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Resumen

La ciencia de los materiales continla estudiando y generando una nueva
generacion de excipientes, denominados excipientes avanzados. Estos, estan
disefiados como soportes activos de los farmacos y ayudan a aumentar su
biodisponibilidad por medio del disefio de sus propiedades estructurales y
fisicoquimicas. Tales como la capacidad de liberacidn prolongada mas especifica,
controlada y responsiva a estimulos determinados basados en su metodologia de
sintesis.

En esta investigacion se presenta un compdsito (CM) constituido de particulas
esféricas de SiO2 mesoporosas (PmSiO2) (218 nm diametro promedio) y
elbiopolimero Quitosano (Qt) (94% grado de deacetilacion) empleando
Sulfametoxazol (SMX) como farmaco de estudio. Las PmSiO: fueron sintetizadas
por la ruta de Stober modificada. Los materiales sintetizados y precursores fueron
caracterizados por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (IRTF) y
Raman para identificar los grupos funcionales. También se analizaron por difraccion
de rayos X (DRX) para identificar la estructura cristalina, asi como por microscopia
electronica de barrido (MEB) y de transmision (MET). La fisisorcion de N2 revela un
area superficial (4247 m?/g) y volumen de poro (3.5 m?/g) que en comparacion con
los materiales reportados en la literatura son superiores. El Potencial ¢ en las
condiciones de sintesis del CM (pH=6) indica estabilidad en solucion y atracciones
electrostaticas entre ambos materiales. Se realizaron pruebas preliminares para
evaluar a los materiales y determinar si el CM posee las caracteristicas de
excipiente avanzado. La adsorcién de SMX en las PmSiO2 (SiO2SMX) resultd
de 375 mg SMX / 1 g PmSiO2y se estudio la liberacién en diferentes medios;
solucion buffer de fosfatos (SBF, pH=7), agua acidificada (pH=4) y solucién de
fluidos gastricos simulados (FGSA, pH=2)). La liberacién de SMX sigue una difusion
por mecanismo de Fick. El potencial hemolitico preliminar resulté, para el CM, como
no citotoxico para los eritrocitos humanos en una concentracion de 0.1 mg/ mL de
solucién salina fisiologica (SSF) y las PmSiO2 no mostraron toxicidad hasta una
concentracion de 0.9 mg/mL SSF. El compdsito obtenido SiO2/quitosano presenta
caracteristicas microestructurales positivas para funcionar como posible excipiente
avanzado de farmacos

Palabras clave: Excipiente avanzado, SiO2, Quitosano, Compadsito;
mesoporosidad.
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Abstract

Physical and chemical properties of the active principles limit the bioavailability in
the pharmaceutical form of choice and characteristics like solubility and permeability
affects his adsorption. Therefore, it is necessary new materials that could function
as excipients and increases the bioavailability. Material science has created a new
excipient generation, the advanced excipients. These are designed as support for
the active principle and also to improve the bioavailability based on the new
properties of these materials.

In this work we present a composite (CM) made out of silica nanoparticles (PmSiO2)
(218 nm mean diameter) and chitosan (Qt), a biopolymer (94% deacetylation
degree) with Sulfamethoxazole (SMX). Silica particles were synthetized using a
modified Stober method. Tetraethyl orthosilicate (TEOS) was employed as silane
precursor, NH4sOH as catalyst and hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB)
as surfactant to obtain mesoporous particles. The composite was synthetized using
a 0.2% w/v chitosan solution (pH=2). Then, PmSiO, were added to the solution and
after 24 h of reaction, the composite is made. All materials were characterized using
Fourier Transformed Infrared Spectroscopy (IRTF) and Raman spectroscopy to
identify functionals groups. Also, the samples were characterized by X Ray
Diffraction (DRX) to identify crystal structure. Scanning electron microscopy (MEB)
and Transmission electron microscopy (MET) were used to see the morphology and
size distribution of the materials. Also, we used physisorption of gases at low
temperature to calculate surface area, size, form and pore volume. The CM
demonstrates high surface area (4247 m?/g) y high pore volume (3.5 m?/g) in
comparison with the literature. Z potential were used to prove electrostatic attraction
between silica nanoparticles and chitosan under composite synthesis conditions
(pH=6). Materials were tested to elucidate if the composite accomplish the
requirements to be classified as an advanced excipient. SMX adsorption were
realized in the silica particles and using UV-Vis spectrophotometry we determine
indirectly the SMX adsorbed (375 mg SMX / 1 g SiO.). After the composite
synthesis, SMX release was tested to dilucidated the release mechanism in different
mediums (Phosphate buffer solution (pH=7), acidic water (pH=4) and Fasted state
Simulated Gastric Fluid (pH=2). Based on the results Fick’s diffusion mechanism
was the release model that fits best to the release kinetics in both materials. The
composite demonstrates better characteristics releasing less SMX than the PmSiO:
in all mediums. Hemolysis test was employed to determine the hemolytic potential
of each material. Results demonstrate that CM is not cytotoxic with red blood human
cells until 0.1 mg/ mL concentration and PmSiOz until 0.9 mg/mL. Therefore, the CM
reveals positive characteristics that postulates this material as a possible advanced
excipient

Key words: Advanced excipient, SiO2, Chitosan, Composite
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Introduccion

Las bajas eficiencias de los excipientes clasicos tiene como consecuencia una baja
biodisponibilidad, la cual se define como la fraccién del principio activo en
circulacion sanguinea'. Se sabe que cierta cantidad del principio activo es
desechada por la via urinaria, heces o sudor antes de llegar a su sitio de accion y
realizar su accion terapéutica. Adicionalmente existe un fendmeno que disminuye
la biodisponibilidad, el primer paso hepatico, el cual sucede en el higado. En este
organo se reciben los nutrientes y farmacos recién absorbidos en la digestion y se
metabolizan. Enzimas de la familia P-450 actuan dando como resultado, en algunos
casos, inactivacion total y reduccion de la biodisponibilidad o transformacion a
moléculas causantes de efectos secundarios no deseados.

Entiéndase excipiente como toda substancia que constituya a la forma farmaceéutica
y no sea el principio activo. Actualmente se han implementado como alternativas
para aumentar la biodisponibilidad. En estos casos, el excipiente no soélo actuara
como soporte del principio activo sino que aumentara la biodisponibilidad, actuando
como sistema de liberacion controlada. Por lo tanto es necesario conocer las
propiedades y eficiencia de los excipientes profundamente, para elaborar formas
farmacéuticas mas seguras y efectivas?. Ademas, dependiendo de la forma
farmacéutica que se elija como medio de administracion, asi sera el numero y tipo
de barreras que debera enfrentar el farmaco para llegar a la circulacién sanguinea.

La ciencia de los materiales se postula como alternativa para desarrollar sistemas
de liberacion controlada. Actualmente existe una amplia variedad de micro y
nanomateriales que se estan implementado para mejorar la biodisponibilidad de los
farmacos. Como ejemplos de estos sistemas podemos encontrar a las
nanoparticulas de SiO2, Au, Fe3O2, TiO2, SiO2, ZnO, dendrimeros, nanotubos de
carbono, entre otros mas. Estos sistemas de liberacién controlada® han tenido
avances en el campo de la farmacocinética, creando nuevos métodos mas estables
fisica y quimicamente. El resultado es la nueva generacion de excipientes, los
excipientes avanzados. A diferencia de los excipientes clasicos, disefiados
solamente para dar estabilidad y ayudar en la produccion de la forma farmacéutica,
los excipientes avanzados buscan aportar mas. Ser un soporte del principio activo,
mejorar la biodisponibilidad, controlar la tasa de liberacion y/o liberarlo en una zona
especifica, actuando como un material bioactivo.

En esta investigacion se propone la sintesis de un CM hibrido inorganico/organico.
Se pretende usar las propiedades inorganicas de las PmSiO2. Tales como el area
superficial (>300 m?/g), volumen de poro (>0.5 cm?®/g), diametro de poro controlable
(1-10 nm), forma y distribucion de poro variable (con distribucion hexagonal,
cuadrangular o desordenada) y capacidad adsorcion®. Y combinar las propiedades
organicas del Qt, como son; su biocompatibilidad (induce hemostasia y crecimiento
de células epidermales?), elevado potencial { (en funcion del grado de
deacetilacién®), capacidad bactericida (probada contra S. Aureus y B. subtillis®),
solubilidad en pH’s acidos (pH<6, pKa= 6.27) y mucoadhesividad. Creando en
conjunto un material que puede aumentar la biodisponibilidad de farmacos
administrados por la via oral. Para evaluar la biocompatibilidad del CM se sometio
a pruebas de hemodlisis.



Hipoétesis y objetivo

Hipobtesis

El compdsito hibrido, compuesto de particulas de SiO2 esférico mesoporoso y
recubierto del biopolimero Qt (94% grado de deacetilacion), posee la capacidad de
fungir como excipiente avanzado para administracion oral. Esto, debido a la
capacidad del SiO2 de carga y proteccion de moléculas en su interior y, a la
biocompatibilidad y solubilidad del Qt en pH acidos (pH<7). Lo anterior permite la
liberacion controlada de Sulfametoxazol, farmaco modelo empleado en el
tratamiento de infecciones bacterianas urinarias, cistitis y pielonefritis.

Objetivo

Disefar y realizar la sintesis de bajo costo y reproducible para sintetizar un
composito hibrido de PmSiO2 y Qt. Este, actuara como excipiente avanzado para
la administracion de farmacos por via oral, cargado con SMX como farmaco modelo
para el tratamiento de infecciones bacterianas.

Objetivos especificos

+ Sintesis y caracterizacion de PmSiO2 y CM

» Caracterizacion del Qt

» Evaluar la citotoxicidad del CM, mediante prueba de hemdlisis

» Evaluar caracteristicas del material como un posible excipiente

* Determinar y evaluar el mecanismo de liberacion de SMX en fluido gastrico
simulado en ayuno y las condiciones que lo afectan



Capitulo 1. Marco teérico
1.1 Antecedentes
1.1.1Los excipientes

Los excipientes son componentes esenciales de las formas farmacéuticas y de
ellos dependen sus caracteristicas. Son definidos por el Consejo de la Federacion
Internacional de Excipientes Farmacéuticos como toda substancia en la forma
farmacéutica diferente al principio activo®. Para obtener una forma farmacéutica
con las propiedades deseadas es necesario utilizar un excipiente en especifico. En
sistemas como en los comprimidos y tabletas el uso del excipiente sera basado en
las propiedades de dureza, compresibilidad y solvatacién. Es de suma importancia
que estos materiales sean inertes con el principio activo, debido a que se mezclan
en los procesos de manufactura y se requiere que permanezcan sin cambios. Por
lo tanto, de manera clasica un excipiente es un material bioinerte el cual sirve de
soporte del principio activo en una presentacion farmacéutica. Ejemplos de
excipientes clasicos podemos encontrar a la fructosa, almidon, celulosa, lactosa,
polidextrosa, entre otros mas?, muchos de ellos usados por su capacidad de
solvatacion y compresibilidad.

Caja con 14 tabletas

trimetoprima / sulfametoxazol

) tabletas
¥

Férmula: Cada tableta

Trimetopnma
Sulfametoxazo /
Excipiente cbp

Figura 1. Presentacion farmacéutica clasica de tabletas. Los principios activos
son Trimetoprima y Sulfametoxazol (cbp=cantidad bastante para).



1.1.2Los excipientes avanzados

Definiremos a un excipiente avanzado como un material que transporta un principio
activo y es capaz de aumentar la biodisponibilidad. En las ultimas décadas han
surgido nuevos materiales, con el fin de mejorar la capacidad de almacenaje,
biodisponibilidad, especificidad en la accién farmacéutica y proteccion del principio
activo®. La lista de estos es muy grande, entre ellos estan: nanoparticulas (NPs) de
Au'®, SiOy", grafeno’, NPs de ZnO'™, CuO'™, Fes04'®, dendrimeros’® vy
liposomas'’.

En nuestro grupo de investigacion se han desarrollado NPSiO2> mesoporosas como
potenciales vehiculos de administracion de farmacos'®. Se reporta un didametro
promedio de particula de 70 £ 7 nm y diametro de poro promedio de 2.5 + 0.5 nm.
También se ha demostrado que mediante la funcionalizacién de las NPSIO: es
posible aumentar la adsorciéon del farmaco®. Este es un material (SiO2) que ha
mostrado ser un buen candidato para usarse como sistema de liberaciéon de
farmacos. Diferentes estudios han aportado informacion acerca de su potencial. Es
posible disefiarlo en fase amorfa con mesoporosidad ordenada. Esta fase ha
mostrado propiedades unicas, principalmente la capacidad de adsorcion de
farmacos y su posterior liberacion®. En la investigacion de Argyo C. et al.?°, se
describe como el tamafio de particula influye por cual medio la célula internalizara
al material. También menciona los sistemas de compuertas que ayudan a regular
la liberacién del farmaco (por ejemplo usando proteinas, NPs de Au o NPs de 6xido
de hierro superparamagnético). Ademas postula sistemas de anclaje a las células
gue se desean atacar usando ligandos que se unan a factores de expresion celular
de ceélulas danadas, infectadas o cancerigenas que se encuentren sobre
expresados (receptor de folato FR-a, integrinas, receptores de manosa o
galactosa, CD44, CD168, entre otros?°). Moller y Bein'® reportan en su
investigacion haber sintetizado nanoparticulas mesoporosas degradables
basandose en su estabilidad acuosa. Murugadoss et. al*' y T. Yu et al.?? muestran
evidencias de como disefar particulas y nanoparticulas para obtener materiales no
dafinos para el cuerpo. Explica en su estudio que la silica posee menor toxicidad
cuando se encuentra en su forma amorfa y porosa. También postula que bajas
concentraciones y exposiciones no presentan riesgos de intoxicacion por SiOx.

El otro material de interés para la investigacion es el Qt. Con las caracteristicas y
versatilidad que presenta, se puede usar en distintos ambitos y formas. Un ejemplo
de lo anterior esta en las investigaciones de Y. Fu et al.?%, en donde sintetizan
microesferas huecas de Qt en las cuales encapsulan Paclitaxel (farmaco poco
soluble en agua para terapias antineoplasicas). Al cambiar el pH del medio, pierden
estabilidad y liberan el farmaco. También se han descrito distintas modificaciones
a este biopolimero, principalmente en el grupo funcional amino, para mejorar sus
propiedades de solubilidad, adhesion a las mucosas e inhibicion enzimatica’.
Puede formar peliculas e hidrogeles con facilidad para ser funcionalizado con



11.3

proteinas o con acidos nucleicos electrodepositados?*. Sanyakamdhorn et al.?®
describen las condiciones en las que un farmaco pueda unirse fuertemente o no al
interior del Qt. Le atribuyen esto a la naturaleza hidrofilica del farmaco, ayudando
a su union con el Qt. En la modalidad de hidrogeles?® se han disefiado responsivos
a estimulos y han mostrado estabilidad quimica y fisica.

