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Resumen

Uno de los principales problemas en el area de la salud es la baja eficiencia que
presentan los sistemas de administracion farmacos usados actualmente. Como
resultado en los ultimos afios ha incrementado el interés en el desarrollo de
nuevos vehiculos de administracion, destacando el uso de materiales a base de
diéxido de silicio ya que se reportan como materiales biocompatibles, no téxicos,
mecanica y quimicamente estables, ademas de presentar una superficie quimica
funcionalizable.

En este trabajo se presenta la sintesis de nanoparticulas de dioxido de silicio
(NPsSIiO,) esféricas con porosidad ordenada y su evaluacibn como posibles
vehiculos para liberacién controlada de farmacos, sintetizadas por el método
Stéber modificado, con el uso de un precursor alcoxido tetraetil ortosilicato, en
medio acuoso con bromuro de hexadeciltrimetilamonio y como catalizador una
solucion de nitrato de amonio. Finalmente se optimizo la sintesis de material
mediante la variacién de los parametros concentracion y temperatura.

Para determinar que el tratamiento térmico al que se sometidé el producto de
reaccion fuera el adecuado, el material resultante se caracterizé por difraccion de
rayos X (DRX), la pureza del material y la presencia de los grupos siloxano (Si-O-
Si) y silanol (Si-OH) se determiné mediante espectroscopia de IR por transformada
de Fourier (FT-IR), por microscopia electronica de barrido (SEM) y microscopia
electronica de transmision (TEM) se comprobd6 la morfologia esférica y porosa asi
como se determind el tamafio promedio de particula (~70 nm), el area superficial
( 743 m?/g), diametro promedio de poro (3 nm) vy tipo de porosidad se determiné
por andlisis de fisisorcion de N,, mientras que el tamafio de particula en solucién
se determind mediante dispersion de luz dinAmica (DLS) en medio acuoso, en un
medio de cultivo basal DMEM-F12 (medio suplementado de Dulbecco) y un
tampon de fosfato salino como fluido corporal simulado PBS. Finalmente la
toxicidad del material se evalué mediante ensayos de viabilidad celular MTT en
células de carcinoma humano HepG2. Posterior a la caracterizacion las NPSIiO;
se evaluaron en la adsorcion del marcador rodamina B y los farmacos aspirina e
ibuprofeno. La concentracién de molécula liberada y la cinética de liberaciéon de las
especies adsorbidas se evalué en un fluido corporal simulado de PBS y se
monitoreo en un espectrofotbmetro UV-VIS.

PALABRAS CLAVE. Nanoparticulas esféricas, dioxido de silicio, porosidad
ordenada, vehiculos de liberacion controlada.
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Abstract

One of the main problems in the area of human health is the low efficiency that of
the drug delivery systems currently used. As result in recent years interest has
increased in develop of new delivery vehicles and the use of materials based on
silicon dioxide as they have been reported as materials biocompatible, no-toxic,
mechanically and chemically stable, and chemically versatile surface.

This paper presents the synthesis of silicon dioxide nanoparticles (NPsSIO;) with
spherical orderly porosity and their evaluation as potential vehicles for controlled
drug release. They were synthesized by the modified Stober method with the use
of a precursor alkoxide tetraethyl orthosilicate in an aqueous medium with
hexadecyltrimethylammonium bromide, and as the catalyst an ammonium nitrate
solution. Finally the synthesis material was optimized by modifying parameters
such as concentration and temperature.

To determine the exclusive presence of the amorphous phase of the SiO, the
product was characterized by X-ray diffraction (XRD), the purity of the material and
the presence of siloxane (Si-O-Si) and silanol (Si-OH) groups was determine by
Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), by scanning electron microscopy
(SEM) and transmission electron microscopy (TEM). The spherical morphology
and porous, and the average particle size (~ 70 nm) was verified. The surface area
(743 m?/g), average diameter pore size (3 nm) and type of porosity was determined
by N2 physisorption analysis, while the particle size in the solution was determined
by dynamic light scattering (DLS) in an aqueous medium, cell culture medium
DMEM-F12 (supplemented medium Dulbecco) and phosphate buffered saline PBS
like body fluid. Finally the toxicity of the material was evaluated by MTT cell viability
assays in HepG2 human cells. Subsequent to the characterization the NPSIO,,
were evaluated in adsorption marker rhodamine B and the drugs aspirin and
ibuprofen. The concentration of molecule released and the release kinetics of the
adsorbed species were evaluated in a simulated body fluid PBS and were
monitored in a UV-vis spectrophotometer.

KEYWORDS. Spherical nanopatrticles, silicon dioxide, ordered porosity, controlled
release vehicles.
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INTRODUCCION



Sintesis de nanoparticulas de SiO, como potenciales vehiculos
para administracion de farmacos

Introduccion

Actualmente uno de los principales problemas en el area de la salud humana es la
baja eficiencia que exhiben los sistemas de administracion de farmacos, se estima
que a partir de 1980 [1] la cantidad de efectos secundarios provocados por su uso
aumento considerablemente. En la busqueda por solucionar estos problemas y
mejorar nuestra calidad de vida se han desarrollado e investigado nuevos

sistemas organicos e inorganicos como se muestra en la Fig. 1.
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Fig. 1. Matrices organicas e inorgénicas reportados en la literatura como posibles vehiculos en la
dosificacion de farmacos [1].

La escala nanométrica es éptima en cuanto a vehiculos de liberacion se trata, ya
gue materiales de mayor tamafio tienen mas posibilidades de desencadenar
respuestas inmunes agudas, pues sus dimensiones se encuentran dentro de la
ventana de las bacterias y la eficiencia en la captacion celular decrece. Por otra
parte los materiales en orden nanométrico favorecen la captacion celular y el
transporte a través del torrente sanguineo, ademas que desde el punto de vista
estructural es bien conocido que el area superficial aumenta al hablar de NPs y
por ende incrementa cantidad de sitios de adsorcion del farmaco en el material [1].



Las NPsSIO; conllevan las ventajas antes descritas ademas de que la presencia
de los enlaces Si-O en la estructura del material favorecen su resistencia a la
degradacion mecanica en comparacion con liposomas y dendrimeros, y presentan
una mejor biocompatibilidad en comparacion con materiales a base de otros
oxidos metalicos. Otro factor que favorece su uso es el hecho de que es un
material muy versétil, ya que se ha logrado obtener con diferentes morfologias
(esferas, nanotubos, estructuras cubicas y lamelares), diferentes tamafios de
particula y porosidad, asi como porosidad ordenada. Caracteristicas que pueden
manejarse adecuadamente mediante el control de las condiciones de sintesis y

pueden favorecer el proceso de liberacion [1].

Con lo anterior en mente y considerando el manejo frecuente de algunos términos
a lo largo de este escrito se define a un nanomaterial como un material con al
menos una dimension en la escala de 100 nm, en la Fig.2. se muestra una
comparacion de objetos a diferentes escalas desde el tamafio macroscépico hasta

el nanométrico.
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Fig. 2. Escala de comparacion de los 6rdenes de magnitud hasta llegar a la escala nanométrica.

Mientras que un material poroso se puede definir como materiales con cavidades
o canales, en los cuales las caracteristicas varian dependiendo de la disposicion,
forma y tamafio de los poros. La IUPAC (Intenational Union of Pure and Applied
Chemistry) clasifica a estos en tres categorias en funcion del diametro de poro [2.
3]



Tabla 1. Clasificacion de los materiales porosos (IUPAC)
Material Diametro de Poro
Microporoso <2nm
Mesoporoso 2 nm - 50 nm
Macroporoso >50 nm

Todos estos materiales pueden presentar basicamente dos diferentes
disposiciones de poros, ordenada o desordenada. La porosidad ordenada se
define como la presencia de un tamafio de poro, forma y orientacién bien definida,
mientras que los materiales con porosidad desordenada  presentan una
orientacion aleatoria de los poros y generalmente una amplia distribucién de

tamafio [3].

Uno de los materiales porosos mas estudiados debido a la
variedad de aplicaciones que presenta es el SiO..
Especificamente en sistemas de liberacion controlada y
agentes marcadores las NPsSIiO, son consideradas
vehiculos no téxicos, ya que estas nanoparticulas

inorganicas son estables (mecanica y térmicamente),

biocompatibles y quimicamente versatiles. Como vehiculo

presenta ventajas respecto a otros materiales:

e Lograr una liberacion sostenida y controlada.
e Proteger la carga de la degradacion fisioldgica.

e Alta capacidad de carga.

Por estas caracteristicas su uso se reporta en la adsorcion, encapsulacion y
liberacion de diversos farmacos, péptidos, oligonucledtidos y proteinas como
insulina (Lin et al.), asi como su uso con diferentes recubrimientos poliméricos o
funcionalizada con diferentes moléculas para lograr la liberacién con apoyo de

agentes externos como se describira en el capitulo 1.2 [4, 5].



Como una posible solucion a la problemética presentada, en este trabajo se
exhibe la sintesis y caracterizacion de NPsSIO, esféricas porosas como posibles
matrices para la liberacion controlada de medicamentos, usando como farmacos
modelo ibuprofeno y aspirina. Analgésicos y anti-inflamatorios ampliamente
utiizados, de tamafios recomendables para moléculas de prueba
(aproximadamente 1.0x1.0 nm) ambas moléculas poseen un grupo carboxilo que
puede formar enlaces con una gran variedad de grupos funcionales mediante
reacciones acido-base. La liberacion de ambos farmacos en el material es
detectable mediante espectroscopia UV-Vis a una longitud de onda de 246 nm y

333 nm respectivamente [6].



