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RESUMEN

El cancer es una de las enfermedades con mayor indice de mortalidad a nivel
mundial, uno de los problemas principales en el sector salud es la falta de especificidad
y baja eficiencia de los medios portadores de farmacos empleados. Es por ello que con
el transcurso del tiempo ha aumentado el interés respecto al desarrollo de nuevos
transportadores de farmacos que a su vez tengan la capacidad de promover una
liberacion controlada del mismo, en este caso se destaca el uso de nanomateriales a
base de silice, debido a que es biocompatible, presenta elevada area superficial, exhibe
porosidad ordenada, ademas de ser estable quimica, térmica y mecanicamente.

Es por ello que en este trabajo de investigacion se platea la sintesis mediante el
método sol-gel de nanoparticulas semiesféricas a base de silice, con mesoporosidad
ordenada y su evaluacion como portador para liberacion controlada de farmacos
utilizados en cancer (carvacrol, rodamina-b, cloroquina y dacarbazina), donde se utilizé
como precursor tetraetil ortosilicato con trietanilamina y hexadeciltrimetilamonio en
solucidon acuosa. De igual forma, se hicieron variaciones de temperatura, con el
proposito de aumentar la velocidad de reaccién y encontrar condiciones Optimas de
sintesis (tamafio de particula pequefio, porosidad homogénea y del orden
mesoporosa).

El material obtenido se caracteriz6 mediante difraccién de rayos X, espectroscopia
infrarroja con transformadas de Fourier y espectroscopia UV-Vis para obtener
informacion especifica respecto a su estructura (grupos funcionales y modos
vibracionales presentes, fase amorfa, etc). Con microscopia electronica de barrido y
microscopia electrénica de transmision, se obtuvo informacién respecto a la morfologia
semiesférica porosa, asi como, el tamafio promedio de particula (de 25 nm a 33 nm).
Tanto el &rea superficial, como el diAmetro de poro y tipo de porosidad se determinaron
mediante un analisis de fisisorcion de N.. Posterior a la caracterizacion de las
nanoparticulas se evaluo la adsorcion y mecanismo de liberacion de moléculas modelo
como: carvacrol, rodamina-b, cloroquina en una solucion de PBS. De igual forma se
disefaron in silico los modelos referentes al SiO2 y los farmacos, en seguida se realizd
en acoplamiento molécular con la proteina codificada del gen BRAF (oncogén) para
evaluar la interaccion ligando-proteina. Las nanoparticulas a base de silice
mesoporosas muestran potencial como material portador y liberador de farmacos, ya

gue presentan un area superficial de 706.74 m?/g, en cuanto a la liberacion ocurre de
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forma lenta y progresiva, ademas de que son estables coloidalmente. La dacarbazina
presenta una buena interaccién ligando-proteina con valores en eficiencia de ligando
(LE) entre -6.8 a -7.0, seguido del carvacrol con valores entre -6.2 a -6.7, lo que indica
que son potenciales para el uso en liberacion de farmacos usados en tratamientos
de cancer de piel.

Palabras clave: dioxido de silicio, mesoporosidad ordenada, portador de

farmacos, liberacion controlada, nanoparticulas semiesféricas, in silico, DFT.
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ABSTRACT

Cancer is one of the diseases with the highest mortality rate worldwide, one of
the main problems in the health sector is the lack of specificity and low efficiency of
the drug-carrying media used. That is why, over time, interest has increased in the
development of new drug carriers that in turn have the ability to promote controlled
drug release. In this case, the use of silica-based nanomaterials stands out, because
it is biocompatible, it has a high surface area, it exhibits ordered porosity, in addition
to being chemically, thermally and mechanically stable.

That is why this research work focuses on the sol-gel synthesis of silica-based
hemispherical nanoparticles, with ordered mesoporosity, and their evaluation as a
carrier for the controlled release of drugs used in cancer (carvacrol, rhodamine-b,
chloroquine and dacarbazine), where tetraethyl orthosilicate with triethylamine and
hexadecyltrimethylammonium in agueous solution was used as precursor. Similarly,
temperature variations were made in order to increase the reaction rate and find
optimal synthesis conditions (small particle size, homogeneous porosity and
mesoporous order).

The material obtained was characterized by X-ray diffraction, Fourier transform
infrared spectroscopy and UV-Vis spectroscopy to obtain specific information
regarding it’s structure (functional groups and vibrational modes present, amorphous
phase, etc). With scanning electron microscopy and transmission electron
microscopy, information was obtained regarding the hemispherical porous
morphology, as well as the average particle size (from 25 nm to 33 nm). Surface
area, pore diameter, and porosity type were determined by N2 physisorption
analysis. After the characterization of the nanoparticles, the adsorption and release
mechanism of model molecules such as: carvacrol, rhodamine-b, chloroquine in a
PBS solution were evaluated. In the same way, the models referring to SiO2and the
drugs were designed in silico, followed by molecular coupling with the protein
encoded by the BRAF gene (oncogene) to evaluate the ligand-protein interaction.
Mesoporous silica-based nanoparticles show potential as carrier and drug-releasing
material, since they have a surface area of 706.74 m?/g, in terms of release occurs

slowly and progressively, in addition to being colloidally stable. Dacarbazine
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presents a good ligand-protein interaction with ligand efficiency (LE) values between
-6.8 to -7.0, followed by carvacrol with values between -6.2 to -6.7, which indicates

that they are potential for use in drug delivery used in skin cancer treatments.

Keywords: silicon dioxide, ordered mesoporosity, drug carrier, controlled

release, hemispherical nanoparticles, in silico, DFT.
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INTRODUCCION

De acuerdo a la OMS el cancer se define como la multiplicaciéon acelerada de
células anormales, estas tienen la capacidad de extenderse a distintas partes del
cuerpo humano incluyendo cualquier 6rgano, a dicha accion se le conoce como
metastasis [1]. El CIIC (Centro Internacional de Investigacion sobre el Cancer)
atribuye que la causa de origen del cancer es debido a alteraciones genéticas,
aunado a factores externos como: exposicion a radiaciones UV (fisicos), arsénico
contenido en aguas, exposicion al tabaco y consumo elevado de alimentos
procesados (quimicos), virus, bacterias o parasitos (biolégicos).

El cancer se convirti6 en la principal causa de muerte en el afio 2020,
provocando aproximadamente 10 millones de defunciones, ademas de registrarse
mas de 10 millones de casos nuevos, estos se presentan de forma esquematica en

la figura 1 [2].

NUEVOS CASOS DE CANCER EN 2020

Millones de casos

Mama Pulmén  Colorrectal  Préstata Piel Gastrico

Tipo de cancer

Figura 1; Grafico representativo de los casos nuevos de cancer registrados en el afio
2020 [2].

En la actualidad no existe un tratamiento o farmaco capaz de erradicar
completamente el cancer, sélo se ha logrado mantenerlo inactivado por periodos de
tiempo indeterminados. Los tratamientos utilizados actualmente [3] desencadenan
una elevada cantidad de efectos secundarios debido principalmente a su poca
especificidad, donde no so6lo actian sobre las células cancerigenas sino que

también afectan directamente a células sanas, aparte de presentar costos muy
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elevados. Con base en dicha problematica surgio la necesidad de implementar
nuevos materiales organicos e inorganicos en escalas nanométricas (1 nm = 10°
m), éstos se presentan como una solucién Optima ya que la posibilidad de
desencadenar efectos secundarios sobre el cuerpo humano es menor, debido a su
eficiencia de captacion celular y a que su tamafio es menor al de las bacterias, por
ende el sistema inmune no los rechaza con facilidad. En referencia especifica a
materiales para portadores de farmacos, se sabe que al presentar dimensiones
nanometricas tanto el area superficial como la disponibilidad de sitios activos para
la posible adsorcidén de farmacos aumentan, ademas, de aumentar éstos con el uso
de materiales mesoporosos [4].

Las nanoparticulas de silicio son consideradas como un material poroso
nanoestructurado versatil, ya que, su tamafio de particula y morfologia pueden
variar (esferas, cubos, estructuras lamelares y nanotubos), debido a sus enlaces Si-
O la resistencia mecéanica que presenta es superior a la de liposomas u 6xidos
metalicos [5].

Para el uso de portadores de farmacos es necesario tener una superficie
mesoporosa homogénea que favorezca los procesos de adsorcion y liberacion de
los mismos, ademas este término sera utilizado con frecuencia a lo largo de esta
investigacion, por ello, se considera necesario definir el concepto de porosidad. Un
material poroso es un material con cavidades o canales en su superficie, pueden
ser micro, meso 0 macroporosos, ademas se puede presentar porosidad ordenada,
referente a la presencia de tamafio, forma y orientacion de manera periodica, pero
también se puede tener porosidad desordenada, es decir, la orientacién y tamafio
de los poros es aleatoria [5].

Actualmente el dioxido de silicio mesoporoso es uno de los materiales mas
investigados debido a su diversidad de aplicaciones, para este caso especifico es
de relevancia su estabilidad mecéanica, térmica y quimica, elevada area superficial,
biocompatibilidad, su capacidad de liberacién controlada, su capacidad de carga,
entre otras caracteristicas que permiten usarlo como portador de farmacos [5].

En referencia a la problematica presentada se plantea como posible solucion la

sintesis y caracterizacion de nanoparticulas semiesféricas mesoporosas a base de
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silice como posible portador/liberador de farmacos contra el cancer (carvacrol,

rodamina-b, cloroquina y dacarbazina), donde su comportamiento sera estudiado

con una aproximacion in silico hacia cancer de piel.

La presente tesis consta de los siguientes capitulos:

]

]

Capitulo 1: se presenta el estado del arte referente a la problemética, ademas
de informacion detallada respecto a la solucion planteada.

Capitulo 2: se presenta la metodologia experimental utilizada, asi como la
metodologia del método in silico empelado. Ademas se describen las
técnicas de caracterizacion implementadas.

Capitulo 3: se muestran los resultados y discusion sobre la sintesis y
caracterizacion de nanoparticulas mesoporosas a base de silice, las pruebas
de liberacion y los resultados obtenidos mediante simulacién computacional.
Capitulo 4: se presentan las conclusiones generales derivadas del presente

trabajo de investigacion.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

El disefio racional, la sintesis, la caracterizacion in silico y experimental de
nanoparticulas mesoporosas a base de silice, permite entender su estructura
quimica y electronica, para ser usadas como portadores y liberadores de farmacos,

en el tratamiento de enfermedades crénico-degenerativas como el cancer.

Objetivo general

Disefar, sintetizar, caracterizar in silico y experimentalmente, un material
nanoestructurado, mesoporoso ordenado a base de silice, el cual funcione como un
sistema portador y liberador de farmacos, con potencial aplicacion en el tratamiento

de cancer de piel.

Objetivos especificos

<4 Disefiar in silico un material mesoporoso de silice.

<4 Sintetizar un material a base de nanoparticulas mesoporosas de silice.

< Caracterizar las nanoparticulas mediante UV-Vis, FTIR, DRX, SEM, TEM vy
fisisorcion de No.

<% Realizar pruebas de adsorcion SiOz/farmaco experimental (carvacrol, rodamina-
b, cloroquina) y computacionalmente (dacarbazina).

<4 Evaluar la liberacion de los farmacos en solucion fisiolégica simulada (PBS) y
estudiar su mecanismo de liberacion.

<% Hacer pruebas in silico, es decir, simular el acoplamiento molecular en los

sistemas sintetizados con blancos bioldgicos, involucrados en cancer de piel.
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CAPITULO 1
MARCO TEORICO
1.1El cancer

El cancer es un padecimiento provocado por grupos celulares que comienzan a
replicarse y crecer de forma auténoma y sin control aparente, debido a una
inadecuada division celular, dando origen a células anormales con capacidad de
infiltrarse en el tejido corporal normal y destruirlo, lo que da paso a una invasion de
tejidos tanto de forma local como en distintas zonas del cuerpo. La historia de esta
enfermedad se atribuye principalmente a factores poblacionales como;
envejecimiento, cambios alimenticios (consumo elevado de productos procesados),
hébitos, incremento poblacional, entre otros [6-9].

En referencia a reportes realizados por la ONU, en 2021 el cancer alcanz6 19.3
millones de nuevos casos con personas afectadas por dicho padecimiento y provoco
el deceso de 10 millones de vidas a nivel mundial, donde el 70% de los mismos
ocurren en paises cuya economia es de nivel bajo o medio. Convirtiéndolo asi en la
segunda causa de muerte [10].

Existen aproximadamente 200 tipos de cancer y los sintomas varian para cada
caso, los mas comunes son; fatiga, bulto en la piel de la zona afectada, cambios
frecuentes en el peso, cambios de coloracion en la piel, tos, dificultad para respirar,
dolor muscular/articulaciones, fiebre, hematomas, entre otros [9].

El cancer aparece en diversas partes del cuerpo (6rganos, tejidos o células), con
base en la zona afectada es la clasificacion o nombre que éste recibe, en la figura
2 se muestran algunos de los canceres comunes, como primera aproximacion en el
desarrollo de este proyecto el enfoque sera sobre el carcinoma de células basales

y de células escamosas, es decir, cancer de piel.

En ese orden una mutacion provoca errores de funcionamiento en los genes que
forman el ADN, por tanto dafia las células [9]; estas mutaciones se conocen como
“‘mutagenos” y existen dos tipos:
=>» Iniciadores; encargados de predisponer el desarrollo de tumores. Conocidos

como la primera etapa del cancer, donde los iniciadores sufren una alteracion
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mediante enzimas del cuerpo encargadas de la metabolizacion de farmacos,

convirtiéndolos en electrofilicos, dandoles la capacidad de provocar cambios en

el ADN mediante su unién covalente. La mayoria de los iniciadores deben ser

metabolizados antes de ser activos y ademas presentan efectos de caracter

irreversible [8].

=» Promotores; compuestos no reactivos que estimulan el crecimiento del tumor.

Conocidos como la segunda etapa del cancer. Una vez que la célula ha sido

mutada por el iniciador, se vuelve susceptible a los efectos del promotor, es

decir, se inicia la proliferacion celular, dando origen a varias células que

contienen la mutacion [8].

Tipo de cancer mas frecuente,
formado por células epiteliales
internas y externas.

ADENOCARCINOMA

Se forma en células que presentan
mucosidad o que generan fluidos
(cancer de mama, colon y préstata)

CELULAS BASALES

Comienza en la capa inferior de
la epidermis.

CARCINOMA '

EPIDERMOIDE O CEULAS
ESCAMOSAS

Se forma en células localizadas en lal

superficie exterior de la piel o que
recubren algunos 6rganos (lengua,
faringe, laringe, es6fago y pulmones.

CARCINOMA

CELULAR TRANSICIONAL

Se forma en el recubrimiento de
la vejiga, uréteres y rifiones.

SARCOMA

Se forma en
huesos y tejidos

blandos (musculos,

tendones,
ligamentos, etc.)

LINFOMA

Se forma en los
linfocitos o glébulos
blancos.

LEUCEMIA

Canceren la
sangre.

MIELOMA

Da origen a
tumoraciones en
los huesos y se
forma en células

plasmaticas.

MELANOMA

Se forma en los
melanocitos,
encargados de la
pigmentacion de la
piel.