En recientes afios han surgido los compasitos hibridos inorganicos/organicos como
el caso del composito SiO2/Qt?"-31, Presentan una amplia versatilidad en cuanto a
su disefio. Se han sintetizado y depositado nanoparticulas en Qt creando un CM
util para controlar y frenar el sangrado generado en lesiones traumaticas®?. Se
reporta que la biocompatibilidad de este material es apta para aplicaciones
médicas, demostrando su seguridad para ser usado en sistemas biologicos
basados en la ausencia de la activacion de la respuesta inflamatoria33. Otro
ejemplo de su versatilidad esta en la formacion de nanocapsulas con benzotriazol,
combinando las propiedades de estabilidad quimica del SiO2 y la sensibilidad de
respuesta al pH del Qt**. Otra aplicacion del nanohibrido SiO2/Qt esta en el
tratamiento de heridas superficiales con ayuda de un factor de crecimiento de
queratina, promoviendo la aceleracién en el proceso de regeneracion celular®.

En este proyecto se plantea la sintesis y evaluaciéon de un CM hibrido de SiO2/Qt
el cual consta de las PmSiO2 previamente adsorbidas con SMX y posteriormente
recubiertas de Qt para la liberacién prolongada de SMX.

Los excipientes avanzados como sistemas de liberacién controlada

Un sistema de liberacion controlada esta disefiado para que la liberacion del
farmaco sea prolongada y sostenida, ayudando a mantener o aumentar su
concentracion sistémica respecto al tiempo3¢. Se requiere que cumpla con los
siguientes criterios para ser considerado como sistema de liberacion controlada’:

e Evitar cualquier interaccion no especifica con el cuerpo
e Proveer transporte facil y seguro de los farmacos hacia el sitio especifico de

administracion

e Proteger al farmaco de degradaciones enzimaticas o hidroliticas dentro del

cuerpo

e Eliminar los componentes del sistema después de haber sido utilizado
e Demostrar una tasa de liberacion regulada

Una de las alternativas mas exploradas hasta ahora son los sistemas de liberacion
para la via oral. Debido a los mecanismos implicados en esta ruta es posible
disefar formas farmacéuticas con distintas respuestas cinéticas. Dentro de los
nuevos sistemas se encuentran las nanoparticulas, recubrimientos poliméricos,
bombas osméticas, resinas de intercambio idnico, entre otras mas®*. También se
han explorado alternativas en el uso de nanoparticulas con nanoparticulas de Au,
dendrimeros y algunos polimeros. Se han creado sistemas de compuerta que



responden a estimulos especificos (ya sea pulsaciones, cambios de temperatura o
pH, aplicacion de campos magnéticos, etc.) e inducen la liberacion especifica,
controlada y prolongada del farmaco®°.

1.1.4 Vias de administracion de farmacos
Para que un farmaco pueda realizar su funcion es necesario que este ingrese al
paciente, y las maneras para realizar esto son distintas. Principalmente estan dos
vias basicas, la enteral y parenteral®.

En la enteral encontramos?®:

e Oral: De las mas frecuentes. La absorcion de los farmacos sucede
principalmente en la mucosa gastrica y partes de los intestinos.

e Sublingual: Via de rapida absorcion causada por la alta vascularizacion debajo
de la lengua y una delgada membrana que la recubre.

e Rectal: Consta de la aplicacion de formas farmacéuticas solubles en la mucosa
anal para la absorcion de los farmacos por las paredes rectales

e Topica: Absorcion de los farmacos mediante los poros de la piel con el uso de
pomadas y unguentos

En la parenteral se encuentrad:

e Intravenosa: La mas efectiva para asegurar la biodisponibilidad y rapidez del
farmaco en el paciente, util para tratamientos pre operatorios.

e Intramuscular: Aplicacién directa en las fibras musculares, ideal para una
administracion localizada y rapida.

e Subcutanea: Se hace una administracion directamente debajo de la piel,
dejando que el farmaco se difunda lentamente a través de los musculos.



1.1.5 Via Oral

Esta via es una de las mas comunes en casi todo tipo de tratamientos. A través de
ella el farmaco inicia su trayecto en la cavidad bucal pasando por el eséfago hasta
llegar al estomago, donde se espera que los principios activos sean absorbidos
(figura 2). Resulta comoda, facil y no genera un costo extra en su aplicacion de ahi
que sea muy utilizada, pero también presenta desventajas en su aplicacion®. En
algunos casos sucede la interaccion de los principios activos con los alimentos y/o
los ambientes acidos del estbmago, inactivando a las moléculas. También se sabe
de la inactivacion por el efecto de primer paso, o que aumenta la pérdida de
principio activo®®. Ademas, esta via no es Util para pacientes sedados, con nauseas
o vomitos®. Por lo tanto, es notorio por qué esta ruta es muy usada para la
administracion de distintos tipos de farmacos, de ahi surge el objetivo de una
aplicacion de nuevos materiales para la administracion de farmacos por via oral.

a) Vista frontal de la via oral b) Vista frontal del estdmago

c) Corte transversal del estémago

Boca del estdmago

Fondo del estdmago

Figura 2. Esquema representativo de la via de administracion oral



1.1.6 Sulfametoxazol

El SMX (4-amino-N-(5-metil-1,2-oxazol-3-il)-beceno-1-sulfonamida, CAS No. 723-
46-6, P.M.=253.278 g/mol, Ci1oH11N3O3S) es un farmaco bacteriostatico
perteneciente a la familia de las sulfonamidas y es de amplio espectro
bactericida*>#!. Es efectivo contra bacterias Gram positivas y negativas como E.
coli, Klebsiella sp, S. Aureus, Salmonella sp, Shigella sp y algunas especies de
Enterobacter. También recetado en el tratamiento de infecciones del tracto urinario
y bronquitis*!. Posee una solubilidad en agua de 610 mg/L, sin embargo su
absorcion es mayor en ambientes acidos*2. El mecanismo de accion involucra la
inhibicion de la sintesis de acido félico en el agente patégeno debido a una
inhibicion por competicion antagonista con el acido p-aminobenzoico (PABA),
precursor de la sintesis de acido folico*'. Una vez ingeridos por la via oral las
sulfonamidas son absorbidas en el tracto digestivo y la concentracion maxima en
sangre se alcanza en un rango de 0.5 a 3 h después de la administracion*'. Se
reporta una vida media de 10 h en el organismo*. Posee una buena adhesion a
las proteinas séricas (70%)*? asegurando una buena distribucion del farmaco en el
organismo. La excrecion de este se da casi totalmente por la via urinaria®!42.
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Figura 3. Molécula de SMX y sus distintas especies en funcion del pH*



1.2 Particulas de SiO2
El SiO2 esta constituido por celdas unitarias tetraédricas, donde el O esta situado
en los vértices del tetraedro, rodeando a un atomo de Si ubicado en el sitio
intersticial tetraédrico* (figura 4a). Es un material que se puede encontrar tanto en
fase cristalina, como amorfa (figura 4b).

@0 Si0, (Cristal) $i0; (Amorfo)
Quarzo Vidro

Figura 4. Representacion del SiO2 a) Perspectiva del cristal tetraédrico que
conforma a la silica, los aniones de oxigeno conforman los vértices del tetraedro y
el silicio se encuentra en el sitio intersticial que estos forman** b) Representacion

del SiOz cristalino y amorfo

Es quimica, térmica y mecanicamente estable, con baja toxicidad (70% de
viabilidad celular en una dosis de 100 mg/mL) y biocompatible con células
humanas'®, cualidades atribuidas a sus propiedades fisicoquimicas?' (densidad de
hidroxilacion, porosidad, tamano de particula y origen/sintesis del material).La
OMS clasifica a la fase amorfa como no cancerigena y a la fase cristalina (cuarzo)
como cancerigena para el humano*S. Sin embargo recientes estudios le atribuyen
mayormente el potencial citotoxico a la carga superficial en funcion de los siloxanos
y silanos, y a la morfologia de particula*®#’. Cuando se encuentra en su forma de
nanoparticula porosa (20-300 nm didmetro promedio)® se ha reportado elevado
volumen de poro (>1 cm3g') y un ordenamiento periédico de estos*®. Puede
poseer elevada area superficial (>1000 m?g') y es posible funcionalizar la
superficie®.

Figura 5. Representacion de Una particula porosa de SiO>



1.2.1

También puede ser modificado para obtener distintos diametros de particula y
poro®#°. Es un solido muy resistente con una mesoestructura estable®®. Puede
adsorber variedad de moléculas en su poros®181951.52 gyitando que sean
degradadas por enzimas u otros agentes?®. Es una alternativa de interés en el
campo de la nanomedicina ya que se han realizado estudios con distintos tipos de
farmacos como antibioticos, antinflamatorios, osteogénicos y quimioterapéuticos,
realizando una liberacion sostenida y prolongada de estos3.

Adsorcioén y liberacion de farmacos

La silica pirogénica® es un material usado en la industria farmacéutica como
excipiente®*, pero en la actualidad la silica se ha implementado en su modalidad
de nanoparticula porosa; justamente por su capacidad de adsorcién. Por su
composicion quimica presenta grupos siloxano y silanol (-Si-O-Si-, -Si-OH) en la
superficie. La presencia de oxigeno en ellos aporta un par electrones no apareados
y expuestos. Estos le otorgan la capacidad de formar interacciones por puentes de
hidrégeno o del tipo T-1T con otras moléculas como los farmacos*%° (Figura 6).
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Figura 6. Esquema representativo de la interaccion de las PmSiO2 con SMX

Tiene la capacidad de liberar los farmacos adsorbidos de manera prolongada y
paulatina®4855 Al modificar sus propiedades de superficie y porosidad (como al
funcionalizarlo) es posible cambiar sus cinéticas de liberacion, por lo cual se
postula como un excipiente avanzado.



1.3

Quitosano

La quitina (figura 7) es un polisacarido muy abundante en la naturaleza (el segundo
biopolimero mas abundante después de la celulosa), proveniente de crustaceos,
insectos y hongos®. Posee una estructura lineal de alto peso molecular
(aproximadamente 60 kDa) constituida por unidades de N-acetil-D-glucosamina
unidas por enlaces B-D (1,4). Es altamente insoluble y presenta baja reactividad®’.

CH20H CH20H
Q 0
o OH
HO NH HO NH

Figura 7. Estructura molecular de la quitina®®.

n

La deacetilacion parcial (>60%) de la quitina da lugar al Quitosano, con mejores
propiedades de reactividad y solubilidad. Se obtiene al convertir los grupos
acetamida (CH3-CO-NH-) de esta en grupos amino (-NHy), al tratar la quitina con
alcalis fuertes® (figura 8).

CH,OH CH,OH CHgOH— CH,0H

@)
0 OH Deacetilacion Q
+OH > ; OH

o:< o:< HOO :<\1H HO  NH,

Jn
L X y

Figura 8. Estructura de la quitina y su posterior estructura (Qt) después de la
deacetilacion®®.

Se ha descrito como un polimero cationico lineal, biodegradable, de facil aplicacion
e inocuo ambientalmente®. Los grupos amino primarios en su estructura basica
adquieren carga positiva volviendo a la superficie compatible con substancias
polianidnicas como sulfatos, citratos y tripolifosfatos’”. Un dato importante a
resaltar, es que el término “Quitosano” no se refiere a una molécula especifica y
bien definida sino al biopolimero de forma general. Puede haber diferencias en
pesos moleculares, grado de deacetilacion y secuencia de ordenamiento (por
ejemplo, los residuos acetilados pueden estar distribuidos de manera aleatoria a lo
largo de toda la cadena o en pequefios bloques de esta?*).
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Este material tiene la capacidad de adoptar distintas morfologias, dependiendo del
meétodo de sintesis usado. Para obtener nanoparticulas y/o microesferas es posible
emplear distintos métodos. Por ejemplo; mediante el método de enlazamiento
interfacial usando una base de Schiff y un Qt de 85% GD, es posible obtener
microesferas huecas?®. Por medio del método de gelacién idnica Li P. et al.5" logra
sintetizar nanoparticulas de Qt (GD>85%) para liberacion de farmacos. También
es posible obtener nanofibras con este material. Moo B. et al®?, utilizando la técnica
de electrorotacion logra crear fibras con diametros nanométricos usando un Qt de
85% GD. Otra forma de emplear este material es como hidrogel?®, obteniendo
propiedades reoldgicas y mecanicas de interés comercial e industrial.
Adicionalmente, una caracteristica que puede ser modificada es la porosidad del
material. Li J. et al.*?> combina la técnica de microemulsion e inversion de fase
inducida térmicamente para crear microesferas porosas de Qt (GD>95%). Esto,
con la finalidad de probar su actividad hemostatica. Mediante la técnica de
gelacion/congelacion es posible sintetizar membranas porosas de Qt (GD 75%)
para ser usada en sistemas de filtracion®s.
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1.3.1

1.3.2

Grado de deacetilacion (GD)

El GD indica el porcentaje molar de unidades glucosamina monomeérica en la
cadena (figura 9) y puede variar desde 0% (quitina) hasta 100% (quitina totalmente
deacetilada, Qt total). Es el parametro mas importante e influye en sus propiedades
bioldgicas, fisicoquimicas y mecanicas. En general, cuando el Qt posee un alto GD
exhibe mejores propiedades bioldégicas a comparacion de los de bajo GD. Por lo
tanto, la determinacién del GD es esencial para predecir las propiedades y validarlo
para aplicaciones especificas®’.

Una de las propiedades mas influenciadas por el GD es la solubilidad, que se ve
reflejada al existir un exceso de iones H* en el medio causando que el grupo amino
del Qt se protone (-NH2 + H* & -NHz"). El material adquiere una carga positiva y
se solubiliza®. Asi mismo la mucoadhesividad es otra caracteristica que depende
principalmente del grado de deacetilacion®. Otras propiedades de interés
farmacoldgico y toxicolégico reportadas hasta ahora son su biodegradabilidad,
actividad hemostatica y aceleracion en la actividad de cicatrizacion32%°, Para este
proyecto de investigacion se utilizara un Qt del productor Alzor Biotechnologies®
(Yucatan, México) con un GD de 94%.

CH,OH CH,OH
0 0

\O—
HO  NH| |HO  NH;

OH

L JX Ay
Grado de deacetilacion = % de y unidades "y" en la cadena

Figura 9. Estructura molecular del Qt®®

Propiedades antibacteriales del Qt

El Qt es conocido por su actividad microbicida, la cual puede ser explicada si se
trata al Qt como un agente antimicrobiano catidénico amino cuaternario®’. Su alta
densidad de carga positiva interactua fuertemente con los componentes anionicos
presentes en la membrana bacteriana. Uno de los mecanismos de accion
propuestos para este material es que los grupos amino compiten por los iones Ca*?
y Mg*? presentes en la membrana celular de los patégenos, actuando como agente
quelante, desestabilizando la membrana celular de las bacterias causando lisis en
estas®.

