6n " del bucle externo

Simbolos griegos

Constante de mezcla

[24

0, Vector de parametros del modelo de superficie de respuesta
A Momento jt de la cadena de polimero viva de la especie i

! Momento jt de la cadena de polimero muerta de la especie i

Volumen de reactor [L]

Criterio de interrupcion del bucle interno

Criterio de interrupcion del bucle externo

Disefio experimental

Disefio experimental D-6ptimo

& Disefio experimental P-6ptimo

ﬂ(xi) Probabilidad de éxito de una dada condicion de operacion
72'((9; x) Modelo de superficie de respuesta de la probabilidad de éxito
c Resistencia a la traccion [psi]

o Criterio de disefio compuesto
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3 DISENO DEL PROCESO DE PRODUCCION
DE SPIONs

En este capitulo se presenta un analisis bibliografico resumido de los métodos
disponibles de sintesis y recubrimiento de SPIONs, y en base a ello se trazan las
directrices para el disefio de una nueva sintesis que pueda ser escalable y
reproducible. Se disefian, desarrollan y ensayan experimentalmente cuatro rutas
alternativas de sintesis de SPIONs que logran cubrir las falencias actuales de
produccién en cuanto a la escalabilidad del proceso.

3.1 Modelo conceptual de diseno de producto: Planteo del Sub-
problema 3

Como se ha presentado en el Capitulo 1, el disefio de productos innovadores dentro
del marco del modelo conceptual propuesto por Bernardo y Saraiva® se desglosa en 3
sub-problemas: inversién de la funcién de calidad, inversién de la funcion de
propiedad e inversion de la funcion de proceso. Los dos sub-problemas iniciales se han
abordado en la literatura existente sobre SPIONs, y es el tercero el que interesa
particularmente en esta tesis. Este sub-problema 3 implica proponer un nuevo proceso
de sintesis (configuracion del proceso y disefio equipos) e identificar los valores de las
variables de operacién que permitan la produccion reproducible se SPIONs con las
especificaciones para aplicaciones biomédicas. En el presente capitulo, se intenta
resolver la primera cuestidon en lo que respecta a este sub-problema: disefiar un nuevo
proceso de produccion de nanoparticulas superparamagnéticas que cumpla con los
requerimientos de proceso y especificaciones de producto. Mdas adelante se
presentara el anadlisis de propiedades del producto obtenido (Capitulo 4) y andlisis de
variables en busca de una politica de operacidon éptima (Capitulo 5), con lo que se
completa el desarrollo del sub-problema 3, presentando de manera completa el
proceso que da lugar al producto buscado.

3.2 Meétodos de produccidon de nanoparticulas superparamagnéticas
El uso de materiales nanométricos ofrece muchas ventajas debido a su tamano y

propiedades fisicas, y teniendo en consideracion la gran cantidad de aplicaciones de
estas nanoparticulas magnéticas (en biomedicina, ingenieria, ciencias de los



materiales, ciencias ambientales, entre otras), se debe poner especial atencién al
método de preparacion de las particulas.2 La sintesis de nanocristales de tamano
uniforme es de gran importancia debido a que muchas de las propiedades de estos
nanocristales dependen fuertemente de sus dimensiones, forma y composicion. La
sintesis de nanoparticulas superparamagnéticas es un proceso complejo debido a su
naturaleza coloidal, dénde las nanoparticulas deben conservar sus caracteristicas de
forma y tamaiio dispersas en una fase acuosa. El desafio consiste en definir un
procedimiento de sintesis y sus respectivas condiciones de operacién que conduzcan a
la produccién de una poblacién monodispersa de nanoparticulas magnéticas de
tamano y composicion compatibles con las propiedades deseadas. A su vez, se busca
gue la ruta de sintesis permita obtener SPIONs con propiedades reproducibles a
distintas escalas de produccidon. Ademas, es deseable que el método de produccién no
requiera de procedimientos complejos de purificacion (tales como |Ia
ultracentrifugacion, cromatografia de exclusidon por tamafio, filtracién magnética o
gradiente de campo magnético) de modo que pueda ser escalado garantizando las
propiedades de uso final del producto.s’4

Diversos métodos de sintesis de nanoparticulas superparamagnéticas de éxido de
hierro (SPIONs) han sido discutidos y desarrollados y se encuentran disponibles en la
literatura, incluso muchos reportes describen eficientes enfoques de sintesis para la
produccion de forma controlada de nanoparticulas estables, biocompatibles vy
monodispersas. Si bien se han podido sintetizar nanoparticulas monodispersas con
algunos de estos métodos, un control preciso del tamafio, forma y caracteristicas de
superficie, aun sigue siendo un desafio. El disefio de un procedimiento completo de
sintesis debe contemplar pardmetros de costos y eficiencias del proceso,
reproducibilidad de sus propiedades, estabilidad y biocompatibilidad.z’s_8 Otro desafio
gue concierne a la produccién de nanoparticulas es la proteccidn contra la corrosién, y
para ello, es importante establecer las estrategias de proteccién adecuadas mediante

diversos recubrimientos.”*°

Entre los procesos de sintesis de nanoparticulas, los mas comunes que se pueden citar

son: co-precipitacion, descomposicién térmica, hidrotermia, microemulsiéon y

7,8,10-12

ultrasonido. Ademas, existen otros métodos de sintesis menos habituales, como

son: via electroquimica, técnicas de pirolisis laser, sintesis en solucion plasmatica,

procesos sol-gel y utilizacién de microondas, micro- y nano-reactores, entre

7,8,11,13

otros. Entre los métodos menos convencionales, podemos mencionar la sintesis

"verde" utilizando extractos de plantas, o el uso de microorganismos (por ejemplo,

11,13

bacteria Magnetotatic o bacterias reductoras de hierro). Entre todos estos

métodos de sintesis, la co-precipitacidon es uno de los procesos mds convencionales
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para la sintesis de magnetita o maghemita, mediante la reaccion de iones Fe(lll) y Fe(ll)
en un medio alcalino.®

Los principales caminos de sintesis de SPIONs se pueden clasificar segljn:14

(1) Métodos fisicos: deposicion en fase gaseosa vy litografia por haz de electrones. Sin
embargo, estos métodos, estan inhabilitados al control del tamafio de particula para
garantizar que el mismo se encuentre dentro de la nanoescala.

(2) Métodos humedos quimicos: sintesis sol-gel, métodos de oxidacion, co-
precipitacién quimica, reacciones hidrotermales, sintesis por flujo de inyeccidn,
métodos electroquimicos, métodos de fase vapor/aerosol, reacciones de
descomposicidon por ultrasonido, métodos de fluido supercritico y sintesis con
nanoreactores.

(3) Métodos microbianos: resultan en general simples, versatiles y eficientes, con
apreciable control sobre la composicidon y geometria de particulas.

3.2.1 Co-precipitacion

La precipitacién de sales de hierro es probablemente la via mas utilizada de
preparacion de SPIONs. Tipicamente, los 6xidos de hierro se preparan mediante la
adicién de una mezcla de sales férricas y ferrosas a una solucion alcalina.
Generalmente, la reaccion para la formacién de Fe;0,4 se puede escribir como:

Fe™+ + 2Fe> + 80OH > Fe30,4y + 4H,0

Asi, la co-precipitacion es la via mas facil y econdmica de sintetizar nanoparticulas de
6xidos de metalicos a partir de soluciones acuosas de sales M**/Fe** (M** = Fe?*, Co™,
Ni%*, Zn**, Mn?*) afiadidas a una base (NH4OH, NaOH, Na,CO3) bajo atmdésfera inerte, a
temperatura ambiente o a temperaturas elevadas. La distribucién del tamafio, la
forma y composicion de nanoparticulas magnéticas dependen del tipo de sal que se
usa (por ejemplo, cloruros, sulfatos, nitratos, percloratos, etc.), del valor de pH, la
temperatura de reaccién, la relacién M2+/Fe3+, la fuerza idénica del medio, la presencia
de especies oxidantes y demds pardmetros de reaccidon (por ejemplo: velocidad de

agitacion, caudal de alimentacion de reactivos, etc.).”*

El proceso de co-precipitacion es un método para obtencién de SPIONs por
cristalizacidn, y se caracteriza por una fase inicial de nucleacidn, seguida de una fase de
crecimiento de los cristales, siendo esta ultima la responsable de la forma de la
particula, el tamafio y la dispersién de tamafios. Idealmente, se pueden formar
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nanoparticulas monodispersas a través de una nucleacién uniforme, seguida por el
crecimiento de los cristales, sin la ocurrencia de nuevas nucleaciones en esta segunda
etapa.>'%1®

El método de co-precipitacidon tiene la ventaja de ser facil de implementar y de
permitir la produccién de grandes cantidades de nanoparticulas si se utilizan las
condiciones adecuadas. Ademds, una vez que se establecen y mantienen las
condiciones de sintesis (mezclado, pH, temperatura, concentraciones de los reactivos,
etc.), las caracteristicas de las nanoparticulas de magnetita son totalmente
reproducibles. Sin embargo, las particulas preparadas por co-precipitacién son
generalmente polidispersas, y esta condicidn no es ideal para muchas aplicaciones, por
lo cual en algunos casos se requiere una seleccion de tamafio secundaria. Las
principales desventajas de este tipo de sintesis son: el alto valor de pH del medio de
reaccion, el cual debe ser correctamente ajustado, tanto en la sintesis como en las
etapas de purificacién; y las limitaciones para lograr un producto de composicion

uniforme y tamaiio monodisperso.s’“’17

El método mas comun de sintesis de SPIONs fue presentado por Massart™®, y consiste
en la adicién de una solucidn conteniendo iones ferrosos y férricos con estequiometria
1:2, respectivamente, a una solucidn basica en un medio libre de oxigeno, lo que da
lugar a la formacidn de un precipitado negro de nanoparticulas de magnetita esféricas
de tamariios uniformes. Es importante llevar a cabo la sintesis en un medio libre de
oxigeno, ya que de otro modo la magnetita se podria oxidar en el medio de reaccién. El
control de la etapa de crecimiento de los cristales en la ruta de co-precipitacién es el

i = ] 19
paso clave para producir SPIONs de tamafios nanométricos.™*>*>

Se han informado sintesis de nanoparticulas de Fes04 monodispersas y uniformes por
co-precipitacion sin tensioactivos, considerando una relacién molar de Fe'/Fe®* =0.5 y
un pH entre 11 y 13. También, se han descrito rutas eficientes para obtener
nanoparticulas monodispersas en medios de sintesis con sustancias tensioactivas tales
como dextran o polivinilalcohol (PVA), las cuales se pueden afiadir en el medio de
reaccion o pueden agregarse post-sintesis para recubrir las nanoparticulas en una
etapa posterior. Los tensioactivos actian como agente de proteccién para el control de
tamafio de particula y la estabilizacion de las dispersiones coloidales.’

El reto experimental en la sintesis de magnetita por co-precipitacidén se encuentra en el
control del tamafio de particula, su composicién y la distribucidn de tamafio. Es bien
sabido que una breve y rapida nucleacidn, seguida de un crecimiento de particula lento
y controlado es crucial para producir particulas monodispersas. El control de estos
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procesos de cristalizacién es por lo tanto la clave en la produccién de nanoparticulas
magnéticas de oxido de hierro monodispersas. Recientemente, se han informado
avances significativos en la preparacién de nanoparticulas de magnetita monodispersa,
de diferentes tamafios, mediante el uso de aditivos organicos y/o agentes reductores.
La seleccion de un tensioactivo adecuado es una cuestién importante para la
estabilizacion de SPIONs.>*%®

3.2.2 Microemulsidon

Las microemulsiones son sistemas termodinamicamente estables formados por dos
liquidos inmiscibles (por lo general, agua y aceite) y un agente tensioactivo. Las gotas
de agua en aceite (W/0) (micelas inversas) o de aceite en agua (O/W) (micelas) son
estabilizadas por agentes tensioactivos cuando se utilizan pequenas cantidades de
agua o aceite, respectivamente. Como tensioactivos se pueden utilizar diversas
sustancias, como ser: dodecilsulfato sédico, bromuro de cetiltrimetilamonio,
polivinilpirrolidona, dietilsulfosuccinato, entre otros. En el caso de las microemulsiones
de agua en aceite, la fase acuosa se dispersa como nanogotas rodeadas por una
monocapa de moléculas de tensioactivo en la fase continua de hidrocarburo. Estas
nanogotas se pueden utilizar como nanoreactores para llevar a cabo reacciones
guimicas. Esta técnica se reporta como un método alternativo y mds controlado de
produccidn de nanoparticulas, y en la misma los iones de hierro se pueden precipitar
como oxidos de hierro en la fase acuosa especificamente situada en el centro de las
micelas. Los éxidos de hierro no precipitan en la fase orgdnica ya que los iones no son
reactivos en esta fase. Mediante la mezcla de dos microemulsiones idénticas de agua
en aceite que contienen los reactivos deseados, las nanogotas chocan, se rompen, se
unen y finalmente forman un precipitado en las micelas. En este sentido, se puede
utilizar una microemulsién como un nanorreactor para la formacién de nanoparticulas.