Figura 2; clasificacion de los tipos de cancer mas comunes [11]
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Cabe resaltar que no todos los canceres presentan tumoracion, es decir, una
masa anormal de tejido corporal, tal es el caso de la leucemia, cancer de medula
Oseay sangre, ademas de que pueden ser tanto benignos como malignos. Un tumor
benigno puede incrementar de tamafio, pero no tiene la capacidad de propagarse a
una zona distinta del cuerpo, en cambio un tumor maligno crece, entra en contacto
con el torrente sanguineo y por consiguiente las células cancerosas se propagan a
otras zonas del cuerpo. En relacion a ello existe una tercera etapa conocida como
progresion y se asocia al cambio de un tumor benigno a maligno, ocurre mediante
mutaciones extras o espontaneas en los cromosomas de las células ya mutadas,
aumentando el indice de crecimiento, invasion y metastasis [11].

La metastasis es la responsable de que las células cancerosas se propaguen por
todo el cuerpo, generando la formacion de nuevos tumores, este desplazamiento es
posible debido a la reestructuracion del citoesqueleto celular, lo que les permite
unirse mediante proteinas a la matriz extracelular dilatando la parte frontal de la
célula y liberando la parte final de la misma, provocando un deslizamiento que se
detiene hasta que la célula colisiona con la membrana basal (capa que envuelve a
los tejidos), una vez que las células llegan a esta posicidn, secretan un grupo de
enzimas digestivas que degradan la membrana permitiendo que dichas células
continlen su migracién, posteriormente entran al torrente sanguineo y viajan a
través del sistema circulatorio, hasta encontrar un tejido nuevo, generando asi el

crecimiento de un nuevo tumor [12].

1.1.1 Tratamientos y farmacos contra el cancer

Actualmente no existe un tratamiento o farmaco que remedie de manera total
esta afectacidn, generalmente sélo se controla o se logra una remision de esta, en
distintos periodos de tiempo. Es por ello, que ahondar en su investigacion lo hace
un tema de interés para el area de la salud.

Dentro de los tratamientos tipicos para cancer se encuentran [13]:
<4 Cirugia: operacion en la cual se corta y extirpa el tejido canceroso.
4 Quimioterapia: se usan medicamentos especializados para reducir o eliminar

células cancerosas.
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Radioterapia: uso de rayos con alta energia para eliminar células cancerosas.
Terapia hormonal: impide que células cancerosas obtengan hormonas
necesarias para su crecimiento.

Inmunoterapia: tratamiento que actia sobre el sistema inmunitario del cuerpo y
lo ayuda a combatir las células cancerosas o bien ayuda a controlar efectos
secundarios provocados por otros tratamientos contra el cancer.

Trasplante de células madre: remplaza células de la médula ésea que se pierden

debido a dosis muy altas de quimioterapias o radioterapias.

En términos generales los farmacos empleados para el tratamiento del cancer

se clasifican de acuerdo a su mecanismo de funcionamiento, estructura quimica y

las posibles interacciones que tienen con otros medicamentos, dentro de los

principales se encuentran:

&

Agentes alquilantes: su funcién principal es impedir la reproduccion de las
células, dafiando su ADN. Funcionan para tratar todas las fases del ciclo celular.
Se usan para canceres como; cancer de pulmon, de mama, ovario, leucemia,
linfomas, enfermedad de Hodgking, mieloma multiple y sarcoma. Una de las
desventajas es que pueden afectar las células de la medula 6sea [14].
Nitrosoureas: tienen similitud a los agentes alquilantes con la especificacion de
poder llegar al cerebro, ya que tienen la capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica. Por lo que regularmente se usa en tratamientos contra
tumores cerebrales [14].

Antimetabolitos: interfieren en la correcta codificacion de las bases que forman
el ADN y ARN, evitando la generacion de copias y por ende la reproduccion
celular. Funciona para cancer de seno, de ovario, en el tracto intestinal y
leucemias [14].

Antibidticos antitumorales: alteran el ADN de las células cancerigenas,
interfiriendo en el funcionamiento de las enzimas involucradas, evitando asi, que
estas crezcan y se multipliquen. Su principal desventaja es la produccion de

dafios permanentes e irreversibles en el corazén [14].
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<4 Inhibidores de la mitosis: alcaloides de origen vegetal, es decir productos
naturales, derivados de plantas, estos detienen la division celular evitando la

formacion y multiplicacion de nuevas células [14].

La mayoria de las alternativas enlistadas anteriormente desencadenan una serie
de efectos secundarios que disminuyen ampliamente la calidad de vida para las
personas que lo padecen, ademas de presentar un costo elevado, convirtiéndolos
en un recurso poco accesible para todas las personas, debido a ello surge la
necesidad de implementar el uso de materiales como vehiculos portadores y
liberadores prolongados de farmacos, con propiedades mejoradas que les permita
ser mas especificos, actuar solo sobre las células dafiadas logrando disminuir de
manera significativa los efectos secundarios y mejorar la calidad de vida de las
personas que padecen dicha afeccion, ademas de poder ser accesibles en un rango

poblacional mayor.

Para el desarrollo de este proyecto se emplearan los farmacos, Rodamina-B,
Carvacrol, Cloroquina y Dacarbazina, mismos que seran presentados a detalle en

el capitulo 3.

1.2 Nanomateriales estudiados para su uso en tratamientos de cancer
Comenzando por la introduccién del término “nanotecnologia®, que hace
referencia a una tecnologia con gran diversidad de aplicaciones, en rasgos
generales permite trabajar, manipular o en su defecto modificar la materia a
pequefias escalas, especificamente a escalas nanométricas (1x10° m) [15]. Por lo
tanto un nanomaterial o sistema nanoestructurado es un material cuyas particulas
no son mayores a 100 nm en al menos una de sus dimensiones y comienzan a
implementarse en tratamientos de cancer debido a su tamafio/propiedades (6pticas,
eléctricas, biocompatibidad, baja toxicidad, gran area superficial, especificidad
elevada, etc.) que hacen mas facil la deteccion de marcadores de cancer, incluso a

bajas concentraciones, esto a su vez permite hacer una deteccion del mismo en el
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sistema a etapas tempranas [16-20]. De igual manera su estado permeable y area
superficial confiere la posibilidad de hacer encapsulaciones de diversos farmacos,
con esto se evita su degradacién y metabolizacion antes de llegar a la célula
cancerosa/tumor, disminuyendo significativamente el ataque hacia las células
sanas, por lo tanto, también reduce los efectos secundarios. La liberacién del
farmaco ocurre mediante cambios en el ambiente quimico del sistema o ante la
aplicacion de estimulos como; temperatura, cambio de pH, radiacion, etc. [16-20].

El objetivo principal de emplear sistemas nanoestructurados como portadores y
liberadores de farmacos, es debido, a que se pueden ajustar mas facilmente las
cinéticas de liberacion, se permite controlar la biodistribucion, por ende, minimizan
los efectos secundarios mejorando la eficiencia del farmaco. Es importante recalcar
que estos sistemas pretenden superar limitaciones como la vida media del
medicamento empleado, baja estabilidad, inmunogenicidad, incrementando la
actividad terapéutica de los farmacos y disminuyendo sus efectos toxicos (mediante
el uso de receptores para dianas moleculares especificas del cancer).

Actualmente los sistemas de dosificacion de farmacos presentan buena
efectividad tanto de liberacién controlada como de generacion de concentraciones
elevadas del mismo a nivel local, no obstante su alcance se ve disminuido ya que
actla sobre tejidos y no sobre células individuales [21].

El tamafio nanométrico del material esta directamente relacionado con la
biodisponibilidad (cantidad y tiempo que tarda el material o farmaco en llegar a la
diana terapéutica) y el tiempo que puede permanecer dentro del torrente sanguineo.
De forma general, se considera que particulas <10 nm son eliminadas del cuerpo
humano con gran rapidez mediante via renal, particulas >10 nm y <70 nm presentan
la capacidad de penetracion capilar y particulas >70 nm y <200 nm tienen mayor
tiempo de circulacion dentro del torrente sanguineo [21]. A menor tamafio de
particula, mas facil sera que se puedan pasar las membranas celulares, ademas se
tiene una mayor permeabilidad de células diana, haciendo que la entrega de
farmacos sea mas eficiente y la probabilidad de eliminacién temprana por el

organismo sea baja [21].
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Algunos aspectos basicos a considerar para la liberacion de farmacos son la
estabilidad, distribucion, mecanismo de liberacion, biodegradacion, relacion
costo/beneficio, reproducibilidad del mismo a grandes escalas, entro otros [18, 20].

Segun los reportes de la FDA, los primeros sistemas nanoestructurados fueron a
base de liposomas, que basicamente consisten en lipidos con capacidad de
almacenamiento y liberacion de farmacos, tanto en el interior del mismo como en
su capa lipidica. Su mecanismo de accidén consiste en una especie de “diana
terapéutica”, una vez que el liposoma detecta las células tumorales las particulas
activadas se dirigen especificamente hacia el tumor. Presentan mejora tanto en la
permeabilidad como la retencion. Existen liposomas comerciales con moléculas
activas como Doxil™ con paclitaxel o bien liposomas con un recubrimiento de
polietilenglicol, estos son conocidos como “silenciosos™ y tiene la ventaja principal
de poseer buen tiempo de circulacion, pero una vez que entran al torrente

sanguineo estos liposomas se degradan con rapidez [22].
Debido a la inestabilidad de los liposomas fue necesario hacer modificaciones

como la adicidon/implementacién de otros materiales, tales como los ejemplificados

a continuacion en la tabla 1 [23].
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Tabla 1; Nanomateriales estudiados para su uso como sistemas portadores y liberadores de farmacos.

- AREA
FIGURA % MECANISMO BIOCOMPATI APLICACION ESPECIFI TOXICID | MORFOLOG | TAMA REFEREN
MATERIAL REFERENTE Correseel DE ACCION BLE PRINCIPAL CA SU'TEEF'C AD iA No PROIAIEDADIES CIA
Sitio activo
Materiales dirigido por
metalicos, mu; zié?ce)oa Contraste
NPs recubiertos Iosgte'idos en 11-140 1pum Magnéticas,
Magnéti con 11dos. Si . Si 2 Media --- -150 quimicas, [24, 25]
. Se aplica resonancias m?/g P
cas polimeros u " pm térmicas.
oxidos de ca}lory magnéticas
hierro comienza la
’ liberacion
del farmaco.
|
N Se detecta Diagndstico Esferas
o) NPs la célula de células 314- cubos. 10 i
R metales Oro, p_lata y cancerosa Si cancerosas. Si 31400 Baja barras, nm - th"?as’ [26, 27]
platino. mediante Mejorar 2 100 térmicas
G nobles ) L nm shell
= radiofrecuen eficiencia de estrelléls nm
A cia radioterapia.
N
|
C
o NPs de Se de’tectan _
conversi las células Deteccion e Prismas 800
S 6n Lantanidos tumorales Desconoci imagen No Alta hexagona | nm- | Fluorescencia 28, 29]
ascende mediante do tumgral les, 1100 , térmicas '
nte radiacién esferas nm
infrarroja
Monitoreo
Puntos Semiconduct ?gatlliin;?g 2nm
cuantico mgtr:;?a)lles Si interaccion No Alta Esférica -10 Opticas [30]
s fluorescentes fa_rmaco— nm
sistema
biol6égico




El farmaco

es
) focalizado
Fo directament
3 e alacélula
7, : Nanotubo .
; cancerigena s 0.4 Farmacocinét
Fulereno  Grafeno , En terapiay ! o icas,
Base de Carbono distribuyénd No portadores Si 2520 0 Alta fullerenos nm focalizacién, [31]
carbono . m?/g , puntos 100 -
ose en los de farmacos CUANticos nm produccion
tejidos por ’ de ROS
h grafeno.
carkién periodos
largos de
tiempo
destruyendo
la célula.
El farmaco
se alacena
dentro de
los r;(:;os, Estructura
| Aluminosilica para microporosa,
después -
. Tubos, capacidad de
tos mediante . S A h
Zeolitas _ - cambios Si Tamices No 100 Baja semiesféri |nt_e’rc_amb|0 (32, 33]
(Clinoptilolita moleculares m?g ca, iénico, '
provocados -
. estrellas estabilidad en
y Heulandita) en el bi
ambiente am !gntes
(temperatura acidos
, pH) se
libere en el
tejido.
Aluminosilica
tos
hidrofilicos Propiedades
(tierras de 2 um reolégicas,
: Portadores 83-346 . . A
Arcillas fuIIerp de No de farmacos No mlg Baja Laminar -1 _ inertes, [34, 35]
batan, cm intercambio
montmorilloni cationico
tay
paligorskita)
Silice El farmaco Se utilizan
(mesoporosa | se alacena para mejorar
. ), acetato de dentro de la -
Ma(taesrlal vinilo o los poros, si biodisponibil Si >1000 Baja sifrzie;scf?é’ri n5m0 Mecanicas, 36, 37]
i i 2 - Srmi )
POrosos etileno para |qad de los m?/g ca, barras | 1 pum térmicas
(macroporos después farmacos y
0), polvos o mediante aumentar
espuma de cambios solubilidad
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polopropilen provocados
o] en el
(microporoso ambiente
), dioxido de | (temperatura
titanio , pH) se
libere en el
tejido.
Microporos; estos se forman debido a apilamientos o empaquetamientos estructurales. Se presentan en forma de hendidura, presentan adsorcion reversible. Se
subdividen en: ultramicroporo con didametro <0.5 nm, microporo con un didmetro de 0.5-1.4 nm y los supermicroporos con un tamafio entre 1.4-2 nm. Importantes
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Con base en la informacion anterior se deduce que, para que un material sea
considerado como portador/liberador eficiente de farmacos es necesario mejorar las
siguientes propiedades; area superficial elevada (500 + 100 m?/g), mesoporosidad
ordenada (con un diametro de poro aproximado de 0.5 nm), ya que la
microporosidad solo es eficiente en procesos de adsorcion y los tamafos de
macroporos son elevados para tener una eficiencia de carga de farmacos adecuada,
debido principalmente a que se involucran moléculas pequefias, se requiere
ademas una morfologia esférica o semiesférica, biocompatibilidad, baja toxicidad y
capacidad de degradacion efectiva, para ello, en el desarrollo de este proyecto se
opté por sintetizar un sistema mesoporoso nanoestructurado a base de silice
(nanoparticulas inorgénicas), cuyas propiedades son expuestas en la subseccién

siguiente.

1.3 Materiales mesoporosos; nanoparticulas a base de silice

El ideal en un sistema portador de farmacos es brindar las cantidades
terapéuticas adecuadas del medicamento en la zona afectada por céancer,
manteniendo su concentracion. Dentro de los sistemas relevantes para esta
aplicacién se tienen los materiales porosos ordenados, debido a su estructura
estable y homogénea, con elevado volumen de poro y alta area superficial [44].

Es necesario definir el concepto y recordar los tipos de porosidad; un poro se
refiere a un hueco o espacio vacio que conforma la estructura de un material. Los
hay del tipo; microporos (< 2 nm) se forma debido al apilamiento de las
imperfecciones causadas por las moléculas constituyentes de un sistema.
Mesoporos (> 2 nm < 50 nm) se forma debido a la aparicién de defectos mayores
en la estructura. Por ultimo se encuentran los macroporos (> 50 nm) se forman
debido a la presencia de defectos como rejillas o fisuras dentro de la estructura del
material [44].

