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Resumen y Abstract IX

Resumen

Las nanoparticulas de silice SiO,, estan siendo altamente utilizadas en el campo
biol6gico, como medios para producir biosensores, bioimagenes, dispositivos para el
diagnostico de enfermedades e incluso para encapsulacion y liberacion de farmacos.
Estas aplicaciones se presentan gracias a que las nanoparticulas de SiO, son
biol6gicamente inertes, estables y biocompatibles, y a que la quimica de las superficies de
los silanos es tan amplia que, tedéricamente se podria unir a ellas cualquier grupo

funcional organico mediante el uso de precursores organosilanos.

En el presente trabajo se muestra la sintesis de nanoparticulas de silice mediante el
método de sol-gel asistido por microemulsién de micelas inversas utilizando como
reactivos Tetraetilortosilicato, Triton x-100, Ciclohexano, Metanol y H,O. Fueron
analizados los parametros de sintesis h= [H,0]/ [TEOS], r= [Metanol]/[Triton x-100],
R=[H,O]/[Triton X-100] y tiempo (t) que tienen influencia en el tamafio y morfologia de la
particula. Las particulas obtenidas fueron caracterizadas en su tamafio, morfologia,
estructura, y dispersion. Una vez obtenidas las nanoparticulas se encapsulé en ellas un
farmaco de uso comun. Para ello se usaron 5-fluorouracilo e ibuprofeno como farmacos
de prueba. Posteriormente se estudié la cinética de la liberacion del farmaco en PBS. La
eficiencia de encapsulamiento de los farmacos dentro de las nanoparticulas se probd
mediante microscopia electronica de transmision (TEM), microscopia electrénica de
barrido (SEM), Difraccion de rayos X (XRD), Espectroscopia Infrarroja con Transformada
de Fourier (FTIR), Espectroscopia RAMAN, Dispersion dinamica de luz (DLS ),
Espectrofotometria uv- visible y cromatografia liquida (HPLC).

Se evalu6é ademas, la citotoxicidad y el efecto clastogénico de nanoparticulas de silice

obtenidas por medio de pruebas de viabilidad celular, azul de tripano y test cometa.

Palabras clave: Sol-gel, micelas inversas, encapsulacion de farmacos, nanoparticulas de

silice
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Abstract

SiO, silica nanoparticles, have been increasingly used in the biological field, as means to
produce biosensors, bioimaging, devices for diagnosing diseases and even for
encapsulation and drug delivery. These applications are presented through SiO,
nanoparticles that are biologically inert, stable and biocompatible, as the surface chemistry
of the silanes is so wide that, theoretically they could be attached to any organic functional

group precursor using organosilanes.

This paper describes the synthesis of silica nanoparticles by sol-gel method assisted
reverse micelle microemulsion using tetraethylorthosilicate as reagents, Triton X-100,
Cyclohexane, Methanol and H,O. Were analyzed synthesis parameters h = [H,0] /
[TEOS], p = [methanol] / [Triton X-100], R = [H,O] / [Triton X-100] and time (t) that
influence The size and morphology of the particle. The obtained particles were
characterized by their size, morphology, structure, and dispersion. Once obtained
nanoparticles encapsulated therein a drug commonly used. To this were used 5-
fluorouracil, and ibuprofen as test drugs. Subsequently studied the kinetics of drug release
in PBS. The encapsulation efficiency of drugs within the nanoparticles was tested by
transmission electron microscopy (TEM), scanning electron microscopy (SEM), X-ray
Diffraction (XRD), spectroscopy Fourier transform infrared (FTIR), Raman , dynamic light
scattering (DLS), UV-visible spectrophotometry and liquid chromatography (HPLC).

Was also assessed, the cytotoxicity and clastogenic effect of silica nanoparticles obtained

through tests of cell viability, trypan blue test and comet.

Keywords: Sol-gel, reverse micelles, drug encapsulation, silica nanoparticles
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Introduccioén

La farmacologia ha sido una de las ramas en el &mbito de la terapéutica, que ha puesto al
hombre y a la civilizacion en un plano del dominio de la enfermedad y le ha permitido
prolongar su promedio de vida. Avances colosales acompafian su desarrollo; sin embargo
con su avance Yy aplicacion en el terreno de la fisiologia, también crecen los desafios. Asi
por ejemplo, se resefian en la literatura y para casos especificos, desventajas asociadas
al empleo de determinadas metodologias para la administracion de farmacos en el
tratamiento de diferentes enfermedades. Estas metodologias no so6lo no tienen la
capacidad de dirigir la droga a su sitio de accién, sino que no pueden mantener las
concentraciones de ésta durante el tiempo y en los niveles terapéuticamente necesarios,
ademas que presentan liberacion prematura, o en su defecto son expulsadas del nicho
celular luego de un tiempo determinado sin haber cumplido a cabalidad su tarea. Por esta
razon se convierte en un proposito de primer orden, avanzar en terapias no
convencionales que permitan allanar el camino en la solucién de estos tropiezos. Mejorar
los sistemas de administracion de farmacos para ampliarla eficacia de estos, es cada vez

mas importante y necesario en el area farmacéutica.

La nanotecnologia, que ha permitido el control, la manipulacioén, el estudio y fabricacion
de estructuras y dispositivos a escala nanométrica, como las nanoparticulas, ha tenido
gran impacto en las ciencias biomédicas al permitir disefiar y desarrollar nuevos artefactos
de caracter multifuncional en los que sea posible encapsular farmacos de interés,
resolviendo asi algunas limitaciones de los sistemas convencionales de suministro de
farmacos no especificos. La encapsulacion es una metodologia versatil para controlar la
liberacion de los farmacos, debido a que un farmaco encapsulado presenta ventajas de
dosificacibn con respecto a otras formas de administracion. Entre las ventajas mas
comunes se encuentran la disminucién de los efectos letales secundarios, el tiempo de
actividad prolongado, y el brindar proteccion a farmacos sensibles a ataques enziméaticos
o degradacion &cida debido al pH local, entre otros. En esta perspectiva, fabricar
nanoparticulas capaces de ser vehiculos dentro del sistema biolégico de un farmaco de
prueba, y medir in vitro su condicién de genotoxicidad y citotoxicidad una vez ha entrado

en contacto con una linea celular se convierte en un reto.



Introduccion

La metodologia tradicional de administracion de farmacos via oral o intravenosa,
presenta algunos inconvenientes tales como solubilidad, alto peso molecular, acidez,
degradacion enzimatica, entre otros. Por esta razdn, las investigaciones apuntan hacia el
aumento del indice terapéutico de los farmacos, comenzando con la encapsulacion de
principios farmacologicamente activos en tamafos de particula nanométricos [1-4]. Estas
investigaciones sugieren que la nanotecnologia (creacién y manipulacion de materiales a
escala nanométrica para formar productos que presentan nuevas propiedades), tendra un
profundo impacto en la prevencién, diagndstico y tratamiento de enfermedades [5, 6],
debido a su incomparable posibilidad de convertirse en vehiculos biolégicos con

informacién farmacoldgica.

Encapsular un farmaco en particulas de tamafio nanométrico presenta, entre otras, las

siguientes ventajas:

e Permite posicionar el farmaco en zonas concretas del organismo reduciendo su
distribucion inespecifica y la posologia requerida para el efecto buscado.

e EIl farmaco no se administra directamente sino que se incluye en el interior de
nanoparticulas que van transformandose poco a poco en el organismo, liberando
pequefias cantidades del mismo en forma continua.

e La encapsulacion de farmacos permite reducir el nimero de administraciones,
alcanzando la concentracion terapéutica aceptada.

e La metodologia permite modificar la superficie de las nanoparticulas para
conjugarlas con ligandos de alta afinidad por receptores especificos de las células

resolviendo el problema de la inespecificidad y toxicidad sistémica.

En la actualidad el proceso sol-gel ha emergido como una plataforma prometedora para la
inmovilizacion, estabilizacion y encapsulamiento de moléculas biologicas tales como

enzimas, anticuerpos, microorganismos, fluoroéforos y una gran variedad de farmacos.

Las nanoparticulas obtenidas por este método son quimicamente inertes, hidrofilicas,
ademds de que poseen alta resistencia mecanica, estabilidad térmica en amplios rangos
de temperatura y absorben de modo insignificante solventes organicos en comparacion

con otros polimeros organicos.



Introduccion

Las nanoparticulas de silice son una buena opcion para encapsular farmacos por su alta
estabilidad quimica y térmica, gran area superficial, alta estabilidad en suspensiones
acuosas Yy son inertes para el ambiente [7]. Por otra parte, poseen propiedades fisicas y
guimicas que son técnicamente atractivas como por ejemplo, son transparentes, poco
apetecidas por microorganismos, y pueden actuar como una barrera, limitando el efecto
del ambiente exterior en el nicleo de la particula [8]. Debido a la estabilizacion
electrostatica, la superficie de la silice promueve la dispersion de las nanoparticulas en

solucion acuosa; lo que lo hace adecuado para realizar bioensayos.

La metodologia empleada en este trabajo se centra principalmente en 3 etapas. En la
primera de ellas, se sintetizaron nanoparticulas de silice por el método sol-gel asistido por
una microemulsion de micelas inversas a partir de un precursor de silice (tetraetil
ortosilicato TEOS) teniendo en cuenta los parametros fundamentales para obtener un
tamafio de particula en el rango nanométrico menor a 100 nm. En la segunda etapa, se
realiza la encapsulacion de dos farmacos dentro de las nanoparticulas de silice 1) 5-
fluorouracilo (farmaco anticancerigeno) e 2) Ibuprofeno (antiinflamatorio) y por dltimo, la
tercera etapa consta de la evaluacion de la cinética de liberacién de los farmacos en un
fluido de uso fisiologico como el buffer fosfato (PBS) y por ultimo se evalud la citotoxicidad
y del efecto clastogénico de nanoparticulas de silice obtenidas por medio de pruebas de

viabilidad celular, azul de tripano y test cometa

En el capitulo 1 se hace una revisidbn general relacionada con los nanomateriales, las
generalidades de los métodos de preparacion de la silice, sus propiedades y aplicaciones,
dentro de las que se incluye la encapsulacion de farmacos. El capitulo 2 describe la
seccion experimental de este trabajo, incluyendo la preparacién, los métodos de
caracterizacion de las particulas de silice y de los farmacos encapsulados. El capitulo 3

compila los resultados obtenidos junto con su analisis y discusion.






Obijetivos

Objetivo General

e Sintetizar mediante el método sol-gel asistido por microemulsién de micelas
inversas nanoparticulas de silice con caracteristicas fisicoquimicas tales que sean

aptas para encapsular un farmaco.