En el caso de las bacterias Gram positivas los peptidoglicanos presentes en la
pared celular (figura 10) se hidrolizan (figura 11b) causando una desestabilizacion
en esta, llevando a la liberacion de los componentes intracelulares del organismo
y causando la muerte (figura 11c)%858,
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Figura 10. Composicién de la envoltura celular de las bacterias Gram positivas.

a) Componentes de la envoltura celular b) Representacion de la unidad de
peptidoglucano c) Pared de peptidoglicano

Quitosano

CH,0H CH,0H
o] o)
b) HO' o OH
HO NH HO NH3* NH,
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Figura 11. Mecanismo de la accion bactericida del Qt con las bacterias Gram
positivas. a) Interaccién del Qt con la pared celular b) Reaccién de hidrdlisis del
peptidoglicano con el Qt c) Envoltura celular dafiada
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Para el caso de las Gram negativas, debido a su composicion (figura 12), el Qt
realiza cambios en la permeabilidad de la pared celular del microrganismo. Crea
uniones iénicas dando como resultado una nueva envoltura (Figura 13a) que
impide el paso de nutrientes dentro o fuera del microrganismo asi como un cambio
en su presion osmotica (Figura 13b), llevandolo a la muerte®® (Figura 13c).
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1.4 Compésito hibrido de SiO2/Qt

Los compositos hibridos inorganicos/organicos han llamado la atencién debido a
sus propiedades y aplicaciones en las areas biomédicas. La incorporacion de
ambos tipos de materiales puede crear nuevas propiedades. De este modo,
encontramos que los compdsitos hibridos inorganicos/organicos estan constituidos
por biopolimeros y materiales de naturaleza inorganica, ya sea metalica o
ceramica. Estos materiales son creados debido a que la naturaleza organica de los
polimeros (como celulosa y derivados de esta; pectinas, lactosa, entre otras?),
aumenta la biodisponibilidad y biocompatibilidad en los modelos bioldgicos
evitando reacciones adversas’. Los componentes inorganicos (como
nanoparticulas de TiOz, Fe20s, Au, SiO2, ZnO3) aportan estabilidad mecanica y
quimica logrando proteger moléculas interiorizadas en estos.

Debido a lo anterior los compdsitos de SiO2/Qt surgen como un material hibrido
que pretende conjuntar las propiedades de estabilidad mecanica y quimica, alta
area superficial y capacidad de almacenamiento del SiO2 junto con las propiedades
antibacteriales, de superficie cationica y permeabilidad celular del Qt. Ademas que
ambos materiales han demostrado biocompatibilidad.

Los sistemas de silica/Qt han sido desarrollados con distintos propdsitos tales
como:

e Liberacion de farmacos®8%79: Conjuntando la capacidad de adsorcion y alta area
superficial de las particulas se usa de adsorbato y se crean recubrimientos con
Qt que puede ser modificado para responder a distintos medios.

e Liberacion controlada de pesticidas’": En conjunto con el Qt se emplea
glutaraldehido para crear una matriz responsiva a cambios de humedad o luz y
se utiliza la silica como material interno para la retencidon del agente pesticida.

e Sistemas de adsorcion de iones metalicos’%: Creando una matriz continua de Qt
se depositan particulas en ella de manera que el Qt aumente el tiempo de
retencion de los iones y la silica los adsorba creando un enlace con estos con el
O de la silica.

e Como capsulas responsivas a estimulos34: Se crean microcapsulas de Qt que
contienen dentro de si particulas cargadas con farmacos, los cuales son
liberados prolongadamente.

En este proyecto se propone el disefio de un compésito hibrido de SiO2/Qt para
administracion de farmacos por via oral. Se teoriza que el mecanismo de accion
sera que el compdsito se ingiera por la boca y llega directamente hasta el
estbmago. Una vez ahi, el Qt se empezara a disolver por accidén del ambiente acido
de los fluidos gastricos’. Luego, las PmSiO; podrian entrar en contacto con las
células epiteliales gastricas y , debido a su tamanio, ser introducidas a estas por
endocitosis®?2, Esto, podria permitir a las PmSiO; pasar directamente la circulacion
sanguinea y liberar prolongadamente el SMX por su baja solubilidad en el pH
sanguineo (pH=7.4)3.
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Capitulo 2. Sintesis de materiales

2.1 Sintesis de PmSiO2 con mesoporosidad ordenada

La sintesis de las PmSiO; fue basada en el método de Stober’ junto con las
modificaciones empleadas por C. Silva'® de nuestro grupo de investigacién (figura
14). Se disuelven 4.4 mmol de surfactante Bromuro de hexadeciltrimetilamonio
(CTAB) (Sigma, E.U.A.) en 500 mL de agua destilada por 5 min a 700 rpm, con la
finalidad de que este forme micelas las cuales sirvan de andamiaje para obtener
los poros de las PmSiO2. Luego, se adicionan 16 mL de NHsOH (J. T. Baker,
E.U.A.) para aumentar el pH de la solucién y los iones OH"actuen como catalizador
en la reaccion. Posteriormente se adiciona 17.14 mL del precursor de silanos,
Tetraetil ortosilicato (TEOS) (Aldrich, China) por goteo. La temperatura se eleva a
95 °C y se deja reaccionar por una hora con agitacion constante a 700 rpm para la
formacion de las PmSiO». Pasado el tiempo, se centrifuga a 15,000 rpm durante
15 min con tres lavados usando una solucion etanol-agua (1:1) y centrifugados de
15 min a 15,000 rpm entre cada lavado. Todo esto para remover el tensoactivo y
al final recuperar las PmSiO.. Después se secan a 90 °C por 12 horas y se calcina
a 550 °C por 4 h para eliminar humedad, restos del tensoactivo y proporcionar
resistencia mecanica al material.

SiO2 (Stober modificado) - \)
- =
— 16 mL NH40OH [ro —g—
ﬁ m = 4 }ID—\_/ ‘75/
() + R
CTAB [4.4 mmol] =
500 mL Ald

17.14 mL TEOS 15,000 rpm

1h, 95° C, 700rpm
CTAB = Bromuro de Hexadeciltrimetilamonio 3 lavados etOH/agua
TEOS = Tetraetil ortosilicato (1:1)
etOH =Etanol Zo o
Z, N
/’ ’0 .: AN
0 o N\
/e o o  ° 0
.' { I 0 | — —
W0 .0,.%
\ ° [ J ~ .' /
\\\\\. 2 4

~°- 4h, 550° C 12 h,90°C

Figura 14. Sintesis de las PmSiO: por el método de Stober modificado.
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La sintesis de las PmSiO- puede dividirse en dos partes. Primero, la hidroxilacion y
pérdida de etanol, y segundo, la condensacion de las cadenas de siloxano”™. Al
inicio el proceso es acelerado por el OH del NH4OH haciendo un ataque nucleofilico
SN2 al Si y liberando etanol (Figura 15a)"°. En la segunda parte de la reaccién la
condensacion de los silanol a siloxano libera una molécula de agua formando la
estructura caracteristica de la silica (Figura 15b).

a)
? OH 0 Of ) OH 'l
/\O—§|—O/\ _~0-Si(-0—— /\O—$i—0/\
( "’ i
o OH
/\O—§i—0/\ +HyO /\O~§i*0/\
P O z
b)
H,O
QH QH j (I)H QH
HO—S'i—OH + HO—Sli—OH HO-Sli—O—Si—OH
OH OH OH OH

Figura 15. Sintesis de Stdber. a) Hidroxilacion y pérdida de etanol b)
Condensacion de siloxanos

Para la formacion de los poros se utiliza al CTAB (figura 16a). Esta molécula esta
compuesta de una parte polar y otra apolar. Las cabezas polares de los mondémeros
de CTAB se juntan para formar micelas (figura 16b). Estas micelas se juntan (figura
16c) y seran el andamiaje para la formacion de los poros. Sobre de ellas se
condesan las cadenas de silanol (figura 16d) para formar los poros’.
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Figura 16. Mecanismo del CTAB. a) Monomero de CTAB b) Micela de CTAB c)
Aglomeracion micelar d) Formacién de los poros de SiO2 sobre las micelas e)
Particula de SiOz. Vista frontal y corte transversal
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2.2 Sintesis del Compésito

Como se muestra en la figura 17, la metodologia se disefi6 para que sea
reproducible con los elementos basicos de cualquier laboratorio de sintesis de
materiales, sin representar un elevado costo de aplicacion. Se debe partir de una
solucion de 100 mL de Qt 0.2% p/v acidificada al 0.1 M con HCI (pH=1) para
solubilizar el Qt. Una vez disuelto, se toman 25 mL de la solucion inicial y se le
adiciona por goteo NaOH 0.1 M hasta llegar a un pH=6. Al reducir la acidez del
medio se lleva al Qt al punto de cuasi precipitacion. Alcanzado el pH=6 se agregan
0.1 g de PmSIO2 y se deja la solucion por 24 h a 700 rpm para que las PmSiO2
interaccionen con el Qt. Pasado el tiempo, dejar secar a 80 °C por 12 h y se obtiene
el CM. La sintesis esta disefiada para sintetizar al CM con una proporcion de
PmSiO2:Qt de 2:1 (0.1 g de PmSiO2/ 0.05 g Qt)

/”a :;‘\\\‘
°
NaQ | +JI_) /'.'. : ....\.\' R | |
= A >
e o ¢
‘! :+f[01w|] :! : R :I :
25 mL pH=6 0.1g de PSiO2
Qt 0.2% 24h rx, 700rpm
[0.1M HCl) ;
pH=1.3 \ .
P J A \@ =
ol 4\ >
90 _0_% \\ — - 3
‘\:.:.:.’l 1/ ‘\]) \/ _
s &‘.-:O," s
80°Cpor3h 15 min, 4000 rpm

Dos lavados con Agua mili Q

Figura 17. Metodologia de sintesis del CM.
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La sintesis propuesta esta disefiada para favorecer las interacciones entre el Qt y
las PmSiO2> mediante puentes de hidrégeno (figura 18). Los grupos silanol
superficiales de las PmSiO. pueden actuar como un agente de entrecruzamiento
con el Qt’%. Cuando este se encuentra en su forma cationica al estar cerca de las
PmSiO; se atraen idnicamente® por fuerzas electrostaticas e interaccionan por
puente de hidrégeno® formando asi al CM (figura 19).

CH,0H
o
HO CHz0H
o
o
OH OH N o o FCHoH
WS||-O>S|-O-S|——OH *HaN
g 9 Q@ OH HO CH,OH
vsi\—o—sln—O»Slu—OH HN °
H
;0 ¢ ° °X
s.l—o—i,l-o-slu—OH “HoN
D OH OH OH
HO"CS,)";O'?)';‘OH HO S —o—slu—o-?«w»
H 9
HO Sj—0-Si-O-Sin
L3
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0
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Figura 18. Representacion de la mteraccién entre la silica y el Qt
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Figura 19. Esquema ilustrativo del CM con SMX a) Representacion de las
interacciones de los puentes de hidrégeno entre los materiales b) Esquema del
CM con SMX
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Capitulo 3. Técnicas de caracterizacion y evaluacién

3.1 IRTF (Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier)

Esta técnica se utilizé para identificar y confirmar la presencia de los grupos
funcionales principales en la superficie de cada material. Las interacciones entre
ellos pueden ser corroboradas mediante esta técnica al observar cambios en las
vibraciones de los grupos funcionales. Las principales interacciones entre los
materiales es por medio de puentes de hidrogeno®*, lo cual se refleja
principalmente en las bandas pertenecientes a grupos -OH, Si-OH, -NH, -NH>. Las
bandas de vibracion de estos grupos se veran desplazadas y/o mas anchas debido
a la deformacion de la vibracion por el puente de hidrégeno®. La técnica se realizo
en un IRTracer-100, de la marca Shimadzu, en un rango de 400 a 4000 cm™, con
una velocidad de barrido de 4 para todas las muestras.

3.2 Espectrofotometria Raman

La técnica fue empleada para complementar y ampliar los resultados obtenidos por
IRTF. Con esta técnica es posible identificar vibraciones internas en los materiales.
Se uso un espectrometro InVia MICRORAMAN, de la marca RENISHAW equipado
con dos laseres; rojo (A=633 nm) y verde (A=532 nm).También cuenta con filtros
holograficos Notch y un fotodetector para medir la luz dispersada (camara CCD).
Las condiciones de analisis para cada muestra fueron las siguientes:

e PmSiO2—>20 s de exposicion al laser verde con 10% de su potencia

e SiO2SMX—>15 s de exposicion al laser verde con 100% de su potencia

e Qt—>20 s de exposicion al laser rojo con 5% de su potencia

e CM->30 s de exposicion al laser verde con 10% de su potencia

e CMsux—>15 s de exposicion al laser rojo con 1% de su potencia

3.3 DRX (Difraccién de rayos X)

En los micro y nanomateriales, es necesario determinar la estructura y grado
cristalino de estos para entender sus propiedades fisicas. En el caso de la silica se
ha clasificado al cuarzo como cancerigeno del tipo 1, mientras que a la fase amorfa
como del tipo 3%; no cancerigena. Se utilizé un difractémetro de Rayos-X —
SmartLab, de la marca RIGAKU como generador de rayos X, el cual utiliza un tubo
de Cu (A=1.54184 nm), un detector de alta velocidad “D/teX Ultra” y un filtro para
rayos CukpB. Se llevo a cabo la lectura con un intervalo de barrido en 26 de 10° a
60°, 40 kV y 44 mA, la velocidad angular del goniometro fue de 0.1°/s para todas
las muestras.

3.4 MEB-ES/EDE (Microscopia electrénica de barrido por electrones secundarios/

Espectroscopia de dispersion de energia)
Resulta importante conocer la morfologia y tamafo de los materiales para entender
mejor otras de sus propiedades. Mediante la técnica de MEB-ES se caracteriz6 a
los materiales para conocer su morfologia. Se utiliz6 un equipo FEI - ESEM
QUANTA FEG-250, con un cafon de electrones (FEG, por sus siglas en inglés) de
W con una potencia de haz de 16 kV . Se determiné la morfologia de superficie con
un detector para electrones secundarios (LFD) a bajo vacio. Adicionalmente, se



utilizé un segundo detector para realizar espectroscopia de dispersion de rayos X
(EDE), como analisis semicualitativo elemental de los materiales. Para las
mediciones del tamafio promedio de particula se realizaron con ayuda del software
Image J.

3.5 MET (Microscopia electrénica de transmision)

Los poros en la silica es una caracteristica sumamente importante para el correcto
funcionamiento del compdésito propuesto. Con ayuda de la técnica de MET se busco
caracterizar la presencia y ordenamiento de los poros en las PmSiO.. Se utilizé un
equipo HR-TEM marca FEI, modelo Tecnai F30, equipado con un caién FEG de
W con un detector de amplio angulo en modo campo obscuro (DAACO). Todas las
muestras se colocaron en rejilla de cobre con membrana de carbon y se prepararon
por via seca.

3.6 Fisisorcion de N2 a baja temperatura

Para la determinacion del area superficial, volumen, forma, distribucion y diametro
de poro se usé un equipo de la marca Quantachrome, modelo NOVA 2200e en
modo He. Se utilizaron 30 puntos de adsorcion y 30 de desorcion para los ensayos,
desde 0.005 hasta 0.995 P/Po. Para el analisis de datos se utilizé el software
NovaWin version 11.03. Para calcular el volumen, diametro y distribucion de
diametro de poro se empled el método basado en la Teoria del Funcional de la
Densidad (TFD). Este, proporciona mayor precisién para determinar microporos y
mesoporos’’. Este procedimiento esta basado en mecanica estadistica y considera
fendbmenos moleculares en el comportamiento del N2 para el calculo. Los modelos
de calculo fueron los siguientes:

e PmSIiO,, SiOoSMX y CM = N2 a 77 °K en silica con poros cilindricos con
adsorcion ramificada basada en el modelo de la Teoria del Funcional de la
Densidad No Localizada (TFDNL)

e Qt—-> N2a 77 °Ken carbdon con hendiduras en equilibrio basada en |la Teoria
del Funcional de la Densidad Sélida por Enfriamiento (TFDSE)

Se usoé el modelo BET multipunto para determinar el area superficial especifica de
todos los materiales. Las temperaturas de desgasificacién fueron de 80 °C para el
Qt, CM y SiO2SMX 'y 180 °C para las PmSiO.. Se us6 18 h de desgasificacion para
todas las muestras.