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis
Las nanoparticulas de dioxido de silicio (NPsSiO,) esféricas con porosidad

ordenada sintetizadas por el método Stober modificado son adecuadas para

actuar como vehiculos en la administracién controlada de farmacos.

Objetivo general

Sintetizar NPSIO; por el método Stéber modificado, caracterizarlas y evaluar su

posible aplicacion en liberacién controlada con el uso de una molécula modelo.

Objetivos especificos

» Optimizar la sintesis de NPSIiO, esféricas con un diametro menor a 100 nm,
variando (temperatura, tensoactivo y relacion molar TEOS/tensoactivo).

* Realizar, DRX, SEM, TEM, FT-IR, SAXS vy fisisorciébn de N, para corroborar
la morfologia, tipo de porosidad, grupos superficiales y tamafio de las
NPSIO..

« Evaluar la citotoxicidad, tamafio de particula en soluciébn y punto
isoeléctrico, por ensayos MTT, DLS y potencial Z respectivamente.

+ Evaluar las NPSiO, como vehiculos en liberacion controlada del marcador

rodamina B y del farmaco ibuprofeno como moléculas modelo.



CAPITULO 1.
MARCO TEORICO



Capitulo 1. Marco tedrico

1.1 Antecedentes

1.1.1 Materiales Porosos

Las zeolitas son unos de los materiales porosos mas conocidos y con mayor
namero de aplicaciones, ya que son estables, selectivos, activos y tienen la
capacidad de incorporar una gran variedad de elementos en su estructura. Existen
numerosas investigaciones acerca de su sintesis, propiedades y aplicaciones,
pero uno de los mayores retos es incrementar el diametro de poro ya que la
mayoria de estos materiales presentan microporos lo que limita su aplicacion. En
la busqueda de ampliar el didmetro de poro de estos materiales y asi mejorar las
propiedades de adsorcion de moléculas de mayor tamafio, en 1990 Yanagisawa y
colaboradores reportan la sintesis de silicas porosas con tamafos uniformes de
poro, pero irregularmente espaciados y con una amplia distribucion de tamafio. A
partir de esto en 1992 los laboratorios Mobil Corporation dan a conocer una
familia de materiales porosos a base de alumino-silicatos llamados M41S, donde
reportan el uso de moléculas organicas, especificamente sales de amonio
cuaternario (CTAB), un tensoactivo que actia como direccionador de las
estructura porosa, con diametros de poro en un rango de 1.5 — 10 nm.
Posteriormente en 1998 la Universidad de Santa Barbara reporta la sintesis de un
material con micro y mesoporosidad ordenada, con un didmetro de poro mayor a
la familia M41S los cuales llamaron SBA, donde reportan obtener didmetros de
poro alrededor de 4 -14 nm a partir del uso de copolimeros de tres bloques no
iGnicos como el P65 Pluronic, P123, y F127. En la Fig. 1.1 se muestra una serie de
imagenes de la familia M41S y SBA, asi como una reconstruccion de como se

ordenan los poros [7 - 11].



masoporo
{4-14nm)

Fig. 1.1. a) Estructuras de la familia M41S, en orden MCM-41(fase hexagonal), MCM-48 (fase
cubica), MCM-50 (fase laminar). b) Acercamiento a la estructura porosa de la MCM-41. c)
Estructura micro y mesoporosa de la familia SBA [2].

El uso de nanomateriales porosos como vehiculos para el transporte de farmacos
se ha incrementado notablemente desde el informe del grupo Vallet-Regi en 2001
(Fig. 1.2.) donde reportan el uso de estos materiales para liberacioén controlada de

ibuprofeno [12].
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Fig. 1.2. Articulos publicados por afio de 2001 al 2014. Busqueda: nanoparticles drug delivery.
Fuente: Web of Science. (Septiembre 2015).

1.1.2 Sintesis de NPsSiO,

La sintesis de NPsSIO, ha incrementado debido a su facil preparacion y a su
aplicacion en diversas areas como catalisis, separacion, pigmentos, farmacia,

electronica, detergentes, cosméticos y sensores, ya que su estructura porosa



presenta caracteristicas como alta area superficial (>1,000 m? g), gran volumen
de poro (0.8 — 1.5 cm® g™ y distribucién uniforme de tamario de poro.® 2

Las NPsSIO, se han sintetizado por distintos métodos tales como sol-gel, Stober,
Stéber modificado y microemulsion, con morfologias esféricas, esferas huecas,

tubos y fibras de SiO; estructuralmente amorfo [10].

El método sol-gel es uno de los pioneros en la sintesis de una amplia variedad de
materiales nanoestructurados, es un método atractivo debido a que es un proceso
a baja temperatura, pero con un tiempo de sintesis prolongado. En 1968 Stdber
propone un método para la sintesis eficaz de nanoparticulas de silice
monodispersas usando una mezcla de alcohol — agua y amoniaco como
catalizador para hidrolizar un alcoxilano, con la ventaja de ser facilmente escalado
para aplicaciones comerciales y obtencién de nanoparticulas en un rango de 50
nm - 1 um con una estrecha distribucién de tamafio y menor tiempo de sintesis.
Posteriormente Grun propone una modificacion al método mediante la adicion de
un tensoactivo de tipo cationico, que derivo en la obtencion de nanoparticulas
porosas con un didmetro de poro controlado. Otras modificaciones al método
fueron la adicion de lisina y arginina realizadas por Hartlen et al. y Yokoi et al.
respectivamente, asi como Meng et al. reporta la sintesis de NPs solidas en una
microemulsion acuosa con el uso de un tensoactivo obteniendo particulas en un
rango de 20-300 nm y un método de obtencién por microemulsién inversa [10, 13-
16].

Todos estos estudios llevaron a obtener NPs con diametros y tamafios de poros
mas uniformes, afios después Bogush et al. demostraron que el proceso de
crecimiento depende de la reaccion de condensacion de mondmeros hidrolizados
y pequefios oligomeros, mientras que la nucleacion de las particulas de la

agregacion de subestructuras de siloxano [16].
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1.1.3 Sintesis de NPsSiO; porosas

En todos los métodos mencionados en el apartado anterior lo que ocurre
basicamente es la hidrolisis controlada de un precursor alcoxilano (TEOS, TMOS,
etc.) en medio acuoso u alcohdlico, lo que da como resultado la formacion de
grupos silanol que al condensarse forman puentes siloxano (Si-O-Si). En la fig. 1.3
se presenta el mecanismo de las reacciones de hidrolisis y condensacion que

ocurren de forma simultanea.
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Fig. 1.3. a) Reaccion de hidrélisis del precursor alcoxilano en medio acuoso y basico. b)
Reacciones de condensacion.

La hidrolisis Fig. 1.2 a) ocurre por un ataque nucleofilico tipo SN2 de un &tomo de
oxigeno a la molécula de agua, donde se forma un intermediario pentacoordinado,
para posteriormente el grupo alcoxi (R-O) ser remplazado por un grupo hidroxilo
(OH). Paralelamente en la condensacion Fig. 1.2 b) las moléculas de silanol (Si-

OH) y alcoxilano (Si-OR) forman enlaces siloxano (Si-O-Si).
Para la formacion de una especie porosa es necesario el uso de especies que

funjan como centro de nucleacion y especies directoras de la estructura, con este

propésito se comenzaron a utilizar moléculas organicas de caracter anfifilico de
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alto peso molecular que en medio acuoso forman micelas. Este quimico en la
literatura es referenciado como un tensoactivo Yy provee al material de una
estructura porosa, un tamafo de poro sintonizable y alta area superficial, asi como
una gran variedad de mesoestrucuras tales como desordenada, agujero de

gusano, hexagonal, mesofases cubicas y laminares.

El tensoactivo actia formando micelas esféricas para reducir el contacto entre las
cadenas hidrocarbonadas hidrofobicas y el agua, reduciendo asi la tension
superficial y buscando un estado de equilibrio, es decir, de minima energia. Dicho
estado ocurre a una cierta relacion de concentracion entre el agua y el tensoactivo
llamada concentracion micelar critica (CMC), la cual depende de las condiciones
de sintesis como la temperatura y tipo de tensoactivo. Entre los tensoactivos mas
utilizados en la sintesis de NPsSiO,, se encuentran el polietilenglicol (PEG), la
polivinilpirrolidina (PVP), el polietilenglicol-block-polipropileglicol-block.-

polietilenglicol (Pluronic) y el bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) [2].
El tensoactivo debe ser removido de la estructura por métodos de calcinacién o

extraccion para asi obtener poros huecos, como se muestra en la Fig.1.4 donde se

presenta una esquematizacion del proceso de sintesis.
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concentracion superior a la
concentraciéon micelar critica

Adicion de la fuente de silicio
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Fig. 1.4. Diagrama del proceso de sintesis de las NPsSiO, [17].
Otro factor importante en la sintesis es el pH, la sintesis se puede llevar acabo en

condiciones acidas o basicas, es decir, por debajo del punto isoeléctrico de la
silice (PI=2), se encuentra cargada positivamente favoreciendo la unién
electrostética con tensoacivos de tipo anionico, mientras que a un pH por encima
de este PI la densidad de carga de la silice es negativa por lo que se favorece la
unién con tensoactivos de tipo catidnico o polimeros neutros a través de
atracciones electrostaticas y enlaces de hidrogeno. Otro factor importante a
considerar es que a pH basico se favorece la etapa de condensacion lo que da

como resultado la formacién de estructuras de mayor tamafio [10].