Objetivos Especificos

e Establecer y controlar los pardmetros de sintesis que se relacionan directamente

con el tamafio de particula y la porosidad obtenida.

e Estudiar la cinética de liberacion de un farmaco encapsulado en nanoparticulas de

silice en suero fisiolégico o Buffer fosfato.

e Especificar las condiciones fisicoquimicas para encapsular un farmaco de fécil

adquisicion.






1. Marco Teoérico

1.1 Generalidades

En 1959, Richard Feynman con su expresion “There's Plenty of Room at the Bottom™ fue
el primero en hablar de nanotecnologia cuando plante6 la posibilidad de manipular los
atomos en el &mbito de la sintesis quimica, recurriendo a la capacidad que tienen éstos y
las moléculas de unirse en estructuras complejas guiados por sus interacciones fisicas y
quimicas, augurando una gran cantidad de descubrimientos si se pudieran fabricar
materiales en dimensiones atdémicas o moleculares. Aunque Richard Feynman veia un
futuro prometedor a escala nanométrica, fue NorioTaniguchi, quien en 1974 definié por
primera vez el término Nanotecnologia como la habilidad para disefiar materiales a
nanoescala [9, 10], lo cual consiste en utilizar todas las herramientas y tecnologias que
incluyen muchas estructuras y técnicas a una escala inferior a 100 nm, entre los cuales se
incluyen: nanotubos de carbono, nanocristales, puntos cudnticos, nanofibras, filtros
nanoporosos, nanohilos, hanoparticulas de éxidos metalicos, nanocapilares, dispersion de
nanoparticulas, peliculas de nanopines, nanocompuestos de polimero entre otros [11]. En
la ultima década, la nanotecnologia ha dado lugar a mudltiples innovaciones y
descubrimientos en el campo de la electrénica, medicina, biotecnologia, recubrimientos
antibacterianos y catalisis entre otros. Esto se debe a las propiedades que poseen los
nuevos nanomateriales. No obstante, alin hay poco conocimiento de los procesos e
interacciones que controlan la sintesis de materiales a escala nanométrica. Sin embargo,
se sabe que el conocimiento de lo que sucede al interior de la sintesis es esencial para el
disefio de nanodispositivos, ya que un control adecuado del tamafo, morfologia,
composicion y superficie es vital para producir nanomateriales con un fin especifico[11,
12]. De especial interés son las interacciones entre los materiales nanométricos y los
sistemas bioldgicos [13, 14]. Los productos obtenidos en este tipo de interacciones, hacen

parte de la rama de la nanotecnologia llamada bionanotecnologia, la cual incluye a los
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nanomedicamentos y sus componentes para mejorar la solubilidad, biodisponibilidad de
farmacos muy poco solubles, dispositivos de administracion de farmacos, liberacién

dirigida hacia la células y lugares determinados dentro del cuerpo [15-17].

Al encapsular un farmaco en el interior de un sistema de liberacion, la solubilidad y la
estabilidad de los farmacos pueden ser mejorada reevaluando la farmacocinética para
superar barreras biolégicas y alcanzar la captacion celular [1, 18]. Moléculas de farmaco
encapsuladas pueden ser liberadas de manera controlada a través del tiempo
manteniendo una concentracion de farmaco adecuado dentro del sistema de entrega [4].
Los sistemas para la entrega de farmacos pueden ser multifuncionales, tener la
posibilidad de orientarse al tejido enfermo, tener agentes que proporcionen la formacion
de imagenes para llevar a la deteccién y a la entrega de mdltiples agentes terapéuticos
[19]. Estas caracteristicas multifuncionales ofrecen la oportunidad de desarrollar nuevos
enfoques para administrar farmacos que pueden dar lugar a opciones terapéuticas

alternas o complementarias para el tratamiento de la enfermedad.

Las nanoparticulas pueden brindar una solucién a viejos problemas asociados con la
solubilidad, biodisponibilidad, inmunocompatibilidad y citotoxicidad de muchos de los
farmacos de uso tradicional gracias a que éstas son modificadas superficialmente lo cual
aumenta su compatibilidad a nivel bioldgico. [18, 20]. Las nanoparticulas utilizadas para
diagndstico o tratamiento son, por lo general, solidos coloidales que varian su tamafio de
2 nm a 100nm. Sin embargo, particulas mayores de 200 nm a veces se utilizan debido a
que pueden activar el sistema inmunolégico y ser diluidas en la sangre por las células
Kupffer [11]. Normalmente, el farmaco de interés es encapsulado, disuelto, adsorbido o
adherido dentro o sobre nanocapsulas (sistema vesicular, en el cual el farmaco es
confinado a una cavidad rodeada por una membrana polimérica) o nanoesferas (sistema
matricial en el que el farmaco es fisica y uniformemente dispersado) [11]. Las
posibilidades de uso de las nanoparticulas para tratamiento y diagnostico de
enfermedades son muy prometedoras. Un ejemplo de ello es el tratamiento del glioma, al
proteger el agente terapéutico y permitir su liberacion controlada. La terapia conjunta de
células madres junto con la nanotecnologia podria ser una herramienta prometedora para
entregar, de manera eficiente, los farmacos a los tumores cerebrales [21]. Las

nanoparticulas tienen también el potencial de desempefar un papel clave en el
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diagnostico y la proyeccion de imagenes de los tumores cerebrales. Ellas revolucionan
tanto la deteccion preoperatoria como intraoperatoria, permitiendo la deteccion temprana
de células pre-cancerosas y ofreciendo en tiempo real el seguimiento longitudinal no
invasivo imagenoldgico de los efectos del tratamiento [22]. Las principales ventajas del
uso de nanoparticulas para la administracion de farmacos se manifiestan gracias a su
pequefio tamafio y el empleo de materiales biodegradables que no afectan el sistema
biolégico. Debido a su tamafo, las nanoparticulas pueden atravesar los sitios de
inflamacién del endotelio, el epitelio (por ejemplo, el tracto intestinal, el higado y otros),
tumores o penetrar microcapilares [23, 24] evitando la formacion de agregados y
garantizando que las particulas no formen émbolos o trombos [18]. Administrar un
farmaco en particulas de tamafio nanométrico permite posicionarlas en zonas concretas
del organismo reduciendo su distribucion y la posologia requerida para el efecto buscado
[25-27]. El farmaco no se administra directamente sino que se incluye en el interior de
nanoparticulas que van transformdndose poco a poco en el organismo liberando
pequefias cantidades del mismo de forma continua. La encapsulacién de farmacos
permite reducir el nimero de administraciones, alcanzando la concentracion terapéutica

aceptada.

1.2 Sistemas para la liberacidon de farmacos

Los sistemas para la administracion de farmacos a escala hanométrica han demostrado
tener la capacidad para encapsular una variedad de agentes terapéuticos, los sistemas

mas comunes incluyen:
1) Liposomas

Fue uno de los primeros sistemas utilizados para administracién de farmacos las cuales
consisten en vesiculas esféricas compuestas de fosfolipidos anfifilicos y colesterol, que se
auto-asocian en bicapas para encapsular en su interior moléculas hidrofilicas [28]. Los
liposomas han demostrado ser Gtiles para la entrega de agentes farmacéuticos debido a
que éstos utilizan el contacto facilitado para la administracion de farmacos, que consiste
en la unidn o la interaccion con la membrana de la célula. Esto permite un mayor
intercambio lipido-lipido con la monocapa lipidica de la nanoparticula, lo que acelera el

flujo de farmacos lipofilicos [29]. Aunque los liposomas varian mucho en tamafio, la
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mayoria son menores de 400 nm. Dependiendo de su tamafio y el nimero de bicapas, los
liposomas se pueden clasificar en tres categorias: vesiculas multilamelares, unilamelares
grandes y pequefas, ademas pueden clasificarse también en términos de la composicién
y el mecanismo de administracion intracelular en cinco tipos: convencionales, sensibles al

pH, catidnicos, inmunoliposomas y los de elevada circulacién [28].

Las ventajas de los liposomas se revelan en el hecho de que son capaces de incorporar a
su estructura moléculas hidrofilicas, hidrofébicas y también de caracter anfifilico. Ademas,
sus propiedades fisicas como la carga superficial, el tamafio, la permeabilidad o rigidez de
la pared o su capacidad de carga pueden ser facilmente modificadas. Por otra parte,
evitan el empleo de disolventes en la preparacion de nanoformulaciones y poseen un
amplio espectro de utilidad debido a su aplicacion tanto por vias intravenosa, oral o por la
piel. También presentan métodos de fabricacion bien establecidos. Las nanoparticulas
lipidicas protegen a los farmacos que pueden degradarse bajo la influencia de agentes
externos como la luz y el agua, y podrian ser de liberacion prolongada para principios
activos poco solubles en agua [13]. A pesar de todas estas virtudes, existen problemas
en la produccién y desarrollo de liposomas principalmente en su estabilidad, pobre
reproducibilidad y dificultades en su esterilizacion, ademas de toxicidad lo que genera una

incompatibilidad a nivel bioldgico [14, 30].

2) Dendrimeros

Las macromoléculas ramificadas sintetizadas mediante reacciones simultaneas de adicion
0 condensacion alrededor de un nucleo central que da lugar a un patron geométrico
tridimensional son llamadas dendrimeros. Los dendrimeros utilizados en la administracion
de farmacos son generalmente de 10 a 100 nm de didmetro, con mdiltiples grupos
funcionales en su superficie, lo que hace que sean ideales como transportadores para la
entrega de farmacos [31]. Una estructura bien definida, monodispersidad en su tamafio,
con capacidad para funcionalizar su superficie, son algunas de las caracteristicas que los

hacen atractivos para la liberacion de farmacos [32].
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3) Nanoparticulas Magnéticas

Los nanocristales coloidales semiconductores con un didmetro aproximado de 2 a 10 nm
son nanoparticulas magnéticas llamadas puntos cuanticos. Los puntos cuanticos mas
utilizados son el seleniuro de cadmio (CdSe), el teluro de cadmio (CdTe), el fosfuro de
indio (InP), y el arseniuro de indio (INAs). Son altamente llamativos para la liberacion de
farmacos porque pueden monitorearse durante todo su trayecto gracias a que pueden
absorber la luz blanca y volver a emitirla en cuestion de nanosegundos con diferentes
bandas de energia que provienen de diferentes combinaciones de particulas. Por lo tanto,
diferentes puntos cuénticos pueden emitir la luz fluorescente a diferentes longitudes de
onda (400 a 1350 nm). Por ejemplo, los puntos cuanticos de 2 nm emiten luz verde,
mientras que las particulas de 5 nm emiten luz roja [33], lo cual demuestra la eficacia de
éstos para obtener imagenes intracelulares, haciéndolos méas competitivos que los
fluoréforos existentes. Son faciles de acoplar a anticuerpos con el fin de orientar a las
biomoléculas a lugares especificos dentro de las células [34], pueden ser modificados
superficialmente con infinidad de moléculas para que puedan anclar agentes terapéuticos,
administrar farmacos, penetracion celular, liberacion endosomal y transporte intracelular

[35] e incluso son utilizados en regeneracion de tejidos[36].