3.7 Potencial g

El potencial ¢ es la magnitud del potencial electrocinético de un material en una
solucion determinada, creado en la doble capa interfacial; el punto de union entre
la capa de Stern y la capa difusa (figura 20)"®. A este parametro se le atribuye un
efecto de carga y ayuda entender la estabilidad de suspensiones y emulsiones’.
Se busca determinar la estabilidad del Qt y PmSiO: en la solucion de sintesis del
CM. Ademas se pretende caracterizar la carga de cada material cuando se
encuentran en la solucion durante la sintesis del CM y entender el tipo de atraccion
que pueda existir entre ellos. El analisis se realizé en un equipo Zetasizer Nano
ZS90 de la marca Malvern. Los ensayos independientes se realizaron en agua
ajustada a pH=6 con HCI| 0.5 M e NaOHO0.5 M y por triplicado en un intervalo de 4
min. Se utilizé 1 mg de muestra en 100 mL de solucion.

Potencial Superficial

Capa de Stern

Potencial Zeta

Capa Difusa

Potencial

Distancia de Coloide
Figura 20. Potencial ¢ y potencial superficial. Imagen tomada de
http://depa.fquim.unam.mx/8°
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3.8 Adsorcion de SMX

El protocolo de adsorcion de SMX en las PmSIiO. (figura 21) se basé en la
metodologia propuesta por C. Silva'®. Consistié en disolver 80 mg de SMX en 5 mL
de etanol, posteriormente se adicionaron 0.04 g de PmSiO2. Se someti6é a bafio
soénico por 5 min. Se dejo interaccionando por 24 h a 700 rpm. Pasado el tiempo
se centrifugo la solucidén a 4,000 rpm y se secaron las particulas al vacio a 45 °C
por 3 h.

5 mL etanol 80 mg SMX 80 mg SMX/ 5 mL etOH

Sobrenadante

SI02SMX ... P ™

b e

15 min, 4000 rpm 24h rx, 700rpm

Figura 21. Metodologia de adsorcion de SMX en las PmSiOs..

Se obtuvo la ecuacion de la recta, en base a la calibracidn con espectrofotometria
UV-Vis, y a partir de ella se calculd los mg de SMX presentes en el sobrenadante,
el cual seria la cantidad no adsorbida del total disuelto (0.08 g). Por lo tanto, este
dato se le resta a la cantidad de gramos disueltos en la solucion inicial y asi obtener
los gramos adsorbidos. Se realizaron tres ensayos de adsorcion de SMX
independientes.

y —0.0074

X="G5og03 _ Ppmen el sobrenadante diluido (1)

(ppm en el sobrenandante)(Factor de dilucién 300) = ppm reales (2)

('p'pm reales> (5 mL

1000 ml 1 ) = g no adsorbidos (3)

(g no adsorbidos

0f — O .
0.08 g disueltos> 100% = % no adsorbido (4)

100% — % no adsorbido = % adsorbido de sulfametoxazol (5)
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3.9 Liberacién de SMX

Para evaluar el mecanismo y cinéticas de liberacion del CM y las PmSiOz, se usaron
3 distintos medios para observar su comportamiento en diferentes ambientes. Se
uso Solucidn buffer de fosfatos (SBF, pH=7), agua (pH=4) y Solucion de fluidos
gastricos simulados en ayuno (FGSA, pH=2) como medios de evaluacion. El ultimo
se selecciond ya que asi obtendremos informacion acerca del comportamiento del
composito en el ambiente estomacal. Dichas evaluaciones se realizaron todas por
triplicado a 37 °C, usando 0.005 g de material en 5 mL de medio evaluacion, 125
rom de agitacion por 4 h y tomando una muestra inicial después de 1 min
(Liberacion Inmediata “LI") y cada 30 min , ya que con estas condiciones se
pretende simular el ambiente estomacal. Asi mismo, para cada medio de
evaluacion, se realizé una curva patron para interpolar los resultados obtenidos y
determinar las concentraciones liberadas por medio de interpolacion. La longitud
de onda de mayor absorbancia (Abs) para el SMX fue diferente en cada uno de los
medios de evaluacion (Anexo 1. Figura 1-3)

3.9.1 Parametros

Existen distintos modelos matematicos que ayudan a entender y describir el
mecanismo de liberacion de farmacos®'. Dentro de los mas usados para evaluar se
propone el modelo de cinética orden cero como el ideal en los excipientes clasicos
ya que describe una liberacion que depende unicamente de la solubilidad de la
molécula (figura 22a)?2. En contraste, un modelo de primer orden se caracteriza por
la dependencia de la liberacion en funcion de la concentracion de la molécula en el
medio (figura 22b)?.

Cinéti i i a
co
—£:K-C°:K]
dt -K
C,=C,-K:t
t
inéti rimer orden b
. Co
—d—(':K-C’_Kc

t

Figura 22. Modelos de liberacion a) Orden cero b) Primer orden®?

Otro de los mas usados es el de Korsmeyer-Peppas (K-P), el cual describe el
mecanismo de liberacion de un sistema polimérico. En este modelo se describen
mecanismos que suceden a la par, tales como la difusion de agua dentro de la
matriz polimérica, el hinchamiento de la matriz y la disolucién de la misma®!. Con
ayuda de este modelo es posible determinar si la liberacion sucede o no por el
mecanismo de Fick®. En este, se propone que la difusion de las moléculas sucede



por un gradiente de concentracion. Pasando de una zona de mayor concentracion
hacia una de menor hasta llegar a un equilibrio, donde la tasa de transporte es
directamente proporcional al gradiente de concentracion®. A esta zona la denomina
como capa de difusion (figura 23).

Principio Activo | Cs H= Capa de diffusion
C.=Concentracion
(PA) del PA en el excipiente

C.=Concentracién
del PA en tiempo t

Excipiente
" .

H

Figura 23. Modelo de difusion por capa de difusion

El modelo de KP plantea la siguiente ecuacion:
M
ﬁt = kgpt™ (6)

Donde M; corresponde a la cantidad de farmaco liberado en un tiempo t, M es la
cantidad de farmaco total disponible (por lo tanto “MyM” es la fraccion de la
concentracion del farmaco en un tiempo t). kkp es la constante de liberacion de
Korsmeyer-Peppas (que incorpora caracteristicas estructurales y geométricas del
sistema)'®. t es el tiempo de liberacion y n es el exponente de difusion o exponente
de liberacién de farmaco que indica el mecanismo mediante el cual ocurre la
liberacion del farmaco8:83.84,

Como se muestra en la tabla 1, de acuerdo al modelo de Korsmeyer-Peppas
cuando n=0.5 el mecanismo de difusion obedece a la ley de Fick . Si n<0.45 el
mecanismo responde a la ley de Fick ademas que describe una liberacion
controlada®'8%86 (sin embargo cuando el sistema de encapsulacion es esférico y
n<0.43 se puede considerar que el mecanismo de difusién de Fick viene implicito®').
Si 0.5<n<0.89 Se describe un transporte clasificado como anémalo®. Cuando
n=0.89 se describe un caso de super transporte Il y cuando n>0.89 corresponde a
un caso de super transporte tipo lll, los cuales corresponden a mecanismo por
erosion y no por difusion8387.
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Tabla 1. Modelo de difusion en funcion del valor de n

 Valorden  Tipodedifusion

Mecanismo de Fick y liberacion

S controlada
n=0.5 Mecanismo de Fick
0.5<n<0.89 Transporte anémalo
n=0.89 Super transporte Il
n>0.89 Super transporte llI

Por lo tanto, a partir de la ecuacién (6) se le aplica log y se pude determinar n
tratando a la ecuacion como una del tipo y=b+mx:

log (57) = 108(kys) + n log(®) (7)

Graficando log (MyM) (o lo que es lo mismo, log[% liberacion]) vs log(t), se logra
ajustar los resultados al modelo de Korsmeyer-Peppas y obtener la ecuacion de la
grafica resultante. La pendiente de la recta obtenida es el valor de n'88,

Para determinar el modelo que mejor se ajusta para describir las cinéticas de
liberacion se grafican los modelos y se obtiene el valor de R? para cada grafica. El
valor que mas se acerque a 1 sera el que mejor describa el mecanismo de
liberacion.

3.9.2 Solucién de Fluidos Gastricos Simulados en Ayuno (FGSA)
Se sintetiz6 una solucion de fluido gastrico simulado en ayuno usando la
composicion propuesta por M. Marques®. Simulando este medio podremos obtener
informacion sobre como podria ser la cinética del CM en el estomago del paciente.
Para 100 mL de solucion se usé las siguientes cantidades:

Tabla 2. Composicion de la solucion de FGSA

Reactivo/Parametro Concentracion |
Taurocolate de sodio hidratado

(Sigma-Aldrich, Italia) S
Lecitina (Merck Milipore,
Alemania) 20 UM
Pepsina (Golden Bell, México) 0.01 g/ 100 mL
NaCl (Sigma-Aldrich, E.U.A.) 34200 uM
pH 2
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3.10 Prueba de hemolisis

La hemdlisis es la ruptura de los eritrocitos, causando la liberacion de la
hemoglobina. La determinacion del potencial hemolitico es uno de los parametros
que ayudan a determinar la biocompatibilidad de un material’*. Ademas, la mayoria
de los nanomateriales y micromateriales entraran en contacto con el tejido
sanguineo ya sea por su tamafo o por la ruta de administracién elegida, por lo que
determinar la capacidad hemolitica es fundamental®®. Se realizaron tres ensayos
por separado basados en la metodologia propuesta por I. Medina Ramirez®, la cual
consta de la obtencion del tejido sanguineo y almacenamiento en tubo con
heparina. Luego, se prepara una serie de tubos de ensaye con 100 yL de sangre
como se indica en la tabla 3. Para las soluciones de los materiales, se parte de una
solucion de acido acético al 1% (peso/volumen). Se agrega cada material para
obtener una concentracion de 10 mg/ mL. Se adicionan 10 mL de SSF a cada tubo
y se mantiene en incubacion por 5 h a 37 °C y 65 rpm. Posterior a esto, se
centrifugan los tubos a 3500 rpm por 5 min. Se toma una muestra de cada tubo y
se analiza por espectroscopia UV-Vis a 540 nm para determinar el porcentaje de
hemolisis. Para calcular el porcentaje hemolitico se usa la siguiente ecuacion :

Abs muestra
( — ) * 100 = % de hemolisis
Abs control positivo

Donde la Abs del control positivo corresponde al 100% de hemdlisis y 0% para el
control negativo
Tabla 3. Cantidades a usar para la preparacion de la prueba de hemdlisis

Conc. _de Soluci()_n de Sangre Agua Sol. Salina
material ~ma_ter|al (uL) (mL) fisiolégica (mL)
(mg/mL) anadido (pL)
Control - 0 0 100 0 10
1 0.1 10 100 0 10
2 0.3 30 100 0 10
3 0.6 60 100 0 10
4 0.9 90 100 0 10
Control + 0 0 100 10 0
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Capitulo 4. Resultados
4.1 Resultados de sintesis de PmSiO2 con mesoporosidad ordenada

4.1.1 Morfologia y textura de las PmSiO:

En la figura 24a se presenta una micrografia representativa obtenida por MEB-ES
de las particulas sintetizadas. En ella, puede observarse la morfologia esférica de
las particulas. El histograma (figura 24b) obtenido a partir del conteo de 150
particulas en distintas micrografias, muestra un valor promedio de 218 nm de
diametro en un rango de 100 a 350 nm. Los resultados concuerdan con lo reportado
en la tesis de maestria de C. Silva'®, particulas esféricas con distribucion normal.
Kwon et al.® reporta que se han sintetizado particulas de SiO, con didmetros
similares usando la misma metodologia de sintesis. También se ha reportado que,
nanoparticulas con diametros entre 70 a 300 nm son biocompatibles con células
animales®?2. De acuerdo a la literatura, la toxicidad de la silica amorfa depende de
la porosidad, tamario de particula y carga superficial??>. Estudios demuestran que
particulas de SiO2 con caracteristicas similares inducen su potencial citotoxico en
base a la produccion de especies reactivas de oxigeno causadas por el estrés
oxidativo y no por dafio fisico a las membranas®'.

N
=3
n

Frecuencia
o

NOANANN NN RRRINNR =
100 150 200 250 300 350
Tamafio particula (nm)

det HY spot | mag B WD e e — 1 | L]
LFD 20.00kV [ 4.5 | 50000 x | 10.0 mm 0 Pa Si02 54 {LINAN-IPICYT)

Figura 24. Morfologia y diametro de las PmSiOz. a) Micrografia obtenida por
MEB-ES de las PmSiO2 a 50,000x. Puede identificarse la monodispersion de las
particulas b) Histograma del diametro promedio de particula de SiO>. El diametro

promedio de particula es de 218 + 40 nm (N=150).



En la figura 25, micrografia obtenida por MET con un detector DAACO, se aprecian
los poros con arreglo hexagonal en su acomodo. Asi mismo, muestran forma
tubular con distribucion ordenada, caracteristicas que concuerdan con lo reportado
en la literatura cuando se usa la sintesis de Stéber modificada'®9?

Figura 25. Micrografia obtenida por MET con un detector DAACO de las PmSiO-
donde se aprecia su porosidad
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Volumen @ STP (cm®/g)

El area superficial especifica resulté de 377 m?/g. El diametro promedio de poro es
de 3.8 nm en un intervalo de 2 nm a 5 nm (figura 26b). El volumen de poro es 0.393
cm?/g de acuerdo al método sustentado en la TFD. Basados en la clasificacion de
la IUPAC, debido al diametro de poro del material y la isoterma que se muestra en
la figura 26a, el material se clasifica como mesoporoso’’. Adicionalmente el ciclo
de histéresis de la figura 26a, clasificado como tipo H2a, corresponde a materiales
mesoporosos ordenados’’. El modelo de calculo que mejor se ajusta al material
(tabla 4), describe un tipo de porosidad tubular interconectada como se muestra en
los resultados por MET (figura 25). Por lo tanto, con base en la clasificacién de la
IUPAC’’, se describe a un material mesoporoso ordenado con poros cilindricos
interconectados. De acuerdo a la literatura, materiales de SiO; sintetizados por la
misma ruta presentan caracteristicas similares a las obtenidas'®3. Por lo que la
ruta sintesis resulta adecuada para sintetizar particulas mesoporosas.