Inicialmente se suponia que estas nanogotas podrian ser utilizadas como plantillas
para controlar el tamafio final de las particulas. Sin embargo, las investigaciones
realizadas en los Ultimos afios han mostrado que, ademas del tamafio de la nanogota,
otros parametros juegan un papel importante en la distribucién de tamaiio de las
SPIONs, como ser la relacién molar entre agua y tensioactivo o la concentracion de
reactivos. En los Ultimos anos se han realizado diversos estudios para comprender la
cinética y los mecanismos de reaccion en soluciones coloidales, asi como la sintesis
controlada de nanocristales con diferentes tamafios y forma utilizando un enfoque de
micelas inversas. Aunque muchos tipos de nanoparticulas magnéticas han sido
sintetizadas con relativo éxito en una de forma controlada utilizando el método de
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microemulsién, el tamafio y la forma de las particulas suelen variar en un intervalo
considerablemente amplio y por tanto no es un método que garantice la
reproducibilidad de las propiedades de uso final. Por otra parte, el rendimiento es
menor que el obtenido por otras estrategias de sintesis tales como co-precipitacion o
descomposicion térmica. Ademas, se requieren grandes cantidades de disolvente con
el fin de obtener cantidades apreciables del producto. Estos problemas hacen que sea
dificil de escalar el proceso.>*710:1115-17,20-26

3.2.3 Descomposicion térmica

Nanocristales magnéticos monodispersos, de tamafios y forma controlados, pueden
ser sintetizados a través de la descomposicién térmica de compuestos
organometalicos disueltos en solventes organicos de alto puntos de ebullicién,
conteniendo sustancias tensioactivas como estabilizantes. Los precursores
organometalicos incluyen acetilacetonatos metalicos [M(acac),], (M = Fe, Mn, Co, Ni,
Cr, n = 2 0 3, acac = acetilacetonato), metales de N-nitrosofenilhidroxilamina [M*A,],
(M = i6n metalico, A = N-nitrosofenilhidroxilamina), o carbonilos. Las moléculas de
tensioactivo tienen la funcién de estabilizar la dispersion de los nanocristales y de esta
forma controlar también su crecimiento. Los agentes tensioactivos comiUnmente
utilizados son: dacidos grasos, acido oleico y hexadecilamina. En principio, las
proporciones de los reactivos de partida que incluyen compuestos organometalicos,
tensioactivos y disolventes, son los parametros decisivos para el control del tamafio y
la morfologia de las nanoparticulas magnéticas. De igual modo, la temperatura de
reaccion y el tiempo de reaccién también pueden ser cruciales para el control preciso
del tamafio y la morfologia de las SPIONs. Aunque este método tiene muchas ventajas
para la produccién de particulas monodispersas con una distribucion de tamano
estrecha, el mismo presenta la gran desventaja de que los nanoparticulas resultantes
generalmente sélo se disuelven en disolventes no polares, y ademads, la
descomposicion térmica es un proceso que generalmente requiere de temperaturas

. . s . 2,7,8,10,11,15,16
relativamente altas y un proceso de produccién complicado.?”#1%111>

3.2.4 Hidrotermia

Los métodos de descomposicién térmica y de microemulsidn por lo general conducen
a un proceso complicado o requieren temperaturas relativamente elevadas. Como
alternativa, la sintesis por hidrotermia incluye tecnologias quimicas humedas de
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cristalizacién de la sustancia en una soluciéon acuosa, contenida en un recipiente
cerrado, a alta temperatura (generalmente en el intervalo de 130 a 250 ° C) y a alta
presion de vapor (generalmente en el intervalo de 0.3 a 4 MPa). Varios autores han
descrito la sintesis de nanoparticulas de éxido de hierro por el método hidrotérmico y
hay dos métodos principales en funcién de utilizar o no tensioactivos especificos. El
método hidrotermal es el mas antiguo para la sintesis de magnetita, donde
precursores de hierro en medio acuoso se calientan a alta temperatura. Aprovecha la
solubilidad de casi todas las sustancias inorgdnicas en agua a temperaturas y presiones
elevadas, asi como la posterior cristalizacion del material disuelto. El agua a
temperaturas elevadas juega un papel esencial en la transformacién de iones
precursores, debido a que la presidon de vapor es mucho mayor y la estructura del agua
gque es diferente a temperaturas elevadas. Las propiedades de los reactivos,
incluyendo su solubilidad y reactividad, también cambian a altas temperaturas. Gracias
a estas peculiaridades, este método produce una amplia gama de nanocristales, que
no es posible obtener a bajas temperaturas. Durante la sintesis, los parametros tales
como la presidén, la temperatura y tiempo de reaccidon, pueden ajustarse para
mantener una elevada velocidad de nucleacidn que proporciona una estrecha
distribucion de tamano. Recientemente, este método se ha extendido al uso de
microondas para la sintesis de SPIONs. También se utiliza como proceso posterior a la
sintesis mediante co-precipitacién, para lograr nanoparticulas monodispersas de
tamano nanométrico y controlado. Este método produce SPIONs de tamaiios
uniformes y es escalable industrialmente, sin embargo es una técnica relativamente

. , . , sae 10,11,1
inexplorada para la sintesis de nanoparticulas magnéticas.” %

3.2.5 Ultrasonido

Como alternativa competitiva, la sintesis por ultrasonido ha sido utilizada para generar
nuevos materiales con propiedades especiales. Los efectos quimicos del ultrasonido
surgen de la cavitacién acustica, es decir, la formacidn, el crecimiento y colapso de las
burbujas que implosionan en el seno del liquido. El colapso de la burbuja genera un
punto caliente localizado, mediante la compresion adiabatica o la formacién de ondas
de choque dentro de la fase gaseosa de la burbuja que colapsa. Esta formacion,
crecimiento y colapso de las burbujas en un liquido puede favorecer a muchas
reacciones quimicas. Por lo tanto, este método ofrece caracteristicas muy atractivas
para la preparacion de nanoparticulas con diferentes morfologias y composiciones. Las
condiciones que tienen lugar en los puntos calientes han sido determinadas
experimentalmente, y se ha comprobado que las temperaturas transitoriamente
pueden elevarse hasta los 5000 K, las presiones pueden localmente alcanzar las 1800
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atm y las velocidades de enfriamiento pueden ser de hasta 1010 K/s. Estas condiciones
extremas resultan beneficiosas para la formacion de una nueva fase, y tienen un efecto
del tipo cizalla que impide la aglomeracién, lo cual es muy conveniente para preparar
nanoparticulas monodispersas y de una gran variedad de formas. Sin embargo, este
método enfrenta dificultades para ser escalado industrialmente por la imposibilidad de

. . . . 7,11,20
aplicar eficazmente el ultrasonido a grandes volimenes. >’

3.3 Métodos de recubrimientos de SPIONs

Las nanoparticulas magnéticas de oxidos de hierro tienen superficies hidréfobas y una
alta relacion superficie-volumen, por lo que en ausencia de un revestimiento
superficial adecuado, las interacciones hidrofobas entre ellas hacen que se agreguen
formando grandes racimos lo que disminuye su superficie especifica y aumenta el
tamano efectivo. Por otro lado, en vista del interés en aplicaciones bioldgicas, las
nanoparticulas de 6xidos de hierro deben recubrirse con determinadas biomoléculas
con el fin de mejorar su biocompatibilidad. Los recubrimientos con polimeros
organicos ofrecen aplicaciones de alto potencial en varias areas, como ser la medicina
humana, ya que permiten conservar las propiedades magnéticas de los oxidos de
hierro a la vez que brindan una superficie biocompatible, hidréfila y biodegradable.
Ademads, los compuestos moleculares organicos pueden proporcionar un grupo
funcional reactivo, como por ejemplo, grupos aldehido, hidroxilo, carboxilo, amino,
etc., los cuales pueden vincularse a una sustancia bioldgica activa tal como un
anticuerpo, antibidtico, proteina, ADN, enzima, etc., que permite utilizar SPIONs coma
“carriers”. Generalmente, las estructuras de estos nanocompuestos, entre SPIONs vy
polimeros de recubrimiento incluyen, un ndcleo de magnetita y una envoltura
organica, y pueden clasificarse en: nucleo-cdscara, matriz y cdscara-nucleo-céscara,
como se muestra esquematicamente en la Figura 3.17

® B

Mosaic Shell Core
Core-Shell |—.. Matrix Shell, -Core-Shelly,

Figura 3.1: Estructuras representativas de nanoparticulas magnéticas de éxidos de
hierro funcionalizadas con recubrimientos organicos.’

El polietilenglicol (PEG) es uno de los polimeros hidréfilos e hidrosolubles mas
importantes, ya que también es biocompatible y biodegradable. El empleo del PEG ha
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sido aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) para aplicaciones
parenterales, en un rango de pesos moleculares entre 1 y 20 kDa, debido a sus
caracteristicas de biocompatibilidad y toxicocinética. Por su naturaleza
hemocompatible, no-antigénico y no inmunogénico, es de esperar una reaccién
biolégica pequeia o despreciable mediante la aplicacién de PEG en las superficies con
contacto directo con el torrente sanguineo.16 Ademas, el recubrimiento de SPIONs con
PEG minimiza la absorcién de proteinas en la superficie de las nanoparticulas
magnéticas aumentando su circulacién sanguinea. Las nanoparticulas magnéticas
recubiertas con PEG se preparan usando diferentes materiales de anclaje superficial

como ser fosfolipidos, co-polimeros v silice.*>*"2*

Existen en la literatura, diversos procedimientos de incorporacién de PEG a la
superficie de las nanoparticulas de magnetita. Muchos de estos métodos implican gran
cantidad de etapas o engorrosas técnicas experimentales, las cuales no resultan
apropiadas para una aplicacién a escala industrial del proceso de “pegilado”. Se citan a
continuacion algunos casos, a modo de ejemplificar y comprobar esta afirmacion:

e Por ejemplo, una técnica de recubrimiento con PEG implica, una vez obtenida la
nanoparticula de Fe304: continuar con la agitacién, enfriar el medio, eliminar el
disolvente por decantacién magnética, realizar varios lavados con agua para
eliminar residuos, afiadir una solucién acuosa de PEG, sonicar, eliminar el
sobrenadante por centrifugacién, volver a lavar el producto con agua y secar a
temperatura ambiente.”’

e Otra metodologia incluye: oxidar las SPIONs con nitrato férrico, peptizar en acido
nitrico, y resuspender las nanoparticulas en agua, silanizar mediante un contacto de
12 horas con (3-aminopropil)trietoxisilane (APTES), lavar, volver a peptizar en agua
a pH=3, pegilar con un contacto de 24 horas con PEG activado y purificar por didlisis
contra agua.”®

e Otro método involucra: centrifugar los precipitados de nanoparticulas y lavar con
agua varias veces, dispersar en agua desionizada, mezclar con PEG mediante
agitacién por 24 horas, recoger los precipitados mediante un iman permanente,
lavar varias veces para eliminar el PEG en exceso y secar en horno.”

e Otra técnica de recubrimiento incluye: tratar las superficies con iones citrato
incubando durante una hora con solucién de acido citrico a 90 °C durante 60 min
con agitacién continua, luego enfriar, lavar varias veces con agua desionizada,
centrifugar, volver a lavar, disolver la solucién obtenida en solucién tamponada con
fosfato a pH=8, afiadir PEG, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiamida HCl y N-
hidroxisucciniamida, agitar durante 24 horas, ultrafiltrar y lavar varias veces con
agua desionizada.*
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e Y otra técnica muy comun de recubrimiento implica un paso previo de silanizacién,
lo cual comprende: diluir las nanoparticulas con (3-aminopropil)trimetoxisilane y
metanol, mezclar durante 12 horas, afadir glicerol, evaporar para eliminar el
metanol y el agua, deshidratar en vacio durante 2 horas, lavar tres veces con
agua/acetona, agregar agua, disminuir lentamente el pH con &cido nitrico con
agitacién vigorosa, incorporar PEG activado, agitar durante 24 horas, purificar por
dialisis contra agua repitiendo el procedimiento cada 4 horas, un total de 5 veces.!

Como puede verse, las técnicas de recubrimientos disponibles estan muy lejos de
poder ser adaptadas a una escala industrial, ya que a su vez debe tenerse en cuenta
gue todas las etapas deben realizarse en atmdsfera libre de oxigeno. Por ello, nos
focalizamos en el disefio de una sintesis mas simple y escalable para incorporar el PEG
a las superficies de las nanoparticulas de éxidos de hierro.

3.4 Diseiio de una nueva sintesis de produccion de nanoparticulas

3.4.1 Andlisis y seleccidn de sintesis

Entre los métodos mas tradicionales de sintesis de SPIONs, los cuales fueron descriptos
brevemente en este capitulo, puede afirmarse que cada uno de ellos presenta ventajas
y desventajas respecto a su efectividad para producir de manera reproducible SPIONs
gue satisfacen las propiedades de uso final. En términos de control de tamano y
morfologia de las nanoparticulas producidas, la descomposicién térmica y la ruta por
hidrotermia demuestran ser los procedimientos mas adecuados, pero ambos
involucran procesos complejos de sintesis, son procedimientos poco estudiados desde
el punto de vista del disefio del proceso y requieren de altas temperaturas y presiones
de operacién. Por su parte, la descomposicidn térmica y la microemulsiéon no permiten
la sintesis de particulas solubles en agua (propiedad necesaria para la utilizacién de las
nanoparticulas para aplicaciones biomédicas). Por otro lado, la hidrotermia puede ser
utilizada, en caso de requerirse, como segunda etapa de un proceso previo de sintesis
por co-precipitacién, para dar lugar a nanoparticulas de tamafio controlado y
monodispersas.