Sin embargo, entre los principales desafios para las aplicaciones de los puntos cuanticos
se tiene su biocompatibilidad y su estabilidad fisiol6gica. Sin un ligando apropiado los
nanocristales pueden agregarse, perder sus propiedades fotoluminiscentes, no tener un
tiempo adecuado de circulacién en el organismo, quedar atrapados en enlaces no
especificos y ser toxicos. Ademas, es necesario obtener puntos cuanticos cada vez mas
ecoldgicos, pues las aplicaciones actuales se basan en gran medida en nanocristales de
selenuros y telenuros de cadmio , que estan considerados, junto al mercurio y plomo,

como materiales de uso intencional prohibido debido a su elevada toxicidad [33].
4) Nanopatrticulas sélidas
Las nanoparticulas obtenidas a partir de lipidos (liposomas, dendrimeros) han atraido

gran interés por parte de diversos investigadores desde mediados de 1990 como un

sistema de transporte innovador para la administracién de farmacos. Lastimosamente;
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han mostrado una baja eficiencia de encapsulacion, baja estabilidad durante el

almacenamiento, y la rapida liberacion de farmacos solubles en medios biolégicos.

Las nanoparticulas fabricadas con materiales biodegradables, como proteinas (por
ejemplo, albumina o colageno), grasas, fosfatos, polimeros entre otros [37], presentan
un tamafio entre 10 y 100 nm, son utilizadas para proporcionar imagenes, administrar
farmacos, detectar células, gracias a su estabilidad fisica y excelente tolerabilidad por los
sistemas bioldgicos [38]. Al igual que las otras nanoparticulas, éstas pueden ser
modificadas superficialmente para la administracion dirigida de farmacos, y una de las
principales ventajas que presentan, es que se pueden preparar para proporcionar una
liberacion controlada y especifica del farmaco. En funcion del medicamento a incorporar y
su via de administracion, estas nanoparticulas pueden ser sintetizadas por diversas
técnicas, que incluyen la homogeneizacion a elevada presion, microemulsiones,
emulsificacion y evaporacion del disolvente o por difusion, el método de doble emulsion

de agua-aceite-agua, agitacion a gran velocidad y ultrasonido [14].

Entre las particulas inorganicas, la silice coloidal posee caracteristicas muy particulares.
En primer lugar, su sintesis y posterior funcionalizacién son procesos muy versatiles. La
sintesis, la bioconjugacion, y sus aplicaciones en diferentes fases del bioandlisis han sido
ampliamente estudiados por Wang [39]. En segundo lugar, es considerado un material no
téxico, una propiedad que comparten solo unos pocos materiales inorganicos tales como
fosfato de calcio, carbonato de calcio y 6xidos de hierro. Por lo tanto, no es sorprendente
que las nanoparticulas de silice se hayan estudiado ampliamente para aplicaciones
biomédicas en formacion de imagenes, administracion de farmacos, deteccién y
tratamiento de enfermedades. En particular, la evaluacion de las nanoparticulas de silice
como vehiculos transportadores de farmacos se ha convertido en un tema muy popular,
gracias a la expectativa que éstas representan [40-42]. Se han disefiado nanoparticulas
de silice con estructura, composicion quimica, estabilidad coloidal, orientacion especifica,
y biocompatibilidad aptas para brindar una respuesta biolégica que cumpla con los

requisitos para la encapsulacion y liberaciéon de farmacos.
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1.2.1 Nanoparticulas de Silice

Las nanoparticulas de silice han demostrado ser nanomateriales ideales para
aplicaciones biomédicas y biotecnoldgicas por su alta estabilidad quimica y térmica, gran
area superficial, alta estabilidad en suspensiones acuosas y su inercia para el ambiente
[43]. Por otra parte, las nanoparticulas de silice poseen propiedades fisicas y quimicas
que son técnicamente atractivas como por ejemplo, son transparentes, poco apetecidas
para los microbios, y pueden actuar como una barrera, limitando el efecto del ambiente
exterior en el nucleo de la particula [44]. Debido a la estabilizacién electrostética, la
superficie de la silice promueve la dispersidn de las nanoparticulas en solucién acuosa; lo
que lo hace adecuado para realizar bioensayos, son biolégicamente inertes,
biocompatibles y el Si-OH en la superficie, la hacen altamente funcionalizable [45]. Por lo
tanto, se han encontrado infinidad de aplicaciones innovadoras, por ejemplo, como
medios de diagndstico, ya sea cargada con fluoréforos adecuados [46, 47], o en
farmacos[48]e incluso entrega de genes [49, 50], en las industrias de alta tecnologia [39,

51] en investigaciones forenses para la deteccion de huellas dactilares [52] entre otras.

1.2.1.1 Formacién de nanoparticulas de silice

Se han explorado muchas tecnologias para la fabricacion de nanoestructuras y
nanomateriales, destacandose nuevos métodos de sintesis. Los diferentes métodos de
sintesis para preparar silice se dividen en dos categorias: proceso en fase vapor (PFV)
para formar silice a alta temperatura y proceso en fase liquida (PFL). Mediante los
procesos PFV se obtienen dos clases de silice: la silice tipo “fumed” y la silice tipo “fused”.
La silice tipo “fused” se obtiene por la fusion de arena de alta pureza a temperaturas de
alrededor de 2000 °C. El tamafio de particula de la silice obtenida por este método
generalmente es mayor a 1 pum. Por otra parte, la silice tipo “fumed”, se sintetiza al hacer
reaccionar SiCl, en una llama de hidrégeno y oxigeno. Las particulas de silice tipo
“fumed” son extremadamente pequefias con tamafos que oscilan entre 7 nm a 40 nm. A
pesar de tener la misma composicién quimica, la silice tipo “fumed” tiene una estructura (y
por consiguiente, una aplicacion) bastante diferente de la silice tipo “fused”, siendo usada

para la preparacion de nanocompuestos de silice [53].
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Los procesos en fase liquida, como el proceso sol-gel, involucran un precursor de silice el
cual se encuentra sujeto a una serie de reacciones de hidrélisis y condensacion para
formar una suspensiéon coloidal. Para la obtencion de silice via sol-gel, se emplea un
alcoxisilano como precursor de silice (el mas utilizado es el tetraetilortosilicato (TEOS)).
En presencia de agua estequiometria, el alcoxisilano hidroliza hacia el monémero Si(OH),
en un solvente polar como etanol. Para obtener una hidrdlisis rapida y completa, se puede
usar un catalizador acido o béasico. En la etapa de la condensacion, las moléculas de
Si(OH), condensan para formar enlaces siloxano, con condensacién de agua. La
condensacion puede también ocurrir entre el alcoxisilano y el grupo silanol, liberando un
alcohol. Al igual que la reaccion de hidrdlisis, la reaccion de condensacion también se
puede catalizar de forma acida o basica. Las reacciones de hidrélisis y condensacion
ocurren simultdneamente. La velocidad de ambos procesos determina la estructura de los
productos [54-56]. En condiciones &cidas, la hidrélisis es mas rapida que la condensacion.
Esto conduce a una red polimérica poco ramificada y la evolucion posterior conlleva a la
estructura del gel. En condiciones bésicas, por el contrario, la condensacion es mas
rapida que la hidrélisis; de esta manera, se forma una red densa donde se genera la
estructura del sol. Bajo condiciones basicas, en la etapa inicial, el tamafio de las
particulas primarias se limita alrededor de los 2 nm. Las particulas estan cargadas
negativamente, lo cual hace que la agregacion y la formacién de puentes de hidrégeno
entre las particulas sea limitada. Las redes de 6xido de silicio derivadas del proceso sol-
gel bajo condiciones de catalisis acida produce redes poliméricas lineales o ramificadas al
azar que se enredan y forman ramas adicionales resultando en la etapa de gelacién,
mientras que las redes de é6xido de silicio obtenidos bajo condiciones de catalisis basica
producen agrupaciones altamente ramificadas que no ocasionan gelacion y por lo tanto se

comportan como agrupaciones discretas.

El proceso sol-gel para la sintesis de nanoparticulas de silice ha sido ampliamente
estudiado[57, 58]. En 1968 Stober y Fink reportaron la sintesis de particulas de silice por
medio de la hidrélisis de un precursor, el cual es un alcoxido de silicio tal como el
tetraetilortosilicato (TEOS) o el tetrametilortosilicato (TMOS), en una solucion diluida de
etanol catalizada por un &cido o una base. El hidroxido de amonio acuoso se utiliza como

catalizador en la sintesis de Stober [53, 59]. Se obtuvieron particulas de silice cuyos
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tamafios oscilan entre 10 nm y 2 ym, variando las concentraciones de los reactantes [60].
Este método fue nombrado “Método de Stober” [61] y ha sido sujeto a modificaciones por
parte de muchos otros autores [62-64] . En el método de Stdber, algunos parametros
influyen en la morfologia y en el tamafio de particula obtenida, como son: la temperatura
[65], la concentracidn del precursor, el catalizador [66] o el tipo de solvente utilizado [67].
Las nanoparticulas sintetizadas por este método son especificamente incompatibles con
las proteinas, debido a la alta concentracion de alcohol utilizado, la temperatura y al pH de
la reaccién que tiende a llevar a la desnaturalizacion parcial o total de la proteina [68].
Aunque el método de Stdber es rapido y sencillo, hay retos que se deben afrontar como:
mejorar la uniformidad de las nanoparticulas de silice y el encapsulamiento de moléculas
de colorante o farmacos dentro de la matriz. En 1990, Osseo-Asare y Arrigada
prepararon particulas de tamafio nanométrico de silice por hidrolisis controlada de TEOS
sen una microemulsion inversa con NP-5 (Nonil fenil etoxisilano) como surfactante [53,
69-72]. Las particulas de silice obtenidas fueron bastante uniformes, con un diametro de
tamafio desde 30 nm hasta 70 nm. Las particulas de silice monodispersas producidas por
la hidrélisis de tetraetoxisilano (TEOS) en la microemulsion, mostraron como resultado,
una dependencia del tamafio de particula con la relacion molar agua-surfactante (R) y con
la concentracion de hidroxido de amonio. La presencia de hidroxido de amonio disminuye
el tamafio de particula en la microemulsion y no afecta la concentracion de tensoactivo en
la misma. Una alternativa para obtener nanoparticulas compatibles con las proteinas [73],
radica en la intervencion de los procesos sol-gel, donde pueden sintetizarse
biocompuestos de silice a bajas temperaturas y condiciones quimicas leves [68]. Aunque
el método de Stober es rapido y sencillo, hay retos que se deben afrontar como: mejorar
la uniformidad de las nanoparticulas de silice y el encapsulamiento de moléculas de
colorante o farmacos dentro de la matriz, una de las principales limitaciones del proceso
de Stbéber es la preparacion de particulas mas pequefias, pues es dificil lograr
nanoparticulas de silice monodispersas en cuanto el tamafio es inferior a 120nm [74]. En
1990, Osseo-Asare y Arrigada prepararon particulas de tamafio nanométrico de silice por
hidrdlisis controlada de TEOS en una microemulsion inversa con NP-5 como surfactante
[53, 69-72]. Las particulas de silice obtenidas fueron bastante uniformes, con un didmetro
de tamafio desde 30 nm hasta 70 nm. Las particulas de silice monodispersas producidas
por la hidrélisis de tetraetoxisilano (TEOS) en la microemulsion, mostraron como
resultado, una dependencia del tamafio de particula con la relacibn molar agua-