Tabla 4. Resultados de la caracterizacion por fisisorciéon de N2 de PmSiO»

Parametro Resultado PmSiO-

Area superficial 377 m3g

Diametro de poro 3.8 nm
Vol. de poro 0.393 cm?®/g

Tipo de isoterma IVa
Tipo de porosidad Mesoporoso
Tipo de histéresis H2a

Error de calculo 1.591%

N2 a 77 °K en silica con poros cilindricos con

Modelo de calculo adsorcion ramificada basada en la TFDNL

—a— Adsorcion

300 4

250

2004

150 4

100

50+

a —e— Desorcion 0.15

0.10

dv(d) (cm*nm/g)

0.05

0.00

3.8 nm

T T v
0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0

Presion relativa (P/Po)

Figura 26. Resultados del analisis por fisisorcion de N2. a) Isoterma de

T * T u T * T

Diadmetro de poro (nm)

adsorciéon/desorcion de PmSiOa.. b) Distribucion de diametro de poro de PmSiO>
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4.1.2 Microestructura de las PmSiO;

En la figura 27, se muestra el difractograma de rayos X de las PmSiO: y la carta
cristalografica [SiO2, ICDD 00-029-0085]. Se observa una amplia reflexion con
mayor intensidad en los 22° 20, fendmeno que se reporta para materiales
mesoporosos de SiO2 sintetizados por métodos similares'®. Esto demuestra que las
particulas sintetizadas estan en fase amorfa. A este tipo de material se le refiere
comunmente como silica amorfa®-%. Por lo tanto, la biocompatibilidad de las
PmSiO. aumenta al encontrarse en esta fase. Se reporta que no induce una
respuesta inflamatoria y no esta clasificado como un posible cancerigeno?’.

100 - 22° (20)

—— Carta crist. 00-029-0085
——PmSiO,

80

60 -

Intensidad

40 1

20

0 T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70

20 (Grados)

Figura 27. Difractograma de DRX de PmSiO: sintetizado

Se realizd un analisis por EDE para identificar la composicion quimica del material,
el perfil resultante concuerda a lo propuesto (SiO2). Como se observa en la figura
28, las senales correspondientes a la energia dispersada de Siy O se muestran
presentes en la silica sintetizada. Las demas sefiales presentes corresponden a
elementos metalicos ubicados en el porta muestras.

100 Al k

80

60

Intensidad (u.a.)

40
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Ok Sik
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T 1
0 1 2

Energia de rayos X (keV)

Figura 28. Espectro EDE del PmSIiO: sintetizado
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Se identificaron las vibraciones correspondientes a los grupos funcionales
superficiales de las PmSIiO>. En la figura 29 se muestra el espectro de IRTF, de
acuerdo a la literatura concuerda con la forma caracteristica del espectro de
materiales sintetizados por el mismo método de sintesis®’. Para el grupo funcional
siloxano se identificd la banda en 572 cm™', que corresponde a una vibracion de
balanceo en el enlace Si-O%%, En 804 cm™ corresponde una vibracion de
doblamiento simétrico en los enlaces Si-O-Si®”. En 1056 cm corresponde a un
estiramiento transversal 6ptico®” del enlace Si-O en siloxanos ciclicos® y el hombro
en la region de 1226 cm™ corresponde a un estiramiento longitudinal 6ptico®’.

Si-O-Si (804)
1004
= 88 Si-OH slo
o (3496) I-o-
& QH OH o72)
.*E‘ 60 WS\i-O-S}i—O>SIi#OH )
@ (? (P OH Si-0O-Si Si-OH
E T (1226) | | 479
£ g s 9 1 U
Si—O~S\FO-S\I~OH
o o OH
HO-$i-0-Si-OH u
20 OH OH «—Si-O-Si (1056)
v I N I ///'/ I K I " I
4000 3500 3000 1500 1000 500

No. de onda (cm™)

Figura 29. Espectro IRTF de PmSIiO: y estructura superficial de las PmSiO2



Usando espectrofotometria Raman se complementaron los resultados obtenidos
por IRTF, observando los grupos funcionales estructurales del material. En la region
de 3000-3800 cm™ de la figura 30, se encuentran las bandas (3423 y 3247 cm™)
correspondientes a la vibracion de estiramiento del grupo silanol®®. La banda en
976 cm™' corresponde al estiramiento del enlace Si-O%. En los 798 cm™' se registrd
la banda de la vibracién simétrica del grupo Si-O-Si, correspondiente al esqueleto
de las PmSiO2*” y en los 472 cm™ se registra la vibracion de estiramiento y
relajacion del anillo de siloxanos (con aproximadamente 3 o 4 unidades®’).

Intensidad

Si-OH (3423, 3247)

. Lo

100 __—H,0/(2906)

80

60 -

Si-OH (976)
o \O
409 HO. Sli s'i'OH | Si-0-Si (472)
HO” Ol Cl) "OH
20 sic
HO OH
0 T ¥ T T T
4000 3000 2000 1000

Raman shift (cm™)

Figura 30. Espectro Raman de las PmSiOz y su estructura interna
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4.2 Propiedades adsortivas y adsorcion de SMX en las PmSiO2

La adsorcion de los farmacos en las PmSiO. se lleva a cabo por fisisorcion'®;
producto de interacciones del tipo w-m'%", atracciones electrostaticas® vy
principalmente por puentes de hidrégeno®'-192193 De acuerdo con la literatura,
suceden entre el grupo silanol de las particulas de SiO2%'-'%? y los grupos amino,
metil y sulfa del SMX'%2 (figura 31). Esto quiere decir que las interacciones entre
las PmSiO2 y el SMX se da por fendmenos fisicos, o que no altera la composicion
de ningun material.

(?H Cl)H
WSi*O*Si*O-Si—OH
s O O OH
+Si—0- SI O- S! OH
: (,) o OH
vS| O- Sl O- SI—OH
Q OH OH OH
HO- Sl O- Sl OH HOS| O- Sl O- SINW
OH OHO g :
>j HO Sl O- Sl 0O- S§|M
OH o 0
HO—SI—O-Sll—O-SIWW
0 ¢
HO- $i-O-Siw
OH

Figura 31. Interaccion de las PmSiO2 con el SMX por medio de puentes de H.
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4.2.1 Resultados de adsorcion de SMX

Se determind la capacidad de adsorcion, usando el SMX como farmaco modelo,
mediante un calculo indirecto por interpolacion. Se realizé una curva de calibracion
de SMX en etanol, usando espectrofotometria UV-Vis, con una correlacion de
R?=0.9994, como se muestra en la figura 32.

4.5
3.99017

2.08477

0 10 20 ppm 30 40 50

Figura 32. Curva de calibracion de SMX por espectrofotometria UV-Vis. La
ecuacion de la recta es y=0.0803x+0.0074 con R?=0.9994

La longitud de onda seleccionada para medir la absorbancia (Abs) fue en 270 nm,
que es donde el SMX muestra su mayor punto de absorbancia en etanol. Como se
aprecia en la figura 32, las absorbancias muestran valores elevados (mayores a 1),
resultado de las altas concentraciones usadas para la calibracion. Esta vibracion es
atribuida al cromaforo Benceno-SO».-NHz*'-1%4 (figura 3) de la molécula, que posee
varios enlaces T1-1r entre sus atomos. Por lo tanto, existen varias transiciones del
tipo T->1*, ademas de las tipo n=>1*'%, La literatura describe que, cuando existen
estas transiciones (TT->11*) el maximo de absorbancia se ve afectado por efectos
batocrémicos'%. Fendmeno presente en los analisis, ya que al disminuir el pH del
medio de evaluacion de liberacion, el maximo de absorbancia cambio6 a una longitud
de onda mayor debido a la protonacion del SMX'% (Anexo 1. pH=7, Amax=257 nm;
PH=4, Amax=266 nm; pH=2, Amax=269 nm).

Basados en los analisis por IRTF (figura 29) las bandas correspondientes a los
grupos silanol se encuentran en una mucho menor proporcion que las de
siloxanos'?” (18% Si-O-Si y 86% Si-OH de transmitancia). Por lo tanto existe una
limitada cantidad de grupos silanol, lo que influye en el porcentaje de adsorcién®'.
Como se muestra en la tabla 5 en promedio se adsorbié 18% del SMX disuelto,
equivalente a 0.015 g de SMX en 0.04 g de PmSIiO.. Por lo tanto la capacidad de
adsorcién de las PmSiO2 es de 375 mg SMX en 1 g PmSiO.. De acuerdo al trabajo
de V. Morales et al.’%, las PmSiO, muestran mejores resultados de adsorcion
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cuando estas se funcionalizan con Bromuro de tetrahexilamonio (THAB). Esto
aumenta la cantidad de sitios de union en las PmSiO. permitiendo una mayor
adsorcion. En dicho trabajo utilizan metilprednisolona (MTP) como farmaco modelo
y las PmSiO, (455 m?/g éarea superficial, 0.73 cm®g volumen de poro)
funcionalizadas con THAB junto con Ceo como sitio de anclaje. En sus resultados
ellos lograron adsorber como maximo 137 mg de MTP por g de SiO2, mientras que
en nuestro modelo se logré la adsorcion de 375 mg SMX por g SiO.. Esto
demuestra que nuestro material fue capaz de adsorber SMX sin ser funcionalizado,
haciendo mas eficiente y menos costosa la metodologia propuesta. Factor
importante, ya que hace que el CM conlleve un costo menor en su fabricacion.

Tabla 5. Resultados obtenidos en las adsorciones de SMX

Muestra  Abs ppm %
adsorbido
A 3.42 43 18
B 3.60 45 19
C 3.37 42 18
Promedio 3.46 43 18
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4.2.2 Propiedades de las PmSiO: después de la adsorciéon
Posteriormente al proceso de adsorcidon las PmSiO2 sufrieron cambios texturales.
Como se muestra en la tabla 6, el volumen de poro y el area superficial
disminuyeron significativamente (31% y 45% respectivamente). La forma y tipo de
la isoterma permanecieron igual, asi como el tipo de histéresis. EI SMX al no
adherirse en las paredes de los poros sino en la superficie externa bloqued a los
poros, disminuyendo asi el volumen de poro (figura 33b)'%°. Adicionalmente, el area
superficial también disminuy¢ (figura 33a). Debido a la interaccion de las PmSiO2
con el SMX en condiciones de alta presion. Se indujo una compresion de los
materiales; reduciendo asi la superficie de contacto. Como se muestra en la figura
33b la dispersion de la distribucion del diametro de poro en SiO.SMX se redujo,
accion causada por la aglomeracién del material. Estas caracteristicas coinciden
con lo reportado en materiales con caracteristicas similares. El AEROSIL® 2000,
material usado como excipiente, al igual que las PmSiO2 esta compuesto de SiO-.
De acuerdo al fabricante Evonik este material al combinarse con farmacos, se
caracteriza por su capacidad de compresibilidad al someterse a condiciones de alta
presion™°,
Tabla 6. Resultados de la caracterizacion por fisisorcion de N2 de PmSiOa2 y
SiO2SMX
Resultado Resultado
PmSiO2 SiO2SMX

Parametro

Area superficial 377 m3/g 207 m?/g
Diametro de poro 3.8 nm 3.8 nm
Vol. de poro 0.393 cm?/g 0.271 cmd/g
Tipo de isoterma IVa IVa
Tipo de porosidad Mesoporoso Mesoporoso
Tipo de histéresis H2a H2a
Error de calculo 1.591% 1.704 %

N2 a 77 °K en silica con poros
Modelo de calculo cilindricos con adsorcién ramificada
basada en la TFDNL

—=—PmSiO, Adsorcion
—— PmSiO, Desorcion
—a— Si0,SMXAdsorcién
—v— 8i0,SMX Desorcion

0.14 4

0.12 4

0.10 4

0.08

0.06 4

Volumen @ STP (cm®/g)
dv(d) (cm*/nm/g)

0.04 4

0.02

0.0 l 0.2 ‘ 0|4 ' 016 ' 0‘8 ' 110 e 0 é 16 1‘5 2‘0
Presion relativa (P/Po) Diametro de poro (nm)
Figura 33. Resultados de fisisorcién de N2 a baja temperatura a) Isoterma de
adsorcion/desorcion de PmSiO2 y SiO2SMX b) Distribucion de diametro de poro

de PmSiO2y SiO2SMX.
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En la figura 34c se muestra el espectro IRTF de las PmSiO. después de la
adsorcion. El resultado es similar al de las PmSIiO> (figura 34a) pero con nuevas
bandas de vibracién atribuidas a la presencia del SMX (Figura 34b). En la figura
34c, en los 554 cm™ se muestra la banda de vibracion correspondiente a la
vibracion de estiramiento en el enlace C-S%. En 570 cm™ la vibracién de
estiramiento del enlace C-S- del grupo =C-S-%. En 928 cm™' |la banda de vibracion
del enlace N-S'%2. En el rango de 500 a 600 cm™ se encuentra las bandas de
vibracion del enlace C-S del grupo =C-S-. Una de las bandas mas importantes esta
en 682 cm™' ya que corresponde a un puente de hidrogeno fuerte debido al grupo
S=0 en el grupo funcional -SO;NH- %, Con esto se comprueba la presencia del
SMX en las PmSIO..
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Figura 34. Espectro IRTF de a) PmSiO2 b) SMX c¢) SiO2SMX
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Para corroborar los analisis por IRTF se uso6 espectrofotometria Raman. Como se
observa la figura 35, en los 2927 cm™' se encuentra la banda de vibracién de
estiramiento de los grupos silanol®®% y en 114 cm™, la banda de vibracién del
esqueleto de siloxano. Las bandas que confirman la presencia de SMX son las
siguientes. En los 1607 cm™ se registra la banda de vibracion de estiramiento de
los enlaces C=C de un anillo bencénico®'"" y en 830 cm™, la vibracién de
deformacion fuera del plano (2H) de un benceno 1,4 di sustituido®. En 3065 cm™
se identifico la banda de vibracién de estiramiento de una amina primaria®®. En 1454
cm™ la banda de vibracion de aleteo de una amina secundaria®. También se
registraron las bandas de vibracién de estiramiento asimétrico’" en los 1316 cm™’
y la banda de vibracion de estiramiento simétrico en los 1167 cm™ en los enlaces
O=S=0 del grupo sulfonamida®.
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2885 CH,
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1 \ // \J
Y M p— [
20 H !
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1 H2N
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Raman shift (cm™)

Figura 35. Espectro Raman de SiO.SMX 'y molécula de SMX
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4.3 Resultados de la sintesis del excipiente avanzado PmSiO./Qt

4.3.1 Caracterizacion del Qt
El Qt es clasificado como un biopolimero, y es comun que este tipo de materiales
sean irregulares en su morfologia. En la figura 36 se muestran micrografias
representativas del Qt. Es visible que las particulas no exhiben una forma definida,
(figura 36a) pero si muestra una superficie texturizada (figura 36b)%’. De acuerdo a
la literatura, el Qt en su forma pristina muestra microparticulas con formas
irregulares o en ojuelas’.

po o @ v spo g B 5 pm
CBS 15.00kv 4.5 l )[ 0x 10.0 mm N Lr[) 15.00kV 4.5 15( 00 x 1] 0 mm 100 P Quitosano  (LINAN-IPICYT)

Flgura 36. Mlcrografla deI Qt obtenidas por MEB-SE. a) Mlcrografla a 1,000x de
particulas de Qt. b) Micrografia a 15,000x donde se muestra la rugosidad de la
superficie.
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Q

Volumen @ STP (cm®g)

El Qt pristino (figura 36), muestra una isoterma del tipo Il (figura 37a) causada por
un crecimiento ilimitado de la multicapa en zonas de 0.5-0.9 P/Po’’. Ademas, revela
un diametro promedio de poro de 2.8 nm sin embargo, también muestra distribucion
heterogénea en un rango de 2-8 nm (Figura 37b). El modelo de calculo con mejor
ajuste (tabla 7), describe un material con superficie texturizada y hendiduras en la
superficie’””. Por lo tanto basados en la clasificacion de la IUPAC’, el modelo de
calculo, la isoterma, el tipo de histéresis y las micrografias obtenidas en MEB-SE
(figura 36); Se describe a un sdlido irregular con superficie microporosa.
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Figura 37. Isotermas de adsorcion/desorcion y distribucion de volumen de poro.
a) Isotermas de adsorcion y desorcion del Qt. b) Distribucion de diametro de poro

del Qt.
Tabla 7. Resultados de la caracterizacion por fisisorcion de N2 a baja temperatura
del Qt
Parametro Resultado |
Area superficial 1264 m?/g
Diametro de poro 2.8 nm
Vol. de poro 0.9 cm¥/g
Tipo de isoterma Il
Ul el Microporoso
porosidad
Tipo de histéresis H1a
Error de calculo 6.8%
N2 a 77 °K en carbon con
Mggiﬁ:e hendiduras en equilibrio basada en
la TFDSE
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De acuerdo al difractograma de rayos X y comparandolo con la carta cristalografica
[Quitosano, ICDD 00-067-1540] (figura 38), el Qt muestra un bajo grado de
cristalinidad. F. Feng et al."'2 muestra resultados similares en sus difractogramas,
usando un Qt con 91% GD describe un material con un grado de cristalinidad de
aproximadamente 21%. Por lo tanto, en base a los analisis DRX, fisisorcion de N2
y MEB-SE (figura 36), el Qt se caracteriza como un sdlido semiamorfo con
morfologia irregular y superficie texturizada con hendiduras.