Los materiales porosos mas investigados son; zeolitas, hidroxiapatita, particulas
de MgO, polipropileno microporoso, perlas de poliestireno, quitosano, carbonato de
calcio poroso, diéxido de titanio, principalmente. Todos presentan estabilidad,

permeabilidad selectiva, es decir, pueden entrar solo las particulas necesarias por



una célula, ademas la misma célula puede desechar las particulas que no le sean
de utilidad y cuentan con capacidad adecuada para adsorber una gran diversidad
de moléculas o elementos sobre su estructura, pero presentan desventajas como
obtencién complicada, equipos sofisticados para su sintesis, ademas la mayoria
presentan un didmetro de poro pequefio (microporo) lo cual limita su aplicacion
como acarreador y liberador de farmacos. Es por ello, que con el objetivo de mejorar
las capacidades de adsorcion para moléculas con tamafio mayor se opta por utilizar
materiales mesoporosos a base de dioxido de silicio [5, 44].

Haciendo referencia a la escala nanométrica, este tipo de material tiene una
elevada area superficial (1000 m?/g), es funcionalizable, se puede controlar su
morfologia, tiene porosidad ordenada y un volumen de poro elevado, presentan baja
toxicidad para el organismo humano, ya que son nanoparticulas inorgéanicas
estables (mecéanica, quimica, térmicamente, en medios acuosos, etc.),
biocompatibles, presenta capacidad de adsorcion, pueden trasportar masas o
fluidos mediante su estructura porosa. Debido a la presencia de enlaces Si-O, la
estructura del material es favorecida en cuanto a mayor resistencia ante la
degradacion mecanica, esto comparado con liposomas o dendrimeros. Respecto a
otros 6xidos metalicos, el SiO2 tiene mayor biocompatibilidad (ya que no causa
reacciones adversas en los tejidos y se degrada en el cuerpo como &cido silicico
Si(OH)4, el cual se elimina a través de los rifiones). Su versatilidad en cuanto a
morfologia es amplia, ya que se han obtenido esferas, cubos y nanotubos, con
diferente tamafio de particula y poro, lo cual favorece una liberacién controlada de
algun farmaco [5, 45].

Se opto por sinterizar un compuesto nanoestructurado a base de silice debido a
la elevada area superficial que pueden presentar, propiedad que aumenta el total
de sitios disponibles para que se lleve a cabo la adsorciéon de farmacos dentro del
mismo, ademas tanto la captacion celular como el transporte por el torrente
sanguineo se ven beneficiados. Si se consideran particulas de mayor tamafo la
probabilidad de ser rechazadas o presentar respuesta inmune es alta, ya que a
mayor tamafo el cuerpo puede confundirlas con alguna bacteria (0.1 um — 1um)y

contra atacarla, promoviendo incluso un decrecimiento en cuanto a captacion
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celular. En este caso las nanoparticulas de dioxido de silicio debido a sus enlaces
(Si-O) presentan buena resistencia ante la degradacion mecanica inmediata
comparado con otros materiales formados por liposomas o dendrimetros, presentan
porosidad ordenada, elevada area superficial y respecto a otros 6xidos metélicos
cuentan con mayor biocompatibilidad ya que no causa reacciones adversas en los

tejidos y se degrada en el cuerpo como &cido silicico Si(OH)a [5].

1.4 Método de sintesis para obtencién de nanoparticulas mesoporosas a base de
silice

En el mercado existen compuestos nanoestructurados a base de silice, cuyas
aplicaciones principales son portadores/liberadores de farmacos, en remocion de
metales pesados, adsorcion de COz, en el sector alimenticio para la generacion de
peliculas comestibles, en catdlisis para degradacion de colorantes/pesticidas, en
petroquimica, como tamices moleculares, entre otros. En la mayoria de sus
procesos utilizan una elevada cantidad de reactivos o métodos de sintesis que
requieren el uso de equipos costosos, dentro de los mas comunes se encuentra el
meétodo de Stdber modificado (incluye agua-etanol-tensoactivo) y microemulsiones,
con ellos el tamafio de particula obtenido es entre 50 nm — 500 nm con morfologias
esféricas [5, 46-48]. Por tal motivo en el desarrollo de este proyecto se opt6d por
seguir un método de sintesis Sol-Gel, que permite obtener nanoparticulas pequefias
(=37 nm) con tamafio de poro elevado, ademas de ser un método reproducible, no
se requiere el uso de equipo costoso, los reactivos empleados no presentan un
costo elevado, por lo tanto, se convierte en una opcién novedosa, con probabilidad
para producirse en escalas mayores a &mbito laboratorio, ademas seria un producto
accesible/costeable para las personas que padecen cancer [5, 48-50].

El método Sol-Gel consiste basicamente en una reaccién de hidrolisis, en este
caso la interaccion ocurre entre el TEOS (como precursor alcoxilano) y el n-hexano
(liquido) generando grupos silanol, mismos que al condensarse generan puentes
siloxano (Si-O-Si) [8]. La hidrolisis ocurre mediante ataques nucleofilicos
proveniente de los atomos de oxigeno del agua presente en el sistema, en seguida

los grupos R-O (alcoxi) se remplazan por O-H" (hidroxilos) y posteriormente en el
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proceso de condensacion se forman los enlaces Si-O-Si (siloxano) provenientes de
la interaccion entre los grupos SiOH (silanol) y Si-OR (alcoxilano) [5].

En adicion a ello para formar una estructura porosa se requiere el uso de un
tensoactivo (CTAB) el cual tiene como funcién direccionar la estructura mediante la
formacion de micelas globulares, reduciendo asi la tension superficial del sistema,

por lo tanto, llevandolo a un estado de menor energia [5].

En la actualidad no se han logrado entender/explicar de forma concreta los
mecanismos de accion que tiene un sistema a base de silice ante la exposicion a
diversos ambientes, por ello se hara uso de simulacién computacional a lo largo de
esta investigacion, lo cual permitira interpretar el comportamiento del sistema ante
la respuesta a diversos cambios, que se llevan a cabo durante un periodo de tiempo
determinado, para posteriormente ser llevados a la practica, es decir, mediante un
algoritmo matematico se puede simular computacionalmente una respuesta de un
sistema a las condiciones de aplicacion, permitiendo estudiar su comportamiento

asi como obtener hipotesis de comportamientos futuros dentro del mismo sistema.

1.5 Vias de administracion de las nanoparticulas

Las nanoparticulas tienen una diversidad de aplicaciones tanto en tecnologia,
investigacion y el area médica, en este caso se utilizan como medios de
sefalizacion, portadores o liberadores de farmacos, entre otros. Las principales vias
de administracién sobre el cuerpo humano son las siguientes [51];

4 Oral: medio de administracion no invasivo, puede ser téxico para el higado ya
que es donde ocurre la etapa de metabolizacion y requiere que la mucosa
intestinal este en buen estado para que se dé una correcta absorcion de los
farmacos.

<% Pulmonar: medio de accion local no invasivo, la metabolizacion no ocurre en
el higado por lo que se evitan dafios en el mismo, pero puede presentar
toxicidad local e incluso entrar al torrente sanguineo y causar dafios

cardiovasculares.
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4 Intravenoso: liberacion sistémica, es decir, afecta o actla en todo el cuerpo
humano, pero su primer paso metabdlico ocurre en el higado lo cual puede
desencadenar toxicidad hepética.

4 Transdérmica: medio de administracion local no invasivo, gran area superficial
de aplicacién, puede causar irritacion local e igual que la aplicacion pulmonar

puede entrar en contacto con el sistema circulatorio.

Para fines de este proyecto la via de administracion del portador de farmacos
seria mediante via transdérmica, ya que se tiene como primera aproximacion la
aplicaciéon de este portador de farmacos en cancer de piel. De acuerdo a Yildirimer
y colaboradores las particulas de silice de tamafios 70 nm, 300 nm y 1000 nm
expuestas a células epidérmicas presentan mayor captacién celular a menor
tamafio de particula pero se atribuyé de igual manera una mayor toxicidad, es
necesario realizar mas pruebas citotoxicas para evaluar el comportamiento de las

particulas de silice a diferentes tamafios y concentraciones [51].

1.6 Simulacion computacional en sistemas de liberacion de farmacos

En general la quimica computacional consiste en estudiar y determinar
propiedades moleculares mediante el uso de algoritmos de programacion, utilizando
modelos (aproximaciones) matematicos fundamentados en fisica clasica o bien en
ecuaciones como la de Schrodinger (basadas en mecanica cuantica), permitiendo
describir de forma muy especifica el comportamiento de una molécula [52, 53].

Debido a los factores expuestos con anterioridad referentes a los farmacos
empelados en tratamientos de cancer, se ha optado por utilizar métodos
computacionales con el objetivo de estudiar e interpretar sistemas portadores y
liberadores de farmacos, implementando técnicas que favorezcan los tratamientos
ya existentes y a su vez minimicen los dafios colaterales [53-55].

Estos métodos se conocen como “in silico” y consisten en obtener modelos
tedricos, que ayudan a comprender los mecanismos de accién de los sistemas de
estudio, es decir, se puede simular la interaccion entre un farmaco y diferentes

medios, permitiendo elegir la condicion mas estable del mismo y posteriormente
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poder replicarlo de forma experimental, es decir; primero se hace un analisis
detallado de los datos, en seguida se selecciona la o las moléculas con mejores
propiedades y por ultimo se disefia una hipotesis que describe la estructura e
interaccion del farmaco/sistema en distintos ambientes, esta incluye informacién
respecto a la solubilidad, estabilidad quimica terapéutica, aumento de vida util del
farmaco, posibles reacciones y efectos secundarios minimos [52, 54-56].

Los métodos computacionales mas utilizados son: métodos de mecanica
molecular (MM), semi-empiricos, DFT y Ab inito, cuyas diferencias principales se
reflejan en la cantidad de atomos que se pueden utilizar para modelar un sistema,
estas van desde decenas hasta miles de atomos, variando de igual forma la
exactitud y el coste computacional que implican.

Para el desarrollo de este proyecto se utilizara DFT (Teoria de Funcionales de la
Densidad), el cual es un modelo de mecanica cuantica que permite describir con
exactitud sistemas moleculares a mayor costo computacional que el que involucra
otros métodos como mecanica molecular y los semi-empiricos. Se puede describir
de forma adecuada la estructura y propiedades de una molécula, por ejemplo;
determinar si es antioxidante, informacién respecto a absorcion (simulando
espectros UV-Vis), incluso si se agrega la variante tiempo se obtiene informacién
acerca de estados y energias de excitacion. Ademas, se pueden aplicar campos
eléctricos para evaluar el comportamiento del sistema, informacion respecto a
vectores de transicion, potenciales de ionizacién, afinidad electrénica por lo tanto la
reactividad de la misma, la tolerancia que tiene el sistema a la exposicion de
diferentes ambientes externos, momentos dipolares, dureza quimica, entre otras.
En DFT el software usado comunmente es Gaussian [54, 55].

Un aspecto importante a considerar en el disefio de farmacos y nuevos vehiculos
de liberacion es poder determinar la interaccidn existente entre la molécula, farmaco
0 sistema y su objetivo, estas pueden ser mediante enlaces covalentes,
interacciones dipolo-dipolo, ion-dipolo, enlaces i6nicos, puentes de hidrogeno,
interacciones de hidrofdbicidad, transferencias de carga, entre otras, las cuales son

las responsables de proveer estabilidad al sistema farmaco-receptor. El uso de DFT
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es vital para comprender el mecanismo de interaccion de las moléculas involucradas
en el sistema [57].

Se utiliza de forma frecuente también el “Docking molecular’, que permite
obtener una configuraciéon adecuada de una molécula en una diana o blanco
molecular. Consta de dos etapas basicas, la primera “acoplamiento” sirve para
determinar la distribucion y ubicacién de diferentes elementos presentes en el
sistema (molécula-diana). Y la segunda conocida como “scoring’, en la que se
evalla mediante puntajes la interaccion mas adecuada entre ambos, prediciendo
energias y tipos de enlace entre sistemas ligando-proteina [52, 54, 56].

Se tienen reportes sobre el posible mecanismo de interaccion de farmacos
utilizados en tratamientos de cancer como; pemetrexed, irinotecan, tamoxifeno,
gemcitabina, topotecan y temozolomida los cuales interactian principalmente con
el ADN, en estos estudios se exhibe una fuerte interaccion mostrando mayor fuerza
de union y estabilidad la irinotecan (-9.7 kcal/mol) respecto a los otros complejos
ligando-ADN. Dentro de esta plataforma uno de los canceres mas estudiados es el
cancer de mama ya que los farmacos frecuentemente utilizados llegan a presentar
resistencia en el paciente, mediante una interaccion proteina-ligando el xantotoxol
presenta una mayor acoplamiento, por tanto, funge como potencial farmaco para
tratamiento de este padecimiento [58, 59]. En otro estudio respecto a cancer de piel
se logré determinar que los metabolitos secundarios extraidos de un hongo marino
fungen como potencial activo anticancerigeno, se probé la interaccion farmaco-
ligando mediante el uso de proteinas Hsp90 (tipicas del cancer de piel), donde se
obtuvo un valor para dicho acoplamiento de -11.45 kcal/mol mostrando una mayor
interaccion que con el farmaco comercial diclonina [60, 61].

Tanto el desarrollo de nuevos farmacos, como la implementacion de materiales
utilizados como portadores y medios de dosificacion de los mismos, requieren un
tiempo de produccion de 10 a 12 afios aproximadamente, los costos de produccion
durante este periodo son muy elevados debido a los posibles inconvenientes o
fracasos que pueden surgir, por ello es importante predecirlos y minimizarlos antes

de lanzarlos al mercado o bien antes de llegar al periodo de prueba clinica, es por
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eso que se utilizan métodos “in silico” para lograr una eficiencia en cuanto tiempos,

costos y produccion [57, 60].

1.7 Perspectivas de aplicacion: cancer de piel

Cabe recalcar que la aplicaciéon que puede tener el material propuesto para el
desarrollo de este proyecto tiene potencial para tratamiento en distintos tipos de
cancer. En este caso se opto por evaluar la interaccion de las nanoparticulas a base
de silice en proteinas especificas para cancer de piel, debido a que es una
enfermedad superficial y su estudio requiere un menor control de parametros,
aunado al alcance que se puede tener con los tiempos comprendidos para el
desarrollo de una investigacion a nivel maestria.

De forma general el cancer de piel es causado por un desorden celular, el cual
esta relacionado a antecedentes genéticos, mutaciones celulares debido a la
exposicidn elevada ante agentes toxicos, rayos UV, consumo elevado de alimentos
procesados o enlatados, tabaco, consumo excesivo de alcohol, entre otros factores.
De acuerdo al Instituto Nacional de Cancer (NIH) el cancer de piel ocupa el quinto
lugar en los tipos de cancer mas comunes a los que se enfrenta la poblacion. Las
zonas mas vulnerables van en dependencia a la facilidad que tienen para ser
expuestas a los rayos UV, para este tipo de cancer son; la cara, los labios, el cuello,
los brazos y el cuero cabelludo [16, 17, 62].