surfactante (R) y con la concentracion de hidroxido de amonio. La presencia de hidroxido
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de amonio disminuye el tamafio de particula en la microemulsion y no afecta la
concentracion de tensoactivo en la microemulsion. Una alternativa para obtener
nanoparticulas compatibles con las proteinas [73], radica en la intervencion de los
procesos sol-gel, donde pueden sintetizarse  biocompuestos de silice a bajas

temperaturas y condiciones quimicas suaves ( chimie douce ) [68].

Las microemulsiones se definen como una mezcla termodinamicamente estable,
isotrOpica y Opticamente transparente, que contienen nucleos nanométricos estabilizados
por una pelicula interfacial de surfactante. El surfactante tiene como funcién principal
separar las moléculas polares de las no polares formando una pelicula interfacial, la cual
forma una capa de diferentes microestructuras que van desde gotas de la fase oleosa
dispersas en agua (O/ W) hasta gotas de agua dispersas en la fase oleosa (W / O)
conocida como microemulsion de micelas inversa. El método de las microemulsiones de
micelas inversas, puede ser altamente eficaz para la formacién de nanoparticulas
geométricamente esféricas y monodispersas, con tamafio de particula menor a 1 um. En
una microemulsidn inversa tipica, las micelas que contienen gotitas de agua estan
estabilizadas por moléculas de tensoactivo / co-tensoactivo, que reducen la tensién
interfacial entre el agua y el disolvente organico. Dado que el agua y el catalizador se
encuentran en las micelas, el alcoxido de silicio afladido no puede ser hidrolizado hasta
que se difunde dentro de las micelas. Por lo tanto, la policondensacion de los
hidroxisilicatos tiene lugar dentro de las micelas. Las nanoparticulas de silice resultantes
tienen estrecha distribucién de tamafio limitado por el tamafio de las micelas [75, 76].
Comparando los tiempos de sintesis de las nanoparticulas, el método de micelas inversas
requiere un plazo mucho mas largo, aproximadamente entre 1-2 dias, frente a unas pocas
horas del método de Stober [68]. Una caracteristica importante del método de las micelas
inversas es que dentro de sus ambientes acuosos de tamafio nanométrico se pueden

llevar a cabo reacciones quimicas, actuando asi como nanoreactores.

En contraste con el método de Stober, las micelas inversas ofrecen la ventaja de
sintetizar nanoparticulas que pueden interiorizar un Fluoréforo, ya que pueden ser
facilmente manipuladas en cuanto al tamafio de particula [77], sin necesidad de exponerla
a condiciones extremas de temperatura y presion. Las nanoparticulas de silice que

internalizan un Fluoréforo presentan grandes ventajas frente al solo Fluoréforo en
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aplicaciones biotecnolégicas, debido a que las nanoparticulas incorporan una gran
cantidad de moléculas de Fluoréforo dentro la red de silice, lo cual protege el Fluoroforo
del entorno evitando su degradacién, aumentando la fotoestabilidad y proporcionando una
mejora en la sefal de fluorescencia debido a un aumento en el nimero de moléculas de
colorante por cada nanoparticula [75, 78-80]. Un comportamiento similar se presenta en
las nanoparticulas cuando internalizan un farmaco debido a que estas lo protegen de la
degradacién enzimatica, del ambiente exterior y mejoran la estabilidad de los agentes

terapéuticos dentro de esta, facilitando la entrega del farmaco [75, 78-80].

1.2.1.2 Parametros de formacién de nanoparticulas de silice

Las micelas juegan un papel importante en la formacion de las nanoparticulas de silice
debido a que estas pueden actuar como nanoreactores controlando el tamafio y la
morfologia de la particula[81, 82]. Entiéndase por micela a las particulas coloidales
generalmente de morfologia esférica, con un interior hidrofébico y un exterior hidrofilico,
formadas principalmente cuando un agente anfifilico (surfactante) se coloca en un medio
acuoso, el cual se distribuye de manera tal que en su interior existe un nucleo hidréfobo
capaz de solubilizar las sustancias lipofilicas y una porcién exterior hidréfila que actla
como una interfaz de estabilizacion entre el nicleo hidréfobo y el entorno acuoso externo
[83]. Algunos agentes anfifilicos pueden ser de caracter catidnicos y no ionico, éstos
tienen dos funciones principalmente: 1) Promover la formacién de la micela o emulsiéon
para producir un tamafo de particula méas fino ayudando a la estabilidad de ésta, lo cual
depende estrictamente de la concentracion de micelar critica (CMC) y 2) controlar el tipo

de emulsién que se va a conformar.

La formacion de micelas normales (O/W) o inversas (W/O) es producida por
interacciones hidréfobas de la cola del agente anfifilico o por interacciones hidrofilicas de
la cabeza polar del agente anfifilico (W/O) con el disolvente. En la primera, la fuerte
interaccion entre cadenas hidréfobas organiza la estructura del agente anfifilico disuelto
en solventes no polares, experimentando un efecto hidr6fobo, mientras que en las
micelas inversas (W/O) la cabeza hidrofilica del agente anfifilico invierte la estructura de

éste creando una compatibilidad por el solvente de caracter polar, experimentando un
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efecto hidrofilico. Cuando la micela es asistida por un co-surfactante, la soluciéon conduce
en algunos casos a la formacion de estructuras de microemulsion, siendo esta transicion
espontanea y bien definida. Las microemulsiones se componen de al menos 3 unidades:
una fase polar (generalmente agua), una fase no polar (fase oleosa) y una sustancia con
propiedades anfifilicas, denominada surfactante [84]. Es aqui donde el agente anfifilico
ejerce su segunda funcién, controlando el tipo de emulsién que se va a producir, y

estabilizandola por medio del balance hidrofilico-lipofilico (HLB).

De esta manera las microemulsiones de micelas inversas permiten controlar las
propiedades de la particula tales como el tamafo, la morfologia, la polidispersidad y la
superficie de ésta. Para garantizar el tamafio, la morfologia y la polidispersidad de la
particula es necesario tener en cuenta una serie de parametros como: el tipo de solvente,

el agente tensoactivo, el co- tensoactivo y la concentracion del catalizador.

1.2.1.2.1 Surfactante y Co-surfactante

Los agentes tensoactivos o surfactantes, son moléculas de caracter anfifilico que tienen
una cadena hidrocarbonada generalmente grande de caracter apolar y una cabeza polar o
ionico. Cuando se decide el tipo de surfactante a utilizar, el HLB (balance hidrofilico -
lipofilico) es un pardmetro eficaz para esta decision, los tensoactivos con HLB menor que
10 como Span 80 y Span 20, son los preferidos para sintesis de microesferas mientras
tensoactivos con HLB entre 10 y 15, como NP-5, NP-9, Triton X-114 y AOT, normalmente
son seleccionados para sintesis de nanoparticulas. Estas morfologias se deben
principalmente a los cambios en las concentraciones del agente anfifilico que pueden
variar la curvatura de la micela. La transicion de un tipo de micela a otra puede dar lugar a
cambios de fase, debido principalmente a que el surfactante adopta una curvatura en la
cual se dirige espontaneamente hacia el medio en el que es mas soluble por que se rige
por las cargas tanto de su cabeza como de la cola. En los sistemas ternarios, surfactante /
fase oleosa / agua, si la cabeza de caracter polar es mas voluminosa que la cola de
caracter apolar, el surfactante adopta una curvatura hacia el agua, se ve favorecida la
micela O/W, y esto es definido como una curvatura media positiva. Por otro lado, una
curvatura media negativa favorece estructuras de W/O y se forma cuando la cabeza es
menos voluminosa que la cola. Si la cabeza y la cola tienen mas o menos el mismo

volumen, se obtendra una forma cilindrica (curvatura media cero). Esto también ocurre
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cuando al surfactante con cabeza voluminosa es afiadido un agente co-surfactante con la
cola voluminosa, o viceversa. Los co-tensoactivos son por lo general alcoholes de mas
bajos volimenes, tales como butanol, pentanol, hexanol y otros [45], el cual tiene
influencia sobre el tamafio de particula final pues parece que una disminucién en el
tamafio de la particula es observada cuando se acorta la longitud de la cadena de éste.
En general, la adiciébn de un co-tensoactivo conduce a una mayor fluidez de la pelicula
interfacial formada por el surfactante y el co-surfactante, aumentando la tasa de cambio
intermicelar, lo cual conduce a una mayor curvatura de las gotas la formacion de

particulas pequefas.

La formacion de un sistema de micelas inversas esté influenciada por el tipo de aceite y
tensoactivo, su concentracion, la naturaleza, si esta presente, la temperatura, y la presion.
Pero un parametro importante es la relacion molar de agua-tensoactivo, R=[H,0] /
[Surfactante], responsable del tamafio del nacleo micelar. Sélo una ligera variacién de la
estos parametros pueden dar lugar a estructuras completamente diferentes, por lo que

debe ser cuidadosamente controlado.

1.2.1.2.2 Solvente

El volumen molecular del disolvente puede explicar el cambio observado en el tamaiio
final de particula, un sistema de micelas mas estable surge de una mayor interaccion
entre las colas del tensoactivo y el disolvente que a su vez conduce a una "mayor
capacidad para estabilizar las particulas mas grandes [85]. Las gotas de disolvente
cubiertas por moléculas de tensoactivo actGan como nanoreactores para las reacciones
del proceso, ofreciendo un ambiente Unico para la formacion de las nanoparticulas. Los
solventes que presentan menos voluminosidad forman una gota mas pequefia, lo cual
brinda una mejor morfologia y aumenta la tension interfacial de la micela. En otras
palabras; el aumento en la tensién interfacial conduce a una velocidad de crecimiento
mas lenta lo cual dara como resultado particulas monodispersas y estabilizadas [85].