Como ya es conocido el material no tiene una estructura con ordenamiento
periddico, es decir esta constituido de una fase amorfa de SiO,, lo cual se debe a
la gran cantidad de defectos en la conectividad, ya que no todos los tetraedros
estan unidos a otros cuatro tetraedros dejando oxigenos libren que forman grupos
hidroxilo (OH), lo que da como resultado una superficie cargada que favorece
funcionalizacién y adsorcion de una gran variedad de especies quimicas. En el
caso de las NPsSiO, la presencia de los grupos silixano (Si-O-Si) y silanol (Si-OH)
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en la superficie del material favorece estos procesos, en la tabla 2 se muestran los
diferentes tipos de grupos que se encuentran superficialmente en las SiO,NPs. La
cantidad de estos grupos depende en gran medida de la técnica que se use para
remover el tensoactivo, calcinacion o extraccion, si se realiza por un método de
calcinacion en la literatura se reporta que se tiene una presencia de alrededor de 3

grupos/nm? [11].

Tabla 1.1. Grupos terminales presentes en las SiO,NPs
Siloxano Silanol

0 Aislado Vertical Geminal

s|/ \Si OH jH ----- ZH HOE/OH

La presencia de estos grupos en la superficie es de gran importancia en el

proceso de funcionalizaciébn con especies quimicas y adsorcion de farmacos, los

cuales se pueden realizar por el método de co-condensacion y el de post-sintesis.

e Co-condensacioén: Es la union de un compuesto a la estructura del material
desde la hidrdlisis de los silanos (Si-H4) funcionales, lo que conlleva que
una fraccion del precursor se sustituya por un precursor hibrido y la
molécula de funcionalizacién se encuentre dentro y fueras de las paredes

del material.

e Post-sintesis: Es la adsorcibn de una molécula por enlaces de tipo
covalente o puentes de hidrogeno, y en contraste con el método anterior los
grupos funcionales se unen principalmente a la superficie de silice expuesta
después se forman las nanoparticulas, lo cual se puede realizar ya sea

antes o después de remover el tensoactivo, como se muestra en la fig. 1.5.
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Fig. 1.5. Representacion esquematica de la a) funcionalizacién post-sintesis, b) funcionalizacion
co-condensacion [18].

De los métodos descritos anteriormente para la adsorcion del farmaco en mariales
porosos es mas factible el uso método post-sintético ya que en el proceso se requiere la
posterior liberacién del mismo y el método de co-condensacion retiene el farmaco dentro
de la estructura del material, lo cual se refleja en una disminucion el potencial de

liberacion.

En resumen todas las caracteristicas mencionadas anteriormente (porosidad ordenada,
forma, presencia de grupos silanol en la superficie, etc.) indican una alta factibilidad en el

uso de las NPsSiO, como vehiculos en la liberacién controlada de farmacos.

1.2 Aplicacion

1.2.1 Sistemas de liberacién controlada

Los sistemas de liberacion controlada se han investigado extensamente debido a
la demanda de materiales activos en administracion controlada de farmacos, ya
gue los sistemas actuales presentan desventajas como mala solubilidad en el
torrente sanguineo, poca especificidad, rapida descomposicion, perdida de la
actividad y como consecuencia una gran cantidad de efectos adversos.

Es por eso que en el disefio de nuevos vehiculos es necesario tomar en cuenta

caracteristicas como:
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e La compatibilidad del material.

e Alta capacidad de carga para la encapsulacion del farmaco.
e Sin liberacién prematura.

e Tasa adecuada de liberacion.

¢ Incrementar la biodisponibilidad del medicamento

e Efectos secundarios minimos.

Como producto de la investigacion realizada en esta area se han estudiado como
nuevos vehiculos para liberacion controlada de farmacos el uso de distintos
sistemas tales como liposomas, dendrimeros, nanoparticulas poliméricas,

nanoparticulas inorganicas e hidrogeles (Fig. 1.6.).
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Fig. 1.6. Representacion de los diferentes vehiculos en escala manométrica que se usan como
sistemas de liberacién controlada [19].

De esta nueva area de investigacién nace un nuevo término “nanomedicina”, es el
area de la nanotecnologia que se encarga del estudio de los sistemas de
encapsulacién, adsorcién y entrega a escala nanométrica. Estos materiales se
consideran adecuados en aplicaciones medicas debido a que su tamafo permite
diversas vias de administracion (tOpica, intramuscular, intramucosal, pulmonar,

oral, etc.) [5].
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En este contexto las NPsSIO, presentan ventajas como porosidad ordenada,
elevada biocompatibilidad, capacidad de adsorcion, rapido transporte de masa
dentro de la estructura porosa, estabilidad mecanica, baja toxicidad, capacidad de
adsorber una gran variedad de moléculas, lo cual permite que la plataforma

inorganica albergue cantidades apreciables de carga sin ser desestabilizada.

Molécula
organica

Fig. 1.7. Esquema en el cual se explica resumidamente el proceso por el cual se sintetizan, cargan
y funcionalizan las nanoparticulas [20].

Posterior a la integracion del farmaco en las nanoparticulas, es relevante
considerar que el sistema podria someterse a una liberacion controlada tras la
activacion por uno o mas estimulos posibles, tales como cambios en el pH o la
temperatura, aplicacion de pulsos de luz, campos eléctricos 0 magnéticos y
potencial redox, lo que tiene como efecto causar cambios en la estructura del
vehiculo o en las moléculas que fungen como valvulas en el control individual de

los poros , por ejemplo nanoparticulas inorganicas, moléculas orgénicas y
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Fig. 1.8. Diversidad de estimulos empleados para el proceso de liberacién controlada [19]
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Dichas moléculas pueden formar enlaces quimicos sobre la superficie exterior de
los poros, para ser removidas posteriormente por un estimulo como se muestra en
la Fig. 1.9. Estas herramientas se presentan como optimas opciones para mejorar
los procesos de liberacion de toda esta gama de nuevas matrices y son un area

importante de investigacion en cuanto al area de nanomedicina se refiere.

Carga

Liberacion

Cis | Trans.

Isomerizacion

Fig. 1.9. Esquematizacion del fenémeno estimulo- respuesta [14].

Como fue mencionado el grupo de Vallet-Regi fue uno de los pioneros en el uso
de materiales a base de SiO, (SBA-15) como vehiculos para liberacién de
medicamentos especificamente Ibuprofeno. El uso de los materiales es posible
debido a la formacién de puentes de hidrogeno con las moléculas del farmaco y

los grupos silanol (Si-OH) en la superficie del material [4, 21].

Como se describié a lo largo de este escrito las NPsSiO, presentan una serie de
caracteristicas favorables para actuar como vehiculos en la liberacion controlada
de farmacos, ademas de que existe una gran variedad de reportes acerca de su
uso. Por dichas caracteristicas se presenta la sintesis de NPsSiO, por el método
Stéber modificado como una posible solucién a los problemas que presentan los

sistemas de administracion de farmacos.
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CAPITULO 2.
SINTESIS Y CARACTERIZACION



Capitulo 2. Sintesis y caracterizacion

2.1 Sintesis

Los reactivos que se utilizaron en la sintesis del material se presentan en la tabla

2.1.

Tabla 2.1. Reactivos

Nombre Formula Quimica Especificaciones
Alcohol etilico absoluto CH5;CH,OH J T.Baker (99.90%
anhidrido (Et-OH) ACS)
Poly(ethylene glycol)-block- (C3HeO.C,H,0)x Sigma Aldrich (M,
poly(propylene glycol)-block- ~5,800)

poly(ethylene glycol) (P-123)

Solucién de Hidroxido de NH,OH.OH Sigma Aldrich (28%)
Amonio (NH4OH)
Tetraetil ortosilicato (TEOS) CgH200,4Si Sigma Aldrich (98%)

Aspirina 2-(CH3CO,)CeH4COLH Sigma Aldrich (99%)
Bromuro de C1oH42BrN Sigma Aldrich (99%)
hexadeciltrimetilamonio (CTAB)
3-Aminopropil trietoxisilano CoH23NO;SI Sigma Aldrich (98%)
(APTES)
Acido acético (HAc) C,H.0, Sigma Aldrich
(99.705)
Cloruro de sodio (NacCl) NacCl MERCK
(99.5%)
Dihidrogenofosfato de potasio KH,PO, MERCK
(KH,PO,) (99.5%)
Fosfato de hidrogeno de sodio Na,HPO42H,0 MERCK
dihidratado (Na,HPO,) (99.5%)
Cloruro de Potasio (KCI) KCI MERCK
(99.5%)
Rodamina B (RB) CygH3:CIN,O5 Sigma Aldrich
Dex (S+) ibuprofeno (I1BU) C13H102 Boots Chemical
Nottingham
Agua mili-Q H,O —
Agua destilada H,O —

2.1.1 Sintesis de las NPsSiO, porosas

La sintesis de la nanoparticulas se realizé por el método Stéber modificado, en
donde se variaron paradmetros como el tipo de tensoactivo, relacibn molar de

alcoxido-tensoactivo y temperatura, esto con el fin de encontrar la condiciones
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Optimas de sintesis (diametro de particulas <100 nm, diametro de poro >2 nm,
morfologia porosa y estructura mesoporosa ordenada).