Algunas investigaciones hasta el momento plantean que el cancer de piel ocurre
debido a la exposicién prolongada a los rayos UV del sol (figura 4), ya que esto
puede provocar mutaciones genéticas, inmunosupresion, estrés oxidativo y
formacién de dimeros ciclobutano pirimidina. Esto se refiere a los dafios
moleculares que surgen debido a reacciones fotoquimicas en las bases timina o
citosina del ADN, la luz UV favorece la union de enlaces covalentes entre este tipo
de bases, a su vez provoca una descomposicion tanto en la unién como en la
estructura que forman las mismas. Una produccion elevada de pirimidinas inhiben

el funcionamiento de la polimerasa generando errores en la transcripcion y
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replicacion del ADN, por tanto, hay mutaciones que dan inicio a diversas formas de
cancer de piel [18, 19, 62, 63].

La forma de aplicacion del sistema planteado en este proyecto seria mediante el
uso de parches (figura 3) que pueden ser colocados de forma facil sobre la zona de

piel afectada.

Epidermis

Dermis

Parche

SiO;
° ® En "

Farmaco
%,

Figura 3; Desarrollo del cancer de piel y método de aplicaciéon del sistema SiO,+farmaco.
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CAPITULO 2

SINTESIS Y CARACTERIZACION

2.1 Sintesis de nanoparticulas a base de silice

En la tabla 2 se enlistan los reactivos utilizados para la sintesis.

Tabla 2: Reactivos empleados en la sintesis de nanoparticulas a base de silice.

NOMBRE FORMULA QUIMICA ESPECIFICACIONES
. . CTR SCIENTIFIC (99.97
TEA (Trietanolamina) CeH1sNO3 %)
0
APTES ((3-

‘ . . H2N(CH2)3Si(OC2Hs)s | SIGMA-ALDRICH (99 %)
Aminopropytriethoxysilane)

CTAB (Bromuro de SIGMA Life Science (99
hexadeciltrimetilamonio) CroHazBIN %)
TEOS (Tetraetil ortosilicato) CsH2004Si ALDRICH ;h)emistry (%8
n-hexano CeH14 Karal (98.5 %)
Alcohol Etilico CH3CH20H Karal (95.0 %)
Cloruro de sodio NacCl SIGMA-ALDRICH (99.5 %)
Cloruro de potasio KCI SIGMA-ALDRICH (99.0 %)
Fosfato de sodio dibasico HNa204P SIGMA-ALDRICH (99.0%)
Fosfato monopotasico KH2PO4 SIGMA-ALDRICH
Rodamina-B C nClNEOE SIGMA-ALDRICH
Carvacrol C10H140 ALDRICH (98 %)
SIGMA-ALDRICH
Cloroquina C18H26CIN3 - 2H3PO4 (Pharmaceutical
Secondary Standard)
Agua destilada H20

La sintesis de las nanoparticulas a base de silice se realizé mediante el método

sol-gel, que de acuerdo a Igbal et al., (2021) permite obtener nanoparticulas
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mesoporosas a base de silice de tamafio nanométrico con un diametro de poro
mayor a 3 nm, en adicion a ello, se hizo una variacién en la temperatura donde se
eligieron 45°C, 30 C y 20 C con el propésito de aumentar la velocidad de reaccioén y
encontrar condiciones Optimas de sintesis como; tamafio pequefio de particula (~30
nm), tamafo de poro en el rango de mesoporos y superficie con porosidad
homogénea. En la figura 4 se muestra esquematicamente la metodologia

implementada para la obtencion de las nanoparticulas mesoporosas a base de SiO2.

0.6 g TEA 1mL CTAB
+ (25% peso de H20)
18 mL de H:0 @ y
Agregar B sobre A
A B Agitacion 1 hr a 1000 rpm (T ambiente)

18 mL de n-hexano — ‘f =]
"1 ! \ !' 2 mL de TEOS

‘lﬂt(
:1/( a

" Mantener agitacion

Agitacion 24 hr a 1000 rpm
(T ambiente) Descartar sobrenadante.

l

Lavar con etanol (X3).

}

Secar sedimento a 60 °C por 12 hr.

|

Calcinar a 500 °C por 5 hr.

Centrifugar 10 minutos a 14400 rpm

Figura 4; Diagrama representativo de la metodologia implementada en la obtencion
de las nanoparticulas a base de silice [64].
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El método de sintesis consiste en la adicion de CTAB (Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio) sobre trietanolamina (TEA) disuelta en agua destilada, se
mantienen en agitacion durante 1 hora a 1000 rpm, posteriormente se adiciona el
TEQOS (tetraetil ortosilicato) y el n-hexano dejando en agitacion durante 24 horas a
1000 rpm, una vez transcurrido el tiempo, se centrifuga a 14000 rpm durante 10
minutos y se realizan 3 lavados con etanol, en seguida, el sedimento se secaa 60TC
durante 12 horas y finalmente se aplica un tratamiento térmico durante 5 horas a

500 C, para este caso se utilizan rampas de calentamiento de 2 ‘C/minuto.

2.2 Funcionalizacién de nanoparticulas

Con la finalidad de aumentar los sitios activos (zonas del sustrato, a las cuales
puede wunirse el farmaco) en la superficie de las nanoparticulas e
incrementar/facilitar la adsorcion de los distintos farmacos se optd por
funcionalizarlas con grupos amino (3-Aminopropyl triethoxysilane) y grupos hidroxilo
(trietanolamina), para posteriormente hacer una comparacion y determinar cual

presenta mayor eficiencia.

Funcionalizacion con APTES (3-Aminopropyl)triethoxysilane)
Para la funcionalizacion con APTES se siguieron los siguientes pasos [65];

1. Se dispersa 1 gr de las nanoparticulas a base de silice en 175 mL de
isopropanol.

2. Por separado en 25 mL de isopropanol se mezclan 200 uL de APTES.

w

Mezclar la solucion de APTES sobre la solucién de nanoparticulas, manteniendo
una temperatura de 80 C y agitacion de 350 rpm durante 2 hr.

Enfriar a temperatura ambiente.

Lavar con etanol por triplicado.

Secar a temperatura ambiente (25 ‘C por 12 hr).

Secar a 100 C durante 5 hr.

N oo g &
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Funcionalizacién con TEA (Trietanolamina)

Para la funcionalizacion con Trietanolamina se siguieron los siguientes pasos
[66];
1. Adicionar 0.5 g de las nanoparticulas a base de silice en 100 mL de agua
desionizada.
Agregar a la solucion anterior 5 mL de TEA.
Agitar durante 2 hr a 350 rpm, manteniendo una temperatura de 90 C.
Lavar con agua desionizada.
Lavar con etanol por triplicado.
Secar a 60 C durante 12 hr.

L A

2.3 Preparaciéon de PBS (fluido corporal simulado)

En un vaso de precipitados se colocan 800 mL de agua destilada, posteriormente
se disuelven 8 g de NaCl, 0.2 g de KClI, 1.44 g de Na2HPO4y 0.24 g de KH2PO4, se
dejan a una agitacion de 350 rpm hasta disolucién completa, se aforaa 1 L y se

almacena en refrigeracion para su posterior uso.

2.4 Obtencién de curvas de calibracion (Carvacrol, Rodamina-B, Cloroquina)

La obtencion de las curvas de calibracion se realizé de la siguiente forma:

M Carvacrol: se prepard una solucién madre de 50 ppm en 500 mL de PBS,
posterior a ello se prepararon las disoluciones correspondientes 0.1 ppm, 0.3
ppm 0.5 ppm, 1 ppm, 3 ppm, 5 ppmy 10 ppm.

M Rodamina-B: se prepar6 una solucién madre de 30 ppm en 250 mL de PBS,
posterior a ello se prepararon las disoluciones correspondientes 0.1 ppm, 0.3
ppm 0.5 ppm, 1 ppm, 3 ppm, 5 ppmy 10 ppm.

M Cloroquina: se prepar6 una solucién madre de 30 ppm en 250 mL de PBS,
posterior a ello se prepararon las disoluciones correspondientes 0.1 ppm, 0.3
ppm 0.5 ppm, 1 ppm, 3 ppm, 5 ppmy 10 ppm.
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2.5 Adsorcion de farmacos

Para realizar la carga de Carvacrol/Cloroquina/Rodamina sobre las
nanoparticulas se emple6 el siguiente método: se comienza secando las
nanoparticulas a 60 'C durante 24 hr, posteriormente en un tubo coénico se colocan
dichas nanoparticulas suspendidas en una solucién de farmaco/PBS (relacion 1:1 o
bien 2:1 mg/mL, en referencia a la relacion entre las nanoparticulas y la solucion de
las ppm del farmaco suspendidas en PBS). Se mantiene en incubacién durante 48
hr con agitacion constante de 60 rpm a 25C, por Ultimo se seca a temperatura
ambiente.

Para cada una de las adsorciones una vez transcurridas las 48 horas se toma
una alicuota de 1 mL, se centrifuga a 13000 rpm durante 15 minutos, para
determinar mediante las curvas de calibracion las ppm adsorbidas por las

nanoparticulas a base de silice.

2.6 Pruebas de liberacion

La liberacion se lleva a cabo mediante el uso de un fluido corporal simulado
(PBS). Manteniendo una relacién 1:1 (mg/mL) las nanoparticulas se re-suspenden
en PBS, se mantienen en agitaciéon de 60 rpm dentro de un sistema de bafio maria
para tener una temperatura constante de 37 'C, posteriormente se monitorean los
tiempos; 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h,4 h,5h, 6 hy 7 horas (tomando una alicuota
de 1 mL para cada tiempo), se centrifugan a 13000 rpm durante 15 minutos y se
analizan mediante UV-Vis para determinar la cantidad de ppm liberadas en cada

tiempo.

2.7 Pruebas de estabilidad coloidal

Para la prueba de estabilidad coloidal se tomaron 12 mg de las nanoparticulas y
se suspendieron en 12 mL de PBS, la solucion se agito durante 30 segundos,
posteriormente se dejo en reposo, las nanoparticulas se sedimentaron totalmente

en 10 minutos.
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2.8 Simulaciéon computacional

2.8.1 Optimizacion de moléculas

Se implemento el software Gaussian 09, utilizando el método de funcionales de
la densidad mO6L [67, 68] (método utilizado para el calculo de la estructura
electronica en el estado base de atomos o moléculas, es decir poder interpretar y
predecir el comportamiento de sistemas complejos) con el conjunto de bases 6-
31(d,p) [67, 68] (la representacion matematica de los orbitales moleculares dentro
de una molécula esta basada en una combinacion de funciones gaussianas, por lo
tanto un conjunto de bases asigna un grupo de funciones a cada atomo de la

molécula para aproximar su orbital).

2.8.2 Reactividad quimica

Un atomo es definido como la unidad elemental que conforma un elemento
guimico y por ende a la materia, contiene electrones en su nucleo, estos son
particulas cargadas negativamente, mediante interacciones electromagnéticas y
cuanticas logran mantener unida a la materia. El estudio de los electrones
representa un problema fisico tedrico importante, ya que se busca desarrollar
aproximaciones tedricas y métodos computacionales que puedan describir de
manera precisa sistemas donde interactden entre si un numero N de electrones [69,
70]. DFT (Teoria de Funcionales de la Densidad), describe un sistema formado por
N cuerpos correlacionados, permitiendo modelar sistemas de miles de atomos, es
decir, parte de la suposicién de un sistema de N electrones como un problema de
un solo electron, buscando resolverlo a partir de suposiciones a la ecuacion de
Schrédinger, esta a su vez describe las posibles interacciones de los N electrones.
DFT tiene como principio fundamental que cualquier sistema de N particulas puede
interpretarse a partir de la densidad electrénica [69, 70].

La energia de un sistema puede determinarse a partir de un numero de electrones
N y un potencial quimico externo. Permitiendo obtener propiedades globales o
propiedades locales, es decir, la variacion de energia que sufre el sistema con
respecto al potencial quimico, en dependencia de la posicidn electrénica, conocido

generalmente como indice de selectividad o funciones de Fukui [71].
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Mediante las funciones condensadas de Fukui es posible determinar propiedades
como reactividad quimica presente en un sistema. En este caso a la molécula
optimizada se le quita un electrén para dejarla deficiente de densidad electronica y
de esa forma ver como se reorganizan todos los electrones e interpretar la zona de
la molécula donde es mas susceptible que ocurra un ataque nucleofilico. Por el
contrario para el caso electrdfilico se le agrega un electron a la molécula para dejarla
con un exceso de ellos y poder interpretar la zona susceptible a un ataque de este
tipo [68].

2.8.3 Energias de reaccion

La energia de reaccion es igual a; Ereaccion=Eproductos-Ereactivos Si dicha energia es;

Ereaccion>0; energia de reaccién positiva tiende a los reactivos.

Ereaccisn<0; energia de reaccion negativa tiende a los productos por tanto es una
reaccion espontanea lo que indicaria que ocurre interaccion entre las especies
involucradas en el sistema.

Si dicha energia tiene un valor igual a 0 significa que el sistema tiende al

equilibrio.

2.8.4 Docking (acoplamiento) Molecular

El acoplamiento molecular es un método computacional usado para estudiar el
comportamiento entre dos moléculas y poder interpretar como ocurre su unién. En
el caso de este proyecto para portadores de farmacos el Docking se utilizdé para
determinar el comportamiento entre una macromolécula (gen codificado de la
proteina BRAF: oncogén encargado de activar la reproduccion celular en base a las
necesidades corporales) y una molécula pequefia (carvacrol, rodamina-B,
cloroquina, dacarbazina y un sistema que simula las nanoparticulas a base de silice.
Se realizé un Docking ciego para determinar las poses del gen donde seria mas
favorable que se de la union entre gen-farmaco y posteriormente se realizd un
docking especifico sobre cada una de las poses obtenidas. El programa utilizado

fue Molegro Virtual Docker [72].

49



2.9 Caracterizacion
2.9.1 Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis)

La absorbancia de las nanoparticulas se determind mediante un
espectrofotometro Cary 5000 en el rango de 220-800nm con accesorio para soélidos.
En el caso de las pruebas de liberacion la lectura se realizé de 200-800 nm con
accesorio para liquidos. Todas las mediciones fueron realizadas a temperatura

ambiente.

2.9.2 Espectroscopia Infrarroja por Transformadas de Fourier (FTIR)

Los espectros de infrarrojo (FTIR) se obtuvieron en un rango de 4000-400 cm™y
50 escaneos, con la ayuda de un espectrometro Shimadzu IR-Tracer con accesorio
de ATR, permitieron determinar la presencia de enlaces caracteristicos de las
nanoparticulas de SiO2 como; enlaces Si-OH (silanol) y Si-O-Si (siloxano) presentes
en le estructura, asi como la correcta adsorcion de los farmacos (Carvacrol,

Rodamina-B y Cloroquina). Las mediciones se realizaron a temperatura ambiente.

2.9.3 Difraccion de Rayos X (DRX)

La determinacion de la fase caracteristica del SiO2 se confirmé mediante analisis
de DRX llevado a cabo en un Difractometro D8 Advance de marca BRUKER, con
un intervalo de barrido en 26 de 5° a 80°, una radiacién con lampara de Cobre con
A=1.45 y una velocidad angular estandar de 0.04 °/s. El porta muestras utilizado fue

de aluminio.