Para la obtencién de nanoparticulas solubles en agua y biocompatibles, la co-
precipitacién es la ruta de sintesis mas adecuada y mayormente utilizada, si bien
presenta problemas respecto al control de tamafo de particula y formacién de
agregados de particulas. En este trabajo de tesis, utilizaremos la co-precipitacién como
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ruta de sintesis, ya que importa particularmente el hecho de obtener un producto
biocompatible y apto para el uso en medicina humana, a la vez que se pretende
disefiar un proceso simple de produccién, que pueda ser escalado a nivel industrial.
Entonces, se busca lograr una sintesis basada en la co-precipitacion, pero sin utilizar
sales de cloruros como reactivos, de modo de facilitar la escalabilidad del proceso.
Asimismo, se pretende estudiar y evaluar la nueva estrategia productiva de modo de
garantizar la reproducibilidad y ajustar los parametros del proceso con el objetivo de
lograr un producto que cumpla con los requerimientos para su uso en particular como
vector de drogas oncoldgicas.

3.4.2 Nueva ruta de sintesis de SPIONs

Para lograr una sintesis de produccion acorde con las caracteristicas que se
enunciaron, es necesario hallar una via de sintesis de SPIONs que no incluya en el
proceso la utilizacion de cloruros, debido a que los mismos implicarian un problema a
la hora de escalar el proceso, por el hecho de que resultan corrosivos. Para ello se
propone una nueva ruta de sintesis, incluyendo una etapa previa en la cual se produce
una reaccion de oxido-reduccion, la cual da lugar a los iones ferrosos y férricos en la
relaciéon y cantidad correspondiente al proceso tradicional de sintesis y con una
estequiometria ajustada a la reaccidon de formacién de magnetita (FeJ'Z/Fe+3 =1/2). En
otras palabras, se plantea una forma de llegar a obtener las concentraciones de los
reactivos en proporcion estequiométrica (como lo requiere la sintesis de magnetita)
pero por una via redox, en reemplazo a la utilizacion de sales de cloruro.

La alternativa propuesta consta de una etapa redox inicial, a partir de nitrato férrico
[Fe(NOs)s] y sulfato ferroso [FeSO4] que dan lugar a los iones ferrosos y férricos en las
concentraciones requeridas para la reaccion de sintesis de magnetita. Se considera que
en una solucién de nitrato férrico y sulfato ferroso, la acciéon oxidante del nitrato
oxidara a los iones ferrosos provenientes del sulfato ferroso formando mas iones
férricos (obteniendo entonces una cantidad de iones férricos correspondientes a los
gue provenian del nitrato mds los provenientes de la oxidacién). Se presenta a
continuacion la reaccion redox esperada en la solucién liquida:

Oxidacién Fe? —»Fe+1e E°o=-0.77 v
Reduccion 2H"+NO3 +2 e —» NO, + H,0 E°eq=+0.8 v
2 Fe? +2 H" + NOs —» NO, + H,0 + 2 Fe*? Enn=+0.03v
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Para evaluar la velocidad de esta reaccién bajo condiciones ambientales, se analiza la
constante de equilibrio:

0.0592

BN = - n@=£° 2222 10gQ

Ddnde: F=96497 C/mol
R =8.314 j/mol.K = 8.314 v.C/Mol.K

Cuando la reaccién quimica alcanza el equilibrio se verifica que:
E=0
Q=K

n.E0 2.0.03
K =100.0591 —=1(00.0591 =10,36

La constante K permite evaluar la velocidad de las reacciones redox involucradas en la
ruta de sintesis. Si la K es elevada (mayor que 10) indica que la reaccion es rapida y se
desplaza hacia los productos, tal como ocurre entonces en este caso y como se ha
comprobado experimentalmente. En una condicién tipo estandar podria suponerse
entonces, que los iones nitratos oxidaran a los iones ferrosos a iones férricos,
guedando ademas en solucién iones sulfato sin reaccionar. La magnitud de la
constante de equilibrio correspondiente habilitaria a asumir que, una vez completada
la reaccion de éxido-reduccion, los nitratos se encontraran mayoritariamente como
nitritos no quedando en solucidn moles oxidantes en cantidades significativas. Se
ajusta la estequiometria de la reaccidon redox, de modo de obtener al final de la misma,
la cantidad de iones ferrosos y férricos correspondientes para la sintesis de magnetita.

La magnetita se sintetiza agregando gota a gota la solucién de sales Fe*’/Fe™ a una
solucion fuertemente alcalina, de pH constante (pH = 11-13), siguiendo la siguiente
reaccion de formacioén:

2 Fe” + Fe™ + 8 OH — > Fe30, 4+ 8 H,0

En la sinteis propuesta en esta tesis, como fuente de oxhidrilos se propone el uso de
hidroxido de sodio, en lugar del uso de hidréxido de amonio de las sintesis
tradicionales, ya que el hidréxido de sodio es mas practico y seguro en cuanto a su
manejo, mas aun pensandolo para un posterior escalado a nivel industrial del proceso.

La primera parte de la sintesis (etapa redox) se lleva a cabo en recipientes de vidrio de
laboratorio, en tanto que la segunda etapa (reaccién de formacion de magnetita: etapa
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sintesis) se realiza en un biorreactor, bajo atmosfera de nitrégeno y con control
estricto de pH de reacciéon mediante el agregado de solucién alcalina a medida que el
mismo va disminuyendo como consecuencia de la misma reaccién de sintesis. En la
Figura 3.2 y Figura 3.3 se muestran los elementos y equipos utilizados en la sintesis de
magnetita a escala banco.

El procedimiento general de la nueva ruta de produccién de SPIONs propuesta se
resume de la siguiente manera:

Etapa Redox

a) Se prepara el reactor redox, agregando Fe(NOs)3.9H,0 (sdlido), FeSO4.7H,0
(sélido) y agua destilada. Se lograra después de la reaccién redox, una solucion:
Fe 0.7 M, Fe™ 0.375 M.

b) Se agita la soluciéon con agitacion magnética mientras se produce la reaccién
redox.

Etapa Sintesis

a) Se prepara el reactor de sintesis con una solucién alcalina de pH=12.5. Para ello
se disuelven NaOH en agua destilada, dentro del reactor.

b) Se prepara un recipiente de alimentacién de solucién de NaOH concentrada
(pH=14) para utilizar como solucién reguladora del pH a la largo de la reaccién de
sintesis.

c) Se conectan todos los recipientes, se enciende el agitador en el reactor de
sintesis (200 rpm), se sellan todas las posibles entradas de aire y se comienza a
burbujear nitrégeno en el sistema de modo de generar una atmdsfera libre de
oxigeno, que permita la sintesis de magnetita y a la vez impida la oxidacién de la
misma.

d) Se comienza a alimentar, con caudal lento, la solucion resultante de la etapa
redox al reactor de sintesis Se adiciona la solucidn concentrada de NaOH de
manera automatica para mantener constante el pH en el reactor.

e) Cuando termina la alimentacion de reactivos, se continta agitando durante 15
minutos mas.

Considerando este procedimiento general, se proponen cuatro alternativas de sintesis,
para contemplar la posibilidad de pegilar (incorporar PEG) las superficies de las mismas
o brindar mayor estabilidad a las nanoparticulas en solucién. Las distintas variantes se
pueden enunciar segun:

= RN19: formacién de magnetita desnuda, sin adicién de ningln estabilizante o
tensioactivo.

= RN20: formacién de magnetita incorporando PEG en el reactor de sintesis, con el
objeto de pegilar las superficies de las nanoparticulas, para hacerlas
biocompatibles.

Estefania Colombo 84



= RN21: formacidn de magnetita y pegilacion post-sintesis, mediante una etapa
intermedia de acidificacién del medio, para facilitar la adhesién del PEG a la
superficie de las nanoparticulas.

= RN22: formacion de magnetita incluyendo TMAOH como tensioactivo en el
medio de sintesis, con el objeto de dar mayor estabilidad a las nanoparticulas en
suspension.

Figura 3.3: Reactor de sintesis.

En la Tabla 3.1 se muestran los detalles de cada sintesis, las cantidades utilizadas de
cada reactivo y en qué etapa se adiciona cada uno de ellos.
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Tabla 3.1: Diferentes opciones de sintesis de SPIONs propuestas y evaluadas.

RN19 RN20 RN21 RN22
Redox Fe(NOs)3.9H,0 3.0300 g 3.0300¢g 3.0300 g 3.0300 g
FeS0,.7H,0 19.8082 g 19.8082 g 19.8082 g 19.8082 g
H,O destilada 70 ml 70 ml 70 ml 70 ml
Sintesis NaOH sintesis 28¢g 28¢g 28¢g 28¢g
PEG - 20g - -
TMAOH - - - 7 ml
H,O destilada 700 ml 700 ml 700 ml 693 ml
Recubrimiento HNO; - - 7 ml -
post-sintesis PEG - - 20g -

3.5 Conclusiones

En el presente capitulo se presentd un analisis de las rutas de sintesis de produccion de
SPIONs existentes en la actualidad y se describieron los requerimientos buscados en un
proceso productivo para cumplir con determinadas condiciones tanto de produccion
como del producto final obtenido, ambas descriptas en detalle en el presente capitulo.
Se puede ver de este modo, que no existe hasta la actualidad un proceso que logre
reunir estas condiciones buscadas y por tanto se plantea, en base a un completo
analisis bibliografico, una nueva ruta de produccién de nanoparticulas que intente
satisfacer estas necesidades productivas.

La nueva ruta de sintesis planteada propone una etapa previa de éxido-reduccion para
alcanzar las condiciones estequiométricas requeridas para la sintesis de magnetita,
evitando el uso de sales de cloruro. A partir de alli, se procede con la sintesis habitual,
reemplazando el hidroxido de amonio por hidréxido de sodio como medio alcalino. De
este modo se puede lograr el mismo producto que en las sintesis tradicionales, pero
con un método factible de ser escalado a nivel industrial. Se plantean ademas de la
sintesis de magnetita desnuda, tres alternativas para recubrir (con PEG) o estabilizar en
solucion (con TMAOH) las nanoparticulas obtenidas.

En el siguiente capitulo se analizan los productos obtenidos en cada alternativa de
sintesis propuesta, mediante las técnicas de caracterizacion pertinentes, de modo de
comparar con los productos de sintesis reportados en la literatura sobre SPIONs, y
verificar ademas, que se cumplan las propiedades de uso requeridas e identificar la
composicion del producto obtenido.
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4 PROPIEDADES Y CARACTERIZACION DE
SPIONs

En este capitulo se detallan las principales propiedades de uso final requeridas para las
SPIONs para su aplicabilidad en biomedicina y se describen los principales métodos de
caracterizacién de las mismas. Posteriormente, se exhiben los ensayos realizados a las
SPIONSs, y sus respectivos analisis y conclusiones.

4.1 Propiedades de uso final de SPIONs

Como se ha descripto de manera detallada en el Capitulo 1, existen ciertas
propiedades de uso final que las SPIONs deben cumplir a fin de garantizar su uso en
biomedicina. Por esto, es importante realizar un andlisis detallado en el producto
obtenido mediante la nueva sintesis propuesta, a fin de verificar que se cumplan
dichas propiedades y poder validar entonces la nueva ruta de sintesis propuesta. De
modo de identificar las caracteristicas particulares de las nanoparticulas producidas,
las mismas deben ser analizadas mediante diversas técnicas de caracterizacién que
permiten identificar tanto el compuesto como sus propiedades fisicas y quimicas
particulares, lo cual brinda pautas de que el producto obtenido cumple con las
propiedades de uso final requeridas.

Cuando las nanoparticulas son utilizadas como “carriers” de farmacos se inyectan por

via sistémica en el torrente sanguineo, el tamano, la composicidon y la carga superficial

son los tres parametros importantes para su comportamiento en el flujo de sangre.l_3

Entonces, se detallan brevemente a continuacion las tres propiedades mas

importantes que debe satisfacer el producto final, que corresponden a:

v' Tamafio: Debe estar comprendido entre los 10 y los 100 nm, de modo de evitar que
las SPIONs sean atrapadas por el sistema reticuloendotelial (RES), y a fin de permitir
su difusidon a través de tejidos en condiciones patoldgicas pero no a través de
tejidos sanos.’

v" Potencial zeta: La medicién del potencial zeta es un indicador informativo del grado
de estabilidad de una suspensidon coloidal y resulta una herramienta eficaz
ampliamente utilizada para evaluar los efectos de la presencia de agentes activos en

superficie en diferentes sistemas.”*®

El potencial de superficie es considerado
como uno de los pardmetros mas importantes que afectan el equilibrio

interfacial.”®™** En general, una suspensién coloidal con repulsién electrostética se



-~

considera estable cuando el potencial zeta es mas positivo que 30 mV o mas

negativo que -30 my.1711-20

Si bien el pH se puede utilizar para mantener la

estabilidad coloidal de los ferrofluidos, para aplicaciones biomédicas de

nanoparticulas magnéticas se requiere una estabilidad independiente del pH. Esto

se puede obtener si la superficie de las particulas se modifica con moléculas neutras

como PEG para proporcionar repulsién estérica.'?*

v" Composicion: El compuesto magnetita o su forma oxidada maghemita, son los mas
adecuados debido a su biocompatibilidad y estabilidad, y son por las SPIONs mas

comunmente empleadas para aplicaciones biomédicas.*?

Particularmente, para la caracterizacién de las nanoparticulas producidas en esta tesis,
se utilizan las técnicas de: DLS (tamafio y potencial zeta), Raman, FTIR, DRX, TGA y
analisis cualitativos correspondientes; si bien se describen todas aquellas técnicas
pertinentes y utilizadas de caracterizacién de las mismas. Mediante la evaluacién de
las propiedades con estas técnicas, resulta posible la identificacion del compuesto y
reconocimiento de sus caracteristicas principales a modo de poder comparar con las
nanoparticulas producidas mediante sintesis de bibliografia.