En un vaso de precipitado de 500 mL se colocaron 400 mL de agua destilada y el
tensoactivo, ya disuelto el tensoactivo, esta solucion se coloca en un reactor de
fondo plano (con una capacidad de 2 L) con el resto de agua, se agita por 5 min.
Posteriormente se agregan 16 mL de NH3OH y finalmente por goteo se adicionan
17.14 mL de TEOS. La temperatura se eleva a 95 °©C y se deja reaccionar por
una hora con agitacion constante a 700 rpm, el producto se deja enfriar y se
centrifuga a 15,000 rpm durante 15 min con tres lavados de una solucién etanol-
agua para remover el tensoactivo y recuperar las nanoparticulas sélidas, estas se
secan a 90°C por 12 horas y se calcina a 500 °C, para eliminar humedad, restos
del tensoactivo y proporcionar resistencia mecanica al material. Finalmente se
filtra y lava en una matraz kitasato con una solucion etanol-agua para remover los

remanentes de tensoactivo y se seca a 90 °C durante 12 horas [22].

En la tabla 2.2. se muestran las variaciones que se realizaron a la sintesis.

Tabla 2.2. Parametros modificados

Sintesis Tensoactivo Cantidad (mol) Medio Temperatura
(°C)

SP-123 P-123 3.5 mmol HCI 100 °oC
SCTAB/P123 CTAB/P123 2.2/2.2 mmol NH,OH 95 oC
SCTAB CTAB 2.2 mmol NH,OH 50 oC
SCTABM CTAB 0.029 mmol NH,OH 50 oC
SCTABX2 CTAB 4.4 mmol NH,OH 50 oC
ST25 CTAB 4.4 mmol NH,OH 25 oC
ST50 CTAB 4.4 mmol NH,OH 50 oC
ST80 CTAB 4.4 mmol NH,OH 80 oC
ST95 CTAB 4.4 mmol NH,OH 95 oC
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Fig. 2.1. Esquema representativo de la sintesis de las NPsSiO, mesoporosas.

2.1.2 Sintesis de las NPsSiO, so6lidas.

La sintesis de la nanoparticulas soélidas se realizé por el método Stéber. En un
vaso de precipitado de 200 mL se mezclan 20 mL de agua destilada y 60 mL de
Et-OH, en agitacién se agregan 2 mL de NH4OH, para finalmente agregar 5 mL de
TEOS por goteo, la reaccién trascurre durante 3 horas y el producto se recupera

por filtracion para finalmente secarlo a 90°C durante 12 horas.

T =
90°C
12 horas

Fig. 2.2. Esquema representativo de la sintesis de las NPsSIO, sélidas.
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2.1.3 Funcionalizacién de las NPsSiO, porosas

Con el fin de disminuir la toxicidad de las nanopatrticulas y facilitar la adsorcion del
farmaco, se realiza una funcionalizacion de las nanoparticulas regularmente con

grupos amino.

En una concentracion de 10 mg/mL de nanoparticulas en agua se coloca el HAc
en una concentracion de 0.05% vy finalmente se agrega APTES en una
concentracion de 0.3%. La solucidn se trata en un bafio ultrasonico por 1 minuto y
se deja reaccionar por 2 horas a temperatura ambiente y una agitacion de 400
rpm. Posteriormente se incuba a 90°C durante 1 hora. El material se centrifuga a
13,500 rpm durante 20 minutos y se le realizan 3 lavados con etanol, finalmente

resuspendiendolas en H,O e incubandolas 16 horas a temperatura ambiente [26].

APTES ﬁ

> Nl © ©
Solucién P |

H,0:NPsSiO,:HA
1

ulw 07
wdi 00§'€ 1

16 horas

Fig. 2.3. Esquema representativo de la funcionalizacion de las NPsSiO, mesoporosas.

2.1.4 Adsorcién de aspirina

En un vaso de precipitado se disuelve 0.025 g de aspirina en 25 mL de etanol y
posteriormente se agregan 0.2 g de NPsSIiO,, la adsorcion se realiza con agitacion
a 600 rpm y a temperatura ambiente durante 14 horas, finalmente el producto se
fitra y el filtrado se evalu6 por espectroscopia UV-vis a 243 nm para
indirectamente determinar la cantidad de aspirina adsorbida en las NPs. El
producto solido se seco a 60°C durante 4 horas para su posterior caracterizacion
[27].
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2.1.5 Preparacion de la solucion de fluido corporal simulado PBS

En un matraz aforado de 1L se disuelve 8 g de NaCl, 0.2 g de KCI, 1.44 g
NaHPO,, 0.24 g KH,PO, y se afora con 1L de agua mili-Q. Se mide el pH de la

solucion y se ajusta con HCl o NaOH a un pH de 7.4 (pH de la sangre).

2.1.6 Adsorcién de rodamina B

Para la adsorcion de la RB, las NPsSiO, se disolvieron en una solucién de fluido
corporal simulado PBS y RB (0.15 mg/mL) en una concentracion de 2.0 mg/mL,

dicha solucion se agita en vortex durante 5 min y se deja reposar 48 horas.

Después de 48 horas la solucién NPsSiO,-RB se coloca bajo bafio ultrasonico
durante 30 min y se toma una alicuota de 5 mL, la cual se centrifuga a 12,000 rpm
durante 5 min, se realizan 3 lavados con un buffer PBS para eliminar la RB

superficial y se resuspenden en PBS para los andlisis de liberacion [4].

2.1.7 Adsorcion de ibuprofeno

Se disolvio IBU en Et-OH hasta una concentracion 10 mg/mL, posteriormente se
agregaron las NPsSiO, en una concentracion de 2.0 mg/mL y se mantuvieron en

agitacion durante 48 horas.

Después de 48 horas la solucién NPsSiO; se coloca bajo bafio ultrasénico durante
30 min y se toma una alicuota de 5 mL, la cual se centrifuga a 12,000 rpm durante
5 min, se realizan 3 lavados con una solucién 1:1 Et-OH: PBS para eliminar el IBU

superficial y se resuspenden en PBS para los analisis de liberacion.
La NPs sintetizadas se caracterizaron por DRX, SAXS, FT-IR, SEM, TEM,

fisisorcion de N, y DLS para comprobar la existencias de las propiedades

esperadas en el material.
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2.2 Caracterizacion
2.2.1 Difraccion de rayos X

La presencia del SiO, amorfo y la ausencia de restos de CTAB por debajo del 1%
W (limite de detencion del equipo) se corroboro con un analisis de DRX realizado
en un difractdmetro D8 Advance de la marca BRUKER, con la radiacion de una
lampara de Cobre (A= 1.54184). 1g de muestra se coloc6 en un portamuestras de
Aluminio y la velocidad angular del goniometro fue de 0.02°/s, el intervalo de
barrido en 26 fue de 10°a 50° a 35 kV y 25 mA.

2.2.2 Dispersion de rayos X a bajo angulo.

La porosidad ordenada y tipo de poro del material se determiné por dispersion de
rayos X a bajo angulo (SAXS por sus siglas en ingles), utilizando un difractometro
RIGAKU modelo SmartLab, con la radiacion de una lampara de Cobre (A=
1.54184). El intervalo de barrido en 26 fue de 1°a 6° a 40 kV y 44 mA.

2.2.3 Espectrometria infrarroja por transformada de Fourier

El andlisis por FT-IR permitié6 determinar la presencia de enlaces siloxano (Si-O-
Si) y silanol (Si-OH) en la estructura y superficie del material respectivamente, asi
como la ausencia de restos de CTAB (C-H) y la adsorcion de la RB y los farmacos
aspirina e IBU.

La técnica se realiz6 en un espectrometro FT-IR Nicolet 6700 con punta de
diamante, de la marca ThermoScientific, en un rango de 500-4000 cm, con una
velocidad de barrido de 4.

2.2.4 Microscopia electronica de barrido

La presencia de una morfologia esférica, la aproximacion del tamafio de particula
y la determinacion de composicion quimica puntual se realizé en el Microscopio
Electrénico de Barrido Dual Beam (FIB/SEM) FEI-Helius Nanolab 600 con una
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aceleracion de 15 kV una resoluciéon de 1 nm en modo barrido. Se realiz6
espectroscopia de dispersién de energia (EDS) y analisis morfologico superficial

por electrones secundarios.

2.2.5 Microscopia electronica de transmision

La estructura porosa del material se corroboro por la técnica de TEM en el
Microscopio Electrénico de Transmisibon HR-TEM FEI Tecnai F30 (300 keV).
También se realiz6 un analisis de traza para la determinacion de composicion
guimica por espectroscopia de dispersion de energia (EDS). Los datos se

analizaron con ayuda de software Digital Micrograph.

2.2.6 Fisisorcion de N»

El area superficial asi como tamano y volumen de poro se determinaron en un
equipo de fisisorcion Quantachrome modelo NOVAe, con una temperatura de
desgasificaciéon de 200 °C, y un rango de P/Py de 0.005-0.095 con 40 puntos de
adsorciéon y 39 de desorcion.