100 21°
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Figura 38. Difractograma de rayos X del Qt

Por su origen organico el Qt esta compuesto de C, O e H, lo cual se observa (a
excepcion del H, el cual no es posible detectar mediante esta técnica) en el analisis
semicualitativo por EDE (figura 39). Estos mismos elementos son los que
componen los grupos funcionales registrados en los analisis por IRTF vy
espectrofotometria Raman.
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Figura 39. Espectro obtenido por EDE del Qt de la figura 36
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En la figura 40, se muestra el espectro obtenido por IRTF. En los 891 cm™ esta la
vibracion de estiramiento simétrico del grupo C-O-C, caracteristico del anillo de
piranosa en el Qt'"3. Las bandas en 1026 cm™ y 1058 cm™' corresponden al
estiramiento en el enlace C-O del grupo éter®*'3. En 1149 cm™ se registra la
vibracion asimétrica del estiramiento del grupo C-O-C%'3. En el caso del grupo
metil (-CHs) se ubican distintas bandas. En 985 cm™ se registro la vibracion de
vapuleo simétrico de los enlaces C-H''3. En 1323 cm™" un doblamiento simétrico'?,
asi como en 1373 cm™'y en 2870 cm™" un estiramiento asimétrico® 2113 del grupo
metil. Para el grupo amino (-NHz) también se identificaron varias bandas. La primera
ubicada en 1197 cm™' que corresponde a un movimiento de balanceo del enlace N-
H™3. En 1587 cm™ un vibracion de doblamiento simétrico en H-N-H®*113_ En 1656
cm™ se registra una banda correspondiente a la vibracion de estiramiento del
enlace C=0 de una amida primaria (R-CO-NH_)%*'"3 y en la banda 3356 cm™ un
estiramiento asimétrico del grupo -NH,%:113,

100 NH,(1197)
R-CO-NH,,(1656) —>
—_ NH.(1587) ——=
S /'
© CH (1413)
o NES CH,(2870)
I 3356 5
g | (3356) 0-H(3286) CH,1373)
& [ CH,OH | CH,OH CH,(1323)
= o Q
HO ~07] OH|  C-O-C(1149,1058,1026) ——
HO  NH| [HO 4, C-0-C (891)
o
- - - CH,(985)
I I I I I I 4 I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

No. de onda (1/cm)
Figura 40. Espectro IRTF del Qt y estructura del Qt.
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En la figura 41, espectro obtenido por espectrofotometria Raman. Se encuentran
las vibraciones en 508 cm™ y 896 cm™ correspondientes a una vibracion de
doblamiento fuera del plano en el grupo C-O-C del anillo de piranosa del Qt, asi
como un estiramiento simétrico del mismo grupo, respectivamente''4. En la banda
de los 1108 cm™' se observa la vibracion general de las aminas primarias®. La
banda de los 1594 cm™' pertenece a la vibracion de tijereteo en los enlaces H-N-
H%.114 y en la banda ubicada en 3308 cm™' corresponde a un estiramiento simétrico
del grupo amino debido a la posible influencia de puentes de hidrégeno'4. Por
ultimo, se encontraron las bandas correspondientes a carbonos intermedios del
esqueleto de la molécula, en 1268 cm™ se encuentra la banda correspondiente a
una vibracion de deformacion en el plano®'"4, en 1470 cm™ la banda perteneciente
a una deformacion asimétrica del grupo metil de una amida® (CH3-NH-CO-CHs).
CH-OH CH-NH, (1108)

100 (1376) =

C-0-C
(2894) =
- CH,
-(CH.)-
80 - ch,
] (3308) \
) 60 - NHz\\
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C
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40 -
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HO  NH|[ [HO
] oA, | 1y
O L} I L l L] I L} I L} l L} l L} I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Raman shift (cm™)
Figura 41. Espectro Raman y molécula del Qt.
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4.3.2 Estabilidad de la solucién de sintesis del CM

Los resultados de la tabla 8 y 9 describen soluciones con una carga neta elevada
en su potencial ¢ (P(>|20|mV) cuando el medio tiene pH=6. En comparacion con
las PmSiO: (figura 42), la desviacion estandar en los resultados del Qt describe una
solucion que va perdiendo carga neta (figura 43), y por lo tanto estabilidad
(0si02=1.10 y 0qt=3.11). De acuerdo con la literatura esto sucede por el caracter de
acido débil del Qt, ademas que su transicidon de estado soluble-insoluble sucede en
el rango de pH= 6.0-6.5 (pKa=6.3)3'%4, reflejado por la reaccion reversible:

Qt — NHf & Qt— NH, + H*
Ademas, por la carga de signo contrario de cada material en el pH de la solucion

de sintesis (tabla 8 y 9), se comprueba la atraccion electrostatica entre las PmSiO>
y el Qt34,115_

Zeta Petential Distribution
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Record 1. Si0254 pHS 1 —  Record 2: 5i0254 pH& 2 —  Record 3 Si0254 pHS 3|

Figura 42. Distribucion del potencial ¢ de las PmSiO2en pH=6

Tabla 8. Resultados del analisis del potencial  para las PmSiO2 en pH=6

Muestra ¢P (mV) Conductividad
PmSiO; (mS/cm)
1 -22.9 0.05
2 -25.1 0.04
3 -23.9 0.04
Promedio -24 0.05
Desv. Std. 1.1 0.004
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Figura 43. Distribucién del potencial ¢ del Qt en pH=6

Tabla 9. Resultados del analisis del potencial { para las Qten pH=6

Muestra Qt ¢P (mV) Conductividad
(mS/cm)
1 35.3 0.13
2 32.6 0.13
3 29.1 0.13
Promedio 32.3 0.13

Desv. Std. 3.11 0.001




4.3.3 Propiedades texturales del excipiente

En la figura 44 se presenta una micrografia representativa del CM obtenida por
MEB-ES, donde el Qt parece recubrir a las PmSiO> de manera uniforme. En
comparacion a la micrografia en la figura 37, el Qt demuestra un comportamiento
totalmente distinto una vez disuelto en la solucion para sintetizar el CM. Cuando el
pH<7, el Qt en su forma catidnica adquirié un grado de repulsion entre sus cadenas,
permitiéndole formar estructuras similares a hojas extendidas y otras, dobladas3%-34
(figura 44). De acuerdo a la literatura, usando la técnica de electrorotacion es
posible obtener nanofibras de Qt. Usando fuerzas de repulsion eléctrica se
consiguen distintos radios y formas, sin embargo no se muestran resultados
similares a los nuestros. Se postula que el origen de estas delgadas estructuras es
causado por fuerzas como puentes de hidrégeno*®116.117 Esta misma caracteristica
de carga positiva en el Qt y la carga negativa en las PmSiO>, inducen atracciones
electrostaticas entre los materiales3%:34.

Gaware et al. (2019) plantea la sintesis del CM con una solucion inicial de Qt al 2%
p/v, una concentracion diez veces mayor a la propuesta®. Las sintesis iniciales de
este proyecto también se hicieron a partir de la concentracion antes propuesta y se
obtuvieron estructuras muy distintas a las que antes se presentan (Anexo 2, figuras
A2.1 a A2.6). En estas se puede encontrar una densidad de Qt mayor, lo que causa
que el Qt que recubra a las PmSiO; atrapandolas en una matriz del polimero (Anexo
2, figuras A2.1 y A2.2). También se encontraron estructuras con diametros de 1
hasta 5 ym con formas irregulares. En el anexo 2, las figuras A2.3 y A2.4 muestran
micrografias obtenidas por MEB con una forma similar a un toroide. En la figura
A2.5y A2.6, se muestran micrografias con una particula esférica de Qt con PmSiO:
en su superficie recubiertas de Qt. En comparacién, el CM seleccionado para este
proyecto muestra una densidad de distribucién de Qt menor. Por lo tanto, la
morfologia del CM se ve influenciada por la cantidad de Qt presente en él.
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Figura 44. Micrografia obtenlda por MEB-ES a 15,000x del CM. Puede
identificarse la monodispersion de las PmSiOz en hojas traslucidas corrugadas de
Qt. En azul, se sefalan estructuras similares a pliegues y en naranja las hojas
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Las caracteristicas texturales del CM resultan muy distintas a las de los materiales
precursores. La isoterma del CM, obtenida por fisisorcién de N2, es del tipo IVa lo
que describe a un material mesoporoso (figura 45). Esta inicia en los 500 cm?®/g
debido a que los microporos del material se llenaron rapidamente debido al efecto
de llenado primario de microporos’’. Adicionalmente el ciclo de histéresis del CM
(H5) corresponde a un sistema de poros abiertos y otros parcialmente
bloqueados’’. El diametro de poro del CM es de 3.2 nm, similar al de las PmSiO>
(tabla 10). Sin embargo, la distribucion del volumen de poro es mas homogénea,
en un rango de 3 a 4 nm (figura 46). De acuerdo a la literatura esto quiere decir que
el Qt recubre a las PmSiO. formando una cubierta sobre las particulas, la cual
podria actuar como sistema de proteccion para el SMX®. Este sistema se observé
en las micrografias por MEB-ES (figura 44). También, al formar el recubrimiento se
evita una elevada liberacion inmediata; manteniendo al SMX dentro de las PmSiO>
por mas tiempo. Esto propone al Qt como un sistema de regulacion para la
liberacion de moléculas en las PmSiO2. Se postula que la elevada area superficial
es resultado de los pliegues que forma el Qt al formar las hojas, formando delgadas
pero extensas laminas. Al aumentar los pliegues de las hojas de Qt se aumenta el
area superficial, similar a los pliegues internos de las membranas mitocondriales
para aumentar su superficie, dando como resultado su elevada area superficial.

Tabla 10. Resumen de los resultados obtenidos por la técnica de fisisorcion de N2

a baja temperatura
. Resultado Resultado
Parametro PMSIO, Si0,SMX Resultado Qt Resultado CM

Area 2 2 2 2
superficial 377 mé/g 209 m4/g 1264 me/g 4247 m?/g
Diametro de 3.8 nm 3.8 nm 2.8 nm 3.2 nm
poro
Vol.de poro 0.393cm®g 0.271cm’g 0.9 cm¥(g 3.5 cm¥/g
Tipo de curva IVa IVa Il IVa
Uz el Mesoporoso Mesoporoso Microporoso Mesoporoso
porosidad
Tipo de H2a H2a H1a H5
histéresis
Error de o o o o
caleulo 1.591% 1.704 % 6.760% 0.220 %
N2a77 °Ken h2a77°Ken
o . . silica con poros
N2 a 77 °K en silica con carbon con e
e : cilindricos con
Modelo de poros cilindricos con hendiduras adsorcion
calculo adsorcion ramificada en equilibrio e
ramificada
basada en la TFDNL basada en la basad |
TEDSE asadaen la
TFDNL
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Figura 45. Comparativo de las isotermas de PmSiO2, SiO>.SMX, Qt y CM
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4.3.4 Microestructura

Las figuras 47 y 48 muestran micrografias representativas del CM, obtenidas por
MET con un detector DAACO. En la figura 47 se observaron PmSiO- aglomerdas y
embebidas en una matriz de Qt de un grosor aproximado de 50 nm. Debido a esto,
fue posible observar la mesoporosidad ordenada de las PmSiO: (figura 48). Al igual
que en las micrografias obtenidas por MEB-SE (figura 44), se apreciaron las
estructuras de hojas y fibras formadas por el Qt. Este comportamiento es el
resultado de la extensidn superficial del Qt al solvatarse, reflejado en la elevada
area superficial (4247 m?/g, tabla 9). En contraste con los resultados obtenidos por
L. Santos et al.34, el aumento en el area superficial de su material no es tan elevado.
En su modeo el Qt crea capas densas sobre nanoparticulas de SiO2 debido a el
proceso de sintesis utilizado. Esto demuestra que las sintesis usada para el CM
favorecio el crecimiento y extension del area superficial del material.

Figura 47. Micrografia representativa del CM obtenida por MET con un detector
DAACO. Se observa la monodispersion de las PmSiO: en la matriz de Qt.
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Figura 48. Micrografia representativa del CM obtenida por MET con un detector
DAACO. En ella se muestra la mesoporosidad de las PmSiO: cubiertas de una
capa de Qt.
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Como se observa en la figura 49, espectro obtenido por IRTF del CM, se
identificaron bandas pertenecientes a los grupos funcionales de las PmSiO2 y del
Qt. En los 1056 cm™' se registra la banda de vibracién del grupo siloxano asi como
en 802 cm™ para el grupo silanol®’%. El resto de las bandas presentes en el
espectro del CM fueron aportadas por el Qt. En 1371 cm™ una banda de
estiramiento asimétrico en los enlaces C-H del grupo CH3%*'"3 En 1631 cm™ se
registra una banda correspondiente a la vibracién de estiramiento del enlace C=0
de una amida primaria (R-CO-NH2)8413, Luego, en la zona de 3300 cm™ a 3600
cm”’ se observa una banda ancha la cual pertenece a modos vibracionales
deformados por puentes de hidrogeno®¢4. En el caso del Qt en esta zona se le
atribuye a una vibracion de estiramiento asimétrico del grupo amino primario'® y
para las PmSiO- se le atribuye a un estiramiento de los enlaces O-H en Si-OH3.

100
_/(-]\//
80 1 R-CONH,
—~ NH, y OH (1658, 1631)
S
o
~ (3600-3300)
© 60 CH,
O
1371, 1375) -
S —CM ( Si-OH
£404 —Qt sio-si— \f (002892
£ | e PmSIO, (1056, 1058) & : :
=
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0 T T T T da T T T T T
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NUmero de onda (cm™)

Figura 49. Espectro IRTF del Qt, PmSiO, y CM
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Para corroborar el analisis IRTF, se utilizé espectroscopia Raman. Se encontro los
grupos funcionales caracteristicos de ambos materiales (SiO2y Qt) en el CM. En la
figura 50, en los 3236 cm' se registra la vibracién de estiramiento simétrico de los
enlaces H-N-H del grupo amino del Qt''4. En los 2923 cm™ esta la banda de
vibracion de estiramiento simétrico del grupo -CHz en sus enlaces con el H%'"4 que
corresponde al Qt. En los 1767 cm™ se registra la vibracion de tijereteo de los
enlaces H-C-H del grupo acetato del Qt®%1"4 Asi mismo, los grupos funcionales
caracteristicos de la silica también fueron identificados. En los 2329 cm™' se
encuentra la banda de vibracion de estiramiento del enlace O-H del grupo Si-OH%’
y en los 269 cm™' se registra la banda de vibracion de estiramiento simétrico de los
enlaces Si-O-Si del grupo siloxano®’.