4.2 Caracterizacion de SPIONs

Los estudios mas importantes para caracterizar las SPIONs, incluyen:

v' Medicién del tamafio: mediante dispersién dindmica de luz (DLS, segun sus siglas en
inglés, dynamic light scattering) y microscopia de transmision electrénica (TEM,
segun sus siglas en inglés, transmission electron microscopy);

v' Medicién de potencial zeta: también mediante DLS y andlisis termogravimétrico
(TGA, segun sus siglas en inglés, thermogravimetric analysis);

v’ Identificacién del compuesto: mediante espectroscopia Raman, espectroscopia
infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR, segun sus siglas en inglés, Fourier
transform infrared spectroscopy), difraccién de rayos X (DRX, o XRD, segun sus
siglas en inglés, X-ray diffraction) y analisis cualitativo del color;

v' Medicién de propiedades magnéticas: mediante dispositivo superconductor de
interferencia cuantica (SQUID, segun sus siglas en inglés, superconducting quantum
interference device), magnetémetro de muestra vibrante (VSM, segun sus siglas en
inglés, vibrating sample magnetometer) y andlisis cualitativo de
superparamagnetismo.
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4.2.1 Medicidon de tamano

4.2.1.1 DLS

La técnica de dispersion dindmica de luz (DLS) es uno de los métodos mas
comunmente utilizado para la determinacion del tamafio de nanoparticulas en fase
liquida.>**7%°

determinacion de su tamafo hidrodinamico, el cual tiene en cuenta, segun el caso, la
4,23,24

Esta técnica permite dimensionar la nanoparticula mediante Ia
capa de polimero y/o droga en la superficie de la nanoparticula. Los valores de
didmetro hidrodindmico son considerablemente mayores que los valores del didmetro
observado con TEM debido a que el analisis DLS incluye las capas de solvatacién
(moléculas de agua e iones) de coloides.”” Como ventajas de la utilizacion de esta
técnica, se pueden mencionar el breve tiempo que se requiere para realizar la
medicién y el hecho de que la lectura es automatizada, por lo que el proceso de

2328 ndemds, es una técnica no

medicién es rapido y no requiere de personal calificado.
invasiva, por lo que la muestra se puede emplear para otros fines después de la
medicion. El anadlisis de datos de una medicidn de tamafio en DLS implica el
reconocimiento del tamafio y dispersidn de la muestra, si bien no permite conocer la

. .z . 21,23,25,29,30
cantidad o concentracién de nanoparticulas.?***>%

En la presente tesis, las mediciones en DLS se llevaron a cabo en un equipo Zetasizer
Nano series, modelo Nano —ZS90, de Malvern Instruments, Inglaterra; disponible en el
grupo de Fisicoquimica de la Facultad de Ingenieria Quimica - INCAPE. En la Figura 4.1
se muestra una imagen del equipo. Las muestras a medir, son previamente sometidas
a ultrasonido durante 5 minutos, en un lavador ultrasénico marca TESTLAB, modelo
tb04.

En las mediciones del equipo se entiende que un Unico pico indica distribucién
monomodal de las particulas y si el pico es angosto corresponde a una distribucion de
tamano de particula estrecha lo cual es importante para la estabilidad coloidal. Cuando
se trata de una muestra con particulas de tamafos muy variados (distribuciones bi o
polimodales), el calculo del didmetro promedio de particula resulta irrelevante.?

Los resultados de tamafios hidrodinamicos obtenidos en las mediciones de DLS de las
SPIONSs producidas con las sintesis propuestas y conservadas en su solucion de sintesis,
se reflejan en la Tabla 4.1 y en la Figura 4.2. La ruta de sintesis RN19, en la que se
producen SPIONs de magnetita desnuda (sin recubrimiento alguno) se obtienen
tamanos hidrodinamicos menores, en tanto que las rutas de sintesis que producen
magnetita recubiertas con PEG presentan tamafos mayores. La ruta de sintesis RN22,
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gue utiliza TMAOH como estabilizador de las SPIONs, proporciona nanoparticulas con
un tamano mayor que las SPIONs desnudas y menor que las SPIONs recubiertas con
PEG.

Figura 4.1: Equipo Zetasizer de Malvern Instruments.

A su vez, se testean dos modos de conservacion de las nanoparticulas en soluciones
diferentes al medio de sintesis. Una de las técnicas es la conservacion en solucion de
TMAOH 0.01 M y la otra consiste en la conservacién en solucién de NaOH 0.1 M. Los
resultados de estas mediciones se reflejan también en la Tabla 4.1. Como puede
observarse, la conservacion en solucion de NaOH es muy atractiva ya que en esta
solucién alcalina se conservan en gran medida tamafos adecuados de las SPIONs, en
tanto que la conservacién en solucion de TMAOH no ofrece una buena alternativa de
conservacion.

Tabla 4.1: Tamafios y distribuciones obtenidos para cada ruta de sintesis propuesta.

Diametro hidrodindamico [nm] - Porcentaje de SPIONs con dicho tamaiio [%]

intesi
Slmesis En solucidn de sintesis  Conservadas en TMAOH 0.01 M  Conservadas en NaOH 0.1 M

RN19 79.29 (100 %) 222.6 (100 %) 245.3 (100 %)

RN20 216.4 (100 %) 232.5 (100 %) 209.7 (100 %)

RN21 454.7 (100 %) 798.3 (88.1 %) 202.9 (100 %)

107.4 (11.9 %)
RN22 313.8 (100 %) 286.9 (98.8 %) 572.5 (100 %)
5364 (1.2 %)
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La microscopia por transmision electrénica (TEM) se utiliza para observar el tamafio

4.2.1.2 TEM

medio de particula, la distribucién de tamafio y la morfologia de las SPIONs. El tamaiio
y la distribucidon del tamafo se determinan utilizando un software de analisis de

31737 E| andlisis de imagenes TEM brinda el verdadero didmetro de las

imagenes.
particulas, a diferencia del andlisis DLS que sdélo proporciona el radio hidrodindmico.”®
Esta técnica es una de las herramientas analiticas mds potentes para determinar
tamanos de nanoparticulas y su morfologia, proporcionando informacién uatil para
estimar la distribucion de tamanos, asi como detalles de la estructura de nucleo-
corteza. La desventaja de este método, es el pequeiio rango de tamafios que pueden
ser medidos. En la Tabla 4.2 se muestran los rangos de aplicacidon aproximados de los
métodos de caracterizaciéon de tamafio de nanoparticulas. Se menciona la técnica por
ser una de las utilizadas para este tipo de andlisis de SPIONs, si bien las muestras de
esta tesis no se midieron mediante esta técnica, debido a que no se tuvo disponibilidad

del equipo correspondiente.

Figura 4.3: Microscopio de transmisién electrénica.*®

Tabla 4.2: Técnicas analiticas comunes para determinacién de tamano de
nanoparticulas.23

Técnica Rango de tamafio aproximado con el cual trabaja
DLS Inm-=5pum
TEM 0.5nm—-1pum
Microscopia de fuerza atomica I1nm-1pum
Microscopia de campo oscuro 5 nm —200 nm
Medicion termomagnética 10 nm =50 nm
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4.2.2 Medicidn de caracteristicas de superficie

4.2.2.1 Potencial zeta

La aglomeracion y la estabilidad de las dispersiones de particulas se determinan
mediante la suma de las fuerzas atractivas y repulsivas entre las particulas individuales.
La atraccion entre particulas es debida a la fuerza de Van der Waals, en tanto que la
repulsion es debida a fuerzas electrostaticas resultantes de la interaccién de la doble
capa eléctrica que rodea a cada particula. Cuando las particulas estan recubiertas por
polimeros, debe ser incluida una fuerza de repulsidn estérica. Las dos propiedades
importantes de la doble capa eléctrica son el potencial zeta y el espesor de la misma.
Un aumento en cualquiera de los dos resultard en un aumento de la interaccion
repulsiva electrostatica. Mediante la medicidn del potencial zeta a distintos valores de
pH, se pueden construir las curvas de potencial zeta en funcién del pH, que permiten
visualizar las caracteristicas de superficie, considerando la posible adsorcion o no del
recubrimiento (PEG) sobre la nanoparticula de magnetita.29

Las mediciones realizadas de SPIONs en este caso se realizan en el equipo Zetasizer
descrito anteriormente, y de igual forma, antes de cada medicidon se somete a las
muestras a ultrasonido durante 5 minutos. El pH se ajusta en los diferentes valores
requeridos para el armado de la curva, mediante la adicion de acido nitrico (HNO3)
para acidificar e hidréxido de potasio (KOH) para alcalinizar.®%%
potencial zeta permiten identificar el punto isoeléctrico de las SPIONs, que

Las mediciones del
corresponde al pH al cual el potencial zeta es igual a cero.’

En la Figura 4.4 se presentan las graficas de potencial zeta en funcién del pH de las
diferentes SPIONs obtenidas con las diferentes rutas de sintesis propuestas. Como se
puede observar, para el caso de la magnetita sin recubrimiento, el punto isoeléctrico
se encuentra a un pH de 5.5, y para el caso de las particulas recubiertas el punto
isoeléctrico se halla a un pH diferente, lo cual demuestra indirectamente el éxito del
tratamiento de recubrimiento, ya que cuando la superficie de las nanoparticulas se
modifica mediante, por ejemplo, la adsorcidén de algun polimero, el punto isoeléctrico
varia. Por ultimo, es importante notar que al pH propio del organismo (pH=7) las
nanoparticulas recubiertas presentan un potencial zeta cercano a los -30 mV, lo que
garantiza su estabilidad en solucidn sin aglomeracién.
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Figura 4.4: Curvas de potencial zeta en funcidn del pH, para las SPIONs producidas con
las diferentes rutas de sintesis.

4.2.2.2 TGA

El analisis termogravimétrico (TGA) es una de las técnicas mds importantes que se
utilizan para determinar la estabilidad térmica y propiedades fisicoquimicas de un
compuesto mediante el porcentaje de pérdida de peso.40 Se basa en la medicién de la
variacion de la masa de una muestra cuando la misma es sometida a una determinada
rampa de temperatura en una atmdsfera controlada. Entre otras cosas, este estudio
permite evaluar la estabilidad térmica, composicion quimica, pureza, contenido en
humedad, etc. En el analisis térmico diferencial (SDTA) se mide la diferencia de
temperatura en funcién del tiempo o de la temperatura, cuando dicha muestra se
somete a un programa de temperatura en una atmodsfera controlada. Es una técnica
cualitativa que indica la temperatura a la cual tiene lugar un cambio energético
significativo en el compuesto bajo estudio y si el proceso fisico/quimico involucrado es
endotérmico o exotérmico.’®*™ La mayor parte de las curvas TGA para las SPIONs
presentan pérdidas de peso, cuyo origen esta en: reacciones quimicas (descomposicion
y separacion del agua de cristalizacion, combustién, reduccién de éxidos metdlicos) y
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transformaciones fisicas (evaporacién, vaporizacién, sublimacién, desorcion,
desecacion). Excepcionalmente se producen ganancias de peso por causa de:
reacciones quimicas (reaccion con componentes gaseosos del gas de purga, como O,,
CO, con formacion de compuestos no volatiles o poco volatiles) o transformaciones
fisicas (adsorcién de productos gaseosos en las muestras).41 Para el caso de las SPIONs,
este estudio ayuda a analizar la composicidon y las caracteristicas de superficie en
cuanto a que aporta informacién respecto a la adherencia del material de

recubrimiento a la superficie.>*3"#4*

Los andlisis TGA se llevan a cabo en un equipo marca Mettler Toledo, modelo
TGA/SDTAS851e, bajo atmédsfera de nitrogeno (ver Figura 4.5). Las muestras a medir
son previamente centrifugadas (durante 5 minutos a 9000 rpm), luego se descarta el
liguido sobrenadante y se coloca el sélido hiumedo remanente en el crisol para
ejecutar la correspondiente medicion. El andlisis se realiza en dos etapas (ambas bajo
atmodsfera de nitrégeno) y con rampas de temperatura de 10°C: la primera etapa
consta de un calentamiento desde temperatura ambiente hasta 120°C, que se realiza
con el objeto de evaporar los restos de solvente —H,0O- de la muestra, y un posterior
enfriamiento hasta una temperatura de aproximadamente 30-40 °C; la segunda etapa
consiste en el analisis termogravimétrico propiamente dicho, dénde se calienta la
muestra desde los 30-40 °C hasta 800 °C, para analizar el comportamiento térmico del
material. Ademas de las curvas TGA (que muestran la masa de la muestra en funcién
de la temperatura de la misma), se presentan de manera conjunta las graficas SDTA,
las cuales permiten identificar procesos endotérmicos y exotérmicos relativos a los
cambios de masa.

Figura 4.5: Equipo TGA Mettler Toledo TGA/SDTAS851e.
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Las graficas correspondientes a la primera etapa del andlisis muestran simplemente el
proceso de pérdida de masa endotérmico, correspondiente a la evaporacion del agua
remanente en la muestra (se pueden ver las mismas en el Anexo lll). De la Figura 4.6 a
la Figura 4.10, se muestran los anadlisis de TGA correspondientes a la segunda etapa
(con estilos de lineas sélidas), cada uno con sus respectivas curvas SDTA (en color gris y
estilo de linea de guiones), para las muestras de PEG puro y de las SPIONs obtenidas
con las diferentes rutas de sintesis estudiadas. En la Figura 4.11 se presentan los
analisis TGA-SDTA de todas las rutas de sintesis, en base porcentual de masa, a modo
de poder visualizarlos en conjunto y compararlos entre si.