1.2.1.3 Nanoparticulas de silice como sistema de liberacion
controlada de farmacos

La metodologia tradicional de administracion de farmacos via oral o intravenosa, presenta

algunos inconvenientes tales como solubilidad, alto peso molecular, acidez, degradacion
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enzimatica, entre otros. Por esta razon, las investigaciones apuntan hacia el aumento del
indice terapéutico de los farmacos, comenzando con la encapsulacion de principios
farmacologicamente activos en tamafios de particula nanométricos [1, 3, 4, 86]. Los
sistemas disefiados para aplicaciones biomédicas tienen en cuenta una gran cantidad de
aspectos importantes tales como: las propiedades del farmaco, el tipo de terapia que se
requiere, el tipo de enfermedad, la ruta de administracion, las caracteristicas del material

empleado incluyendo el mecanismo de liberacion de éste.

La encapsulacion es una tecnologia versatil para controlar la liberacion selectiva de los
farmacos, debido a que un farmaco encapsulado presenta ventajas de dosificacion con
respecto a otras formas de administracion. Entre las ventajas mas comunes se
encuentran la disminucién de los efectos letales secundarios, el tiempo de actividad
prolongado, y el brindar proteccion a farmacos sensibles a ataques enzimaticos o
degradacion acida debido al pH local[87-89], entre otros. Al encapsular un farmaco en
particulas de tamafio nanométrico, se puede posicionar el farmaco en zonas concretas del
organismo reduciendo su distribucion inespecifica y la posologia requerida para el efecto
buscado. EIl fArmaco no se administra directamente sino que se incluye en el interior de
nanoparticulas que van deshaciéndose poco a poco en el organismo, liberando pequefias
cantidades del mismo en forma continua. La encapsulacién de farmacos permite reducir
el nimero de administraciones, alcanzando la concentracién terapéutica aceptada. La
metodologia permite modificar la superficie de las nanoparticulas para conjugarlas con
ligandos de alta afinidad por receptores especificos de las células resolviendo el problema
de la inespecificidad y toxicidad sistémica. Se hace con el fin de mejorar
biocompatibilidad, degradabilidad, o para introducir otras propiedades deseadas. Las
nanoparticulas de silice son una buena opcion para encapsular farmacos gracias a su alta
estabilidad térmica y quimica en suspensiones acuosas, gran area superficial y que son
inertes para el ambiente [7, 8]. Por otra parte, poseen propiedades fisicas y quimicas que
son técnicamente atractivas como por ejemplo, son transparentes, poco apetecidas por
microorganismos, y pueden actuar como una barrera, limitando el efecto del ambiente
exterior en el nacleo de la particula [8]. Debido a la estabilizacion electrostatica, la
superficie de la silice promueve la dispersidn de las nanoparticulas en solucién acuosa; lo
que lo hace adecuado para realizar ensayos a nivel biolégico. Por otra parte, las

nanoparticulas deben encontrarse libres de residuos de catalizadores, surfactantes o
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impurezas de reactivos utilizados durante la sintesis para evitar que estos reaccionen

gquimicamente con las moléculas biolégicas.

1.2.1.4 Caracteristicas del farmaco

De acuerdo con la farmacologia, un farmaco es una sustancia que produce efectos
medibles o sensibles en los organismos vivos y que se absorbe. Este puede
transformarse, almacenarse o eliminarse en el organismo. Esta definicibn acota
sustancias de interés clinico, es decir, aquellas usadas para la prevencion, diagndstico,
tratamiento, mitigacion y cura de una enfermedad. Los farmacos pueden ser sustancias
generadas por el hombre o producidas por otros organismos como: hormonas,
anticuerpos, entre otros. Para que una sustancia biolégicamente activa sea clasificada

como farmaco, debe administrarse al cuerpo de manera exégena y con fines médicos.

1.2.1.5 5-fluorouracilo

El fluoruracilo (5-FU) es una pirimidina fluorada que pertenece a la clase de los
antimetabolitos antineoplasicos. Difiere del uracilo en un atomo de flior afadido en el
carbono 5 (Cs). Desde hace muchos afios, el 5-fluoruracilo se utiliza en combinacién con
otros farmacos en el tratamiento de muchos tumores sélidos, incluyendo los tumores de
mama, colorectales, entre otros. El 5- fluorouracilo, pertenece a la categoria de farmacos
de quimioterapia llamados antimetabolitos, estos farmacos son sustancias muy similares a
las sustancias normales que se encuentran dentro de la células. Cuando las células
incorporan estas sustancias a su metabolismo celular, pierden la capacidad de dividirse.
Los antimetabolitos son especificos al ciclo celular y atacan las células en fases muy

especificas del ciclo.

Los tumores cancerosos se caracterizan por la division celular, que deja de ser controlada
como ocurre en el tejido normal. Las células "normales" dejan de dividirse cuando entran
en contacto con células similares, un mecanismo conocido como inhibicién por contacto.
Las células cancerosas pierden esta capacidad. En las células cancerosas se desequilibra
el sistema de autorregulaciéon que controla y limita la divisién celular. El proceso de

divisién celular, ya sea en células normales o cancerosas, se realiza a través del ciclo
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celular. Este ciclo va de la fase de reposo, pasando por las fases de crecimiento activo,

hasta la mitosis (division).

La capacidad de la quimioterapia para destruir las células cancerosas depende de su
capacidad para detener la divisién celular. Usualmente, los farmacos actian dafiando el
ARN o ADN que indica a la célula cémo realizar una copia de si misma en la division. Si
las células no pueden dividirse, mueren. Cuanto mas rapido se dividan las células, habra
més probabilidades de que la quimioterapia destruya las células y el tumor reduzca su
tamafio. Ademas, estos farmacos inducen al suicidio celular (muerte celular programada o
apoptosis). Desafortunadamente, la quimioterapia no reconoce la diferencia entre las

células cancerosas y las células normales, provocando efectos secundarios irreversibles.

1.2.1.6 Ibuprofeno

El ibuprofeno es un antiinflamatorio no estoideo, derivado del &cido propionico que posee
propiedades analgésicas, antinflamatorios y antipiréticas. El efecto terapéutico como
antiinflamatorio, deriva de su actividad inhibitoria de la prostagladin sintetasa. Es utilizado
frecuentemente como antipirético y para alivio del dolor sintomatico de cabeza (cefalea),
dolor dental, dolor muscular o mialgia, dolor neurolégico de caracter leve, también es
usado para tratar cuadros inflamatorios, como los que se presentan en la artritis

reumatoide.

El ibuprofeno se absorbe radpidamente en el tracto gastrointestinal, presentandose picos
de concentraciones plasmaticas 1-2 horas después de la administracion. Su vida media
de eliminacién es de unas 2 horas aproximadamente. El ibuprofeno se une fuertemente a
las proteinas plasméticas, se metaboliza en el higado, dando lugar a 2 metabolitos
inactivos que, junto con el ibuprofeno, se excretan por via renal bien como tales o como

metabolitos conjugados. La excrecion renal es rdpida y completa.



2. Metodologia Experimental

A continuacién se describiran las etapas experimentales llevadas a cabo para la
preparacion de nanoparticulas de silice, asi como la encapsulaciébn de un farmaco a
interior de ésta.

2.1 Sintesis de particulas de silice

La sintesis de nanoparticulas de silice se llevé a cabo mediante el método sol-gel asistido
por microemulsion de micelas inversas, usando Tetraetilortosilicato (TEOS, Merck) como
precursor de silice, Triton X-100 (Sigma-Aldrich) como surfactante, Metanol del 98% de
pureza (Merck) como co-surfactante y Ciclohexano con 99.5% de pureza (Carlo Erba),
como fase oleosa. En la sintesis de nanoparticulas de silice es importante definir
parametros como las relaciones molares h= [H,OJ/[TEOS], p=[Metanol]/[Triton x-100], y R
= [H,O]/[Triton X-100] los cuales tienen efecto en el tamafio y morfologia de la particula.
Asi mismo, es importante definir el tiempo involucrado en el proceso de sintesis, ya que

de ello depende la formacién y las caracteristicas de las particulas obtenidas.

Inicialmente se mezclan el surfactante, el co-surfactante y la fase oleosa a 700 rpm
durante 15 minutos a temperatura ambiente, para formar la microemulsion. El orden y la
cantidad de los reactivos utilizados determinan la inversion de la micela. Una vez formada
la microemulsion de micelas inversas, se ajusta el medio a un pH basico, con una
solucion de Hidroxido de Amonio acuoso (Merck), con el fin de catalizar las reacciones de
polimerizacién necesarias para el crecimiento de las particulas de silice, que se forman en
la siguiente etapa. Por ultimo se agrega el precursor de silice (TEOS) que posibilita la
hidrdlisis y condensacion de las moléculas de silice dentro de la micela. Con el fin de

dilucidar la relacion entre el tiempo de agitacion de la mezcla y la formacién de las
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nanoparticulas, se utilizaron dos tiempos de agitacién de la mezcla: 24 y 2 horas. Pasado
este tiempo se procede a romper la microemulsion con la adicibn de etanol. Para
recuperar las nanoparticulas obtenidas, se centrifugan, son lavadas con etanol y agua
para eliminar los excesos de surfactante y co-surfactante aun presentes en las

nanoparticulas.

En el proceso de sintesis de nanoparticulas de silice fue necesario inicialmente definir el
tiempo suficiente para formar particulas de silice monodispersas, de morfologia esférica y
de tamafios en el rango nanométrico. Para ello se realizaron ensayos de diferentes de

sintesis hasta lograr los resultados esperados.