2.2.7 Dispersion de luz dinamica, punto isoeléctrico y potencial z

El analisis de tamafio promedio de particula en solucién y la determinacion del
punto isoeléctrico y el potencial z de las NPs se realizé en un equipo Zetasizer
Nano ZS90 de la marca Malvern, el cual mide el tamafio de particula y el tamafio
molecular en un angulo de dispersion de 90 grados utilizando dispersién de luz
dindmica, también con la capacidad de medir potencial zeta usando movilidad
electroforética y un laser doppler de microelectroforesis, y determinar el punto

isoeléctrico realizando una valoracion con HCl y NaOH.
Ya caracterizado el material se prosiguié a corroborar la baja toxicidad del material

con ensayos de viabilidad celular MTT, para finamente realizar la evaluacién de

las NPs como potenciales vehiculos en la administracion de farmacos.
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Capitulo 3. Pruebas de liberacion y viabilidad celular.
3.1. Ensayo de viabilidad celular.
3.1.1 Ensayos de viabilidad celular MTT

Se realiz6 ensayos de viabilidad celular al material para corroborar su baja
toxicidad, los ensayos se realizaron en células HepG2 (células hepéticas de
carcinoma humano), con cuatro ensayos independientes por triplicado, con ZnO
como control positivo (sustancias de las cuales se conoce su efecto citotoxico) [29]
y como control negativo células no tratadas. La viabilidad se estimé mediante
ensayos colorimétricos MTT, el cual se basa en la reduccion metabdlica del
Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la
enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un compuesto de color azul
(formazan), permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células

tratadas mediante analisis de absorcion de luz.

Las células se cultivaron en DMEMF-12 (medio esencial modificado de Dulbecco)
suplementado con FSB (suero fetal bovino) al 10% y se incubaron a 37°C y en
una atmosfera estéril. Cuando las células alcanzan un 90% de confluencia se
sembraron en una placa de 24 pozos con una densidad de 30,000 células/m?,
después de 24 horas de ser incubadas a 37°C y en una atmosfera al 5% de CO
se agregaron las NPsSiO, en concentraciones de 0 a 100 ug/mL. La exposicién a
las nanoparticulas fue por 24 y 48 horas, después del tiempo de incubacién
requerido se adiciono el colorante MTT y se mantuvo durante 4 horas en
incubacion a las mismas condiciones, transcurridas las 4 horas los cristales de
formazan formados se solubilizan. La absorbancia de la solucion resultante se

midio en un espectrofotometro a una longitud de onda de 570 nm.
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Fig. 3.1. Esquema representativo del proceso de evaluacion de citotoxicidad.

3.2 Ensayos de liberacion

3.2.1 Liberacion de rodamina B

Formazan

Formazan 570 nm

Con el fin de determinar la concentracion del ibuprofeno por espectroscopia UV-vis

se realiz6 una curva de calibracion la cual se muestra en el anexo 3.

Después de la adsorcion se centrifuga y el primer sobrenadante, se analiza por

espectrofotometria de UV-Vis a una longitud de onda de 500 nm con el fin de

determinar de forma indirecta la cantidad de RB adsorbida. Por otra parte las

NPsSiO,-RB recuperadas se resuspenden en una solucion PBS-EtOH 1:1, 30

minutos después se centrifugan a 12,000 rpm durante 5 min y el sobrenadante se

analiza en las mismas condiciones, finalmente se muestrea cada 30 min.

3.2.2 Liberacién de ibuprofeno

El mismo procedimiento descrito para la liberacion de RB se reproduce para la

liberacion de IBU a una longitud de onda de 264 nm.
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3.2.3 Espectroscopia UV-Vis

La evaluacion de las cinéticas de liberacién de RB e IBU se monitorearon cada 30
min durante 4 horas seguidas en un espectrofotometro UV-Vis (UV-1603, marca

Shimadzu) a una longitud de onda de 500 nm y 264 nm respectivamente.
En este capitulo se presento la metodologia con la cual se evalud lo toxicidad de

las NPs y la liberacion de las moléculas modelo RB e IBU, en el siguiente apartado

se presenta el analisis de los resultados obtenidos.
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Capitulo 4. Resultados y discusion.
4.1 Caracterizacion de las NPsSiO;
4.1.1 Microscopia electrénica de barrido

Por SEM se determind que las condiciones que favorecen la sintesis de NPsSIiO,
porosas esféricas son las que conllevan el uso de 44 mmol de CTAB a una
temperatura de 95 °C, en medio basico. En la Fig. 4.1 se puede observar que a
menores temperaturas se presenta una combinacién de morfologias esféricas y
ovaladas, ademas de una mayor distribucion de tamafio como se observa en la
Fig. 4.2. En la busqueda por mejorar la morfologia y aumentar el tamafio de poro
del material se sumo a la sintesis el uso del template P-123 solo y en combinacion
con CTAB, como resultado se obtuvieron bajas eficiencias debido a que las
condiciones de la reaccion no fueron las adecuadas, ademas de morfologias no
deseadas tal como alambres y aglomerados amorfos. Por esta razén no se
presentan imagenes de estas sintesis y el resto de la caracterizacion se centrara

en las NPsSIO, sintetizadas a de 95 °C.

©
500 nm » .

Fig. 4.1. Imagenes de SEM a 120,000x, 150,000x, 100,000x y 150,000x magnificaciones
respectivamente, donde se aprecia la morfologia y tamafio de las NPsSiO; sintetizadas con una
relacion de 44mmol de CTAB a: a) 25 °C, b) 50 °C, ¢) 80 cC y d) 95 oC.
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Fig. 4.2. Histogramas del tamafio promedio de particula de las micrografias presentadas en las Fig.
4.1.a)25°C,b)50°Cyc)80°C,d)95 °C.

El tamafio promedio de particula Fig. 4.2 se determiné mediante un conteo y
analisis estadistico de 100 (a, b,c) y 200 (d) nanoparticulas en el software Digital
Micrograph, y las mejores condiciones se encontraron a 95 °C obteniéndose un

diametro promedio de 70 nm y tamafio de particula mas homogéneo.

x=152 nm
0=33 nm

Frecuencia

T T T T
83-106 106-129 129-152 152-175 175-198 198-221 221-244 244-267

Tamafio promedio de particula (nm)

Fig. 4.3. a) imagen de SEM a 100,000x aumentos de las NPsSiO, sélidas sintetizadas, b)
histograma de tamafio promedio de particula correspondiente a las NPsSiO, sélidas.
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En lo referente a la sintesis de nanoparticulas solidas, como producto se obtuvo
como resultado particulas esféricas (Fig. 4.3 a) con una gran distribucién de
tamafio como se observa en el histograma presentado en la Fig. 4.3 b) en un
rango de 83-250 nm, preferentemente entre 100-170 nm por lo cual no se
evaluaron en el proceso de liberacion, ya que se buscaba obtener particulas con

un tamafo < 100 nm .

4.1.2 Difraccién de rayos X

El andlisis de DRX permitié corroborar la ausencia de cristalinidad en el material
de SiO2 sintetizado, ya que no se observa ningun pico de difracciébn solo una
amplia banda centrada en 24 grados, como aparece en la carta cristalografica 00-
029-0085 [28], ademas de que la técnica permitié elucidar la ausencia de picos
que indiquen la presencia de impurezas (residuos de los precursores), lo cual

indica que el proceso de lavado utilizado es adecuado.

NPsSIO, (T95)
— NPsSiO, (T80)
—— NPsSiO_ (T50)
—NPsSiO, (solidas)

Intensidad (u. a.)

0 20 30 40 50
2 Theta ( grados)

Fig. 4.4. Difractograma de las NPsSiO, porosas sintetizadas a diferentes temperaturas y NPsSiO,
sélidas.

En el difractograma presentado en la Fig. 4.4 se aprecia el incremento de la

temperatura de sintesis no tiene efecto en el arreglo estructural del material pues
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persiste exclusivamente una banda ancha en 22 grados tal como se reporta P. Jia
et al. [28], el cambio de intensidad no se puede relacionar con el tamafio de
particula obtenido en cada sintesis ya que a pesar de que los andlisis se
realizaron a las mismas condiciones se realizaron en diferente instrumento. En el
difractograma de las NPsSIiO, sdlidas se observa un ligero desplazamiento del
pico a &ngulos mayores (24 grados) lo cual indica una compresion del material, la
ley de Bragg nos indica que un incremento en el angulo de difraccion es resultado

de una disminucion en la distancia inter-planar.

4.1.3 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

La efectividad del proceso de lavado y la presencia de grupos silanol (Si-OH) en la
superficie de las NPsSiO, porosas y solidas se determind por FT-IR (Fig. 4.5), en
todas las muestras se presentan bandas de vibracién en 1076 cm™ y 809 cm™ las
cuales corresponden a estiramientos y flexiones del enlace silicio y oxigeno (Si-O-
Si). La banda ubicada en 1076 cm™ corresponde a vibraciones asimétricas,
mientras que la banda a 809 cm™ se atribuye a vibraciones simétricas de
estiramiento (Si-O-Si). La vibracion del enlace del grupo silanol (Si-OH) se
presenta en 964 cm™ y en 3500 cm™® se aprecia la vibracién de los grupos
hidroxilo (OH’) producto de la presencia de los grupos Si-OH superficiales.
Adicionalmente las muestras de NPsSiO; sélidas y las NPsSiO, (SLCF) presentan
bandas en el rango de 2870-2970 cm™ correspondientes a vibraciones asimétricas
y de deformacién plana del enlace C-H lo cual indica restos del tensoactivo en el
material obtenido, por lo cual se decidié sumar una etapa al proceso de lavado y la
muestra sometida a la etapa de lavado extra se nombré NPsSiO; (SLCLF).
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Fig. 4.5. Espectro FT-IR de las NPsSiO2 sélidas y porosas con una variacion en el proceso de
eliminacién del template.