Puede observarse que en el caso del PEG puro (Figura 4.6), a los 67 °C se produce un
proceso endotérmico, sin cambio de masa, correspondiente a la fusion del
material.*®*° Luego, a los 401 °C ocurre la descomposicidon del PEG, perdiéndose el
100% de la masa de la muestra. Para las muestras RN19 y RN22 (Figura 4.7 y Figura
4.10, respectivamente) se observa que practicamente no hay pérdida de masa hasta
los 800°C de la medicién. El pequefio porcentaje de pérdida de masa (3.65 % para
RN19 vy 6.22 % para RN22) puede adjudicarse a la destruccién de algin remanente de
agua cristalina en la muestra.
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Figura 4.6: Analisis TGA para muestra de PEG puro.
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Figura 4.10: Analisis TGA para la muestra RN22.
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Figura 4.11: Andlisis TGA para todas las muestras.

Para la ruta de sintesis RN20 (Figura 4.8) se llegan a diferenciar dos procesos de
pérdida de masa. La mayor pérdida de masa de la muestra es del 33.31 % y ocurre a los
400 °C, que se puede atribuir a la descomposicién del PEG adsorbido en la superficie
de la nanoparticula. Otra pérdida de masa, del 4.21 %, ocurre a los a los 630 °C, y el
porcentaje restante de 62.48 % corresponde a la magnetita, que como se observa en
los analisis de las demas rutas de sintesis, no se destruye hasta los 800 °C de la
medicién.

En el caso de la muestra RN21 (Figura 4.9) se distinguen tres procesos de pérdida de
masa. En el primero se pierde un 9.52 % a los 250 °C (que puede atribuirse a una
degradacion inicial de una capa externa del PEG que recubre la superficie de la SPION)
luego se pierde un 30.46 % a los 400°C (degradacién del PEG), y por ultimo se pierde
6.19 % a los 650 °C. Lo que no se destruye (53.84 %) corresponde a la magnetita.

Segun los andlisis de los resultados expuestos, se puede concluir que en las rutas de
sintesis RN20 y RN21, se pudo incorporar con éxito el polimero a las superficies de las
SPIONSs.
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4.2.3 Identificacién del compuesto magnetita

4.2.3.1 FTIR

La estructura quimica superficial de los nanocristales de magnetita se puede
caracterizar mediante espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FTIR).3#3"*° Las bandas de vibracidn caracteristicas de la magnetita en el espectro
infrarrojo, ocurren a 580y 430 em 134323953 | 5 handa correspondiente a la maghemita
ocurre en la longitud de onda de 630 em?, y muchas veces esta banda puede estar
presente en las muestras de magnetita, ya que la misma puede ser oxidada durante el
proceso térmico que ocurre durante la preparacion de la pastilla con bromuro de
323034 Otra banda que puede estar presente es la

de alrededor de 870 cm™, que puede corresponder a una fase de hidréxido de hierro.”*

potasio para la medicion del espectro.

Por otra parte, en los espectros suelen aparecer picos adicionales en las longitudes de

onda de 1600 y 1380 cm, gue son atribuidos al bidentado asimétrico de 003132

a
presencia del grupo COO™ podria ser el resultado de la oxidacién parcial del grupo OH
terminal del PEG durante la sintesis (para el caso de particulas sintetizadas con este
compuesto presente en el medio de sintesis). Del mismo modo, se puede considerar la
presencia de este grupo como resultado de la absorcién de CO, ambiental durante la

32,54

medicién de la muestra. El agua presente en las muestras se manifiesta en los

espectros en las bandas a 1625 y 3300 a 3400 cm.3>°%°2>% para el caso del PEG, los
picos caracteristicos se presentan a aproximadamente 2900, 2800 y 1100 cm’l, y
corresponden al estiramiento asimétrico de CH,, al estiramiento simétricode CH, y a la
313230.53 | os picos entre 1200 a 1300 y

entre 1300 a 1400 cm™ pueden atribuirse a tramo COH del PEG y las absorbancias

vibracion de flexién de COC, respectivamente.

débiles entre 800 y 1050 cm? corresponden al CH fuera del plano de flexion del PEG.
31,50,53,54

Para realizar las mediciones de FTIR se utiliza un equipo Shimadzu IRPrestige-21, el
cual se puede ver en la Figura 4.12. La preparacion previa de las muestras incluye en
una primera instancia una etapa de centrifugacion (5 minutos, 9000 rpm) y luego una
etapa de secado en estufa bajo vacio. Una vez obtenida la muestra en estado sélido, se
procede a formar una pastilla con bromuro de potasio, para lo cual se muele un
porcentaje arbitrario de muestra con un porcentaje mayor de bromuro de potasio en
mortero, de modo de homogeneizar esta mezcla, luego se moldea la pastilla mediante
prensado para dar su forma final, y se coloca la misma en el equipo para su medicion.
Los espectros se efectian con los siguientes pardmetros: % tranasmitancia,
apodizacidon de Happ-Genzel, scan: 40, resolucidn: 8 y rango: de 400 a 4000 em™
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Nuevamente, se efectian medidas de PEG puro y de cada una de las muestras de
sintesis.

Figura 4.12: Equipo FTIR, Shimadzu IRPrestige-21.

En los espectros infrarrojos obtenidos de cada una de las rutas de sintesis de
magnetita propuestas (RN19, Figura 4.7; RN20, Figura 4.8; RN21, Figura 4.9 y RN22,
Figura 4.10) se logran apreciar las bandas de vibraciéon caracteristicas de la magnetita,
gue ocurren aproximadamente a los 580 y 430 cm™. En las rutas de sintesis RN19 y
RN22, ademas de las bandas correspondientes a la magnetita, también esta presente
la banda de absorcion correspondiente a la maghemita, en la longitud de onda de 630
cm™, por lo que se evidencia una posible oxidacion de la muestra, que puede
adjudicarse al proceso térmico que ocurre durante la preparacién de la pastilla, debido
a que las mismas presentan a la magnetita desnuda, sin recubrimiento. Al no estar
presente esta banda en las rutas de sintesis RN20 y RN21, se puede inferir que las
mismas se encuentran recubiertas con el polimero y protegidas de esta oxidacion.

En todas las rutas de sintesis se presentan ademads, las bandas correspondientes al
COO" o CO; ambiental y al agua, en las longitudes de onda entre los 1300 y los 1600
cm? y a los 2400 cm™, Ademads, en el rango de 3600 a 4000 cm™ se encuentran las
bandas caracteristicas al ruido por la presencia de agua. Y por ultimo, en el espectro
del PEG puro (Figura 4.13) se ven las bandas correspondientes a este compuesto, que
reflejan las bandas de bibliografia, a los 800, 1050, 1250, 1350, 2850 cm™. En las rutas
de sintesis RN20 y RN21, se pueden apreciar también estas bandas caracteristicas del
PEG, por lo cual se termina de evidenciar el pegilado (recubrimiento con PEG) en
superficie de las nanoparticulas. Asi, los resultados sugieren que el PEG estd
guimicamente adsorbido en la superficie de las nanoparticulas. En la Figura 4.18 se
muestran los espectros de todas las rutas de sintesis de SPIONs y PEG juntos, a modo
de poder visualizarlos comparativamente.
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La espectroscopia Raman permite caracterizar la composicién molecular o quimica de

4.2.3.2 Raman

muchos tipos de muestras.”® Es una poderosa técnica experimental que permite
distinguir, por ejemplo, las especies de éxidos de hierro, ya que resulta dificil en
algunos casos poder identificar los mismos basandose exclusivamente en los
resultados de DRX, debido a que entre diferentes especies pueden presentarse algunas
caracteristicas similares.’® En cuanto a la magnetita, de acuerdo con la literatura, la
banda mas intensa se encuentra en 670 cm‘l, en tanto que otras tres frecuencias
predichas tedricamente dan lugar a bandas mucho mds pequeiias a aproximadamente
298, 320 y 550 cmt. Ademds de estas bandas, se detectaron algunas contribuciones
débiles en 470 y 420 em™ Los espectros Raman pueden variar entre diferentes
muestras de magnetita. Algunas diferencias en las frecuencias Raman reportadas se
pueden atribuir a los efectos de la temperatura.®’ Todas las bandas Raman
caracteristicas de la magnetita, maghemita y hematita, se muestran resumidas en la
Tabla 4.3.

Tabla 4.3: Resumen de las bandas Raman caracteristicas de los compuestos magnetita,
maghemita y hematita_37,52,55,57—63

Compuesto Bandas [cm-1]

Magnetita 670 (fuerte)
(Fe30,) 550 (media)
470 (débil)
420 (débil)
320 (débil)
298 (débil)
Maghemita 700 (fuerte)
(v-Fe,05) 500 (media)
390 (débil)
350 (media)
265 (débil)
Hematita 1320 (fuerte)
(a-Fe;0;5) 615 (medio)
500 (medio)
415 (fuerte)
295 (fuerte)
245 (débil)
225 (fuerte)
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Las mediciones de espectroscopia Raman se llevan a cabo en un equipo Horiba Raman
Division modelo LabRAM HR - Olympus BX41. Se muestra una fotografia del equipo
utilizado en la Figura 4.19. Las muestras se preparan siguiendo el mismo
procedimiento descripto para preparacion de muestras para espectroscopia FTIR, que
implica centrifugacién (5 minutos, 9000 rpm) y secado bajo vacio. De la Figura 4.20 a la
Figura 4.24, se muestran las gréficas correspondientes de espectroscopia Raman de las
muestras de cada ruta de sintesis y del PEG puro.

Figura 4.19: Equipo de espectroscopia Raman, Horiba Raman Division modelo LabRAM
HR - Olympus BX41.

Como se puede ver, las rutas de sintesis RN19, RN20, RN21 y RN22 (Figura 4.21, Figura
4.22, Figura 4.23 y Figura 4.24, respectivamente) presentan los picos caracteristicos de
la magnetita, con bandas en los 300, 320, 420, 470, 550 y 670 cm™. En las rutas de
sintesis RN20 y RN21 (Figura 4.22 y Figura 4.23), se puede observar que ademads de las
bandas caracteristicas de la magnetita, se presentan las bandas similares a las
obtenidas en la muestra de PEG puro, lo cual da indicios de la incorporacién del
material polimérico a la superficie de las SPIONs.
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Figura 4.21: Espectroscopia Raman de la muestra RN19.
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Figura 4.24: Espectroscopia Raman de la muestra RN22

4.2.3.3 DRX

Las muestras de magnetita también pueden ser caracterizadas mediante
difractogramas de rayos X (DRX, o XRD segun sus siglas en inglés: X-ray diffraction). Los
picos con valores de 26 de 30.09°, 35.44°, 43.07°, 53.43°, 56.96° y 62.54° corresponden
a los planos cristalinos (220), (311), (400), (422), (511), (440) de la magnetita cristalina,
respectivamente. La anchura de los picos estd relacionada con el tamafio cristalino de
la muestra, asi, el ensanchamiento de los picos se atribuye al pequeiio tamafio de los
cristalitos, que estd directamente relacionado con la disminuciéon en el tamafio de
particula.317333>°05384°67 ) 3 falta de las difracciones caracteristicas en (210), (213) y
(300), puede indicar que la maghemita (Fe,03) no se encuentra presente (JCPDS card
No.01-076-3169).3%

El analisis mediante DRX se realiza en un equipo marca Shimadzu modelo XD-D1, el
cual se muestra en la Figura 4.25. La preparacién de las muestras en principio es
idéntica a la descripta para las mediciones de espectroscopia FTIR y Raman. Luego,
teniendo la muestra ya completamente seca se procede a moler la misma en un
mortero para homogeneizarla, y por ultimo, se la coloca en un portamuestras al cual se
agrega una gota de alcohol isopropilico para lograr su adhesion y poder efectuar la
medicion correspondiente. Las mediciones se realizan en el rango de 20°<26<80°, con
anodo giratorio y una fuente de CuK (A = 0,154056 nm), a una velocidad de scan de 2
°/min, con modo de scan continuo, full scan: 0.5 kcos y angulos y ejes fijos de 10000°.
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Igual que en los otros casos, se realizan mediciones del PEG en estado puro y de cada
ruta de sintesis de SPIONs propuesta.

Figura 4.25: Equipo DRX, Shimadzu modelo XD-D1.

Como se puede ver en los difractogramas obtenidos de cada muestra, todas las rutas
de sintesis (RN19, Figura 4.27; RN20, Figura 4.28; RN21, Figura 4.29 y RN22, Figura
4.30) presentan los picos caracteristicos estdndares de la magnetita cristalina, a los
valores de 26 de 30°, 35.5°, 43°, 53.5°, 57° y 62.5°. Esto confirma la formacién de este
compuesto en las rutas de sintesis propuestas con las condiciones desarrolladas en
esta tesis.

A su vez, se presenta el difractograma del PEG puro en la Figura 4.26, dénde se pueden
ver los picos caracteristicos en los valores de 20 de 22°, 25°, 32° y 39°. La sintesis RN20
no presenta ninguno de estos picos, lo cual indica que el PEG no se encuentra en forma
cristalina en la muestra, es decir, en caso de estar presente (como se demuestra con
los demas analisis de caracterizacion), el mismo se encuentra adherido en la superficie
de las SPIONSs, recubriendo las mismas. Sin embargo, en la sintesis RN21, si se presenta
un pico a los 22° el cual es asignable al PEG, lo cual sugiere la presencia de PEG
cristalino sobre las superficies de las SPIONs. Con lo expuesto, se puede inferir la
correcta adhesion superficial del polimero al nucleo de las SPIONs en el caso de la
sintesis RN20. En la Figura 4.31 se muestran todos los difractogramas superpuestos a
modo de compararlos entre si.
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Figura 4.29: DRX de la muestra RN21.
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De manera cualitativa, se puede identificar la formaciéon de magnetita observando el

4.2.3.4 Cualitativo

color de las particulas, ya que este compuesto es de un color negro caracteristico, en
tanto que sus formas mas oxidadas presentan los siguientes colores: la hematita es

color roja, la maghemita es color marrén vy la goetita es color amarillo.>*01244545868-71

En las rutas de sintesis propuestas, se puede observar de manera cualitativa la
formacion de magnetita ya que la misma es nitidamente de color negro, a diferencia
de sus derivados en estados mas oxidados. En la Figura 4.32 se muestran imagenes de
los productos obtenidos en cada ruta de produccién propuesta, a modo de visualizar
los colores de las soluciones y particulas.