Una vez definido el tiempo 6ptimo de sintesis de las nanoparticulas se procede a variar
los pardmetros influyentes en el tamafio y morfologia de éstas. Aunque las cargas del co-
surfactante son las encargadas de interaccionar con las cargas del surfactante y definir la
inversion o no de la micela, el pardmetro p = [Metanol]/ [Triton x-100], hace referencia a la
disponibilidad que tiene el co-surfactante para brindar un ambiente adecuado dentro de la
micela para las reacciones de polimerizacién del precursor. Para evaluar la influencia del
parametro p sobre el tamafio y forma de la particula, se dejaron las demés relaciones

constantes y se hizo una variacion de este parametro, tal como se muestra en la tabla 1.

h=[H,O)/[TEOS] | p=[Metanol]/[Triton x-100] R = [H,O)/[Triton X-100]
59,1 4,5 9,2
59,1 53 9,2
59,1 76 9,2

Tabla 1. Relaciones molares de los pardmetros de sintesis cuando es variado
p=[Metanol]/[Triton x-100]

Los parametros h= [H,O]/[TEOS] y R= [H,O)/[Triton X-100] son parametros dependientes
del cambio en la concentracion del hidroxido de amonio ya que, la variacion de éste
implica un cambio en la concentracion de agua presente, lo cual afecta de forma directa el
tamafio de particula. EI parametro h esta directamente relacionado con la cantidad de
silice disponible dentro de la micela para conformar las nanoparticulas y R con la rigidez

interfacial que existe entre el interior de la micela y el exterior de ésta, generando un
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aumento o disminucion del tamafio de la micela, lo que se vera reflejado en un cambio del
tamafio de particula. En la tabla 2 se muestra la forma como se realizé la variacion de
estos parametros para evaluar su influencia sobre el tamafio y la morfologia de las

particulas obtenidas.

h=[H,O)/[TEOS] | p=[Metanol]/[Triton x-100] | R = [H,O]/[Triton X-100]

21,1 4,5 3,3
33,8 4,5 53
46,5 4,5 7,3
59,1 4,5 9,2

Tabla 2. Relaciones molares de los pardmetros de sintesis variando h= [H,O)/[TEOS] y
R = [H,O])/[Triton X-100]

La formacion de las particulas de silice fue caracterizada mediante difraccion de rayos X
en un difractémetro RIGAKU miniflex que opera con radiacion Ka Cu A =1, 54056 A,
geometria 20 y configuracién Bragg-Brentano para identificar las fases cristalinas de los
productos obtenidos. La identificacion de los grupos funcionales presentes en los
productos obtenidos se determinaron mediante  Espectroscopia de infrarrojo con
transformada de Fourier (FTIR) en un espectrometro infrarrojo JASCO FT/IR-6200 IRT-
5000. Para esta caracterizacion, las muestras se prepararon utilizando 2 mg de muestra
molida junto con 150 mg de KBr, hasta conseguir un polvo pasante malla 400, con el cual
se conformé una pastilla mediante prensado a 10 toneladas-fuerza. Asi mismo se realizé
caracterizacion mediante Espectroscopia Raman en un espectrometro LabRAM Horiba
JobinYvon dotado de un microscopio confocal y 3 longitudes de excitacion: 785 cm™ rojo,
532 cm™ verde, y 325 cm™ UV.

La morfologia y el tamafio de las particulas obtenidas se evaluaron mediante Microscopia
electrénica de barrido (SEM) en un equipo Hitachi S4800 SEM-FEG de alta resolucion (1-
3 nm) dotado de un analizador EDX Bruker X Flash Detector 4010 con una resolucién de
133 eV, cafon de emision de campo y detector STEM y Microscopia electronica de

transmision (TEM) en un Microscopio Philips CM200 con una resolucion estructural entre
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puntos de 2.3 A, porta muestras de uno y dos giros, calentamiento y enfriamiento.
Acoplado al equipo se dispone de un sistema de andlisis por Energias Dispersivas de
Rayos X (EDX) y Espectrometro de Pérdidas de Energia Electrénica (PEELS), de GATAN
modelo 766-2 keV. Las muestras fueron preparadas para ambas técnicas mediante la
adicion de una gota de nanoparticulas de silice dispersas en agua sobre una red de cobre

de 200 rejillas con una pelicula de Formvar.

El tamafio de las particulas y dispersabilidad se analizd6 mediante la técnica de Dispersion
Dinamica de luz (DLS) y potencial £, en un Zetasizer Nano S Malvern Instruments Ltda.
El equipo utiliza un laser He-Ne de 4 mV, operando a una longitud de onda de 633 nm. La
medicidn con este equipo depende del tamafio del nlcleo de la particula, el tamafio de las
estructuras de superficie, la concentracion de particulas, y el tipo de iones que existan en
el medio. En la préactica, la medicion del tamafio de particula de los polvos de silice
requiere la dispersion en un solvente apropiado (Agua). Los instrumentos de dispersion
dinamica de luz pueden determinar la distribucion del tamafio de particula de una muestra

en el rango de 0.1 nm hasta decenas de pum.

2.2 Incorporacion de un Farmaco

Para la encapsulacion del farmaco en el interior de las nanoparticulas de silice, se
contintia el mismo procedimiento descrito en la sintesis de las nanoparticulas. Se utilizan
5-fluorouracilo e ibuprofeno como farmacos anticancerigeno y antiinflamatorio
respectivamente. La incorporacion del farmaco se lleva a cabo justo después de formada
la microemulsion de micelas inversas. Se le adiciona el farmaco, con el fin de que en el
momento en que el precursor de silice comience sus reacciones de hidrolisis y
condensacion, tenga dentro de la particula que se forma, moléculas del farmaco. Luego

se sigue el mismo procedimiento de la sintesis de nanoparticulas.

Teniendo en cuenta los parametros mas Optimos descritos anteriormente que son
influyentes en la morfologia y tamafio de las nanoparticulas, se sintetizaron las
nanoparticulas de silice a estas condiciones encapsulando el farmaco. La tabla 3 hace
referencia a las relaciones molares utilizadas en la encapsulacion del 5-fluorouracilo e

ibuprofeno respectivamente.
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Farmaco h=[H,O)/[TEOS] | p=[Metanol]/[Triton x-100] | R = [H,O])/[Triton X-
encapsulado 100]
5-fluorouracilo 59,1 4.5 9,2
Ibuprofeno 59,1 4,5 9,2

Tabla 3. Relaciones molares de los parametros de sintesis para la encapsulacion de 5-
Fluorouracilo e Ibuprofeno

La totalidad de farmaco encapsulado en las nanoparticulas se determina mediante la
cuantificacion de la diferencia entre el farmaco agregado a la suspension de
nanoparticulas en Buffer Fosfato (PBS) y la concentracién de farmaco que queda en el
sobrenadante del PBS. EI farmaco presente en la suspension obtenida después de
centrifugar, y la cantidad del farmaco libre en el sobrenadante se determind utilizando
espectrofotometria de luz ultravioleta (UV) mediante un espectrofotometro (Perkin Elmer,
Waltham, MA) a una longitud de onda de 267 nm. La concentracion de farmaco libre en el
sobrenadante se obtiene mediante la comparacién de la curva de absorcion del
sobrenadante y la concentracion de farmaco. La cantidad de farmaco en el interior de las
nanoparticulas se calcula como la diferencia entre el farmaco que inicialmente se agrego
a la sintesis y la cantidad de f&rmaco que se encuentra en el sobrenadante. Esta
cantidad se conoce como la eficiencia de encapsulacion y se determina mediante la
ecuacion 1 [90, 91]:

O/UEE — Werarmacomnicial—Wfarmacolibre X 100 Ecl
Wrarmacoinicial

2.3 Cinética de liberacion del farmaco

Para obtener los perfiles de liberacion del farmaco en fluido de uso fisiolégico que
simulara la sangre (PBS), los ensayos fueron llevados a cabo en un bafo termostatizado
(Memmert WNB22) a una temperatura de 37 °C + 0,1. Las nanoparticulas con el farmaco

encapsulado fueron dispersadas en un buffer fosfato (J.T Baker) de pH= 7.4 durante 2
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horas para el ibuprofeno y 96 horas para el 5-fluorouracilo. La cantidad de horas del
ensayo depende del tiempo de vida que tiene el farmaco. Periédicamente, se hicieron
extracciones de la solucion del buffer fosfato en contacto con las nanoparticulas con el
respectivo farmaco encapsulado. Para el ibuprofeno las extracciones se realizaron cada
30 minutos, mientras que para el 5-fluorouracilo se realizaron extracciones cada 24 horas.
Las soluciones extraidas fueron conservadas en tubos Eppendorf dentro de un bafio de

hielo a -20°C hasta el momento del analisis.

El andlisis y caracterizacion de las soluciones extraidas, para detectar cuanto farmaco se
liber6 en ellas a través del tiempo, se llevo a cabo mediante Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (HPLC), en un cromatografo liquido AGILENT serie 1100 el cual permite
separar, identificar y cuantificar diversos componentes estrechamente relacionados en
mezclas complejas. Esta técnica es muy importante y aplicable a lo hora de cuantificar
compuestos termolabiles y no volatiles. Ademas es aplicable a iones inorganicos. Para la
adquisicion de los datos se utilizé el Software — Chem Station Asterix. Para llevar a cabo
los seguimientos de la cinética de liberacidbn del farmaco, se utilizd6 también la
espectrofotometria ultravioleta- visible, la cual esta basada en la medicién de la absorcion
de radiacion U.V. o visible por determinadas moléculas. Estos ensayos se hicieron en un

espectrofotémetro Ocean Optics PC2000.

2.4Evaluacion de citotoxicidad y del efecto clastogénico de

nanoparticulas

Para evaluar los efectos citotoxico y genotoxico de la nanoparticulas de silice, son
utilizadas las técnicas: azul de Tripano, MTT y test cometa respectivamente en un cultivo
celular de células de ovario de hamster chino (CHO-K1). Elazul de tripano es
un colorante azoico que se utiliza en tinciones histolégicas para ensayos de viabilidad
celular que permiten diferenciar células viables o no viables. Las células viables
o tejidos con la membrana celular intacta no se colorean debido a que la membrana
celular es selectiva respecto a qué compuestos pueden atravesarla. En
las células viables, con membrana intacta, no se incorpora el azul de tripano; por el

contrario, atraviesa la membrana de las células inviables. Por lo tanto, estas células se



iError! El resultado no es valido para una tabla.apitulo 2 25

muestran de un distintivo color azul bajo el microscopio (tipicamente, empleando
una camara de Neubauer para contarlas).

El ensayo de MTT es utilizado para medir la supervivencia y proliferacion celular y se
basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa en un
compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo determinar la funcionabilidad
mitocondrial de las células tratadas. La cantidad de células viables es proporcional a la
cantidad de formazan que se produce.

El ensayo cometa es una técnica que evalla el dafo y la reparacién del ADN a nivel de
células individuales. En esta técnica se cuantifican los fragmentos que migran durante la
electroforesis, los cuales son el resultado de las roturas de cadena y los sitios sensibles al

alcali (pH mayor de 13) asi como sitios de reparacion por escision incompleta.