2.9.4 Fisisorcion de nitrégeno (BET)

La obtencién de propiedades texturales de las nanoparticulas (area superficial,
tamafio y volumen de poro) se realizd mediante un equipo NOVA-3200e, con un
tiempo de desgasificacion de 18 hr y una temperatura de 120°C, un rango de P/Po

de 0.005-0.095 con 30 puntos de adsorcién y desorcion.
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2.9.5 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La caracterizacion respecto a la morfologia semiesférica de las nanoparticulas,
el tamafio de particula y la composicion quimica puntual de las mismas se llevé a
cabo en un Microscopio Electronico de Barrido Dual Beam (FIB/SEM) FEI-Helios
Nanolab 600, con una aceleracion de 15 kV, asi mismo, se realizd un analisis
guimico elemental por EDS (espectroscopia de energia dispersiva) mediante

electrones secundarios.

2.9.6 Microscopia electronica de transmision (TEM)
La porosidad de las nanoparticulas a base de silice se corroboro mediante
analisis TEM en un microscopio HR-TEM FEI Tecnai F30 (300 keV), la informacion

obtenida se analiz6 mediante el software Digital Micrograph.
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Nanoparticulas a base de silice

3.1.1 Composicidn quimica de las nanoparticulas a base de silice

La sintesis se realiz6 a diferentes temperaturas, 45C, T ambiente (entre 27 Cy
30C) y 20C, con la finalidad de poder determinar las condiciones 6ptimas de
sintesis asi como la variacién en cuanto a morfologia, tamafio de particula y area
superficial.

Las nanoparticulas se caracterizaron mediante FTIR (figura 5a), en las tres
muestras se presentan las mismas bandas vibracionales que de acuerdo a Gui-Long
y colaboradores (figura 5b) corresponden a los grupos de tipo Si-O-Si, en 447 cm?
y 582 cm debidos a estiramientos o flexiones simétricas y en 1060 cm* debidos
vibraciones asimétricas. Aparecen las bandas correspondientes a grupos de tipo Si-
OH en 820 cm™ y 1060 cm™. Por ultimo la banda en 3690 cm™ corresponde a la
presencia de grupos OH absorbidos, debidos a la presencia de grupos Si-OH

superficiales.
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Figura 5; a) Espectro FTIR correspondiente a nanoparticulas a 45TC, ~30 C y 20 C. b)
Espectro FTIR (banda a) referencia de literatura [73].
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Figura 6; Espectro UV-Vis correspondiente a las nanoparticulas a 45TC, ~30C y 20 C.

En el caso del UV-Vis (figura 6) la banda caracteristica de mayor absorbancia se
muestra entre 300 nm y 350 nm para las tres muestras, corresponde al grupo
siloxano (Si-O-Si) [74, 75]. El SiO2 tiene como caracteristica una baja absorcion de
la luz, debido a su elevado indice de refraccion (1.46), este describe que tan rapido
puede viajar la luz a través del material. La disminucién en la curva de absorcién
representa la reflexion de luz presente en el material. El ruido (pequefias bandas
después de los 450 nm) presente en el espectro puede atribuirse a que el blanco
usado como referencia para el andlisis, en esa zona fue absorbiendo mas luz que

las propias muestras de SiO2[74, 75].

3.1.2 Andlisis estructural de las nanoparticulas a base de silice

La figura 7 corresponde al patron de difraccidén de rayos X de las nanoparticulas,
pertenece a la fase cristobalita de la silice [76], hace referencia a la silice amorfa,
es decir, la disposicion de sus moléculas se distribuye de forma aleatoria, lo cual se
ve reflejado con la presencia de un pico ancho en 22 respecto 26. El ancho de los
picos esta relacionado a la presencia de mesoporos en el material debido al uso de
CTAB como surfactante [76].
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Figura 7; Difractograma correspondiente a las nanoparticulas a 45T, ~30C y 20 C.

De igual forma se puede corroborar que las variaciones de temperatura no

generaron cambios estructurales en las nanopatrticulas, ya que no hay presencia de

picos extra al mencionado. Pero si refleja un cambio en la intensidad de los picos,

que puede relacionarse a la variacion de tamafio de particula, para poder afirmarlo

es necesario realizar un analisis SEM o TEM.

3.1.3 Analisis respecto a textura superficial de las nanoparticulas a base de silice

Se realizaron pruebas de fisisorcion de nitrégeno para obtener informacién

textural de las nanoparticulas y poder determinar tanto su porosidad como su area

superficial, los resultados obtenidos se muestran en la figura 8.
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Figura 8; Isotermas correspondientes a andlisis de fisisorcion de N, para /las
nanoparticulas; a) 45C, b) 30C y c) 20 C.

De acuerdo a la IUPAC las nanopatrticulas presentan una isoterma del tipo 1V, la
cual es caracteristica de los so6lidos mesoporosos (tamafio de poro entre 2 nm a 50
nm), se produce adsorcién en multicapas, en este tipo de isotermas es comdn que
se desarrollen ciclos de histéresis, ya que la curva de adsorcién y desorcidon no
coinciden. En cuanto al tipo de histéresis que presentan las nanoparticulas a 45C
(figura 8a) se tiene el tipo H3 y H4 relacionado a la presencia de adsorbentes micro
Yy Mesoporosos, con un tipo de poro en forma de lamina, tiene un volumen de poro
de 1.16 cc/g, un didmetro de poro de 3.45 nm y un area superficial de 570.92 m?/g.
Para las nanoparticulas a ~30C (figura 8b) y a 20C (figura 8c) la histéresis
corresponde al tipo H3, referente a la presencia de poros en forma de lamina con
una estructura desordenada, para este caso. Respecto al volumen de poro para las
nanoparticulas a ~30 C es de 0.75 cc/g, diametro de poro de 3.43 nm y un area de
634.47 m?/g, para las nanoparticulas a 20 'C el volumen de poro correspondiente es
de 0.86 cc/g, diametro de poro de 3.19 nm y area respectiva de 706.74 m?/g. Los
resultados obtenidos son comparables con los reportados en la literatura, ya que
con materiales a base de silice sintetizados mediante sol-gel, puede obtenerse un
area superficial de 300 a 700 m?/g y un volumen de poro entre 0.2 y 0.7 cc/g [77,
78]. Las diferencias presentadas en el area superficial de las muestras puede
relacionarse con el tamafio de particula, a mayor tamafio de particula, menor es el

area superficial que presentan.
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3.1.3 Analisis morfolégico de las nanoparticulas a base de silice

Para determinar la morfologia y tamafio de particula, se caracterizaron las

nanoparticulas mediante microscopia electronica de barrido (figura 9 a, d, g) y

microscopia electronica de transmision (figura 9 b, e, h).
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Figura 9; Micrografias correspondientes a analisis SEM a 20000x magnificaciones (a, d,
g), TEM a 100 nm aumentos (b, e,h) e Histogramas de tamafio promedio de particula (c,
f,i). a-b-c) a 45T, d-e-f)a ~30TC y g-h-i) a 20 C.
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Se puede determinar que en los tres casos las nanoparticulas a base de silice
se presentan en forma de cumulo, con morfologia cuasi-esférica, se aprecia una
alta porosidad homogénea en la superficie, lo cual se confirma con microscopia de
transmision y el andlisis de fisisorcion de N2, cualidad que es indispensable para la
funcionalidad del material como potencial acarreador de farmacos. De acuerdo a la
literatura estas semi-esferas tienen similitud de crecimiento comparable con las
dentritas [64].

El tamafio promedio de particula se determin6 mediante un andlisis estadistico,
es decir el conteo de 100 nanoparticulas para cada caso (se hizo uso del software
ImageJd), en referencia a las nanoparticulas a 45 C (figura 9c) el tamafio es de 33
nm, con una desviacion estandar de 9.9, para las nanoparticulas a ~30 C (figura 9f)
se cuenta con un tamafio predominate de 25 nm, con una desviacion estandar de
11.6 y para el ultimo caso nanoparticulas a 20 C (figura 9i) el tamafio promedio es
de 28 nm, con una desviacién estandar de 7.5, lo que refleja que a menor velocidad
de reaccién se obtiene un tamafio de particula menor. Esto estd relacionado
directamente con la variacién de temperatura y la velocidad de adicién de los
precursores empleados en el proceso de sol-gel, si bien, la metodologia fue la
misma, puede considerarse la posibilidad de una variacion debido a las propiedades
de los materiales de cristal empleados.

De acuerdo a reportes de la literatura, las nanoparticulas obtenidas estan dentro
del rango reportado, ya que en dependencia a la variacion de parametros, pueden

obtenerse particulas desde 5 nm hasta 2 um [79].

El método de sintesis por sol-gel para la obtencion de nanoparticulas a base de
silice, resulté exitoso para las tres variaciones de temperatura, pero debido a que
se necesita un area superficial elevada para que tenga potencial como liberador de
farmacos, se optd por utilizar las nanoparticulas cuasi-esféricas obtenidas a 20C
para las pruebas de absorcion y liberacion posteriores de farmacos. Se obtuvo una
fase para la silice perteneciente a la cristobalita, con mesoporosidad ordenada y
homogénea, un area superficial de 706.74 m?/g y un didmetro de poro de 3.19 nm.

De acuerdo al andlisis FTIR realizado se presentan los grupos funcionales Si-O-Si
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y Si-OH, que dan propiedades como estabilidad quimica y mecanica, ademas de
gue permiten la union del farmaco a su superficie mediante enlaces fuertes de union.
Por lo tanto las nanoparticulas obtenidas presentan potencial para utilizarse en
sistemas de portacion y liberacion de farmacos. El sistema actuara de la siguiente
manera (figura 10): se parte de las nanoparticulas las cuales seran cargadas con
los farmacos carvacrol, cloroquina y rodamina, permitiendo obtener un sistema
portador, en seguida mediante cambios de temperatura o pH se comenzaran a
romper los enlaces farmaco-nanoparticula que dara inicio a la liberacion controlada

del farmaco respectivo.
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Figura 10; diagrama referente al funcionamiento del sistema portador y liberador de farmacos
con las nanoparticulas a base de silice obtenidas a 20 C

Una vez sintetizadas y caracterizadas las nanoparticulas, conociendo los grupos
funcionales y enlaces involucrados, se empled el uso de simulaciébn computacional
para determinar como se llevaria a cabo la interaccién entre moléculas, es decir,
nanoparticulas-farmaco y poder determinar si es viable que se lleve a cabo el
proceso de adsorcion y liberacion de los respectivos farmacos en un medio
fisiologico simulado.

Es importante mencionar que se evalu6 el comportamiento del quitosano in silico,
ya que, una alternativa planteada para investigaciones posteriores es adicionar

dentro del sistema un polimero (quitosano, alginato) con la finalidad de evaluar los
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cambios en su estabilidad de forma experimental, provocando cambios en las
interfaces presentes [80].

Ademas el polimero actuara como una especie de valvula, que al ser sometida a
un cambio de pH menor a 6 o temperatura comenzara a degradarse liberando el
farmaco de forma controlada [5, 45]. Dentro de las nanoparticulas organicas
(polimeros) se encuentra el quitosano, el cual presenta grupos amino dandole una
naturaleza cationica al mismo, lo que genera la propiedad de mucoadhesividad,
convirtiéendolo en un prometedor portador de farmacos dentro de un sistema de
liberacién. Es soluble en soluciones &cidas, pero insoluble en agua. Su naturaleza
es protonada y policatidnica, es biodegradable, biocompatible, no toxico [81].

La membrana mucosa esta formada por glicoproteinas de mucina con funciones
anidnicas (acido sulfénico y sialico) los cuales pueden interaccionar con el grupo
cationico del quitosano, creando interacciones ionicas entre los mismos, lo que a su
vez, origina mucohadesividad en el quitosano, esto permite retener el portador del
farmaco por periodos prolongados dentro del cuerpo humano, logrando tener una
liberacion mas controlada del mismo, es decir, el quitosano forma
entrecruzamientos idnicos que forman complejos estables por lo tanto el farmaco se
liberara de forma controlada por mayor tiempo, debido a dicha propiedad se puede
ampliar la forma de administracién del farmaco ya no sélo podria ser por via topica
sino que podria administrarse de forma oral, evitando la degradacion metabdlica del
mismo, generando mayor eficiencia en el tratamiento del paciente.

La carga positiva del quitosano ejerce accion sobre las membranas rompiendo
las uniones entre las células, especialmente las uniones estrechas, minimizando la
resistencia eléctrica epitelial optimizando la penetracion del farmaco. Tiene una alta
biocompatibilidad ya que estructural y funcionalmente se parece a los
glicosaminoglicanos presentes en la matriz extracelular del cuerpo humano. Es de
facil degradacion mediante lizosimas y bacterias presentes en el cuerpo humano
(en el colon principalmente). El uso de quitosano es debido a que puede prolongarse

el tiempo de circulacion del farmaco en el sistema humano [81].
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Se cuenta también con un polimero natural de caracter aniénico, conocido como
alginato, dentro de sus propiedades mas relevantes destacan; baja toxicidad,
biocompatibilidad y bajo costo de produccién. Su viscosidad esta relacionada
directamente con el pH, a menor valor de pH la viscosidad es mayor, alcanzando
un valor maximo en 3-3.5 ya que ocurre la protonacion completa de los grupos
carboxilato mediante enlaces de Hidrogeno. En este caso no es conveniente usar
un alginato de alto peso molecular, ya que puede dar paso a soluciones con alta
viscosidad, por ende aumentan las fuerzas de cizallamiento (estrés resultante de
las fuerzas aplicadas sobre un cuerpo, lo que origina deslizamientos en direccién
paralela a un area de contacto) al entrar en contacto con el cuerpo humano, lo que
puede provocar dafio al farmaco adsorbido [82, 83].

Dentro de las aplicaciones mas relevantes del alginato se tiene como agente
espesante, estabilizador, formador de geles en liberacion controlada de farmacos.
Y sus vias de administracion son mediante dosificacion oral, pero se puede hacer
uso de hidrogeles y tener una administracién localizada en los tejidos.
Generalmente se empelan geles de alginato para usos terapéuticos como la
administracion de farmacos de bajo peso molecular (se pueden producir enlaces
primarios o secundarios entre alginato-farmaco lo cual favorece la cinética de
liberacion), estos geles presentan poros de 5 nm aproximadamente. Incluso se
tienen reportes sobre el implemento de alginato-quitosano cuyo desempefio se vio
muy favorable debido a la formacién de complejos idnicos principalmente para la

localizacion dérmica, por ende una buena liberacién de farmaco en la piel [82, 83].

3.2 Funciones condensadas de Fukui

La teoria de funcionales de la densidad (DFT) es un método empleado para
calcular la estructura electronica respecto al estado base de los atomos y moléculas,
dicho de otro modo permite interpretar y predecir el comportamiento de un sistema
complejo a escala atomica. Es muy utilizado debido a que proporciona una buena
calidad de resultados involucrando menor tiempo computacional, es conocido

ademas como método de correlacién-intercambio debido a que se pueden incluir
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pardmetros de ajuste con base a datos experimentales. En DFT no se conocen
funciones exactas de intercambio y correlacion a excepcién de los gases con
electrones libres, por ello es necesario el uso de bases que permiten hacer una
representacion mateméatica de los orbitales moleculares presentes en el interior de
una molécula dando ciertas restricciones a cada uno de los electrones en una
determinada region del espacio asignando un grupo de funcionales base a cada
atomo para obtener una aproximacion de sus orbitales. Existen diferentes tipos de
bases; minimas, valencia desdoblada, doble zeta, polarizadas, entre otras.