En el espectro mostrado en la Fig. 4.5 permiti6 determinar que el realizar un
lavado después de calcinar la muestra permite la eliminacion de los restos de
tensoactivo en la superficie del material (tomando en cuenta el limite de deteccion
del equipo 0.1%), ademas de corroborar la presencia de grupos hidroxilo en el

material.

4.1.4 Microscopia electronica de transmision

Las imagenes de TEM revelan una estructura porosa con arreglo hexagonal y una
morfologia esférica, asi como homogeneidad en el arreglo poroso de todas las
NPs. Para corroborar la presencia exclusiva de SiO; se realizd un analisis EDX en
6 puntos por triplicado como el que se muestra en la Fig. 4.6. Esta técnica permitio
realizar una estimacion del tamafio de poro con el software Digital Micrograph,
realizando un con conteo en 200 poros se determind un tamafio de 2.5 nm + 0.5
nm, posteriormente por fisisorcion de N, se determind el tamafio promedio de

poro.
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Fig. 4.6. Micrografia de TEM a) Micrografia de HRTEM en donde se corrobora la estructura porosa
ordenada de las NPsSIiO,. b) Imagen de TEM a menor magnificacion de las NPsSiO,, ¢) Analisis
guimico semicuantitativo por EDS donde se confirma la presencia de oxigeno y silicio Gnicamente
en la muestra, d) histograma del tamafio promedio de poro de las NPsSIiO,.

4.1.5 Fisisorcién de N,

Las isotermas de adsorcidon-desorcién de 40 puntos, se analizaron por el método
BET y se determind que el area superficial de las NPsSiO,-porosas se encuentra
aproximadamente en 743 m%g y andlisis de tamafio promedio de poro con el
método BJH se aproxima a 3.1 nm, mientras que para las NPsSiO,-sélidas el
area superficial es de 320 m?/g con un tamafio promedio de poro de 3.1 nm. Los
resultados obtenidos son comparables con lo reportado en la literatura para la
sintesis de NPsSIiO, por este método de sintesis, donde obtienen didmetros de

poro de 2.5 — 4.0 nm y areas superficiales que van de los 700 — 100 m?/g [23].

En la Fig. 4.7 se muestra las isotermas de adsorcion-desorcion ambas pertenecen
a una isoterma tipo IV, segun la clasificacién de la IUPAC, caracteristica de

materiales microporosos y mesoporosos. Las NPsSiO, porosas presenta dos
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ciclos de histéresis uno de 0.05-0.4 tipo H1 propio de materiales con estructuras
porosas altamente ordenada y de 0.5-0.9 presenta una histéresis tipo H4 tipica
de poros cilindricos. La histéresis presente de 0.1-0.3 en las isotermas de ambas

NPs es atribuible a la condensacién capilar del nitrdgeno en los mesoporos (anexo

3).

—— NPsSiOZ(porosas)

3004 |—— NPsSiOz(séIidas)

N

o

o
1

100 -+

Volumen (cc/g)

0 T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Presion relativa, P/Po
Fig. 4.7. Isotermas de adsorcion-desorcion de las NPsSiO,.

Tabla 4.1. Resultados de fisisorcion de N,

Muestra Area superficial (m?/g) Didmetro promedio de
poro (nm)
NPsSiO; porosas 743 3.1
NPsSiO, sélidas 320 3.1

Comparando los valores encontrados, como se esperaba el area superficial de las
NPs sélidas en menor, y el tamafio promedio de poro fue el mismo en ambos
casos lo cual hace interesante el estudio sintetizadas sin CTAB como trabajo a
futuro. ElI decremento en el area superficial de las NPs sélidas a pesar de
presentar un tamafio de poro similar a las porosas se debe a la diferencia de
tamafo de particula, al ser mayor el de las NPs soélidas su area superficial
disminuye. A pesar de presentar porosidad adecuada para la adsorcion de

moléculas a caracterizacion y evaluacion de las NPsSiO; sélidas no se continuo
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en este trabajo bebido a su elevado tamafio de particula, ya que se buscaba
obtener NPs sdlidas con el fin de comparar el comportamiento del material con y

sin porosidad.

4.1.6 Dispersion de rayos X a bajo angulo

El patrén exhibe un pico de reflexion intenso a 26 en un valor 2.10 ° con un
hombro amplio asignado al plano (100), lo que es indicio de la estructura
mesoporosa de la silice, ademas de dos picos en 3.7° y 4.4° en 2 theta
correspondientes a la difraccion de los planos (110) y (200) respectivamente que

describen una estructura hexagonal (2D) de orden a largo alcance [24].
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Fig. 4.8. Difractograma de SAXS de las NPsSIO,.

4.1.7 Dispersién de luz dinamica y potencial z

La determinacién del tamafio de particula en solucién se realiz6 en medio acuoso,
medio de cultivo DMEM-F12 y PBS vya que para los propdésitos de aplicacion de

este material es relevante conocer su comportamiento en medios biologicos y
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acuosos. En la tabla. 4.2 se resumen los datos obtenidos diametros de particula

(dp), indice de polidispersion (Pdl) y potencial Z en cada medio.

En todos los casos el diametro aumenta principalmente debido a la aglomeracion
de las NPs en solucion como lo demuestra el valor del PDI, ademas del efecto de
la interaccion de estas con el medio. El potencial Z se midi6é solo en PBS ya que
es el fluido en cual se trabajo para realizar las cinéticas de liberacidon, se aprecia
gue el material se encuentra cargado en este medio, lo cual puede favorecer las

uniones electrostéaticas con especies como el IBU.

Tabla 4.2. Caracteristicas de las NPsSiO2 en solucién

Muestra Medio Diametro PDI PZ (mv)
(nm)
Sio2 Agua 312 0.23 -14
DMEM- 266 0.22
F12
PBS 378 0.24 -15.7

4.1.8 Ensayos de viabilidad celular MTT

En la literatura los materiales de SiO, se reportan como biocompatibles y no
toxicos, este es un aspecto sumamente importante debido a al area de aplicacion
de este material. Por esta razon se realizé un estudio de vialidad celular mediante
ensayos MTT, como se observa en la Fig. 4.8 en un tiempo de exposicion de 24
y 48 hr, considerando las barras de error no existen cambios apreciables en el
crecimiento y funcién de la células, lo cual se traduce en una baja toxicidad del
material. Como se esperaba la toxicidad es baja y lo cual da pauta para realizar

los estudios de liberacion controlada de las moléculas modelo.
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Fig. 4.9. Resultados de los ensayos MTT de viabilidad celular en células HepG2 expuestas a
diferentes concentraciones de NPsSiO, porosas durante 24 y 48 horas con respecto al control. Se
sembraron 30,000 cel/cm?, utilizando como control positivo 25 pg/mL de ZnO.

4.2 Funcionalizacion y evaluacion de las NPsSiO;
4.2.1 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

Con el propésito de disminuir la interaccion entre las NPsSiO, y las células se
funcionalizo la superficie del material con grupos amino, la presencia de estos
grupos en el material se corroboro por FT-IR. Como se presenta en la Fig. 4.9 a
1540 cm™ aparece la vibracién del enlace N-H, asi como en 3300 cm™ donde se
traslapa con las bandas pertenecientes a la vibracion del grupo OH". lo cual es
congruente con lo reportado por A. Szegedi et al, donde funcionalizaron la
superficie de esferas tipo MCM-41 con APTES y reportan la formacion de enlaces
covalentes entre los oxigenos de los grupos silanol y el atomo de silicio presente

en la moelecula de APTES como se aprecia en la Fig. 4.11.
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Fig. 4.10. Espectro FT-IR de las NPsSIiO, porosas funcionalizadas con a) APTMS y b) IBU.

La presencia del ibuprofeno adsorbido se determiné por la presencia de la bandas
en 754, 2871 y 2971 cm™ correspondiente a la vibracién del enlace C-H de
deformacién plana, estiramientos simétricos y asimétricos, en 1282 cm™ se
presenta la banda correspondiente al grupo Si-C y en 1460 cm™ aparece la
vibracion de estiramiento C=C de un grupo aromaético. En la figura 4.11 se aprecia
la interaccién por puentes de hidrogeno que se propone de las NPsSiO, con la
molécula de IBU, el cual fue reportado por A. Szegedi et al.

— | X
I p—OH HO
|.-——-...._ O>Sl i_—"‘

Fig. 4.11. Esquema representativo de la interaccion de las NPsSiO2 con la molécula APTES e IBU.
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4.2.2 Punto Isoeléctrico

En la literatura se reporta que el SiO, presenta su punto de carga cero a un pH de
2 [10]. y al ser funcionalizado con grupos amino se desplaza hacia pH béasicos
aproximadamente de 8, como parte de la caracterizacion del material sintetizado
se determin6 el punto isoeléctrico y se confirmé que es cercano a dos y al
funcionalizar se desplazdé a 9.5 lo que nos permite validar por otra técnica la

presencias de los grupos amino.

= NPsSIiO (porosas)
2

NPsSiO ( NH )
2 3

30

12

¢(mv)

-304

Fig. 4.12 Grafico de variacion del potencial Z con respecto al pH.

4.2.3 Pruebas de liberacion con moléculas modelo

La capacidad de adsorcién del material se comprobd con rodamina B como
marcador y posteriormente con ibuprofeno como farmaco modelo, la cantidad
adsorbida se determind mediante espectroscopia UV-vis, las cantidades

adsorbidas después de 48 horas se presentan en la tabla 4.3.