2.4.1 Condiciones de cultivo y mantenimiento de la linea celular
CHO-K1

Los ensayos fueron realizados empleando cultivos en estado exponencial de la linea
celular adherente, establecida e inmortal CHO-K1 propagados en medio RPMI 1640
(GIBCO) suplementado con 5% de suero bovino fetal (SBF)(GIBCO), a partir de los
cuales se obtuvieron subcultivos por medio de desprendimiento celular usando Tripsina-
EDTA (0,025%) (GIBCO) e inactivacién con medio completo (5% de SBF) y sembrando
una densidad de 2x10° células en 5ml de medio RPMI 1640 (GIBCO) suplementado con
5% de suero bovino fetal (GIBCO) en frascos de cultivo T25 (BD Falcon). Todos los
cultivos fueron mantenidos en incubacién a 37°C en atmosfera humeda (>95%) y de 5%
CO, (Condiciones estandar) hasta crecimiento exponencial entre 36 y 48 horas post-

siembra.

2.4.2 Preparacion de suspensiones de Nanoparticulas de silice

En una balanza analitica se pesé un (1) gramo de nanoparticulas de silice y se sirvié en
un tubo coénico de polipropileno al cual se agregd 10 ml de Metanol. La muestra fue
diluida 1/100 usando metanol absoluto y se sometid a lavados sucesivos con Metanol y

Buffer fosfato- PBS libre de calcio (Ca*) y Magnesio (Mg'") a pH=7,2 en series de
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centrifugaciones a 4000 rpm durante 10 minutos cada una. Posteriormente, el botén
obtenido fue resuspendido en 10ml de PBS estéril y mantenido a 4°C hasta la
experimentacién. A partir de la solucibn Stock o solucion de partida (0.01g/ml) se
prepararon soluciones que permitieran obtener concentraciones en los cultivos de 5, 10,

15, 20, 25, 50, 75, 100, 200 pg/ml como los diferentes niveles de tratamiento.

2.4.3 Ensayo de Viabilidad por exclusion de Colorante Azul de

Tripano

Para este ensayo se establecieron cultivos celulares usando placas de cultivo multipozos
de 96 pozos sembrando una densidad de 8000 células por pozo en 200ul RPMI1640 (5%
de SFB). Los cultivos se mantuvieron bajo condiciones estandares (37°C, 5% CO,)
durante 48 horas y posterior a ello, se adicionaron los diferentes tratamientos durante 20
horas bajo las mismas condiciones de incubacion y por triplicado usando un disefio
completamente al azar. Como control negativo (C-) se emplearon células en cultivo sin
ningun tipo de modificacién y como control positivo (C+) células en cultivo tratadas con
H,0, (25 uM) durante 1 hora.

Las suspensiones celulares se obtuvieron removiendo el medio de cultivo de cada pozo y
transfiriéndolo a tubos Eppendorf de 1,5ml. Seguidamente, se realizaron lavados usando
40pl de buffer fosfato — PBS (pH 7,2) y adicionando 20ul de Tripsina-EDTA (0,025%)
(GIBCO) para incubacion durante 3 minutos y posterior adicion de 40ul de medio
completo (RPMI con SBF al 5%). Una vez obtenida la suspension celular, se transfirié a

los tubos correspondientes para centrifugacién a 2700rpm durante 5 minutos.

Para el recuento de las células viables y no viables, se diluyeron las concentraciones
celulares provenientes de los cultivos tratados en proporcion 1:1 con azul de tripano
(0,4%) y se incubaron por 3 minutos a 37°C en atmésfera hiumeda al 5% de CO,. Se
tomé 20ul de la disolucion celular con azul de tripano y se llevé a la camara de Neubauer
para hacer conteo de células viables e inviables; estas Ultimas incorporaron el colorante
azul de tripano tomando una coloracion diferencial que se visualizd y evalud por recuento

en microscopio Optico (Carl zeiss primo star) usando un objetivo de 40X.
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El porcentaje de viabilidad se calculé como:

o Recuento de c€lulasviables
Up deViabilidad = - . x 100 Eec 2
Recuento de c€lulas viables totales

2.4.4 Ensayo de Citotoxicidad por MTT

El MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2-5-difeniltetrazol) es un colorante amarillo
soluble en agua derivado de sales de tetrazolio. Este compuesto es empleado para
evaluar la capacidad enzimética mitocondrial ya que en las células viables es reducido a
formazéan, una sustancia insoluble de color azul [92, 93]. La cantidad de formazén
producido es proporcional al nimero de células viables y puede emplearse como un

ensayo colorimétrico con mediciones de absorbancia.

La evaluacién del efecto citotoxico de nanoparticulas de silice se realizé usando 9
concentraciones diferentes descritas anteriormente. Se empledé un disefio en blogues
completos usando cuatro repeticiones de cada tratamiento y por duplicado. Entiéndase
por control negativo (C-) células en cultivo sin ningun tipo de modificacion, es decir; sin
presencia de nanoparticulas de silice, y por control positivo (C+) células en cultivo
tratadas con H,O, (25 uM) durante 1 hora. Se emplearon cultivos celulares de la linea
celular CHO-K1 con viabilidad superior al 95%, a partir de los cuales, se sembraron en
platos de cultivo de 96 pozos 8000 células en un volumen de 100 pl de medio RPMI1640
(5% SFB) por pozo para un tiempo de establecimiento de 48 horas. Posterior a ello, se
adicion6 y mantuvo el tratamiento durante 20 horas y cuatro horas antes del cumplimiento
de este tiempo se adiciond 20 pl de MTT (5mg/ml). Durante ambos periodos los cultivos
se mantuvieron bajo condiciones de incubacion ya descritas. Al finalizar el periodo de
incubacion, se agreg6 100ul de Isopropanol acidificado (0,1% HCI fumante, 10% Triton x-
100) a cada pozo y los platos de cultivo se dejaron en planchas de agitacion orbital y en
oscuridad durante 4 horas para la disoluciéon de los cristales de formazan. Finalmente, se
realizo la lectura en cada caso usando un espectrofotometro (Multiskan - Spectrum termo

scientific) a longitudes de onda de 540nm y 570nm.
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El porcentaje de Viabilidad se obtuvo por relaciones de absorbancia encontradas para

cada tratamiento respecto al control con la siguiente férmula:

A.C@lulas tratadas
06 de Viabilidad = - — x 100 Ec 3
A.Celulas control negativo

A: Absorbancia obtenida a una misma longitud de Onda

2.4.5 Evaluacion de Efecto Clastogénico Agudo por ensayo
cometa

El ensayo cometa o electroforesis en gel de células individuales es una técnica altamente
sensible, rapida y de bajo costo. En condiciones alcalinas de electroforesis es posible
evaluar el dafio de cadena sencilla y doble del ADN a nivel de células individuales
basandose en la migracién de fragmentos de ADN que van desde la cabeza (ADN no

fragmentado) hasta formar una cola, cuya longitud refleja la intensidad del dafio [94, 95]

La evaluacion del efecto genotoxico se realiz6 siguiendo el protocolo de electroforesis
alcalina propuesto por Singh y Tice [96], usando como tratamientos concentraciones de
100pg/ml y 50ug/ml de nanoparticulas de silice; como control negativo (C-) se emplearon
células en cultivo sin ningun tipo de modificacion y como control positivo (C+) células en
cultivo tratadas con H,O, (50 uM) durante media hora. Se emplearon cultivos en fase
exponencial de la linea celular CHO-K1 expuestos a Tripsina-EDTA (0,025%) durante 3
minutos e inactivacion con medio completo (RPMI1640 al 5% de SFB). Las suspensiones
celulares se centrifugaron a 2700 rpm durante 5 minutos para su concentracion, recuento
y evaluacion de viabilidad por azul de tripano. Se estimé un ndamero de 10.000 células y
se transfirieron a un tubo Eppendorf en un volumen final de 250l incluyendo 50ul del
tratamiento y se mantuvieron bajo las condiciones enunciadas anteriormente. Una vez
trascurrido el tiempo de tratamiento los cultivos fueron centrifugados nuevamente a 2700
rpm por 5 minutos y el botén celular fue resuspendido en agarosa de bajo punto de fusion

(SIGMA) 0.5%y servidas sobre laminas base preparadas previamente con agarosa de
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punto de fusion normal (SIGMA) 1%. Los geles se dejaron solidificar a 4° C durante 10
minutos, y después se sumergieron en solucién de lisis (2.5M NaCl, 0.1M EDTA, 10 mM
Tris-HCL, 10% DMSO, 1% Triton-X 100, pH 10) durante 18 horas. A partir de este
momento todos los pasos fueron realizados en la oscuridad para prevenir dafio adicional
al ADN [97].

Los portaobjetos fueron lavados con PBS frio e incubados con Buffer de electroforesis
(300 mM NaOH, 1mM EDTA, pH > 13) a 4° C por 20 minutos en una camara de
electroforesis horizontal para desnaturalizacién del ADN. La electroforesis se realizé a
25V y 300mA durante 30 minutos, después de lo cual los portaobjetos fueron
neutralizados por 5 minutos (C4H;;NO30.4 M, pH 7.5) y deshidratados con metanol
absoluto para su tinciébn con Bromuro de Etidio (0,02mg/ml). Los resultados fueron
visualizados en microscopio de Fluorescencia (Nikon eclipse 80 i) con un objetivo de 40X
y se capturaron imagenes de campos al azar para un total de 50 nucleos por tratamiento
para su analisis usando el software Comet-Score®, tomando como indicadores de dafio el
porcentaje de ADN en la cola (ADN7) y el momento de cola Olive (MCO) que relaciona la
distancia (en direccion x) entre el centro de gravedad de la cabeza y el centro de

gravedad de la cola, con el porcentaje de ADN en la cabeza.

Ec4

2=, Intensidadesenlacabeza

‘=, Intensidadesenlacola

Los datos obtenidos de los experimentos de citotoxicidad, viabilidad celular y efecto
clastogénico severo fueron tabulados, procesados y graficados en Excel. El analisis
estadistico fue realizado mediante el programa SAS 9.1 usando un analisis de varianza

(ANOVA) de una via (0<0.05)y prueba t para comparaciones mdltiples.



3. Resultados y discusion

3.1 Caracterizacidon de las Nanoparticulas de silice

3.1.1 Influencia de los parametros t, r, h y R en el tamafio y
morfologia de las particulas de silice.

El tamafio y la morfologia de las nanoparticulas de silice sintetizadas via sol gel asistido
por microemulsiéon de micelas inversas han sido comparadas teniendo en cuenta aquellos
parametros que presentan efectos significativos en éstos dos aspectos [98, 99]. Los
principales parametros son la relacion molar Agua-Surfactante (R), Co-surfactante-

Surfactante (p), Agua-Teos (h) y tiempo de sintesis (t).

La tabla 4, resume los efectos generados por el tiempo en el tamafio y la morfologia de
las Nanoparticulas de Silice cuando este varia entre 2 y 24 horas manteniendo constante
los demas parametros de sintesis. (R = [H,O] / [Triton X-100] en 9,2 ;p=[Metanol] / [Triton
x-100] en 4,5 y h= [Agua]/[TEOS] en 59,1).