(a) (b) (c) (d)

Figura 4.32: Analisis cualitativo de color de las SPIONs obtenidas en cada ruta de
sintesis. (a) RN19, (b) RN20, (c) RN21 y (d) RN22.

4.2.4 Medicidn de propiedades magnéticas

4.2.4.1 SQUID o VSM

Las propiedades magnéticas de las nanoparticulas se analizan utilizando un dispositivo
superconductor de interferencia cuantica (SQUID) o un magnetdémetro de muestra
vibrante (VSM), mediante los cuales se puede medir la curva de histéresis. El
superparamagnetismo se verifica cuando no existe histéresis en el ciclo y cuando la
remanencia y coercitividad dan cero. Ademas, esta técnica brinda informacion de la
magnetizacion de saturacién, lo cual es importante de conocer ya que las
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nanoparticulas con alta magnetizacion de saturacién se separan facilmente a partir de
soluciones acuosas mediante la aplicacién de un campo magnético externo.>?*’>7¢ |
superparamagnetismo se evidencia cuando, a temperatura ambiente, la remanencia
magnética es cero y el ciclo no presenta histéresis. Ademas, se puede identificar la

magnetizacion de saturacién analizando la meseta en la curva.®

Esta técnica de caracterizacién no fue realizada en el marco de esta tesis por no tener
disponibilidad de uso del equipo correspondiente. Se muestra a modo ilustrativo una
imagen en la Figura 4.33 una imagen de un equipo SQUID.

Figura 4.33: Equipo SQUID, Quantum Design Inc.”’

4.2.4.2 Cualitativo

El superparamagnetismo, caracteristica necesaria para poder administrar las SPIONs
en el cuerpo humano para uso en tratamientos localizados, implica que las particulas
poseen un momento magnético cuando son sometidas a un campo magnético, pero no
conservan la magnetizacién neta cuando el campo es retirado.’® Cualitativamente, es
posible identificar el superparamagnetismo, observando el accionar de las SPIONs ante
la presencia y ausencia de un campo magnético externo. Si las SPIONs se movilizan por
la aplicacién de un campo magnético y luego, al quitarlo, las mismas se vuelven a
dispersar en solucién, se verifica el superparamagnetismo, ya que se evidencia que las
SPIONs solo se magnetizan cuando son expuestas a un campo magnético y que no
existe magnetismo remanente luego de quitar el campo magnético externo.
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De este modo, para analizar el superparamagnetismo de manera cualitativa, se agita la
solucién de manera de que las nanoparticulas se distribuyan uniformemente en el
liquido, luego se acerca un iman y se observa si las mismas se imantan mediante el
campo magnético aplicado. Finalmente, se vuelve a agitar la solucidn y se analiza si las
nanoparticulas vuelven a su estado en suspension, sin imantacidon remanente. Como
resultado de este analisis, se observa que todas las sintesis producidas presentan
superparamagnetismo, como se puede ver en las figuras correspondientes (RN19,
Figura 4.33; RN20, Figura 4.34; RN21, Figura 4.35; y RN22, Figura 4.36).

b ﬁ"‘h
) -
Figura 4.34:

Figura 4.36: Andlisis cualitativo de superparamagnetismo de RN21.
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Figura 4.37: Andlisis cualitativo de superparamagnetismo de RN22.

En la Tabla 4.4 se presentan las observaciones referentes a colores de las SPIONs y de
la solucién en la que permanecen, y el tiempo que las mismas tardan en imantarse
(acercarse a un iman que se mantiene cerca de la solucidn).

Tabla 4.4: Caracteristicas cualitativas de las nanoparticulas producidas.

Sintesis Color Particulas Color Solucion Tiempo en imantarse [s]
RN19 Negras Transparente 20
RN20 Negras Transparente 30
RN21 Negras (marrdn en la superficie) ~ Amarronada 50
RN22 Negras Transparente 20

4.3 Conclusiones

Como conclusidon global del analisis completo de caracteristicas de las SPIONs
producidas, se puede ver que la nueva ruta de sintesis propuesta logra producir
nanoparticulas de magnetita, cuya formacién fue verificada mediante la identificacion
del compuesto con espectroscopia Raman, FTIR, DRX y analisis cualitativo. Ademas,
adicionando una etapa en la sintesis, se logra recubrir las mismas con el polimero PEG,
lo cual se refleja en los resultados de las mediciones de potencial zeta, TGA, Raman,
FTIR y DRX. Asi, se logra producir mediante una ruta alternativa a la bibliografica,
escalable y reproducible, SPIONs apropiadas para su uso en biomedicina.

La magnetita pura, sin recubrimiento, se oxida en presencia de oxigeno, pero las
particulas recubiertas logran mayor estabilidad ante la oxidacién. Las dimensiones de
las SPIONs desnudas son adecuadas para el uso en nanomedicina, pero las SPIONs
recubiertas presentan mayores tamanos hidrodindmicos, por lo cual resultaria
necesario realizar otras mediciones (TEM) para conocer el tamafio real de las mismas y
ver si son aptas para su administracién como medicamento. Asimismo, todas las
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particulas tienen distribuciones monomodales de tamafio, lo cual resulta adecuado
para el uso en particular. Otra caracteristica importante es la estabilidad de la
suspension al pH propio del organismo, la cual también se cumple y se verifica
mediante las curvas de potencial zeta. Por ultimo, se observé cualitativamente que las
particulas son superparamagnéticas, si bien resultaria importante realizar ademas una
medicidon mas apropiada y cuantitativa de esta propiedad (SQUID o VSM).

De todo lo expuesto, se puede concluir que la sintesis RN19 es apropiada para la
produccidon de nanoparticulas de magnetita superparamagnéticas, y que la sintesis
RN20 incluye una opcién adecuada de recubrimiento de estas particulas con PEG. Por
otro lado, el agregado de TMAOH a la sintesis no muestra mejoras en el producto final,
por lo cual resulta innecesario este paso usando este reactivo.
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5 OPTIMIZACION EXPERIMENTAL DEL
PROCESO DE PRODUCCION DE SPIONs

En este capitulo se estudia la reproducibilidad de la nueva ruta de sintesis propuesta
en el Capitulo 3 y se busca el punto dptimo de operacion del proceso para garantizar el
cumplimiento de las propiedades de uso final del producto con alta probabilidad de
ocurrencia. Para llevar a cabo este andlisis, se aplica el algoritmo de optimizacién
experimental desarrollado en el Capitulo 2 de la presente tesis.

5.1 Proceso de sintesis de nanoparticulas de magnetita
superparamagnéticas

Segln se ha expuesto y discutido en los capitulos previos, en la presente tesis se ha
desarrollado un nuevo método de produccidon de nanoparticulas superparamagnéticas
de magnetita, orientadas a usos médicos, el cual puede ser escalable a nivel industrial.
La sintesis propuesta ha sido exhaustivamente analizada y los productos obtenidos han
sido adecuadamente caracterizados. Los resultados obtenidos han permitido verificar
experimentalmente la eficacia de produccién mediante esta nueva via de sintesis de
SPIONs, siendo las propiedades de éstas similares a las del producto obtenido en
sintesis mds complejas a escala laboratorio. En esta ultima etapa de desarrollo del
producto, resulta importante evaluar la reproducibilidad del proceso propuesto, lo cual
se lleva a cabo mediante la aplicacién de la metodologia de disefio de experimentos
presentada en el Capitulo 2, que busca maximizar la probabilidad de éxito.

Para el andlisis de reproducibilidad, se decide evaluar el proceso de sintesis de la
magnetita pura, correspondiente a la sintesis RN19 presentada en el Capitulo 3 y cuyas
propiedades fueron analizadas en el Capitulo 4. Se elige estudiar en mayor detalle esta
sintesis, a modo de encontrar las condiciones dptimas para sintetizar particulas puras
de magnetita que cumplan con cierto rango de tamano, para después en un siguiente
paso (a futuro) estudiar en detalle la adicidon de PEG a la superficie. Ademads, se cree
gue existe cierta relacion entre el tamafio base de la particula desnuda y el tamaiio
final de las particulas recubiertas con PEG, de modo que se considera conveniente
analizar por separado ambos procesos, en vista de que garantizar, en primer lugar,
nanoparticulas de magnetita desnuda de cierto tamafio, para luego, con base en este
proceso ya optimizado, incorporar el PEG en su superficie.



Las propiedades de uso final mas importantes a cumplir para la posible utilizacién de
este producto con fines medicinales son las siguientes: tamafio, estabilidad en solucién
y recubrimiento superficial. El recubrimiento con PEG se puede llevar a cabo mediante
los procedimientos desarrollados y expuestos en esta tesis, lo cual a su vez, presenta
valores de potencial zeta adecuados para garantizar la estabilidad en solucién. Por
esto, la variable mdas importante que se debe evaluar y controlar a modo de encontrar
las condiciones dptimas de operacidn del proceso, es el tamafio de las nanoparticulas.
En este caso se mide el tamano hidrodindmico, mediante la técnica de DLS, y como
requerimiento de uso se establece que el mismo debe ser inferior a los 100 nm
(requerimiento de tamafio nanométrico segun bibliografia citada en el Capitulo 1).

Para aplicar la metodologia de optimizacién experimental propuesta se elige como
variable controlada la concentracién inicial de reactivos, ya que seguln la experiencia
adquirida en el desarrollo de actividades experimentales, se ha observado que es la
variable mas critica del proceso, que resulta necesario evaluar para garantizar
reproducibilidad en la produccién de nanoparticulas de magnetita. Las demas variables
de operacién se mantienen constantes en todos los experimentos realizados, a modo
de evaluar la influencia de la concentracién en las propiedades del producto obtenido,
y en busca de optimizar el valor elegido para esta variable en relacién con la
probabilidad de éxito. Asimismo, existen otras variables importantes, que podrian ser
dignas de un andlisis a futuro, ya no en busca de garantizar reproducibilidad, pero si
con el propésito de optimizar los tiempos de produccién, el uso de reactivos, los
tamanos de los equipos y el consumo de nitrégeno en el proceso. Estas variables
sugeridas para optimizar la operacién del proceso, serian: la relacién entre los
volumenes de reactivos y el medio alcalino de sintesis, el caudal de alimentacion de
reactivos al medio de sintesis y el tiempo de agitacién posterior a la sintesis de los
cristales de magnetita.

5.2 Optimizacion experimental de la probabilidad de éxito

En busca de hallar un punto éptimo de operacidon que ajuste la variable elegida
(concentracion inicial de reactivos) garantizando la mdaxima probabilidad de cumplir
con el tamafio de particula deseado, se recurre al método de optimizacién
experimental presentado en el Capitulo 2 de esta tesis, ya que el mismo permite
evaluar la probabilidad (factor de particular interés en este caso), a diferencia del
disefio experimental ortogonal cldsico que evaltua el valor de salida exacto de cierta
propiedad. Los métodos ortogonales de disefio experimental, si bien requieren de
menor cantidad de experimentos para arribar a un resultado, permiten ajustar
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variables con base en los valores exactos de las propiedades a medir, careciendo de un
enfoque probabilistico que permita maximizar la probabilidad de ocurrencia de un
evento dadas ciertas condiciones operativas y asi facilitar el escalado a nivel industrial
del proceso de sintesis.

Para aplicar la metodologia de disefio de experimentos basada en la probabilidad, se
deben seleccionar determinadas condiciones de trabajo de la misma. En primer lugar,
se decide estudiar el comportamiento de una sola variable del proceso,
correspondiente a la concentracion inicial de reactivos. Mas especificamente, se
considera la concentracion inicial de iones Fe?, ya que la relacion inicial de iones
férricos y ferrosos es siempre constante ([Fe+2]/[Fe+3] : 1/2), por lo cual la
concentracion del otro reactivo (Fe+2) es la correspondiente a dicha relacién. La
decisién de evaluar una sola variable es debido a dos razones: por un lado, esta
variable fue identificada como critica para la produccion de nanoparticulas
superparamagnéticas, por lo que resulta importante su andlisis para encontrar un
punto 6ptimo de operacion del proceso, en tanto que las demas variables de
operacion demostraron no influir significativamente en la reproducibilidad del
producto final. Por otro lado, el hecho de analizar una sola variable permite adecuarse
a la factibilidad de realizacion de experiencias experimentales en el periodo de
desarrollo de la tesis de doctorado. La curva de respuesta para la probabilidad de éxito
en el método es de orden dos y, como se expuso anteriormente, se estudia un solo
factor, por lo cual se requieren tres puntos iniciales para comenzar el algoritmo de
optimizacion experimental (Figura 2.1), los cuales brindan la informacién experimental
requerida para estimar la primera curva de respuesta, es decir, los tres pardmetros
correspondientes a la funcién cuadratica. Una vez establecidos los limites inferior y
superior de la zona de operacién en la que se desea maximizar la probabilidad de
éxito, se plantean los puntos iniciales segun el disefio CCD, que corresponden en este
caso a un punto experimental en cada limite (uno en el limite superior y otro en el
limite inferior) y un punto central en el intervalo que define la regién inicial de
operacion. Los hiper-pardmetros definidos para esta aplicacién del método de
optimizacidn se presentan en la Tabla 5.1.