En este caso para la obtencion de la informacion siguiente se utilizé el funcional
mO6L [68-70] y la base 6-31G (d, p). Donde el funcional es de tipo local, rapido y
compatible con una gran variedad de software, disefiado para su uso sobre
elementos de los grupos p y s y metales de transicion, muy utilizado en
termoquimica, cinética, interacciones no covalentes. En este funcional el
intercambio ocurre con base a densidades, intercambios exactos (energia de
Hartree-Fock que considera electrones independientes, mismos que generan
funciones de onda) y funciones de peso parametrizadas. Por su parte la base 6-31G
(d, p) involucra funciones correspondientes al momento angular, por lo tanto permite
describir los cambios de densidad electrénica correspondientes a un atomo dentro
de su ambiente molecular, es decir, le da libertar a los orbitales moleculares para
cambiar de forma [69, 70].

6-31G (d, p)

Orbital interno del sistema
representado por una

funcién de 6 gaussianas. Agregado de funciones.

d para atomos pesados.
Orbitales de valencia p para atomos de H.

representados por 2 funciones,
una de 3 gaussianas y otra de 1.

DFT permite obtener informacion respecto a las funciones condensadas de Fukui
gue a su vez permiten determinar la reactividad quimica presente en un sistema,

con las cuales se predice el sitio de una molécula que reaccionaria o interactuaria
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de forma mas rapida ante otra molécula, sustancia o sistema. Para ello se

plantearon los sistemas descritos en la tabla 3 [22-24, 26, 28, 31, 32]:

Tabla 3; Reactividad quimica y propiedades de Carvacrol, Cloroquina, Dacarbazina,

Rodamina-B, TEA, APTES y Quitosano.

REACTIVIDAD
FORMULA

MOLECULA ) e E Fo
QUIMICA (radical

(nucledfilo) (electréfilo) X
libre)

PROPIEDADES

Carvacrol 0.051 0.110 0.109
CuoHuO co cr c

Metabolito secundario, cuya
estructura quimica es un
monoterpenoide fendlico,
actia sobre distintas dianas
farmacolégicas, tiene
propiedades
antiinflamatorias ya que
disminuye la produccién de
prostanoides (acidos grasos
con 20 carbonos). Tiene
efecto antitumoral ya que
induce la apoptosis a través
de la supresién de proteina
quinasa (requla el
crecimiento  celular), el
aumento de estrés oxidativo,
ademas de desactivar
mitégenos (encargados de la
proliferacion celular) [84].
Tienen diversos mecanismos
de accién como, detencion
del ciclo celular, reparacién
de ADN e inhibiciéon de la
angiogénesis, ademas,
reduce la resistencia a
diversos medicamentos. De
acuerdo a Paez-Hernandez
G. y colaboradores el
carvacrol es citotoxico para
las células cancerigenas,
pero induce la proliferacion
de células sanas [85].
Presenta baja solubilidad en
agua y es muy soluble en
alcohol y acetona.

Exhibe bajo coste comercial.

Cloroquina 0.186 0.260 0.061
CusHaeCINS c9 c2 c9

Farmaco perteneciente a la
familia de las 4-
Aminoquinolinas, es usada
en radioterapia y
guimioterapia debido a sus
propiedades antitumorales y
antiinflamatorias. Inhibe la
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replicacion del ADN, ademas
actia directamente en las
mitocondrias alterando el
metabolismo  del  &cido
tricarboxilico, este es uno de
los encargados de mediar la
respiracion celular. Tiene
propiedades antineoplasicas
atribuidas a su mecanismo
de inhibicion de autofagia
(proceso celular encargado
de degradar organulos
dafiados presentes en la
estructura celular,
promoviendo la metastasis).
Evita la resistencia celular a
guimioterapias [86].

Es soluble en agua e
insoluble en alcohol [87, 88].

Dacarbazina
CeH10NsO

0.077
C6

0.057
C5

0.116
C5

Derivado de triazeno
(compuesto inorganico NzHs)
con actividad antineoplasica
(impide crecimientos que
pueden volverse
cancerosos), una vez
activado se convierte en un
cation metildiazonio que
alquila el ADN en todas las
fases del ciclo celular
provocando la apoptosis, es
decir, interactia en el
proceso de sintesis ADN,
ARN vy proteinas, impidiendo
la proliferacion de células
cancerigenas [89].

Utilizado para tratamientos
de cancer de piel (melanoma
maligno metastatizado),
sarcomas de tejido blando y
enfermedades de Hodgkin
[90].

Tiene una vida media entre
19 minutos a 5 horas. Se
metaboliza via hepética.
Comparado con otros
farmacos comerciales por
ejemplo, doxorrubicina,
ciclofosfamida, pentostatina,
paclitaxel, tiene un costo
menor.

Soluble en agua, etanol, PBS
y DMSO [89].
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Rodamina
B
C28H31CIN203

0.047
C18

0.079
Cc8

0.057
C19

Es una sal formada por
cloruros  organicos con
grupos amino como
contraién, pertenece a los
colorantes anfoteros (puede
reaccionar como acido o
como base), usada como
colorante histoldgico, es un
colorante catiénico
fluorescente cuya tincion
serd sobre los nlcleos
celulares o bien en
carbohidratos acidos, esto
ocurre una vez que se
excitan mediante radiacion.
Es un agente terandstico
prometedor para la deteccion
temprana de diversos tipos
de céncer, tiene capacidad
de conjugarse
covalentemente con
farmacos aromaticos
nitrogenados usados en
quimioterapia, permitiendo
su administracién de forma
dirigida hacia las
mitocondrias celulares,
puede fungir como marcador
en la obtencion de imagenes
de fluorescencia, para
deteccion de tumoraciones o
células cancerigenas [91].
Puede detectarse con
facilidad mediante el uso de
técnicas de bajo costo [90,
91].
Soluble en agua [92].

TEA
CeH1sNO3

0.074
o1

0.108
C5

0.125
C1

Compuesto organico
conocido como amina
terciaria, soluble en agua, no
es volatil ni higroscoépico [93].
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Es considerado como agente
de acoplamiento cuya
funcion es proveer enlaces
APTES 0.136 0.081 0.160 entr/e gustratos 'inorgénicos y
CoHuNOSSi c1 c3 c1 organicos, el $| presente en
la molécula brinda una union
fuerte para los sustratos [94].
Soluble en solventes
organicos y agua.

Polimero (polisacérido
alcalino) natural derivado de
la quitina, esta es obtenida
de los crustaceos. Tiene baja
toxicidad, es biodegradable
(mediante azucares
absorbidos por el cuerpo),
biocompatible, biofuncional,
tiene buena permeabilidad,
sensible a exposiciones en

medios acidos
(generalmente las
tumoraciones presentan

ambientes 4&cidos) lo cual
favorece la liberacion de
moléculas activas.

El quitosano puede actuar
como una especie de
vélvula, que al ser sometida
a un cambio de pH (&cido
menor a 6) o temperatura
comenzarda a degradarse y
de esa forma el farmaco
comenzard a liberarse
controladamente. Es un
material poroso, su area
superficial depende de Ila
morfologia (esferas
presentan un &rea de 250-
800 m2/g, por el contrario las
escamas presentan un area
de 1-2 m?/g [82, 83].

0.116 0.064 0.162

Quitosano co ca ca

De forma concreta los sitios mas susceptibles para que las moléculas mostradas
acepten electrones o bien los sitios donde puede ocurrir una interaccion ante otro
sistema son;
=>» Carvacrol: el carbono 7 (marcado por un recuadro verde en la tabla 3) se va a

unir o tener reactividad con un sistema que presente caracter electofilico, es

decir que tenga una deficiencia de electrones, debido a que este tiene un exceso
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de ellos. En otros términos el carbono 7 (CHs) se va a unir de forma
generalmente covalente a otro sistema.

Cloroquina: el comportamiento es similar al del carvacrol pero en esta ocasion
ocurre en el carbono 2 (grupo Cs3-C-N) (marcado por un recuadro verde en la
tabla 3).

Dacarbazina: en este caso el carbono 5 (marcado por un recuadro verde en la
tabla 3) es susceptible a tener un ataque radicalario, pero debido a que en el
sistema de sintesis no se provén las condiciones adecuadas para que ocurra
dicha reaccion (produccion de radicales libres mediante adicion de iniciadores o
propagadores como peroxidos), el carbono 5 presentara reactividad hacia
grupos nucleofilicos, es decir, el grupo N-CHs se unira mediante un enlace
covalente hacia otro sistema.

Rodamina-B: el carbono 8 (marcado por un recuadro verde en la tabla 3) se va
a unir o tener reactividad con un sistema que presente caracter electofilico. En
términos generales el carbono 8 (-CH2-CHs) se va a unir de forma covalente a
otro sistema, mismo comportamiento que presenta el carvacrol.
Trietanolamina (TEA): en este caso el carbono 5 (marcado por un recuadro
verde en la tabla 3) es susceptible a tener un ataque radicalario, pero debido a
gue en el sistema de sintesis no se provén las condiciones adecuadas para que
ocurra dicha reaccion (produccion de radicales libres mediante adicién de
iniciadores o propagadores como peroxidos), el carbono 5 presentara reactividad
hacia grupos electorfilicos, es decir, el grupo CH2-CH2-N dona electrones.
3-Aminopropiltrietoxisilano (APTES): caso similar que para el TEA, en el
desarrollo practico no se dan las condiciones necesarias para que pueda ocurrir
una reaccion de radicales libres, por lo que el carbono 1 recibird un ataque
nucleofilico, en este caso hay deficiencia de electrones por lo cual se sentira
atraido por un sistema con exceso de ellos. Al grupo CH2-CH2-Si (marcado por
un recuadro verde en la tabla 3) le donan un par de electrones provenientes de
otro sistema, se unen mediante enlaces covalentes.

Quitosano: el comportamiento es igual que en el caso del APTES, sé6lo que en

este caso cambia la posicion al carbono 2 (C-OH) (marcado por un recuadro
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verde en la tabla 3) se unird o reaccionara mediante enlace covalente a un

nucledfilo.

Una vez conocidas las zonas reactivas de los sistemas involucrados, es
importante determinar la energia de sus orbitales moleculares, para saber si dicha

interaccién es viable y si la unién sera fuerte o no.

3.3 Propiedades electronicas de las moléculas

Los orbitales moleculares son importantes debido a que son los encargados del
transito de electrones que da paso a los procesos quimicos. Una reaccidén ocurre
mediante el solapamiento de los orbitales vacios de un sistema y los orbitales llenos
de otro sistema y viceversa, una interaccion mas fuerte ocurre si la energia entre
orbitales moleculares es menor, dichas interacciones se producen entre los orbitales
de frontera (HOMO y LUMO) [95].

HOMO es el Orbital Molecular mas alto ocupado (Highest Occupied Molecular
Orbital), el cual es el ultimo de los orbitales que se encuentra doblemente ocupado
y muestra donde se encuentra el par de electrones que la molécula puede perder o
ceder con mayor facilidad. Y el LUMO que es el Orbital Molecular vacante mas bajo
(Lowest Unoccupied Molecular Orbital) refleja el sitio de la molécula que puede
aceptar un par de electrones con mayor facilidad. En la figura 11 se presentan los
orbitales HOMO y LUMO de cada molécula, asi como su energia GAP.

Cabe recalcar que las moléculas se modelaron con ayuda del software Avogadro
[62-64] y se mandaron optimizar en Gaussian 09 [68-72], con la finalidad de
encontrar la estructura mas estable y funcional posible para cada caso. La
determinacién de la energia de banda prohibida, (mediante la diferencia de energias
HOMO-LUMO) permite justificar la energia necesaria para que se lleve a cabo una
reaccion.

Los resultados obtenidos son los mostrados de igual forma en la figura 11, donde
se plasman las moléculas optimizadas y los modelos 3D de la distribucion de

orbitales de frontera HOMO y LUMO. El valor de GAP para cada caso es el
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siguiente; CAR = 4.753 eV, Cloroquina = 1.911 eV, Dacarbazina = 2.779 eV, TEA =
6.863 eV, APTES =6.997 eV, Rh-B = 0.156 eV y Qt = 7.006 eV.

CARVACROL

LUMO

/

.

HOMO

ClOHIAO

GAP =-5.127eV - (-0.374eV) = 4.753eV

CLOROQUINA

CgHy6CIN, HOMO

GAP = -4.064eV — (-2.153eV) = 1.911eV
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DACARBAZINA

LUMO

HOMO
C.H, N0

6 106

GAP =-5.023eV - (-2.244eV) = 2.779eV

RODAMINA - B

e
o
T

HOMO

C,HsCIN,0,

GAP = -3.403eV - (-3.247eV) = 0.156eV

TEA

(%
HOMO

c6H15NO3

GAP = -4.966eV - (1.897eV) = 6.863eV

o
A
-
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APTES
LUMO
/ .
\\\\\\\‘ HOMO
(%
. ¢
C,H,NOSi

GAP = -5.314eV - (1.683eV) = 6.997eV

QUITOSANO
/ e

[ & \\\\\\\‘
HOMO

GAP =-5.477eV - (1.529eV) = 7.006eV

C

Figura 11; Moléculas optimizadas y modelos 3D de los orbitales HUMO y LUMO de
Carvacrol, Cloroquina, Dacarbazina, Rodamina-B, Trietanolamina, APTES y Quitosano.

Con esto y la prediccion de los sitios reactivos de la molécula, se puede
determinar, por ejemplo; como un nucledfilo ataca un orbital HOMO y al mismo
tiempo coloca sus electrones excedentes en el LUMO, es decir, se pueden predecir
los sitios de la molécula donde se hacen las uniones hacia otras moléculas y por lo
tanto ocurren las reacciones.

El paso siguiente es conocer si dichas reacciones se llevaran a cabo de forma

espontanea o si sera necesario el uso de energia extra dentro del sistema.
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3.4 Energias de reaccion

En referencia a los resultados anteriores se plantearon los siguientes sistemas
(tabla 4) para conocer su energia de reaccion. Se sabe que Ereaccisn = Eproductos -
Ereactivos Si dicha energia es Ereaccion > 0 la energia de reaccion es positiva por tanto
tiende a los reactivos, si Ereaccisn < O la energia de reaccion es negativa tiende a los
productos, por tanto, es una reaccion espontanea lo que indicaria que ocurre
interaccion entre las especies involucradas en el sistema. Si dicha energia tiene un
valor igual a O significa que el sistema tiende al equilibrio.

Siempre ocurre un intercambio de energia en una reaccion o sistema ya sea que
se absorba o genere calor, o bien se libere energia por el rompimiento de un enlace
0 se absorba debido a la formacion de enlaces nuevos. En este caso la energia libre
de Gibbs en un sistema representa la cantidad de energia que puede utilizar dicho
sistema para realizar un trabajo, permite predecir si la reaccion se llevara a cabo de
forma espontanea o es necesario suministrarle energia extra para que pueda
llevarse a cabo. Esta energia va de un estado inicial, es decir, los reactivos, a un

estado final conocido como los productos.

Tabla 4; Energia de reaccion entre las nanoparticulas, farmacos, medios de
funcionalizacién y quitosano.