CH (2923)
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Raman shift (cm™)

Figura 50. Espectro Raman de PmSiO,, Qty CM
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Una vez realizada la sintesis del CM con éxito, se llevé acabo usando SiO.SMX
con intencién de observar algun posible cambio en la morfologia del CM. Debido a
la baja solubilidad del SMX en el agua (610 mg/L)*?, se planted la hipotesis que el
SMX permaneceria en las PmSiO:2 al no solubilizarse en el medio acuoso (pH=6).
La figura 51, micrografia representativa del CM con SMX (CMsux) obtenida por
MEB-ES, no muestra cambios en la morfologia observada en la figura 44. Por lo
tanto, la adsorcion del SMX en las PmSiOz2 no influye en la sintesis del CMswux.

det HY spot mag BB WD pressure — 5 um
LFD 1500kV |45 15000x 100 mm 120Pa Nanocompaosito sulfa (LINAN-IPICYT)

Figura 51. Micrografia del CMsux obtenida por MEB-ES a 15,000x. Se observa la
monodispersién de las PmSiOz y el Qt
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El analisis por EDE confirma la presencia del SMX en el CM. Como se observa en
la figura 52 los resultados encontrados en el espectro EDE del CMswx (figura 51)
muestran una banda de S, elemento que s6lo se encuentra presente en el SMX. La

radiacion del elemento Al proviene del porta muestras usado para el analisis.
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Figura 52. Espectro del CMsux obtenido por analisis de EDE.

La espectrofotometria IRTF del CMsux ayudd a corroborar la presencia del SMX
adsorbido en las PmSiO.. El andlisis se llevo a cabo de 600 a 400 cm™, zona
caracteristica de las vibraciones de los grupos SO2%. En la figura 53 se muestra la
presencia de las bandas de vibracion de tijereteo correspondiente al grupo SO2
(511 cm™), la banda de vibracion de inversién de los enlaces en SO- del grupo -
SO2NH- (414 cm™) y la banda de vibracion de torsion de los enlaces en NH; del
mismo grupo funcional (405 cm™)%,
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Figura 53. Espectro IRTF comparativo del SMX, CM y CMsmx
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Con el fin de corroborar los resultados de IRTF, se procedid a realizar un analisis
de 1600 cm™ a 400 cm" por espectrofotometria Raman para para el NCsux. En la
figura 54 se observaron las bandas de las vibraciones correspondientes a grupos
funcionales caracteristicos del SMX y las PmSiO.. En los 1075 cm™ se registro la
banda caracteristica del grupo —(SiO)n- de la cadena de siloxanos de las PmSiO2%,
En los 503 cm™ se observa la vibracion de estiramiento de deformacion en los
enlaces O=S=0 del grupo -SO2NH-%. En 585 cm" esta la banda de la vibracién de
tijereteo de los enlaces O=S=0 del grupo -SO.-. En 636 cm™ la banda de la
vibracion de deformacion del enlace N-H en el grupo -SO;NH-%. Asi mismo, en los
1295 cm™ se registra la banda de la vibracion de estiramiento asimétrico de los
enlaces O=S=0 en el grupo SO.. En los 1342 cm™ se registra vibracién de
estiramiento asimétrico en el grupo -SO2NH-. También, se registré en 1483 cm™la
banda de la vibracion de estiramiento del enlace N-H de una amina secundaria®.
Con esto se corroboran los resultados obtenidos por IRTF y se afirma la presencia
de SMX en el CM.
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Figura 54. Espectro Raman del CMsux
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En comparacion con la literatura, el material sintetizado (CM) exhibe caracteristicas
muy llamativas no sélo para la liberacion de farmacos sino para otro tipo de
aplicaciones como recubrimientos antibacteriales, adsorcion de colorantes,
farmacos o contaminantes organicos. En la tabla 11 se hace una comparacion del
CM con la literatura, evidenciando las caracteristicas sobresalientes del CM sobre
otros materiales con la misma composicién.

Las caracteristicas mas sobresalientes del CM son el area superficial y el volumen
de poro. L. Sun et al. (2013) propone un material similar al CM, con la diferencia de
que utilizan SiO2 funcionalizado para aumentar la adsorcion del farmaco empleado.
Usando las mismas proporciones de SiO2/Qt obtiene un area superficial mucho
menor a la del CM, demostrando que la metodologia de sintesis del CM permite
una mejor dispersién del Qt. También, el CM muestra una mayor cantidad de
farmaco adsorbido sin necesidad de funcionalizar el SiO2 demostrando mayor
eficiencia en este proceso. A diferencia del material propuesto por T. Budnyak et al.
(2019), la relacion SiO2/Qt es diferente a la propuesta en el CM. Debido a esto, es
notorio como el area superficial es influenciada por la cantidad de Qt en el material,
ya que la metodologia de sintesis es similar a la propuesta en este trabajo. R. L.
Luzia et al. (2019) y Palla-Rubio B. Et al. (2019), en sus trabajos de investigacion
utilizan la sintesis de Stober al igual que en este proyecto, con la variante que
incorporan el Qt en este proceso. Debido a lo anterior, el area superficial de los
compositos resultantes no son elevadas. Demostrando que, la incorporacion del Qt
posterior a la sintesis de las PmSiO2> mejora las propiedades texturales del
composito. Por ultimo, A. Szegedi et al. (2019) incorpora en su material a la
carragenina como polimero extra ademas del Qt para aumentar las caracteristicas
de biocompatibilidad. Sin embargo, las propiedades texturales del compdsito
resultante no superan a las del CM, revelando un area superficial 10 veces menos
a la del CM. Por lo tanto, es notorio como el CM sintetizado en este proyecto, en
base a la ruta de sintesis usada y las proporciones de SiO./Qt, favorecen las
propiedades texturales del material resultante, siendo asi atractivo para emplearse
en sistemas que no solo sean para liberacion de farmacos sino en otras funciones.
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Tabla 11. Comparacion del CM con materiales encontrados en la literatura con la

misma composicion (SiO2/Qt). Dp=Diametro de particula As=Area superficial
Vp=Volumen de poro Dp=Diametro de poro Cc=Capacidad de carga
Ca=Capacidad de adsorcion

Material

Composito
de
PmSiO./Qt

Composito
de
NPsSiO.
funcionaliz
adas en
una matriz
de Qt

NPsSiO;
cubiertas
de Qt

Particulas
de SiO;
con Qt

Composito
de
recubrimie
nto hibrido
de SiO./Qt

NPsSiO;
cubiertas
de Qty
carragenin
a

Método de
sintesis

SiO,~> Stober
modificado
Comp.—~>Deposicion
del SiO; en el Qt
por secado

SiO,> Stober
modificado
Comp.~>Encapsula
cion del SiOzen el
Qt por
centrifugacion y
secado

Impregnacion del
SiOz en la matriz de
Qt y posterior
secado

Sintesis de Stober
con Qt anadido

Sintesis de Stober
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Capitulo 5. Estudio preliminar de la liberacion del farmaco y
biocompatibilidad

5.1 Resultados de la liberacion de SMX

Como se observa en las figuras 4-15 del Anexo 1, las cinéticas de liberacion,
presentan tendencia en aumento en la dispersion de los resultados. Esto es
consecuencia de la correlacion con la cantidad de SMX en el analito, fendmeno
antes observado en los ensayos de adsorcidn. Ademas, la dispersién también esta
influenciada por la inestabilidad del sistema con respecto al tiempo. Los efectos de
precipitacion y evaporacion que sucedieron durante los analisis, aumentaron en
estos el grado de error. La dispersion es mas notoria en las cinéticas de liberacion
de las PmSiO2, comparando los resultados de las PmSiO2 en SBF (Anexo 1. Figura
7) contra los de FGSA (Anexo 1. Figura 15). Adicionalmente, el CM al mantener
una liberacion menor reduce la dispersion en sus resultados (Anexo 1. Figura 5, 9

y 13).

En la figura 55 se muestra los dos primeros puntos de la prueba de liberacion. El
primero, corresponde al de Ll. Se observa que en todos los casos las PmSiO2
muestran una liberacién inmediata mucho mayor que el CM. Por lo que el Qt al
recubrir a las PmSiO ayuda a regular la liberacién inmediata del CM, cuando entra
en contacto con el medio de evaluacién. Ademas en ningun caso se presenta una
liberacién inmediata total.

—@— % Liberacién CM pH=7 % Liberacion CM pH=4 % Liberacion CM pH=2
% Liberacién PmSiO2 pH=7 % Liberacién PmSiO2 pH=4 % Liberacion PmSiO2 pH=2
40
35 -
T il
30 L

N
(6]

% de liberacion
= N
[0,] o

[

(€]

L —®
0 &= —

01 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Tiempo (min)
Figura 55. Grafico de las respuestas de liberacion de SMX de las PmSiO. y el CM
en distintos pH’s. Se muestra el punto LI (1 min) y 30 min después
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En la figura 56 se muestra la respuesta de los materiales en los distintos medios de
evaluacion durante todo el proceso. Es visible que en la mayoria de los casos las
PmSIiO2 liberan un mayor porcentaje de SMX. Lo que quiere decir que el CM tiene
una liberacién mas controlada que las PmSiO.. Ademas, es notoria la influencia del
pH sobre las interacciones entre el SMX y los materiales. En el caso de las PmSiO2
en pH=2,el fendmeno de protonacion y desprotonacién del SMX induce carga en él
(figura 3); causando la readsorcion por atracciones electrostaticas'’®. Esto
concuerda con la literatura®3489 en la cual compédsitos de Qt/SiO2 muestran un
cambio en sus cinéticas de liberacién al modificar el pH. Por lo tanto, en base a este
efecto y los resultados en la figura 56, se concluye que el pH funciona como
estimulo para favorecer la liberacion de SMX cuando este disminuye.

—@— % Liberacion CM pH=7 % Liberaciéon CM pH=4 % Liberacién CM pH=2

% Liberaciéon PmSiO2 pH=7 «<®=-% Liberacién PmSiO2 pH=4 =-®--% Liberacién PmSiO2 pH=2
40

I e e s A e

N
(6]

% de liberacion
= N
(6,1 o

=
o

.-~
5

P = ——— +—0— *— —————@

0 30 60 90 120 150 180 210 240

Tiempo (min)

Figura 56. Grafico de las distintas respuestas de liberacion de SMX de las
PmSiO2 y el CM en distintos pH’s
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La tabla 12 muestra los resultados de las liberaciones de SMX al término del
experimento. En general, los valores de R? obtenidos usando el modelo de orden
cero son menores contra los del modelo de K-P. Esto quiere decir que, el modelo
de K-P se ajusta mejor para para explicar el mecanismo de liberacion del SMX.
Adicionalmente, se observa que en todos los ensayos de ambos materiales n<0.45.
De acuerdo a la literatura, lo anterior describe una liberacién controlada con base
en el mecanismo de difusion de Fick®'.

Tabla 12. Resumen de los resultados de liberacion de SMX. Se muestra el ajuste
de cada modelo y el coeficiente n de K-P.

% %

VG AETE o8 R2orden  RZK- 0 liberacion R?orden R?K- 0 liberacién
cero P maxima cero P maxima
endh endh
SBF (pH=7) 0.124 0.257  -0.02 1.96 0.863 0.941 0.13 3.15
Agua (pH=4) 0.743 0.998 0.27 46.00 0.847 0.839 0.16 3.00
FGSA (pH=2) 0.687 0.947 0.06 50.00 0.632  0.979 0.17 11.55

El CM muestra una tasa de liberacién mas controlada que las PmSiO2. De acuerdo
a Basnet et al."?, el valor de kkp demuestra lo anterior. Mientras kke aumente, la
tasa de liberacion aumentara'-8286_Como se muestra en la tabla 13, los valores de
kkp para las PmSiO2 son siempre mayores a los del CM. Lo que da como resultado
un mayor porcentaje de liberacion (figura 56). Esto quiere decir que el CM posee
una liberacion controlada y prolongada del SMX. Sin embargo, también se debe
considerar la solvatacion del Qt cuando pH<7. Se ha reportado en la literatura como
uno de los mecanismos por los cuales la liberacion se puede favorecer®'. Al
disminuir el pH el Qt empieza a solubilizarse y esto puede influir en la taza de
liberacion de SMX®.

Tabla 13. Valores de kkp para cada material de los distintos medios de evaluacion

Medio/Parametro PmSiO2 CM
ke en SBF (pH=7) 2.0423 0.3859
kke en agua (pH=4) 0.2333 0.1989

kxe en FGSA (pH=2) 15709  0.6950



Se propone un mecanismo (figura 57) para el CM en medios acidos (agua pH=4 y
FGSA). La protonacion de los grupos amino® causa que los poros del Qt se abran
permitiendo la entrada de agua al CM favoreciendo la liberacién del SMX34. La
literatura describe que, cuando n<0.5 las cadenas poliméricas se relajan y abren
sus poros®"120, Sumado a esto, el Qt empezara a disolverse por accion del pH,
eliminando capas de Qt para dejar finalmente a las PmSiO2 descubiertas. De
acuerdo a la literatura, de suceder lo anterior y en base al tamafo de las PmSiOa,
estas podrian ser introducidas a las células por endocitosis®?2.

o 0
\\s/’\NJ’\)‘
+
H,N
+ i
/? -‘.’,‘ N
+ {"./.\ ‘Q‘
H + 10 o 0..0
V9%
\ .n*.'/
A\ Q'O,’
N'e @

Figura 57. Mecanismo propuesto para el comportamiento del CM en la liberacién de SMX
en pH<7
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5.2 Biocompatibilidad (Prueba de hemdlisis)

Los resultados demuestran el potencial hemolitico de los materiales (figura 58).
Como se observa en la tabla 14, el CM y el Qt revelan un significativo potencial
hemolitico, mayor al 5%'>'" (12% CM y 33% Qt), a partir de la segunda
concentracion empleada (0.3 mg material en 1 mL de SSF). EIl CM demuestra no
ser citotoxico a una concentracion de 0.1 mg en 1 mL de SSF. Lo anterior se le
atribuye mayoritariamente a las caracteristicas fisicas de porosidad y tamafo de
las PmSiO2?2. En el caso del Qt y el CM, se postula que la hemdlisis puede ser
causada por dos razones, influencia del pH y el GD del Qt. En comparacién con los
resultados de J. Lima et al.'® aplicando esta misma prueba con NPs de Qt,
muestran resultados con porcentajes mucho menores de hemdlisis en
concentraciones similares a las usadas. Le atribuye esta cualidad a la
neutralizacion del pH de evaluacion asi como a la morfologia del Qt, la cual induce
hemaglutinacion y mayor probabilidad de hemolisis. Generalmente, el Qt se reporta
como un material muy biocompatible. Sin embargo, de acuerdo a A. Grenha, et al.
(2010) el GD es un factor muy importante para determinar lo anterior. Basado en
los resultados de su investigacion'?® se concluye que, cuando el Qt presenta
elevado GD (>80%) la viabilidad celular puede ser comprometida (apenas del 20%).
De acuerdo con el autor, este fendmeno se desarrolla debido al elevado potencial
¢ que el Qt puede presentar en base a la alta densidad de grupos -NHs",
consecuencia del elevado GD. Como se observoé en los analisis de potencial ¢ (tabla
9), el Qt mostré una carga elevada (P(>20mV). Esto puede causar que cuando
exista interaccion con los eritrocitos, se desencadene desestabilizacion en las
membranas de las células, causando la hemdlisis. Sin embargo, como se observa
en la figura 58, las PmSiO2 no presentan potencial hemolitico hasta una
concentracion de 0.9 mg/mL. En base a las propiedades superficiales de carga, se
reporta que las particulas de SiO. también pueden ejercer, mayormente, su efecto
citotoxico'. La literatura explica que la densidad de grupos silanol en el SiO, causa
las interacciones con las membranas celulares?’-124125 Y basados en los analisis
por IRTF, los grupos silanol presentan baja densidad, lo cual también se refleja en
los analisis de adsorcién de SMX. Por lo que la baja toxicidad de las PmSiO2 puede
ser explicada por su densidad de carga superficial.