En la Tabla 5.2 se presentan los datos de las experiencias realizadas y sus respectivas
mediciones de tamafio. A su vez, se identifican cuantas muestras cumplen con el
criterio de propiedad final, y en base a la cantidad de réplicas que lo hacen, se calculay
muestra el valor de la probabilidad de éxito en ese punto experimental. Dicha tabla
muestra todos los puntos necesarios, tanto en el disefio experimental inicial de bucle
como aquellos sugeridos por el método, hasta completar el algoritmo de optimizacién
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experimental, es decir, hasta hallar el punto éptimo de operacién que garantiza la
maxima probabilidad en el cumplimiento de la propiedad final requerida.

Tabla 5.1: Valores de los hiper-pardmetros para la sintesis de SPIONs.

Parametro Valor
Limite inferior de concentracién de Fe**[mol/L] 0.01
Limite superior de concentracién de Fe**[mol/L] 1
Cantidad de réplicas por punto 3
Criterio de stop del bucle interno 0.5
Criterio de stop del bucle externo 0.5
Cantidad maxima de bucles internos 3
Cantidad maxima de bucles externos 3
Reduccion de la ROl en cada bucle externo %

En la Figura 5.1 se muestran las curvas de respuesta sucesivas propuestas por el
método, los puntos experimentales correspondientes y ademads se pueden apreciar las
reducciones de zonas de operacién que determina el algoritmo en cada iteracién. En
cada una de las figuras que se muestran, los puntos cuadrados corresponden a los
puntos utilizados para la regresién de la curva y el punto circular es el nuevo punto
experimental sugerido por el método para incorporar en la siguiente iteracién. Las
figuras que no presentan puntos circulares, indican que son las ultimas del bucle
interno en cuestioén.

En la Tabla 5.3 se presenta un resumen de los resultados obtenidos, déonde se
muestran los limites inferiores y superiores de cada iteracion del bucle externo, los
6ptimos encontrados en cada bucle y la cantidad de puntos experimentales requeridos
para arribar al éptimo global sugerido por el método. Como puede verse, para
maximizar la probabilidad de éxito, la concentracién inicial de Fe"debe estar en el
intervalo de 0.6427 a 0.8902 moles/L, siendo la éptima politica de operacién, sugerida
por el método, de 0.7664 moles/L. La probabilidad de éxito para esta politica éptima
es de 90 % vy la cantidad total de puntos experimentales requeridos para obtener esta
politica éptima es de 7.

Como puede verse, la metodologia propuesta es una efectiva y eficiente herramienta
para obtener la regién de operacién deseada mediante la realizacién de una cantidad
relativamente pequefa de experimentos.
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Tabla 5.2: Resumen de datos experimentales.

Bucles del Concentracion Réplica Diametros [nm] ¢éVerifica criterio Probabilidad
método inicial de Fe* de propiedad de de éxito
[M] uso final?
Externo=1 0.01 a 106.3 (9.9%) - 0.33
Interno=1 293.6 (90.1%)
(Punto del b 325.6 (97.8%) -
CCD) 5368 (2.2%)
C 1.219 (21.8%) Si
95.37 (8.8%)
360.0 (65.6%)
Externo=1 0.505 a 399.6 (100%) - 0.66
Interno=1 b 0.9258 (20.3%) Si
(Punto del 448.0 (79.7%)
ccb) c 1.190 (34.7%) Si
324.7 (65.3%)
Externo=1 1.0 a 423.2 (100%) - 0.66
Interno=1 b 1.295 (20.8%) Si
(Punto del 55.55 (16.8%)
CcD) 367.4 (62.4%)
c 0.6622 (13.3%) Si
290.7 (86.7%)
Externo=1 0.692 a 3.221 (20.8 %) Si 0.66
Interno= 2 608.6 (79.2 %)
(Punto b 5.461 (35.7%) Si
sugerido) 884.0 (64.3%)
451.1 (100%) -
Externo=2 0.7525 a 6.239 (26.3%) Si 1
Interno=1 498.8 (73.7%)
(Punto del b 0.8481 (25.4%) Si
CcD) 487.8 (74.6%)
C 1.054 (27.8%) Si
585.7 (72.2%)
Externo=2 0.7598 a 0.7069 (30.7%) Si 1
Interno=2 203.5 (44.1%)
(Punto 2702 (14.6%)
sugerido) b 9.998 (22.6%) Si
295.4 (77.4%)
c 0.8300 (24%) Si
322.2 (76%)
Externo=2 0.6594 a 0.9547 (30.2%) Si 0.66
Interno=3 441.4 (69.8%)
(Punto b 264.1 (100%) -
sugerido) c 0.6213 (24.1%) Si
586.6 (75.9%)
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Figura 5.1: Curvas de respuesta sucesivas, obtenidas en cada iteracién del método de
disefio de experimentos basado en la probabilidad aplicado al proceso de sintesis de
SPIONs. Cuadrados azules: puntos experimentales utilizados para la regresion de la
curva mostrada en la imagen; Circulos azules: siguiente punto experimental, sugerido
por el método. (a) Bucle externo =1, Bucle interno = 1; (b) Bucle externo = 1, Bucle
interno = 2; (c) Bucle externo = 2, Bucle interno = 1;(d) Bucle externo = 2, Bucle interno
= 2; (e) Bucle externo = 2, Bucle interno = 3.

Tabla 5.3: Resumen de resultados para la aplicacion de la metodologia de diseiio de
experimentos basada en la probabilidad, al proceso de sintesis de SPIONs.

Bucle Limite inferior Limite superior Optima Probabilidad Total de puntos
externo de de concentracion de éxito experimentales
concentracion concentracion deFe'3 requeridos
de Fe" de Fe® (mol/L)
(mol/L) (mol/L)
1 0.010 1.000 0.7525 0.6974 4
2 0.5050 1.000 0.7734 0.6835 5 (2 repetidos)
3 0.6427 0.8902 0.7664 0.9001 0
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5.3 Conclusiones

Mediante la aplicacion de la metodologia de disefio experimental que fue desarrollada
en esta tesis con el objetivo especifico de poder ser aplicada a procesos innovadores,
se logra entonces evaluar experimentalmente el nuevo proceso de produccién de
nanoparticulas magnéticas propuesto también en esta tesis, y para el cual no existen
modelos fundamentales que describan adecuadamente la relacidén entre las variables
controladas y las propiedades de uso final del producto. Se analiza la influencia de la
variable critica de operacién, correspondiente a la concentracion inicial de reactivos, y
se consigue determinar la politica éptima de trabajo del proceso de sintesis que
permite garantizar, con alta probabilidad, el cumplimiento del tamafio de particula
establecido. De este modo se puede demostrar la reproducibilidad del nuevo proceso
de sintesis, caracteristica importante para la escalabilidad a nivel industrial del mismo.
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6 CONCLUSIONES

6.1 Conclusiones Finales

Como punto de partida del presente trabajo, se presenta una emergente y novedosa
terapia de tratamiento oncoldgico, que aspira a poder alcanzar un tratamiento
localizado de ciertos tumores, lo cual permitirda reemplazar los tratamientos
convencionales generalizados, evitando los efectos adversos que conllevan estos
Ultimos. Para lograrlo, es imprescindible en primer lugar, brindar una solucién
tecnolégica que permita la produccién del medicamento necesario para esta nueva
terapia, en cantidad y calidad adecuada. En la presente tesis, se plantea entonces la
problematica de disefio y desarrollo de un nuevo proceso productivo de sintesis de
SPIONs para uso en biomedicina. Este nuevo proceso, debe ser escalable y
reproducible, para asegurar las propiedades de uso de un producto tan delicado, como
lo es una droga para administracién en el organismo.

Para el abordaje de la tematica, en primer lugar se analiza el escenario actual donde el
empleo de nanomateriales en diversos campos, como la medicina o medio ambiente,
podria generar un salto cuantitativo en eficiencia y eficacia. Mas concretamente para
este caso en particular, se evalian en detalle aquellas caracteristicas que debe cumplir
un proceso escalable y reproducible de sintesis a fin de alcanzar el objetivo de producir
SPIONs aptas para uso médico. Se ha realizado también un analisis pormenorizado de
las propiedades de uso final que deben cumplir las SPIONs para aplicaciones en
medicina y para brindar las garantias y seguridades que se requieren para ser
administradas en el cuerpo humano. Finalmente, se ha hecho una revisién de los
procesos alternativos disponibles para la produccién de SPIONs. Sobre la base de
informacién disponible en la literatura y los experimentos realizados, se ha
desarrollado y disefiado un nuevo proceso de produccion que satisface los requisitos
impuestos.

Se presenta entonces, una nueva ruta de sintesis de nanoparticulas
superparamagnéticas de magnetita, con cuatro variantes de produccién, a fin de
brindar un recubrimiento de superficie (PEG) o estabilidad en solucion (TMAOH). Los
productos obtenidos en cada una de estas alternativas de sintesis se analizan
convenientemente con las técnicas de caracterizacién pertinentes para evaluar sus
propiedades de uso (DLS —tamafio y potencial zeta-, analisis termogravimétrico y
propiedades magnéticas) e identificar al compuesto obtenido (difractografia de rayos
X, espectroscopia Raman e infrarrojo). De este modo, se estd en condiciones de



afirmar que el proceso propuesto y ensayado experimentalmente permite sintetizar de
manera reproducible un producto final de similares caracteristicas a los productos
obtenidos en ensayos de laboratorio por procesos alternativos de sintesis, que en
general no son aptos para un escalado a nivel industrial y para los cuales no se dispone
de estudios de reproducibilidad de las propiedades del producto final.

Disponiendo entonces de un nuevo proceso de sintesis, novedoso y del cual no se
conocen sus principios fundamentales, se presenta la necesidad obligatoria de evaluar
su funcionamiento a fin de garantizar la reproducibilidad del mismo. Para hacer frente
a esta situacion, se presenta también en este trabajo, el disefio y desarrollo de una
nueva metodologia de disefio experimental basada en datos de probabilidad, la cual
permite evaluar la reproducibilidad y ajustar las variables operativas en un valor
6ptimo que garantice obtener un producto final que cumpla con alta probabilidad las
condiciones de uso requeridas para el mismo. Dicha metodologia es testeada in silico a
fin de verificar su correcto funcionamiento. Por ultimo, se procede a aplicar esta
metodologia a la nueva sintesis de SPIONs propuesta, mediante lo cual se llega a
comprobar la reproducibilidad del proceso y se ajusta la variable critica del mismo
(concentracion de reactivos) en el valor adecuado.

6.1.1 Principales contribuciones e importancia de la tesis

De manera mas puntual, se pueden citar las dos principales contribuciones de la
presente tesis, que resultan: por un lado, el disefio de una nueva metodologia de
disefio experimental para analisis de reproducibilidad y busqueda de una politica
6ptima de operacion, aplicable a procesos innovadores que carecen de principios
fundamentales ya definidos; y por otro lado, el disefio de un nuevo proceso de sintesis
de SPIONs para uso en biomedicina, que cumple con los requerimientos de
escalabilidad y reproducibilidad. Los detalles de los aportes especificos de cada uno de
estos dos aspectos, se presentan en los siguientes incisos.

La importancia del trabajo se centra en brindar una solucién ingenieril en lo que
respecta al disefio de proceso y producto, para una tecnologia emergente que ofrece
la posibilidad de un nuevo tratamiento de ciertos tumores. La originalidad radica en el
desarrollo de una nueva sintesis alternativa a las clasicas de bibliografia, para
conseguir un producto que cumple con los requisitos de propiedades de uso final; y en
el desarrollo de una nueva herramienta para evaluar el funcionamiento de procesos
sin necesidad de recurrir a ecuaciones fundamentales que los describan. Mediante una
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comprobaciéon experimental de las propuestas de sintesis utilizando la metodologia de
disefio experimental, se logré validar el nuevo proceso productivo de SPIONs.

6.1.1.1 Principales caracteristicas de la metodologia de disefio de experimentos
basada en la probabilidad de éxito

La metodologia de diseno experimental basada en datos de probabilidad de éxito,
presenta las siguientes caracteristicas:

= Es aplicable a procesos innovadores, cuyos principios de funcionamiento y
ecuaciones descriptivas aun no han sido desarrolladas. Esta aplicabilidadde Ila
metodologia es debido a que la misma opera en funcion de datos exclusivamente
experimentales, que miden el éxito o fracaso en la obtencién del producto deseado
en determinado punto experimental, y en base a ello, calcula la probabilidad de
éxito en ese punto en particular.

= Al hacer uso exclusivo de datos experimentales, sin involucrar modelos
fundamentales, el método permite incorporar en el andlisis todos aquellos factores
no controlables del sistema, realizdndose asi, un estudio holistico y completo del
proceso y sus variables (tanto las controlables, como las no controlables).

= El algoritmo recurre a un criterio compuesto para el disefio experimental éptimo,
con el fin de equilibrar la precisién paramétrica con la probabilidad de éxito. De este
modo, en cada bucle, va buscando el éptimo en base a estos dos criterios
superpuestos.

= Asi, se generauna secuencia de ensayos a fin de aprovechar el conocimiento
disponible para maximizar las probabilidades de éxito, y al mismo tiempo, explorar
el espacio de las variables independientes para realizar una estimacién eficiente de
pardmetros.

= Permite realizar los ajustes adecuados de las variables criticas del proceso, en busca
de hallar la politica dptima de funcionamiento que garantice el cumplimiento, con
alta probabilidad, de las especificaciones del proceso y/o producto.