ENERGIA DE
COMPUESTO ESTRUCTURA ]
REACCION
AG =-118.507
SiO2+CAR ¢ kcal/mol
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SiOx+Cloroquina

SiO,+Dacarbazina

SiO+TEA

SiO2+Quitosano

¢

AG = -41.375

kcal/mol

AG =-94.994

kcal/mol

AG =71.661
kcal/mol

AG = -112.409
kcal/mol
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Quitosano+Carvacrol AG =-0.621
kcal/mol

. . ¢ AG =-108.005
Quitosano+Cloroquina keal/mol
(%
Quitosano+Dacarbazina AG = -194.149
. kcal/mol
¢
AG = -455.652
SiOz+Quitosano+Cloroquina
kcal/mol
(%
SiO,+Quitosano+Dacarbazina e AG = -201.224
kcal/mol
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Con base en lo anterior se deduce que los sistemas, SiO2+CAR (AG =-118.507
kcal/mol), SiOz2+Cloroquina (AG = -41.375 kcal/mol), SiOz2+Dacarbazina (AG = -
94.994 kcal/mol), SiO2+Quitosano (AG = -112.409 kcal/mol), Quitosano+Carvacrol
(AG = -0.621 kcal/mol), Quitosano+Cloroquina (AG = -108.005 kcal/mol),
Quitosano+Dacarbazina (AG = -194.149 kcal/mol), SiO2+Quitosano+Cloroquina
(AG = -455.652 kcal/mol), SiO2+Quitosano+Dacarbazina (AG = -201.224 kcal/mol),
reaccionaran de forma espontanea, es decir son sistemas viables para que
interaccionen entre si, dando potencial en su aplicacion como portadores y
liberadores de los respectivos farmacos. Respecto al sistema SiO2+TEA (AG =
71.661 kcal/mol) se obtuvo un AG positivo por lo que las reacciones no son
espontaneas y necesitan un aporte de energia extra para que se lleven a cabo. En
este caso no quiere decir que la reaccion no pueda ocurrir de forma espontanea por
ningun medio, seria necesario girar las moléculas de SiO2 y TEA eligiendo zonas
con mas grados de libertad o bien donde los grupos funcionales involucrados estén
més libres y evaluar sus cambios de energia. Debido a fallas ocurridas en la
supercomputadora utilizada para los calculos los resultados de dichas variaciones
energéticas no pudieron ser reportados en este proyecto, pero se tienen

contemplados para investigaciones posteriores.

El uso de DFT resulté viable para determinar que las nanoparticulas a base de
silice son candidatas para utilizarse como un portador de farmacos, ya que, los
grupos funcionales y zonas susceptibles donde se dara la unién entre nanoparticula-
farmaco mediante ataques nucleofilicos o electrofilicos, que se traduce a la
formacion de enlaces covalentes, ocurriran de forma espontanea, lo que permite
gue el proceso de adsorcion y liberacion puedan llevarse a cabo de forma

experimental.

75



3.5 Pruebas de adsorcion y liberacion

La capacidad de adsorcion de las nanoparticulas se prob6 con las moléculas
modelo Rodamina-B, Carvacrol y Cloroquina. Mediante espectroscopia UV-Vis se
determind la cantidad adsorbida del farmaco después de 48 horas. Los valores

obtenidos se muestran en la tabla 5.

Tabla 5; cantidad y eficiencia de carga en el proceso de adsorcion de farmacos.

MOLECULA Rodamina-B Cravacrol Cloroquina
ABSORBANCIA (nm) 527 273 221
mg utilizados 30 30 30
ppm a adsorber 8.4 16.4 14.0
ppm
NPs adsorbidas 7.8 1.8 13.5
Eficiencia de
carga (%) 92.8 11.3 96.5
mg utilizados -—- 30
ppm a adsorber --- 22.5
- ppm .
Al adsorbidas 1.8
Eficiencia de
carga (%) - 8.3
mg utilizados 15 15 15
ppm a adsorber 12.8 23.2 18.4
- ppm
NPs-FA adsorbidas 1.7 1.5 3.2
Eficiencia de
carga (%) 13.2 6.7 17.6

Considerando las cantidades de farmaco adsorbidas se evalud su liberacion.
Comenzado con la rodamina-b (figura 12), usando NPs y NPsFA, en el primer caso
para la adsorcion se suspendieron 30 mg de nanoparticulas en 15 mL de solucién
Rh-B en PBS (8.4 ppm) de las cuales se adsorbieron 7.8 ppm, lo que quiere decir
gue se tiene una eficiencia de carga en el material de 92.8%. En el caso de las
NPsFA se usaron 15 mg en 15 mL de solucion Rh-B/PBS (12.8 ppm), de las cuales
se adsorbieron 1.7 ppm, dando una eficiencia de carga de 13.29%.

Una vez que se funcionalizan las nanoparticulas podemos observar que la
eficiencia de carga decrecié en gran medida, lo cual de acuerdo a la literatura [96]

puede atribuirse a que la superficie del material puede sufrir cambios tanto en area
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superficial como en volumen de poro, debido a que hay un aumento de grupos

funcionales presentes en la misma.

Liberacion de Rh-B en NPs Liberacion de Rh-B en NPs-FA

0.0012 0.0025

0.001 0.002
0.0008 0.0015
0.0006

0.001
0.0004

0.0002 0.0005

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

0 0
0 5 10 15 20 25 30 0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (hr) Tiempo (hr)

Figura 12; Gréficos de liberacién de rodamina-b; a) Monitoreo de liberacion por 24 hr con NPs
b) Monitoreo de liberacién durante 7 hr con NPs-FA.

Respecto a la cantidad de Rodamina-B adsorbida, su liberacion en el PBS (fluido
fisiologico simulado) ocurre de forma lenta y progresiva, por lo tanto el material tiene

potencial para actuar como acarreador y liberador de este farmaco.

En el caso del Carvacrol se evalud la eficiencia de carga con NPs, NPs-FA y NPs-
FT. En el primer caso para la adsorcion, se suspendieron 30 mg de NPs en 15 mL
de solucién CAR en PBS (16.4 ppm) de las cuales se adsorbieron 1.8 ppm, lo que
guiere decir que se tiene una eficiencia de carga en el material de 11.35%. En el
caso de las NPs-FA, se suspendieron 15 mg de NPs en 15 mL de solucion CAR en
PBS (23.2 ppm) de las cuales se adsorbieron 1.5 ppm, lo que quiere decir que se
tiene una eficiencia de carga en el material de 6.72%. Para el tercer caso se
suspendieron 30 mg de NPs-FT en 30 mL de solucion CAR en PBS (22.5 ppm) de
las cuales se adsorbieron 1.8 ppm, lo que quiere decir que se tiene una eficiencia
de carga en el material de 8.30%. Se realizaron variaciones en las relaciones de
adsorcion con el propadsito de determinar si incrementaba la eficiencia de carga o se
mantenia constante. Las eficiencias de carga presentan un decremento una vez que

se evallan las nanoparticulas funcionalizadas.
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Debido a las eficiencias de carga presentadas se optd sélo por evaluar la
liberacion de carvacrol en NPs (figura 13a) y las NPs-FA (figura 13b), ya que fueron

las que presentaron la mayor y menor eficiencia respectivamente.

&
(=)
~

Liberacion de CAR en NPs

0.0006 0.0009

0.0008
0.0005 00007 ’-./.\./.‘\./0——‘
0.0004 0.0006

0.0005

0.0003 0.0004
0.0003
0.0002
0.0001

Liberacion de CAR en NPs-FA
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0.0001

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

0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7
Tiempo (hr) Tiempo (hr)

Figura 13; Gréficos de liberacién de Carvacrol; a) Monitoreo de liberacion por 7 hr con NPs,
b) Monitoreo de liberacién durante 7 hr con NPs-FA.

La cantidad de carvacrol liberada ocurre de forma lenta en ambos casos, la mayor
cantidad de CAR es liberada dentro de 0.5 hry 2 hr para cada caso respectivamente,

en seguida se mantiene una liberacién de forma gradual.

Posteriormente se evaluo la eficiencia de carga de Cloroquina con NPs y NPs-
FA. En el primer caso para la adsorcion, se suspendieron 30 mg de NPs en 15 mL
de solucién de cloroquina en PBS (14 ppm) de las cuales se adsorbieron 13.5 ppm,
lo que quiere decir que se tiene una eficiencia de carga en el material de 96.58%.
En el caso de las NPs-FA se suspendieron 15 mg en 15 mL de solucién de
cloroquina en PBS (18.4 ppm) de las cuales se adsorbieron 3.2 ppm, lo que quiere
decir que se tiene una eficiencia de carga en el material de 17.69%. Las eficiencias
de carga presentan un decremento una vez que se evallan las nanoparticulas
funcionalizadas por ello y debido a los casos anteriores se optd por evaluar la
liberacion Unicamente en las nanoparticulas sin funcionalizar que fueron las que

presentaron mayor porcentaje de carga (figura 14).
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La liberacion de cloroquina ocurre de forma lenta y progresiva durante las 7 hr de
evaluacion, por lo tanto el material se considera con potencial para actuar como

acarreador y liberador de farmacos.

Liberacién de Cloroquina en NPs

0.0016
0.0014
0.0012

0.001
0.0008
0.0006

Concentracion (mg/mL)

0.0004
0.0002

0 2 4 6 8
Tiempo (hr)

Figura 14; Prueba de liberacion correspondiente a la Cloroquina utilizando NPs.

Actualmente en la literatura no se tienen reportes de la eficiencia que tiene el uso
de nanoparticulas a base de silice en combinacién con los farmacos evaluados e
este proyecto, ni de las cantidades liberadas del farmaco respecto a un tiempo
determinado. Hay reportes basados en la liberacién de farmacos como naproxeno,
para el cual su pico maximo ocurre entre 8-10 horas, después de 24 horas aun hay
presencia de farmaco en el torrente sanguineo [97]. Reportes para sustancias como
la nicotina liberadas con este tipo de nanoparticulas indican que ocurre de forma
inmediata y no es controlada [98]. Las nanoparticulas obtenidas en este caso
permiten la liberacién de farmacos de forma lenta y progresiva.

Se sabe que la rodamina-b tiene un tiempo de vida eficiente dentro de las 3
primeras horas en las que ha sido activado, en el caso de la liberacion probada, el
pico maximo se da entre 2 y 5 horas, lo cual permite que la Rh-B sea transportada
al lugar deseado antes de comenzar a degradarse [99]. Para el carvacrol se tienen
reportes sobre su cinética de liberacion, la cual tiene mayor eficiencia después de
24 horas, en este caso el 50% del farmaco adsorbido es liberado dentro de la 1ray
2da hora del proceso, lo cual puede disminuir el tiempo de espera para que

comience a hacer efecto sobre el sistema humano [100]. La cloroquina presenta
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mayor biodisponibilidad entre 2-5 horas en el caso del uso de las NPs después de
las 3 horas se tiene el 15% del farmaco adsorbido indicando que la liberacion es
lenta por lo que el efecto de la cloroquina en el sistema puede durar mas tiempo
disminuyendo la cantidad de dosis requeridas.

Las nanoparticulas no so6lo pueden emplearse para liberacion de farmacos, sino
gue también para degradacion de contaminantes, en cultivos para proveer

nutrientes, entre otros.

El tipo de liberacion que ocurre con el uso de este sistema es controlada, ya que,
el farmaco se va liberando de forma escalonada a través del transcurso del tiempo,
ademas de ser sostenida, es decir, la liberacion se da de forma constante después
de 7 horas de liberacion [101].

Se hizo un ajuste al modelo de Korsmeyer-Peppas para todos los graficos de

liberacion, los resultados se muestran en la tabla 6.

Tabla 6; valores obtenidos del ajuste Korsmeyer-Peppas para las pruebas de liberacion.

CONSTANTE DE MECANISMO DE
FARMACO LIBERACION (k) EXPONENTE (n) LIBERACION
NPs NPs-FT NPs-FA NPs NPs-FT NPs-FA NPs l NPs-FT | NPs-FA
Rodamina-B 0.7 14 | 011 | --- | 0.18
Carvacrol 0.5 0.7 0 0 No Fiksiana
Cloroquina 0.7 0.2

El exponente (n) ayuda a determinar el mecanismo mediante el cual ocurre la
liberacion, cuando el valor de n es menor a 0.5 se considera del tipo no Fiksiana, en
este caso seria de tipo an6mala, es decir, existen procesos simultdneos al
fendmeno de difusién [102-104].

Se pueden atribuir fendbmenos como estrés en el material, es decir, el material
puede hidratarse, hincharse, compactarse, por lo tanto necesita un tiempo de
relajacion debido a la presion osmotica ocasionada en el sistema, una vez
transcurrido dicho tiempo las cadenas que conforman el material se relajan y tienen

la capacidad de expulsar el farmaco disponible en su interior [102-104].
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Con base en la informacion anterior podemos destacar que el proceso de
liberacion mas adecuado ocurre con la cloroquina, ya que ocurre de forma
progresiva al transcurso del tiempo, seguido de la rodamina-b, por dltimo se

encuentra el carvacrol.

3.6 Acoplamiento o Docking Molecular

El acoplamiento molecular tiene como objetivo principal proponer un modelo de
interaccién entre dos moléculas. El Docking se basa en mecanica molecular y el uso
de fisica clasica, se utilizan parametros como angulos de torsion, geometrias y
cargas, para disminuir la diferencia entre dichas predicciones y los resultados
experimentales mediante el uso de ecuaciones parametrizadas con calculos ab initio
0 semiempiricos.

El proceso de Docking molecular se divide en dos etapas: inicialmente se
prepara el ligando y la macromolécula (proteina de interés), con ello se pueden
determinar las posibles cavidades donde los ligandos (en este caso los farmacos)
pueden interactuar con la macromolécula. En seguida se determina si el
acoplamiento es rigido o flexible y por ultimo se establece una busqueda estratégica
de las interacciones de los ligandos [105].

En este proyecto de investigacion la macromolécula utilizada fue la proteina
codificada del gen BRAF (PD 4mnf), es un oncogén con una mutacién que induce
la aparicién de cancer, debido a que tiene como funcién basica la induccion de la
reproduccion celular estrechamente relacionado con el factor de crecimiento
epidérmico que da origen al desarrollo tumoral. Las mutaciones BRAF son
encontradas en mas del 50% de los casos de melanoma, ademas es comun en
cancer de colon, tiroides y ovarios [106].

Se obtuvieron las 5 posibles cavidades (figura 15) donde podia darse la
interaccion ligando proteina, en seguida se realizé un docking ciego sobre toda la
superficie de la macromolécula para determinar en cudl de las cinco cavidades se
anclaban los ligandos (carvacrol, cloroquina, rodamina-b, dacarbazina y SiO2), es

decir, donde es mas favorable que ocurra la interaccién ligando-proteina, en seguida
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se obtuvieron las poses mas favorables donde se unirian los ligandos, posterior a
ello se hizo un nuevo docking ciego sobre las dos cavidades en donde se distribuian

dichos ligandos, que en este caso fueron las cavidades 1y 3.

Figura 15; a) estructura secundaria de la proteina codificada del gen BRAF, de color verde
se muestran las 5 cavidades favorables donde puede darse la interaccién ligando-proteina,
b) estructura secundaria de las poses viables que tomarian los ligandos dentro de la
interaccion (color verde).