Tabla 4.3 Cantidad y porcentajes de liberacion
Molécula Longitud de Cantidad Cantidad a Cantidad Porcentaje
Onda (nm) | NPsSIO; (gr) | adsorber (gr) | adsorbida | de adsorcion
(gr) (%)
RB 500 0.1 0.0075 0.0037 49
IBU 264 0.03 0.15 0.11 74
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Tomando en cuenta la cantidad adsorbida, la liberacion en un fluido corporal
simulado hasta alrededor de 140 horas es lenta y continua lo cual es una cualidad

gue favorece la aplicacion del material.

a) b)
4.0
1 [—=— % RB liberada % IBU liberado|
3.5 1 % IBU liberado —e— % RB liberada
1 1.2
3.0
5 25.- 5
.g _ S
g 2.0-. g
= = 0.6
o 15- p
© ] ©
R 1.0 ’_H/-/ X
0.5
0.0 +— T~ T - T T T r 1T T T T T 0.0 T T T T
0 25 50 75 100 125 150 175 200 0 2 4
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Fig. 4.13 Grafico del porcentaje de liberacion de rodamina B e ibuprofeno con respecto a la
cantidad adsorbida mostrada en la tabla 4.3 contra el tiempo de muestreo en un fluido corporal
simulado PBS (pH=7.5) a) Hasta 200 horas de liberacion, b) Visualizacion de las primeras horas de
liberacion 0-4 horas.

El tipo de curva obtenida Fig. 4.13 en ambos casos es del tipo de liberacion
sostenida, de ambas curvas con un comportamiento que se ajusta a modelo de
Korsmeyer-Pepas (A4). Realizando el ajuste al modelo se obtiene que la
constante de liberacion (k) para RB es k=0.58, mientras que para IBU es k=0.60.
El exponente que indica el mecanismo mediante el cual ocurre la liberacion (n)
para RB es n=0.13, en el caso del IBU n=0.37. EIl modelo de Korsmeyer-Pepas
describe que cuando n=0.5 el mecanismo que rige la liberacion es la difusion de
Fick, lo cual equivale a la liberacion de la molécula de prueba por diferencia de

concentraciones.

En la literatura se reporta generalmente una liberacion del 90% farmaco alrededor
de las 72 h en materiales de este tipo con una relacion mg de farmaco/ g de NPs
de 1200 mg/g [26,30], como se observa en la Fig. 4.12 las NPsSiO, presentan una
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liberacion paulatina la cual en el caso del IBU se puede adjudicar a la baja
solubilidad del farmaco en PBS, aun cuando existe un ligero incremento al
avanzar el tiempo. Calculando la relacibn mg de farmaco/ g de NPs el valor es

superior a lo que se reporta 3600 mg/g.

4.2.4 Microscopia electrénica de barrido de las NPsSiO,-IBU

Un aspecto importante a conocer del material es conocer el tamafio de particula
posterior a la adsorcion del farmaco, ya que segun la investigacion realizada su
tamafo debe estar dentro del orden nanométrico para disminuir su efecto toxico,
con este objetivo se analizaron las NPs por SEM y realizo un analisis estadistico
con ayuda del software Digital Micrograph. En la Fig. 4.14 se observa que tras la
adsorcion del farmaco las NPsSiO, mantienen su morfologia esférica y el tamafio
de particula aumenta 26 nm en promedio pero en general se mantiene dentro del

rango de los nanomateriales, lo que es favorable para su aplicacion.

b)

X=96 nm
0= 14 nm

40

30 4

20 4

Frecuencia

\ [ 1

T T T T T T 1
61-73 73-85 85-97  97-109 109-121 121-133 133-145

Tamafo promedio de particula (nm)

Fig. 4.14 a) Micrografia de SEM a una magnificacién de 100,000x de las NPsSiO,-IBU, b)
histograma del tamafio promedio de particula de las NPsSiO,-IBU.

4.2.5 Microscopia electronica de transmision de las NPsSiO»-IBU

Por TEM se busco corroborar la estabilidad de la forma esférica de las NPsSIO»,
asi como la disminuciéon del tamafio en los poros del material debido a la
presencia del ibuprofeno en estos. En la serie de imagenes presentes en la Fig.

4.15 se logra apreciar le estabilidad de la morfologia y un cambio en la porosidad,
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el cual se aprecia mejor en la Fig. 4.15 donde ademas del cambio en la porosidad
de observa un incremento en el tamafio de particula debido a la adsorcion de

ibuprofeno en los poros.

Fig. 4.16 Comparacion de imagenes de TEM en campo claro de a) NPsSiO, y b) NPsSiO,-IBU.
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Como se observa en las imagenes de SEM y TEM hay un incremento
considerable en el tamafio promedio de particula debido a la adsorcion del IBU en
el material, este hecho da pauta al siguiente paso que es encontrar las mejores
condiciones para lograr una liberacion mas efectiva y que potencie la aplicaciéon de
las NPsSIO..
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Conclusiones

e El método Stéber modificado resulto adecuado para la sintesis de las
NPsSIO; esféricas con mesoporosidad ordenada.

e La variacion de temperatura (25-95 °C) permitié optimizar la sintesis y
obtener NPsSiO, (70 nm) esféricas con mesoporosidad (3 nm) ordenada y
alta area superficial (743 m?/g).

e La ausencia de tensoactivo en la sintesis y el uso de una mezcla H,O/Et-
OH como medio de reaccién dio como resultado esferas mas compactas
con un didmetro promedio de 152 nm y un area superficial de 320 m?/g.

e El tamafio de particula obtenido por el método de sintesis descrito es el
adecuado para tener una interaccion saludable con las células, ya que a
tamafios menores en facil traspasar la pared celular y dafiar a la célula,
mientras que a mayor tamafo el material entraria en la ventana del tamafio
de los virus lo cual incrementa la posibilidad de rechazo.

e Las NPsSIO, presentan grupos siloxano (Si-O-Si) y silanol (Si-OH) que
actuan como centros de adsorcion del farmaco.

e Se logré la funcionalizacion del material con grupos amino su presencia se
corroboro por FT-IR y el desplazamiento del Pl del material de 2 a 9.

e La adsorcién de aspirina en las NPsSiO, funcionalizada con grupos amino
no se logré, probablemente debido a que las condiciones del medio usado
en el proceso de adsorcion no fue el adecuado.

e Se comprobd la baja toxicidad de los materiales de silicio, tal como se
reporta en la literatura. Las NPsSIiO, presentaron una disminucién de la
viabilidad menor al 10 %.

e Se consiguié la adsorcién de IBU directamente sobre la superficie de las
NPsSiO; como muestran los datos de FT-IR y UV-vis.

e Los materiales sintetizados presentaron buenos resultados en las pruebas

de liberacién de IBU y RB como moléculas modelo, ambas cinéticas
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presentan una liberacion por difusion de Fick, segun en ajuste que se
realiz6 al modelo de Korsmeyer-Peppas.

Con los resultados obtenidos se puede concluir que la adsorcion y
liberacion dependen principalmente del tipo de farmaco que se use en el
proceso, asi como del medio en cual se realice la evaluacion.

El comportamiento de las cinéticas es comparable con los datos reportados

en la literatura.
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Perspectivas

e Evaluar la adsorcion y liberacion de IBU en mayores concentraciones en el
mismo fluido corporal simulado y en otros medios (diferentes pH).

¢ Incrementar la viabilidad de las NPsSiO, asi como mejorar la adsorcion del
farmaco mediante la funcionalizacién con moléculas como polietilinglicol o
glucosa.

e Establecer la metodologia de HPLC para evaluar la concentracion del
farmaco.

e Evaluar la adsorcion y liberacion de otros farmacos.

e Mejorar el método de sintesis en ausencia de tensoactivo para obtener NPs
con un menor didmetro de particula y tamafio homogéneo, para evaluar el
material en liberacion controlada.

e Evaluar el proceso de liberacion controlada en otros materiales como Al;O3,
TiO,, Fe con SiO, como recubrimiento.

e Modificar la superficie externa del material con especies capaces de dar
respuesta a estimulos externos como glucosa (pH) o azobenceno (luz).

e Evaluar la respuesta de los materiales dopados con Fe a impulsos

magneéticos.
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Anexos
Anexo 1. Otros materiales porosos evaluados en liberacién controlada

Como trabajo extra se evalud la citotoxicidad de NPsSiO; con un contenido en 1y
5 % en Fe, asi como se analiz6 la adsorcion y liberacion de RB e IBU.

En el trabajo de tesis se corroboro la baja toxicidad de las NPsSiO, y como se
describio a lo largo del documento los procesos de liberacion se pueden manipular
con el uso de pulsos externos, como los campos magnéticos. La adicion de Fe a
las NPsSiO, provee al material susceptibilidad a campos de este tipo lo que
potencia su futuro uso en la liberacion de farmacos de forma especifica, por lo que
representa una opcion conveniente su evaluacion en la liberacion controlada de

farmacos.

A.1.1 Ensayos de viabilidad celular MTT
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Fig. A.1 Resultados de los ensayos MTT de viabilidad celular en células HepG2
expuestas a diferentes concentraciones de NPsSiO, porosas con un contenido a) 1% Fe
b) 5% F2, durante 24 y 48 horas. Se sembraron 30,000 cel/cm?.