® La estrategia de optimizacidn, va reduciendo la zona de operacion orientandose
hacia una regién reducida de trabajo con altas probabilidades de éxito, a la vez que
se va perfeccionando el modelo de superficie de respuesta.

= Cuando la variabilidad intrinseca del proceso se encuentra dentro de valores
razonables, la metodologia logra hallar eficientemente la zona éptima de operacién
gue cumpla con alta probabilidad las propiedades de uso finales. De otro modo, si la
variabilidad es demasiado alta, los resultados obtenidos disminuyen su efectividad
en la busqueda de la regién éptima de operacién.

= Tiene el objetivo de reducir los recursos experimentales a fin de conseguir la
maxima informacidn para un esfuerzo experimental dado, adecuando asi los costos
experimentales.
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= El objetivo final del método implica sugerir, después de una cantidad relativamente
pequeifa de experimentos, una politica de funcionamiento que maximice la
probabilidad de éxito de alcanzar las especificaciones requeridas.

6.1.1.2 Principales caracteristicas de la nueva ruta de sintesis de SPIONs

El proceso de sintesis de nanoparticulas superparamagnéticas de magnetita
desarrollado en la tesis posee las siguientes ventajas:

= Es un proceso simple, de pocas etapas, que permite la posibilidad de ser escalado a
nivel industrial.

* No utiliza como reactivos (ni en ninguna etapa del proceso) sales de cloruros, por lo
gue permite pensar una futura aplicacién en equipos industriales, sin la posibilidad
de llegar a corroerlos.

= Reemplaza las sales de cloruro por una reaccion de éxido-reduccién mediante la
cual se logra obtener los reactivos de sintesis (Fe+2/Fe+3) en las proporciones vy
cantidades adecuadas para la estequiometria de reaccion de formacién de la
magnetita.

= Como medio alcalino de sintesis, reemplaza al hidréxido de amonio tradicional de
bibliografia y utiliza hidréxido de sodio, siendo este Ultimo mas seguro y practico en
cuanto a su uso.

= Permite obtener productos de similares caracteristicas a aquellos obtenidos
mediantes las rutas tradicionales de bibliografia, las cuales no son escalables
industrialmente.

= Es un proceso reproducible, lo cual queda demostrado mediante el andlisis
aplicando la metodologia de disefio experimental basada en datos.

6.2 Propuestas de trabajos futuros

6.2.1 Presentacion de trabajos con base en la investigacion de la presente
tesis

Se pretende elaborar dos articulos para publicaciéon en revistas cientificas con el
material desarrollado en esta tesis doctoral. Uno de ellos, reportando el nuevo proceso
de sintesis de SPIONs, reproducible y escalable a nivel industrial. El otro de ellos,
detallando la aplicacidon de la metodologia de disefio experimental aplicada al nuevo
proceso de sintesis de SPIONs a modo de evaluar su reproducibilidad y hallar el éptimo
de operacién de la variable critica del proceso.
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6.2.2 Continuacion de la linea de investigacion

Para dar continuidad a la investigacion en el desarrollo de procesos nanotecnoldégicos,
se considera continuar con el objetivo general del disefio 6ptimo del proceso de
produccidn de nanoparticulas superparamagnéticas de éxido de hierro recubiertas con
polietilenglicol y funcionalizadas con drogas oncolégicas, de modo de garantizar la
reproducibilidad y escalabilidad del proceso. En particular, se intentara sintetizar una
cantidad de medicamento suficiente como para abastecer los requerimientos de
pruebas clinicas y aplicaciones en gran escala.

Mas especificamente, se desea dar continuidad al objetivo de funcionalizar las SPIONs
con medicacién de uso oncoldgico (combinando el pegilado y la adsorcion de
sustancias activas) y determinar la influencia de las variables de operacién en las
propiedades de uso final de las nanoparticulas funcionalizadas, a fin de identificar las
condiciones operativas dptimas para distintas etapas del proceso de funcionalizacion.
En lo que respecta a la funcionalizacion de SPIONs con medicamento oncoldgico, se
considerard particularmente la incorporacién de doxorubicina (DOX), un antibidtico
utilizado frecuentemente en tratamientos oncoldgicos. En la literatura se destaca la
efectividad terapéutica de la DOX y el empleo de SPIONs con un recubrimiento
superficial y funcionalizadas con DOX como sustancia activa permitiria un importante
avance en la efectividad de tratamientos oncoldgicos con una significativa reduccion
de las dosis de drogas utilizadas, que redundaria en una importante disminucidn de los
efectos secundarios tipicos de la quimioterapia convencional. En base a la sintesis de
produccidon de SPIONs ya disenada en la tesis, se pretende continuar con los ensayos
pertinentes que permitan funcionalizar las mismas incorporando DOX en su estructura.

Las tareas a desarrollar incluyen: disefio, planificacién y realizacion de ensayos
experimentales que permitan optimizar el proceso de funcionalizacion de SPIONs con
drogas oncoldgicas, caracterizacién y andlisis de las SPIONs funcionalizadas e
identificacién de las variables criticas del proceso de funcionalizacién. Finalmente, se
abordara el desarrollo de modelos predictivos de las propiedades de uso final
aplicando la metodologia de disefio de experimentos propuesta en la tesis, a modo de
evaluar la influencia de las condiciones operativas sobre las propiedades de uso de las
nanoparticulas funcionalizadas.

Estefania Colombo 140



ANEXO |

Influencia del diseiio experimental inicial (Capitulo 2)

Se consideran tres alternativas de disefio inicial £, para evaluar el efecto de esta

eleccién en la tasa de convergencia de la metodologia propuesta. Para ello, se
muestran las evoluciones de las superficies de respuesta de la probabilidad de éxito
ﬂ(@k,x). Tres alternativas de disefio inicial son consideradas: (i) disefio compuesto
central fraccional, (ii) disefio factorial mas un punto en el centro y un punto en el
medio de uno de los limites de la inicial ROI, y (iii) eleccion al azar de seis puntos
dentro de la RO/ inicial. En las Figuras 1.1, 1.2 y |.3, se muestran las evoluciones de las
superficies de respuesta del modelo ﬂ(@k,x) a medida que se van agregando puntos

experimentales en cada iteracién del bucle interno.

Feed Rate (I/min)
Feed Rate (I/min)

194 2
Feed Time (min)

Feed Time (min)

(a) (b)

Feed Rate (I/min)

9950 180 190 200
Feed Time (min)

(c)
Figura I.1: Evolucidn de las superficies de respuesta ﬂ(@k,x) utilizando el disefio inicial &,
correspondiente a la Fig. 3a. (a) iteracion #1; (b) iteracion #2; (c) iteracion #3.
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Figura 1.2: Evolucidn de las superficies de respuesta ﬂ(@k,x) utilizando el disefio inicial &,

correspondiente a la Fig. 3b. (a) iteracion #1; (b) iteracidn #2; (c) iteracion #3; (d) iteracidn #4;
(e) iteracidn #5; (f) iteracidn #6; (g) iteracion #7.
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Figura 1.3: Evolucidn de las superficies de respuesta ﬂ(@k,x) utilizando el disefio inicial &,

correspondiente a la Fig. 3c. (a) iteracion #1; (b) iteracidn #2; (c) iteracion #3; (d) iteracion #4;
(e) iteracidn #5; (f) iteracion #6; (g) iteracion #7.
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ANEXO Il

Modelo matematico del proceso de polimerizacion por emulsion de
estireno (Capitulo 2)

La polimerizacién por emulsién de estireno es un conocido proceso de gran interés
industrial para el cual se encuentran disponibles los modelos matematicos que ajustan

> Los modelos cinéticos y las

sus primeros principios de su funcionamiento.’”
ecuaciones de conservacién estdn compuestos por: balance de volumen del medio de
reaccion, balance de volumen de particulas de cada poblacién, balance molar de
mondmero, balance del nimero promedio de radicales por particulas para cada
poblacién, tasa de polimerizacidon para cada poblacion, tasa de adicidon de agente de
transferencia de cadena (CTA), balance molar del iniciador y balance molar del agente
de transferencia de cadena. El modelo completo para un reactor de polimerizacidn

semi-batch es:*3

(6A)
av, :M+ZRP‘4MWm 11
dt pm i ’ Pp pm
(7A)
ﬂzF’"MW’" +R,VMW,_ 11
dt Pn ’ Po Pn
dm, (8A)
=F —)> R,V
dt " Z nr
an _ i Tk (9A)
a VN,
o kML, (10A)
TNy
k., i [M],N (11A)
fan =Ny
a’r
a_ (12A)
dt
dax 13A
dtp =Fera _ZRCTA,‘/r ( )
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Dénde MW, es el peso molecular del monémero [g/mol], £»r y Pm son las densidades

F

, , F . .,
del polimero y mondémero en [g/L], "™ Y Tem son las tasas de alimentacién del

. . k. .
mondmero y del agente de transferencia de cadena en [mol/s], " es el coeficiente de

tasa de desorcion [1/s], @i es la tasa de absorcién de radicales [1/s], k. es el

coeficiente de tasa de terminaciéon [L/(mol-S)], Vsi es el volumen de poblacion de
particulas mojadas i en [L], N, es el numero de Avogadro, ke es el coeficiente de
propagacion [L/(mol-S)], M; es la concentracién de mondémero en las particulas

[mol/L], N; es el numero total de particulas de poblacién i en el reactor, y ky es el
coeficiente de tasa de descomposicidn del iniciador [1/s]. Las relaciones constitutivas

necesarias para calcular los valores de los parametros de las ecuaciones de
1-3
conservacion enunciadas arriba son:

K, (14A)
k, =k, [M],——2——
Koiﬁ+kP[M]P
(15A)
1 1
k, =k, exp| Bl ———
Ufmc Uf
U =040, +0,(1-¢,) (16A)
U, =0.1124+6.2x107°T (17A)
v, =0.0245+1.4x10 (T —82) (18A)
2(20, + k) (19A)
fi=———
20, +k +—
Si'Va
12D, (20A)
K = mdDii
1+ 2D,,
m,D,
k, = k,, exp(—19W."), for :W, <0.75 (21A)
o, =k,[R], (22A)
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k, =—0.707x10°W,’ +1.886 x 10 °W; —1.675x10°W, +0.496 x 10°, for : W, (23A)
kai = kade_?' (24A)
d R], n N, 25A

W a

Para implementar este sistema como un caso de estudio para evaluar el disefio 6ptimo
basado en la probabilidad, resulta de particular interés lograr dos especificaciones de

punto final en el producto: indice de fluidez (MI) y resistencia a la traccion (0 ). Estas
propiedades pueden ser estimadas convenientemente mediante el uso de
correlaciones dependientes del peso molecular promedio en peso (MW, ) y del peso

molecular promedio en nimero (MW, ), respectivamente:*

30 (26A)

M= W <10 " <02)

o 1 (27A)

Dénde MW, y MW, pueden ser calculados como sigue:>*” °

n np (28A)

B (29A)

MW — _i=0 i=0

i=0 i=0

y i -th p . .. ;
Dénde A/ esel j*" momento de la cadena de polimeros viva de la especie i y u}l esel

«th p . .
j momento de la cadena de polimero muerta de la especie i. Los balances

. . . 4-6
correspondientes de momentos de cadenas de polimero vivas y muertas son:

20 — n; (3OA)

i

2

a
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G —kn, kAL 31A
L=M+kP[M]Pﬂ? + (K I, ey X e _,1,?)_@ (31A)
dt N, 2
2 —kn, kA2 32A
I8 (Ot (4 2 M i e N 2)- TR A (328)
a Si
’ 0 33A
di = (kﬁn [M]P _kCTAXCTA Xﬂ?)_'_ ﬁkt (Ai )2 ( )
dt Vs
du! fk (24 (34A)
i = (kfm[M ]P _kCTAXCTAX}’:)—FM
dt VSi
; R 35A
di:(kﬁn[M]p_kaAXgA)(ﬂf)-i- [k \& A -i-(ﬂw,)Z ( )
dt VSi
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Graficas de la primera etapa del analisis TGA (Capitulo 4)

ANEXO Il

En las Figuras lll.1 a lll.5 se muestran las graficas correspondientes a la primera etapa
del analisis TGA para cada una de las muestras de nanoparticulas producidas y para el
PEG puro. Esta primera etapa consiste en un calentamiento de la muestra desde
temperatura ambiente hasta 120 °C, con el objeto de evaporar el solvente y obtener
una muestra seca para realizar el posterior andlisis. En dichas graficas se puede
apreciar el proceso de pérdida de masa por evaporacidon del agua remanente en la
muestra. Para el caso del PEG se observa ademas una pequefia adsorcidon de material
en un proceso endotérmico, lo cual puede atribuirse a la adsorcién de algin gas sobre

la muestra.
0
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08 11
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Figura l11.1: Primer etapa del andlisis TGA de la muestra de PEG puro.

SDTA[°C]
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Figura 111.2: Primer etapa del andlisis TGA de la muestra RN19.
0
| ——RN20 Etapa 1 TGA| - - -RN20 Etapa 1 SDTA
1,0 - ¢ -5
"_‘—'—--..____\ /
- - / i
™ - A - '10
08| ~ ]
I N 4-15
— ™~ -
o) ~ —
E 06 S 41200
- | LI
@ f | 25 E
E B -
04 130 P
- -35
02 .
| 4 -40
0,0 L— - - - - - - - ] .45
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

Ts [°C]
Figura 111.3: Primer etapa del andlisis TGA de la muestra RN20.
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Figura 111.4: Primer etapa del andlisis TGA de la muestra RN21.
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Figura III.5: Primer etapa del andlisis TGA de la muestra RN22.
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