En la tabla 7 se muestra la informacion obtenida en los dockings realizados.

Tabla 7; informacion obtenida de los dockings de Rh-B, CAR, CLQ, DAC y SiO; sobre la
proteina codificada del gen BRAF.

DOCKING GENERAL

MOLECULA E LE HBOND ELECTRO Vdw
Rh-B -145.451 -4.407 -1.492 0.958 -41.646
CAR -74.701 -6.791 -2.427 0.666 -27.476
CLQ -103.107 -4.686 -0.450 0.240 -14.370
DAC -89.500 -6.884 -5.396 -0.835 -20.610
SIO2 -108.592 -6.387 -19.996 0 -18.016

CAVIDAD #1
Rh-B -131.374 -3.981 -1.743 -1.280 -41.646
CAR -72.992 -6.635 -3.663 0.147 -27.476
CLQ -121.633 -5.528 -0.638 -0.376 -14.370
DAC -89.776 -6.905 -4.276 -0.074 -24.346
SIO2 -83.492 -4.911 -11.851 0 -18.016
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CAVIDAD #3

Rh-B -129.647 -3.928 -4.969 0.010 -15.517
CAR -69.057 -6.277 -2.159 0.171 -23.039
CLQ -105.849 -4.811 0 0.182 -39.044
DAC -92.220 -7.093 -1.768 0.707 -27.820
SIO2 -112.756 -6.632 -26.305 0 -15.150

Respecto a la eficiencia de ligando (LE), que corresponde a la energia que
aporta cada atomo del ligando a la interaccion en los tres casos, es decir, para el
docking general y el docking en las dos cavidades posteriores el valor mas negativo
corresponde a la dacarbazina (DAC) seguido del carvacrol (CAR), este valor
negativo indica cudl de los ligandos es el que se acopla mejor dentro de la
interaccion proteina-ligando, por ello la cavidad méas favorable es la #3 con la
dacarvazina ya que tiene un valor de -7.093 kcal/mol. El aporte de la energia de
enlace de hidrogeno y la energia electrostatica no es muy relevante, por tanto no
son las que determinan que la dacarbazina es el mejor ligando. El aporte de la
energia de Van der Waals ocupa el segundo lugar en dicha cavidad, con un valor
de -27.8203, lo que da paso a elegir como mejor ligando a la dacarbazina. En
referencia a la informacion anterior se puede determinar que no todos los aportes
energéticos son los mejores para este ligando, por lo que el valor de LE se atribuye
al tamafio de la molécula, ya que es pequefia y la energia aunque es poca se divide

de igual forma entre pocos atomos, convirtiéndolo en el ligando mas eficiente.

Las reglas de Lipinski formuladas en 1997 [107] establecen que para que una
molécula tenga una absorcion adecuada y buena permeacion en el sistema
biologico para poder considerarse como farmaco candidato se debe cumplir lo
siguiente [107];

1. Peso molecular menor a 500 umas.

2. Tener maximo 10 atomos aceptores de enlaces de hidrogeno.

3. Maximo 5 atomos donadores de enlace de hidrégeno.

4. Tener un coeficiente de particion octanol-agua (log P) inferior a 5. Predice la

biodisponibilidad de las moléculas asi como el balance hidrofébico (para ser
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soluble en la sangre) e hidrofilico (para transportarse a través de las
membranas celulares).

5. Tener méximo 5 enlaces rotables.

Con base en dichas reglas se puede determinar que la dacarbazina (figura 16)
es un buen candidato para ser usado en liberacion para tratamientos de cancer de
piel, debido a que cumple con 3 de las reglas plasmadas anteriormente, es una
molécula pequefa, tiene 7 aceptores y 5 donadores de hidrogenos.

Figura 16; molécula de la dacarbazina.

El farmaco que ocupa el segundo lugar en cuanto a mayor eficiencia de ligando

seria el carvacrol, el cual fue evaluado experimentalmente.

Podemos concluir que las nanoparticulas a base de silice tienen potencial como
sistemas portadores y liberadores de farmacos, ya que, la interaccion ligando-
proteina es viable. Los farmacos ideales para utilizar en base a los resultados
experimentales y de simulacién son la cloroquina y el carvacrol, ya que tienen un
proceso de liberacion mas controlado y presentan mayor interaccion con la proteina
codificada del gen BRAF. El sistema nanoparticula—farmaco después de pasar por
pruebas de toxicidad, pruebas in vitro e in vivo, se pretende que sean depositadas
sobre un parche, el cual, pueda ser colocado sobre la piel afectada por células

cancerigenas (figura 17).
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Figura 17; diagrama referente al funcionamiento del sistema portador y liberador de
farmacos con las nanoparticulas a base de silice obtenidas a 20 T sobre el cuerpo
humano.

3.7 Pruebas de estabilidad coloidal

Debido a que los coloides se utilizan para producir una gran cantidad de
productos como bebidas, alimentos, farmacos, entre otros, es importante
asegurarse que estos sean estables, en estos sistemas se presentan dos fases,
generalmente una en estado liquido y otra dispersa en estado sélido, conocidas
como fase continta y fase dispersa respectivamente, debido a que se consideran
como una mezcla homogénea de varias sustancias no presentan estabilidad con el
tiempo, donde la fase dispersa se precipita, provocando una separacion de fases

gue a su vez pueden causar cambios o influir en las propiedades del sistema.
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Existen dos categorias generales de estabilidad que son; estabilidad coloidal
relacionada al cambios de tamafio en las particulas, va en dependencia a las
posibles interacciones que ocurren dentro de un sistema (de tipo Van der Walls,
electrostéticas, estéricas, hidrofobicidad, etc) y la estabilidad gravitatoria esta
relacionada a la capacidad que tienes las particulas para sedimentarse, va en
dependencia de las propiedades reologicas del sistema (viscosidad, tamafio,
densidad de las particulas, carga molecular, punto isoeléctrico, etc.)

En este caso se realiz6 una prueba de estabilidad coloidal para las nanoparticulas
a base de silice, se utilizaron 12 mg de las mismas y se suspendieron en 12 mL de
PBS, transcurridos 10 minutos se sedimentaron, cabe recalcar que no sufrieron un
cambio aparente, por lo que puede considerarse como un sistema estable
coloidalmente pero inestable gravitacionalmente, ya que las particulas descienden
a la superficie debido a la diferencia de densidades. Es por ello que como se
menciond anteriormente, se tiene como perspectiva posterior el adicionar un

polimero al sistema de NPs.
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CONCLUSIONES

El método sol-gel resulté adecuado para la sintesis de nanoparticulas a base
de silice semiesféricas con mesoporosidad ordenada.

La variacion de temperatura (20-45 'C) permitio optimizar la sintesis y obtener
nanoparticulas de 33 nm, 25 nm y 28 nm con mesoporosidad ordenada de
entre 3.1-3.4 nm y una elevada area superficial de 570.92 m?/g, 634.47 m?/g
y 706.74 m?/g.

El tamafio de nanoparticula obtenido (28 nm con una desviacion estandar de
7.5) se considera adecuado para tener una correcta interaccion con las
células, ya que a mayor tamafo las nanoparticulas estarian en el rango de
tamafo de virus y bacterias lo cual aumentaria la posibilidad de rechazo en
el cuerpo humano. Aunque es necesario hacer pruebas de
toxicidad/viabilidad celular.

Se consideran como centros de adsorcion de los farmacos a los grupos
siloxano y silanol presentes en las nanoparticulas.

Se logré la adsorcion directa de los farmacos sobre la superficie de las
nanoparticulas, con eficiencias de carga de; carvarol 11.3%, 8.3% y 6.7%.
Cloroquina con 96.5% y 17.6%. Rodamina-B con 92.8% y 13.2%.

El farmaco mas favorable para que ocurra una adecuada interaccion ligando-
proteina es la dacarbazina seguida por el carvacrol. Con valores en eficiencia
de ligando (LE) entre -6.8 kcal/mol a -7.0 y entre -6.2 a -6.7 kcal/mol,

respectivamente.
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PERSPECTIVAS

Sinterizar un compaosito nanoestructurado con nanoparticulas a base de silice y
un polimero (quitosano, alginato) colocado como recubrimiento o coraza.
Realizar pruebas de liberacion con dacarbazina.

Determinar velocidades para las pruebas de liberacion.

Determinar in silico el pKa y pKb de los sistemas.

Realizar pruebas de adsorcion y liberacion en un medio acido y uno bésico.
Hacer variaciones de concentracion de los farmacos en las pruebas de adsorcion
y liberacién.

Realizar pruebas de citotoxicidad.

Obtener acoplamientos moleculares con proteinas correspondientes a diversos
tipos de cancer.
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ANEXOS
ANEXO 1: CURVAS DE CALIBRACION

Rodamina B (Rh-B)
Se determind la curva de calibracién de Rh-B (figura 18) a partir de una solucién

madre de 30 ppm, posterior a ello se realizaron una serie de diluciones 1 ppm, 2
ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm, 10 ppm, 15 ppm y 20 ppm. La mayor absorbancia se
present6 en 527 nm, asi mismo el coeficiente de correlacion obtenido fue de 0.9995.

CURVA DE CALIBRACION RODAMINA-B

g o

S o |l et

g 12 ----- L

S e

8 1 o y=0.1194x + 0.018
< o5 Y R2=0.9995

0 5 10 15 20 25
Concentracion (ppm)

Figura 18; Curva de calibracion correspondiente a la Rodamina-B

Carvacrol (CAR)

Se determind la curva de calibracion de CAR (figura 19) a partir de una solucion
madre de 50 ppm, posterior a ello se realizaron una serie de diluciones a 0.1 ppm,
0.3 ppm, 0.5 ppm, 1 ppm, 3 ppm y 10 ppm. La mayor absorbancia se present6 en

273 nm, asi mismo el coeficiente de correlacién obtenido fue de 0.9994.

CURVA DE CALIBRACION CARVACROL

©
S 0.35
% 0.3
o 0.25
S 02
§ Obli y = 0.0407x + 3E-05

. o

O R? = 0.9994
0
0 2 ‘ 8 8 10 2 Figura 19; Curva de calibracion
Concentracion (ppm) correspondiente al Carvacrol
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Cloroquina

Se determiné la curva de calibracién de Cloroquina (figura 20) a partir de una
solucion madre de 30 ppm, posterior a ello se realizaron una serie de diluciones a
0.1 ppm, 0.3 ppm, 0.5 ppm, 1 ppm, 3 ppm, 5 ppm y 10 ppm. La mayor absorbancia

se presento en 221 nm, asi mismo el coeficiente de correlacion fue 0.998.

CURVA DE CALIBRACION DE CLOROQUINA
0.7

0.6 ¢ ]
0.5

0.4

0.3

0.2 ,/ y = 0.0606x + 0.0118
0.1 / R2=0.998

.O €@’
0 2 4 6 8 10 12
Concentracion (ppm)

Absorbancia

Figura 20; Curva de calibracién correspondiente a la Cloroquina.
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ANEXO 2: ETAPAS DEL DESARROLLO DE FARMACOS

Es necesario realizar una evaluacion de los farmacos para poder determinar sus
beneficios y riesgos ante su uso en cualquier intervencion terapéutica. Para ello las
compafiias farmacéuticas hacen una serie de pruebas exigidas por autoridades
sanitarias investigando tanto la eficiencia como la seguridad de los nuevos
farmacos. México se rige por las normas de la FDA (Food and Drug Administration),
las fases de desarrollo que se exigen son las siguientes [108]:

Primera: fase de obtencion, donde debe explicarse el método empleado para

desarrollar el farmaco, si se trata de una extraccién de un principio activo, si fue
modificacion de alguna molécula conocida, si se trata de una sintesis quimica nueva
o bien el disefio racional de un farmaco, entre otros.

Segunda: fase preclinica, deben conocerse todas las propiedades fisicoquimicas

de la molécula (estructura, peso molecular, solubilidad, puntos de fusion y ebullicion,
espectros UV, entre otros). Y fase bioldgica, donde se debe tener una aproximacion
del perfil farmacocinético y farmacodinamico del farmaco en dos especies animales

diferentes incluyendo pruebas de toxicidad a corto y largo plazo.

Tercera: estudios clinicos, consiste en los procesos de evaluacion del farmaco
en el ser humano con la finalidad de determinar la eficacia y poder determinar las
dosis terapéuticas adecuadas, ademas de poder investigar sus reacciones adversas
para poder establecer los medios de seguridad adecuados. Las primeras pruebas
se llevan a cabo en personas sanas, se suministran distintas concentraciones que
permiten determinar las dosis terapéuticas adecuadas sin producir efectos
adversos, de igual manera se determina la biodisponibilidad, el mecanismo de
absorcion, su distribucién, metabolismo y mecanismo de expulsion del cuerpo
humano, participan unicamente entre 20-50 personas.

En seguida se determina la eficacia terapéutica como dosis Utiles, tolerabilidad
y seguridad del farmaco, por lo que participan pacientes que padecen la enfermedad
para la cual sera usado el farmaco, el grupo de personas va entre 50 a 500

pacientes. Después se hacen pruebas con grupos de hasta 40,000 voluntarios.
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Cuarta: una vez que el farmaco es aceptado por la FDA se hace un proceso de

farmacovigilancia que consiste en establecer aspectos importantes como

posibilidad de nuevas vias de administracion del farmaco, establecer seguridad y
efectividad en los diferentes grupos poblacionales (nifios, embarazadas, personas

con insuficiencia renal o hepatica, etc.).

94



ANEXO 3: CLASIFICACION DE ISOTERMAS E HISTERESIS DE LA IUPAC

La Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) clasifica las
isotermas de adsorcion en 6 tipos (figura 21) [109]:

I: conocida como isoterma de Langmuir, caracteristica de solidos microporosos.

II: carcateristica en la adsorcion de solidos no porosos 0 macroporosos.

lll: carcateristica de los sistemas con interaccion débil entre asdorbente-
adsorbato, por lo que los valores de adsorcion son despreciables.

IV: caracteristica de materiales mesoporosos, la adsorcion comienza con la
formacion lineal de una monocapa y conforme aumenta la presién se producen
multicapas. En este caso generalmente se presenta un ciclo de histéresis, es decir,
el proceso de adsorcion no coincide con el proceso de desorcion, fenbmeno
relacionado al llenado y vaciado de los mesoporos.

V: isoterma poco comun, donde la interaccion adsorbente-adsorbato es débil e
indica la presencia de adsobentes porosos.

VI: carcateristica en una adsorcion por multicapas y refleja una superficie porosa

uniforme.

i

H3 H4

Cantidad absorbida
Cantidad absorbida

Presion relativa —*
Presion relativa —*

Figura 21; a) tipos de isotermas de adsorcion y b) ciclos de histéresis de acuerdo a la
clasificacion IUPAC [109].

La histéresis se presenta cuando ocurre una adsorcién en multicapas y su forma

describe la estructura de los poros. Se clasifican como (figura 21) [109]:
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H1: poros cilindricos, relacionado a aglomerados de forma esférica, ordenados
con distribucion de poro estrecha.

H2: poros en forma de cuello de botella.

H3: poros en forma de laminas.

H4: poros en forma de laminas estrechos, indicando ademas la presencia de

MiCroporos.
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