En comparacion con los resultados de las NPsSiO, estos materiales presentan
una toxicidad mas significativa al incrementarse el contenido en Fe. La actividad

mitocondrial de las células decrece aproximadamente en un 40% a en ambos
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tiempos de exposicion a altas concentraciones, lo cual probablemente hace
necesario en uso de alguna molécula como recubrimiento externo para disminuir

el efecto toxico del material.

A.1.2 Dispersién de luz dinamica y potencial Z

La determinacion del tamafio de particula en solucion se realizé en medio acuoso,
medio de cultivo DMEM-F12 y PBS. En la tabla. A.1 se resumen los datos
obtenidos diametros de particula (dp), indice de polidispersion (Pdl) y potencial Z

en cada medio.

En todos los datos se muestra un aumento en el diametro de particula
principalmente debido a la aglomeracion de las NPs en solucion como lo
demuestra el valor del PDI, ademas del efecto de la interaccion de estas con el
medio. El potencial Z se midié exclusivamente en PBS ya que es el fluido en cual
se trabajo para realizar las cinéticas de liberacion, se aprecia que el material se
encuentra cargado en este medio, lo cual puede favorecer las uniones

electrostaticas con diversas especies.

Tabla A.1. Caracteristicas de las NPsSiO2 con1y 5% Fe

en solucion
Muestra Medio Diametro PDI PZ (mv)
(nm)

1% Fe Agua 513 0.35
DMEM- 515 0.29

F12
PBS 2664 0.55 -18
5% Fe Agua 574 0.50
DMEM- 550 0.56 ----

F12
PBS 2884 0.59 -16

52



A.1.3 Pruebas de liberacion con moléculas modelo

Tabla A.2. Cantidad y porcentajes de liberacion de las NPsSiO2 1y 5 % Fe
Muestra | Molécula Longitud Cantidad | Cantidad a | Cantidad Porcentaje

de Onda muestra adsorber adsorbida de

(cm™) (gr) (gr) (gr) adsorcion
(%)
1% Fe RB 500 0.1 0.0075 0.005 66
IBU 264 0.03 0.15 0.110 73
5% Fe RB 500 0.1 0.0075 0.0036 48
IBU 264 0.03 0.15 0.112 75

El incorporar Fe al material no presento importantes efectos en la adsorcion y
liberacion de RB e IBU los valores presentados en la tabla A.2 tiene una gran
similitud con los obtenidos para las NPsSiO,. De igual forma se obtuvo el mismo

comportamiento de las cinéticas de liberacion (liberacion sostenida).

2.4 ]—=—5% Fe-RB
5o ]—— 1% Fe-RB
1% Fe-IBU

2.09 ¥ 5% Fe-IBU

1.8
1.6
1.4
1.2
1.0 -

0.8 4 —
0.6 4 —v
0.4
0.2

0.0 T T T T T T T
0 50 100 150 200

% de liberacion

Tiempo (horas)
Fig. A.2 Grafico del porcentaje de liberacion de rodamina B e ibuprofeno con respecto a la

cantidad adsorbida mostrada en la tabla A.2 contra el tiempo de muestreo en un fluido
corporal simulado PBS (pH=7.5) de NPsSiO, con un contenido en Fe de 1% y 5% .
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En la Fig. A2 se observa un incremento en la velocidad de liberacion con la adicion
de 1% en Fe, pero al incrementar el contenido la velocidad disminuye y presenta
el mismo comportamiento de las NPsSiO,. Esto crea la necesidad de evaluar el
material en contenidos intermedio de Fe (1-5 %) y encontrar probablemente una

concentracion optima en este rango.
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Anexo 2. Clasificacion de isotermas e histéresis de la IUPAC

Los materiales porosos se caracterizan en términos del tamafio de poro, derivado
de los datos de adsorcion de gases. La IUPAC ha propuesto convenciones para
clasificar los tamafios de poro, las isotermas de adsorcion de gas y la histéresis

gue presente entre las isotermas de adsorcion y desorcion.

Los poros se clasifican de acuerdo con didmetro de poro como sigue: microporos,
poros con diametros de menores a 2 nm, mesoporos diametros comprendidos

entre 2 - 50 nm y macroporos didmetros mayores a 50 nm [2-3, 31].

Adsorcion por mesoporos estd dominada por la condensacion capilar, mientras
qgue el llenado de microporos se controla por las interacciones fuertes entre las

moléculas de adsorbato y las paredes del poro [31].

La clasificacion de la IUPAC de isotermas de adsorcion se ilustra en la Fig. 1.6,
donde la tipo | es caracteristica de materiales microporosos, la tipo I, Il 'y VI no

porosos 0 macroporosos Y finalmente la tipo IV y V de materiales con mesoporos,
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Fig. A3. Clasificacion de la IUPAC a) isotermas de adsorcion b) histéresis en las isotermas de
adsorcion [31, 32].
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Los ciclos histéresis generalmente exhibidos por las isotermas tipo IV y V estan
asociados con la condensacién capilar en los mesoporos, La histéresis se clasifica
segun la Fig. A3 donde H1 se presenta en materiales con poros cilindricos o
cerrados o en aglomerados de particulas esféricas con tamafios aproximadamente
uniformes, H2 se presenta como consecuencia de poros interconectados en el
material con tamafios y forma de poro no bien definidos, principalmente poros tipo
bote. H3 y H4 se presenta en solidos con poros abiertos o laminas con tamafio

uniforme en el caso de H3 y no uniforme en H4 [31, 32].
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Anexo 3. Curvas de calibracion de Rodamina B e Ibuprofeno

En la Fig. A4 se muestra las curva de calibracion que se usé para a partir de la
ecuacion de Lambert-Beer determinar las concentraciones de RB e IBU liberadas

en un tiempo t.

a) b)
y=27.57x
4] R2=0.98

y=112x
R2=0.99

Absorbancia
Absorbancia

/ 1_ /'/

0w
0 T T T T T
0.0 0.1 0.2 0 1 2 3

Concentracion (mg/mL) Concentracion (mg/mL)

Fig. A4. Curva de calibracion de la molécula modelo a) RB y b) IBU.

Se realiz6 un ajuste lineal en el cual se obtuvo la ecuacién que aparece en cada

grafica y se determind la cantidad liberada como se muestra en las tablas A3 y A4.

Tabla A3. Datos de liberacion de Rodamina B

Tiempo (horas) | Absorbancia | Concentracion RB (mg/mL) RB liberada % RB

(mQ) liberada

0.0 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
0.5 0.05150 0.00179 0.01794 0.48670
1.0 0.05633 0.00196 0.01963 0.53238
1.5 0.05660 0.00197 0.01972 0.53490
2.0 0.05693 0.00198 0.01984 0.53805
25 0.07477 0.00261 0.02605 0.70658
3.0 0.08937 0.00311 0.03114 0.84456
35 0.08103 0.00282 0.02823 0.76580
4.0 0.09170 0.00320 0.03195 0.86661
29.7 0.09310 0.00324 0.03244 0.87984
43.7 0.09540 0.00332 0.03324 0.90157
74.3 0.10740 0.00374 0.03742 1.01498
192.0 0.12050 0.00420 0.04199 1.13878
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Tabla A4. Datos de liberacién de Ibuprofeno

Tiempo (horas) Absorbancia Concentracion IBU IBU liberado (mg) % IBU

(mg/mL) liberado

0.0 0.000467 0.016162 0.000417 0.011111
0.5 0.016100 0.557576 0.014375 0.383333
1.0 0.025500 0.883117 0.022768 0.607143
1.5 0.028900 1.000866 0.025804 0.688095
2.0 0.031100 1.077056 0.027768 0.740476
25 0.034500 1.194805 0.030804 0.821429
3.0 0.044100 1.527273 0.039375 1.050000
3.5 0.047000 1.627706 0.041964 1.119048
4.0 0.049300 1.707359 0.044018 1.173810
26.0 0.089200 3.089177 0.079643 2.123810
192.0 0.162500 5.627706 0.145089 3.869048
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Anexo 4. Modelo de Korsmeyer-Pepas

El modelo de Korsmeyer-Pepas es un modelo matematico propuesto en 1983
utilizado para describir el mecanismo mediante el cual ocurre el proceso de

liberacion, descrito por la ecuacion [24, 25]:

fr = kt"
Donde:
f; Cantidad de farmaco liberado a un tiempo t.
k; Constante de liberacion que incorpora caracteristicas estructurales vy
geomeétricas del sistema.
t: Tiempo de liberaciéon
n: Es el exponente que indica el mecanismo mediante el cual ocurre la liberaciéon

del farmaco.

Para valores de n=0.5 rige el mecanismo de difusién de Fick, mientras que para
valores superiores a este n entre 0.5 -1 rige el mecanismo de liberacion por
transferencia de masa. La difusidbn generalmente ocurre a en las primeras horas
del proceso de liberacion seguido de un comportamiento regido por la

transferencia de masa [24, 25].

Los datos de liberacion obtenidos se ajustaron al modelo de Korsmeyer-Pepas,
donde se grafico el LN del % de liberacion vs el LN del tiempo (horas), para asi

proceder a realizar un ajuste lineal de acuerdo a la ecuacion:

LN (% liberacion) = LNk +nLN t
Como resultado se obtuvieron las ecuaciones presentadas en las Fig.5 donde el
valor encontrado para n nos indica que el mecanismo de liberacién de por difusion
de Fick.
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Fig. A5. Ajuste al modelo de Korsmeyer-Pepas, de la cinética de a) RB e b) IBU.
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