De acuerdo al analisis anterior, se demuestra que la conjuncién del Qt y las PmSiO2
logran crear un material compatible con los eritrocitos a una concentracion de 0.1
mg/ 1TmL SSF.
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Potencial hemolitico
—@— Promedio CM —e— Promedio Qt —&— Promedio PmSiO2

60

50

40

30

% de hemolisis

20

0 o= @ =0~ —— —e
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
Conc. de material (mg/mL)

Figura 58. Resultados del potencial hemolitico de cada material pasadas las 5 h
de exposicion

Tabla 14. Resultados de los promedios obtenidos de la prueba de hemdlisis de
cada material.
Conc.de Promedio Promedio Promedio

material CM % Qt % PmSiO: %
(mg/mL) hemolisis hemolisis hemolisis
0 0 0 0
0.1 3 7 0
0.3 12 33 0
0.6 32 38 0
0.9 43 44 0

66



Capitulo 6. Conclusiones

Sintesis y caracterizacion

La interaccion SMX-PmSiO, de desarrolla en la superficie de las particulas
mesoporosos en base a que el area superficial especifica y volumen de poro cambian
en presencia de SMX.

La metodologia de sintesis del CM resulta practica y facil de reproducir, ademas que
permite dispersion homogénea de las PmSiO,.

Las micrografias obtenidas por las técnicas de microscopia electronica, revelan
transparencia en las hojas de Qt, que recubren a las PmSiO.. Estas, estan embebidas
en las hojas de Qt de aproximadamente 50 nm de grosor.

Las interacciones entre el SiO, y el Qt suceden principalmente mediante puentes de
hidrogeno de acuerdo a los analisis por IRTF y Raman, principalmente entre los grupos
SO, del SMXy los grupos Si-OH de las PmSIiO.. Y factiblemente también existan fuerzas
electrostaticas, como lo revela el potencial C.

El excipiente sintetizado demuestra caracteristicas favorables. Exhibe un area
superficial especifica 5 veces mayor a los materiales precursores y un elevado volumen
de poro, propiedades importantes para sistemas de adsorcion de contaminantes
organicos’?, componentes acidos para mucosas®' y farmacos.

Debido a sus caracteristicas es posible evaluar al CM sintetizado como un excipiente
para la liberaciéon de farmacos; Sulfametoxazol como caso de estudio.

Liberacion y bioestablidad

Las pruebas preliminares de adsorcion y liberacion de SMX revelan que las
interacciones dependen de la concentracion del activo y el medio donde se evalué. El
modelo de K-P puede describir las cinéticas de liberacién de acuerdo al mecanismo de
difusidon de Fick. La reproducibilidad de los analisis se ven comprometidas por la alta
absorbancia del cromoéforo (benceno-SO,-NH-) en el SMX y las especies catidnicas
formadas en pH<7. Comparando la respuesta de las PmSiO con la del CM en distintos
pH’s es posible concluir que la liberacién de SMX es de una menor tasa asi como de
una menor cantidad en el CM.

Con base en la prueba preliminar de hemodlisis el CM demuestra que puede ser un
material no citotdxico con los eritrocitos humanos a una concentracién de 0.1 mg/ 1 mL
SSF, ademas de la nula citotoxicidad de las PmSiO, hasta una concentracion de 0.9
mg/ mL SSF. Siendo asi, el CM podria ser empleado como un excipiente avanzado para
la liberacion controlada de SMX, sin embargo son necesarias mas pruebas para
determinar las condiciones éptimas.
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Capitulo 7. Perspectivas
Se pretende disminuir el diametro promedio de las particulas de SiO; para obtener
nanoparticulas (100nm > Diametro > 40 nm)
Se desea aumentar la densidad de grupos Si-OH en el SiO, para aumentar el
porcentaje de adsorcion
Poder controlar la morfologia del Qt para inducir la formacién de fibras que recubran
a las PmSiO..
Buscar estudiar la funcionalizacion de las particulas de SiO; para favorecer la
adsorcion de farmacos sin interferir en las interacciones con el Qt.
Poder realizar la sintesis del CM con distintas concentraciones de Qt en la solucion
inicial para tratar de observar detalladamente su influencia en la morfologia, las
cinéticas de liberacion y ensayos de biocompatibilidad.
Disefar experimentos para comprobar el porcentaje solvatacion del Qt en funcion
del pH.
Someter al CM a ensayos contra agentes patdégenos gran positivos y negativos
Tratar de realizar un protocolo de investigacion para la sintesis del CM para la
administracion y tratamiento de patologias antivirales en las vias respiratorias.



Anexo 1

Resultados de las cinéticas de liberacion de SMX usando el modelo de
orden cero vs modelo Korsmeyer-Peppas

O
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o
ot

........ y = 0.032x + 0.0032
i R? = 0.9998

0 20 40 60 80 100
ppm

Figura A1.1. Curva de calibracion por UV-Vis de SMX en SBF (Amax=257nm).
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Figura A1.2. Curva de calibracion por UV-Vis de SMX en agua (Amax=266nm).
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Figura A1.3. Curva de calibracion por UV-Vis de SMX en FGSA (Amax=269nm).
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Compésito en SBF (pH=7)

Tabla A1. Resultados de liberacién del CM en SBF. Las columnas 3 y 4, de
izquierda a derecha, corresponden al modelo K-P aplicado.

Tiempo Promedio log(tiempo) log(%lib)

[ CM % lib.

1.2 -2.30

2.0 3.40 0.69
2.3 4.09 0.81
2.5 4.50 0.90
2.8 4.79 1.02
3.0 5.01 1.08
3.0 5.19 1.09
3.2 FetkS 1.15
3.1 5.48 1.15

Modelo orden cero

P
o

w
o

=
o

% de liberacion de SMX
N
o

y = 0.0075x + 1.6452
R? = 0.8634

o
o

0 30 60 90, 120 150 180 210 240
Tiempo (min)

Figura A1.4. Grafico del porcentaje promedio de la liberacién de SMX en SBF del
CM basado en el modelo de orden cero.

Modelo Korsmeyer-Peppas
1.40

1.20
S 1.00
S e
S 080 e
2 e
. 060 |
S e S
% 040 e
S y = 0.1285x + 0.3859
........ : R? = 0.9406
0.00
-4.00 -2.00 0.00 2.00 4.00 6.00

log (tiempo)
Figura A1.5. Grafico del modelo K-P para el CM en SBF (pH=7) para obtener el
valor del exponente de difusién n.
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PmSiO, en SBF (pH=7)

Tabla A2. Resultados obtenidos de los ensayos independientes de liberacién del
SiO2 en SBF

Tiempo Promedio Log Log

(min) PmSiO2 (% (Tiempo) (%Lib)

8.1 -2.3

7.0 3.4 1.94
6.7 4.1 1.91
8.4 4.5 2.13
6.9 4.8 1.93
7.0 5.0 1.95
7.0 5.2 1.95
7.0 5.3 1.95
7.1 523 1.96

Modelo Orden Cero

10.0
x
>
wm
(<]
©
c
0
®
5 4.0
2
% 20 y= -0.02025x +7.5566
° R?=0.124
0.0

0 30 60 90 120 150 180 210 240
Tiempo (min)
Figura A1.6. Grafico del porcentaje promedio de la liberacién de SMX en SBF de
las PmSiO2 basado en el modelo de orden cero.

Modelo Korsmeyer-Peppas
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[«

2
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g 0.50 y =-0.016x + 2.0423

' R* = 0.2568

0.00

-4.00 -2.00 0.00 2.00 4.00 6.00

log (Tiempo)
Figura A1.7. Grafico del modelo K-P para las PmSiO2 en SBF (pH=7) para
obtener el valor del exponente de difusion n.
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Compésito en aqua (pH=4)
Tabla A3. Resultados obtenidos de los ensayos independientes de liberacién del

Tiempo Promedio log
i CM % lib. [

X

S 2.50

wv

S 2.00

[y

5

[&]

©

()]

S

S 0.50 y = 0.006x + 1.0516

X R? = 0.8832
0.00

0 30 60 90 120 150 180 210 240
Tiempo (min)

Figura A1.8. Grafico del porcentaje promedio de la liberacién de SMX en agua
(pH=4) del CM basado en el modelo de orden cero.
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Figura A1.9. Grafico del modelo K-P para el CM en agua (pH=4) para obtener el
valor del exponente de difusién n.
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PmSiO; en agua (pH=4)
Tabla A4. Resultados obtenidos de los ensayos independientes de liberacion del
PmSiO2 en pH=4
Tiempo  Promedio log log
(min) PmSiO2 % (Tiempo) (%lib)
lib.
33

1.52

40 1.60 0.20
41 1.62 0.21
43 1.63 0.21
44 1.65 0.22
45 1.65 0.22
45 1.65 0.22
45 1.66 0.22
46 1.66 0.22

Modelo Orden Cero

10 y = 0.0424x + 37.276

®
(]

o

o R%2=0.7434
©

X

0 30 60 90 120 150 180 210 240
Tiempo (min)
Figura A1.10. Grafico del porcentaje promedio de la liberacién de SMX en agua
(pH=4) de las PmSiO2 basado en el modelo de orden cero

Modelo Korsmeyer-Peppas
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| gienini= OO ——H
=0.20 io! 1O
© L
[S)
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3\iO.lO
§°0‘05 y=0.2732x - 0.2333
R? =0.9998
0.00
1.50 1.55 log (Tiempo) 1.60 1.65

Figura A1.11. Grafico del modelo K-P para las PmSiO2 en agua (pH=4) para
obtener el valor del exponente de difusiéon n.
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Composito en FGSA (pH=2)

Tabla A5. Resultados obtenidos de los ensayos independientes de liberacién del
CM en FGSA

log
: %lib
5 0.00 0.68

9 1.48 0.97
10 1.78 1.00
10 1.95 1.01
11 2.08 1.05
12 2.18 1.06
12 2.26 1.07
12 2.32 1.07
12 2.38 1.06

Modelo Orden Cero

14
12

<10

2

28

©

5 6

(8]

© 4

(]

=29 y = 0.0215x + 7.6632

3 0 R%=0.6316

xX

0 30 60 9ol'iem]].)%0(min][50 180 210 240

Figura A1.12. Grafico del porcentaje promedio de la liberacién de SMX en FGSA
(pH=2) del CM basado en el modelo de orden cero.
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Figura A1.13. Grafico del modelo K-P para el CM en FGSA (pH=2) para obtener
el valor del exponente de difusion n.
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PmSiO, en FGSA (pH=2)

Tabla A6. Resultados obtenidos de los ensayos independientes de liberacidon de
las PmSiO2 en FGSA
Tiempo Promedio log log

PmSiO, % (tiempo) (%lib)
lib.
37

45 1.48 1.66
47 1.78 1.68
46 1.95 1.66
47 2.08 1.68
50 2.18 1.70
51 2.26 1.70
50 2.32 1.70
50 2.38 1.70

Modelo Orcen Cero

(S )
o O

N W b
o O O

y = 0.0431x + 42.001
R2 =0.6874

% de liberacion de SMX
|_\
o

o

0 30 60 90 120 150 180 210 240
Tiempo (min)

Figura A1.14. Grafico del porcentaje promedio de la liberacién de SMX en FGSA
(pH=2) de las PmSiO2 basado en el modelo de orden cero.

Modelo Korsmeyer-Peppas

1.85
1.80
g175
81.70
281.65
=1.60
&1.55
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1.45
0.00 0.30 0.60 0.90 (1.20 1.50 1.80 2.10 2.40
log (tiempo)

y = 0.0554x + 1.5709
R? = 0.9473

Figura A1.15. Grafico del modelo K-P para las PmSiO. en FGSA (pH=2) para
obtener el valor del exponente de difusion n.
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Anexo 2
Sintesis de estructuras de Qt/PmSiO:

f 5
det| WD | cur | HV |mag B
TLD | 4.6 mm |0.17 nA QtSI02 A (IPICYT-LINAN)
Figura A2.1. Micrografia de material a base de Q/PmSiO; obtenida por MEB-ES. Se
muestra una alta densidad de Qt recubriendo a las PmSiO;

e curr [mag &
vdcé 4.\évrtn)m 0.17 nA QSIo2 A WIPIC’YT-L\NAN)
Figura A2.2. Micrografia de material a base de Qt/PmSiO2 obtenida por MEB-electrones
retrodispersados (ER). Se muestra una alta densidad de Qt recubriendo a las PmSiO
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det| WD | cur | AV |mag @
TLD | 4.5 mm | 0.17 nA QtSI0O2 A (IPICYT-LINAN
Figura A2.3. Micrografia de material a base de Qt/PmSiO2 obtenida por MEB-ES. En esta
se observa una estructura con forma de toroide

det| WD | cur | HV |mag @
vCD | 4.5 mm |0.17 nA QtSi02 A (IPICYT-LINAN
Figura A3.4. Micrografia de material a base de Qt/PmSiO; obtenida por MEB-ER. En
esta se observa una estructura con forma de toroide
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det[ WD | cur [ HV [mag M@
Figura A2.5. Micrografia de material a base de Qt/PmSiO2 obtenida por MEB-ES. En esta
se observa una particula de Qt en la cual estan depositas PmSiO; las cuales le dan

textura a la particula

det| WD | cur | HV [mag B
Figura A2.6. Micrografia de material a base de Qt/PmSiO; obtenida por MEB-ER. En
esta se observa una particula de Qt en la cual se observan las aglomeraciones de

PmSiO, debido al contraste de intensidad de sefal
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Anexo 3
Reconocimiento obtenido durante la realizaciéon del proyecto

3 f;{‘\x) IPICYTW 7?\ ) CONIP

\>~

\\..

SEGUNDO LUGAR CERTAMEN IPITESIS.
Tres Mil Quinientos Pesos 00/100 M.N.

*t 2 $3,500.0

Imagen A3.1. Reconocimiento obtenido por el proyecto “Nanocompdsito de
SiO2/Quitosano para la liberacion de farmacos” en el certamen IPITESIS del
CONIP 2019
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