Tiempo (Horas) | Tamafo Particula (nm) | Morfologia

2 25 Esférica
24 35 Esférica

Tabla 4. Morfologia y tamafio de particula de la sintesis a 2 y 24 horas.

Aunque en ambos casos es posible obtener particulas de silice de tamafio nanométrico y
morfologia esférica, el tamafio de particula al disminuir el tiempo de reaccion
manteniendo constante los demas parametros de sintesis, da como resultado particulas
de silice aproximadamente 25 nm de didmetro, monodispersas y sin aglomeraciones,

mientras que al aumentar el tiempo de sintesis se obtiene particulas de aproximadamente
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35nm de diametro, polidispersas y con formacion de cluster o aglomeraciones (Figura 1y
2). La formacion de nanoparticulas dentro de la microemulsion tiene lugar a través de
cuatro etapas: (1) Asociacion del TEOS con la microemulsion (2) Hidrolisis del TEOS vy

formacion de monoémeros, (3) Nucleacién y (4) crecimiento de las particulas.

Figura 1. Fotomicrografias de Microscopia Electronica de Barrido (SEM-FEG) de
nanoparticulas de silice sintetizadas via sol-gel asistidas por microemulsion de micelas
inversas. a, b) Nanoparticulas de silice sintetizadas a 2 hora. ¢, d) Nanoparticulas de

silice sintetizadas a 24 horas.

La nucleacion implica un aumento en el numero de centros de dispersion (nUmero de
particulas). Por el contrario, el crecimiento de particulas se asocia con una disminucion
de la intensidad dispersada [100], lo cual corresponde a la desaparicion de particulas
pequefias durante el proceso de crecimiento. Una nucleacién lenta conduce a un

pequefio numero de nudcleos, que pueden crecer y alcanzar grandes tamafos
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polidispersos. Por el contrario, si la nucleacion es rapida, se forman un gran nimero de

nacleos y el tamafio de particula final sera pequefio y monodisperso.

Debido a las colisiones continuas y la coalescencia de los nucleos en la microemulsion,
las especies reaccionantes TEOS y NH,OH entran en contacto provocando la
condensacion de las especies de Si(OH), dentro de los nudcleos acuoso de la
microemulsion. La formacion de una gran cantidad de nucleos significa la obtencion de
nacleos mas pequefios en relacién con el tamafio de particula, por lo cual convendria que
todos los nucleos se formen al mismo tiempo. La disminucién en el tiempo de sintesis
permite obtener nanoparticulas mas dispersas y de tamafio mas uniforme, debido a que
se interrumpe el proceso de crecimiento, en el cual existe un limite donde las particulas ya

no crecen mas y tienden a colisionar con otras generando cluster o particulas mucho mas

grandes.

Figura 2. Fotomicrografias de Microscopia Electronica de Transmision (TEM) de
Nanoparticulas de silice sintetizadas via sol-gel asistidas por microemulsion de micelas
inversas. a) Nanoparticulas de silice sintetizadas a 2 horas. b) Nanoparticulas de silice

sintetizadas a 24 horas.

Es evidente que el tiempo de reaccion afecta significativamente el tamafio de las
nanoparticulas sintetizadas. En la figura 3, se muestra el diagrama para los procesos de
nucleaciéon y posterior crecimiento de las particulas solidas [101], donde Cses la
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concentracion de equilibrio del soluto y C,i,™ la concentracion critica de soluto para la
nucleacién. Cuando aumenta la concentracién de soluto como una funcién del tiempo, la
nucleacién se produce so6lo cuando la sobresaturacion alcanza un cierto valor por encima
de la solubilidad (Cnin™ ). Después de la nucleacién inicial, la concentracién o la
sobresaturacion de la especie de crecimiento disminuyen continuamente. Cuando la
concentracion disminuye por debajo de C ., ™, no se forman mas nucleos, mientras que
el crecimiento procederd hasta que la concentracion de las especies de crecimiento
alcanzaC .

cminnu MNucleation and Growth

EEEEEEEEE TR E TR

solute concentration

Time
Figura 3. Diagrama de las etapas de nucleacion y posterior crecimiento de las particulas
sdlidas [102].

Haciendo uso de los conceptos de nucleacion y crecimiento, se puede inferir que las
sintesis a 2 y 24 horas, se encuentran en la etapa Il de la figura 3, en esta etapa se
forman los ndcleos necesarios para que las particulas de silice sean producidas; sin
embargo éstas particulas tendran una etapa de crecimiento limite, es decir que no
seguiran creciendo mas. Sin embargo; al aumentar el tiempo sintesis se induce a un
crecimiento de la particula, debido a que particulas mas pequefias comienzan a coalescer
generando un aumento en el tamafio de particula, lo que posteriormente mueve el
sistema a la etapa Ill donde se darian particulas de tamafios mas grandes y con posible

produccion de cluster o aglomerados.
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Debido a que la obtencién de las nanoparticulas de silice resultd ser mas optima en
cuanto a morfologia, tamafio, monodispersidad y poca aglomeracion cuando eran

sintetizadas a 2 horas, se variaran los parametros de sintesis manteniendo fijo el t.

La tabla 5 y Figura 4 muestran la influencia de la variacion de p=[Metanol]/[Triton x-100]
sobre el tamafio de particula cuando se varia la concentracion de Metanol, manteniendo

constante R y t.

S00nm 15

Figura 4. Fotomicrografias de Microscopia Electronica de Barrido (SEM FEG) de
Nanoparticulas de silice sintetizadas via sol-gel asistidas por microemulsion de micelas
inversas sintetizadas a 2 horas variandop=[Metanol]/[Triton x-100] a)p=4,5 b)p=5,25

C)p=7,63
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p=[Metanol]/[Triton x-100] | Tamafo de Particula (nm) | Morfologia
45 125 Esférica
53 100 Esférica
76 83 Esférica

Tabla 5.Tamafio de Particula asociado a la variacion de p=[Metanol]/[Triton x-100]

Para las particulas preparadas por incorporacion directa de TEOS e hidréxido de amonio,
el tamafio y la polidispersidad de las particulas depende directamente de las etapas de
nucleacion y crecimiento como se habia descrito anteriormente. Sin embargo, en la
sintesis de microemulsiéon de micelas inversas, el co-surfactante (metanol) y el agua
realizan la funcién de estabilizar la micela y de proporcionar los medios suficientes para
gue la reaccion quimica dentro de ésta sea llevada a cabo y actian como reservorios para
la formacion de los nudcleos de silice. La variacion del didmetro de particulas con
p=[Metanol]/[Triton x-100] presenta una disminucién al aumentar la cantidad de metanol
en la microemulsién. En la figura 4, las nanoparticulas de silice utilizando diferentes
cantidades de metanol presentan un diametro de particula de a) 125 nm b) 100 nm y c)
83 nm. El tamafo de particula depende en gran medida del tipo de alcéxido de silicio y
alcohol utilizado. Mientras mas longitud tenga la cadena del alcohol, mas grande sera el
tamafio de particula [74]. Cuando la cantidad de metanol es alta, el tamafio de particula
se hace mas pequefio y se presenta una menor polidispersidad. Esto debido a que se
tiene una menor cantidad de Triton X-100 en comparacién con la cantidad de Metanol
presente en la micela lo que conlleva a que el tamafio de la gota sea mas pequefo por la
disponibilidad de grupos polares del Triton x-100 para enlazarse con los grupos del
metanol. A su vez, a medida que aumenta la cantidad de Metanol, el tamafio de particula
va disminuyendo debido a que se forman més nucleos de silicio dentro de la micela lo que

provoca tamafios de particula mas pequefios.

Como se ha visto hasta el momento, la variacion del tiempo, y la concentracion del co-
surfactante afectan directamente el tamafio de particula. A continuacién, se vera que el
cambio en la concentracion de hidréxido de amonio implica un cambio en la concentracion
de H,0O lo cual a su vez afecta directamente la relacion molar agua — surfactante (R), el

cual no solo afecta el tamafio de particula sino también la morfologia de ésta.
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Figura 5. Fotomicrografias de Microscopia Electronica de Barrido (SEM) de

Nanoparticulas de silice sintetizadas via sol-gel asistidas por microemulsiéon de micelas
inversas sintetizadas a 2 horas variando R = [H,O]/[Triton X-100] a) R=3,3 b) R= 5,3 ¢)
R=7,3 d) R=9,2

En la Figura 5, se muestran los efectos producidos por un cambio en la concentracion de
hidroxido de amonio, la cual tiene influencia de la variacion de la relacion molar R =
[H2O]/[Triton X-100] ya que el hidroxido de amonio tiene una cantidad de agua que se
tiene en cuenta en la formulacién. Para este caso, fueron afadidas diferentes
concentraciones de hidroxido de amonio (0,8; 0,6; 0,4; 02 M), que generaron un cambio
en R. A medida que se disminuye la concentracion del NH,OH, aumenta la relacion molar
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[H.O]/[Triton X-100] (R). Este aumento de R genera un cambio no solo de morfologia sino
también en el tamafio de particula. A mayores valores de R, se obtienen tamafios de
particula mas pequefios (en el rango nanométrico), con morfologias esféricas vy
monodispersidad bien definidas (Tabla 6). Para concentraciones de hidréxido de amonio
mayores (0,8 M), la morfologia esférica de la particula desaparece completamente, hay
polidispersidad en los tamafios de particula llegando a un diametro promedio de entre 1y
5 um (R=3,3). Con concentraciones de 0,6 M de hidréxido de amonio, los efectos de la
disminucion de R (R=5,3) son poco perceptibles. La morfologia esférica de las particulas
aun no se encuentra bien definida, se conserva la polidispersidad pero es notable una
disminucion en el tamafio de particula (250 nm). Para concentraciones mas bajas de
hidroxido de amonio, 0,4 M (R=7,3) y 0,2 M (R= 9,2), las particulas adquieren morfologia
esférica, el tamafio de particula va disminuyendo (71 nm y 60 nm respectivamente) y el

sistema es menos polidisperso.

El cambio en la morfologia y tamafio de particula al variar las concentraciones de
hidroxido de amonio y su efecto en la relacion molar agua- surfactante, pueden ser
abordadas desde la velocidad de las reacciones de polimerizacién. Disminuyendo la
concentracion de hidroxido de amonio en la sintesis, se estd generando un aumento en la
concentracion de agua, provocando inmediatamente un aumento en el valor de R (R =
[H.O]/[Triton X-100]). Segun investigaciones, un aumento en la concentraciéon de agua
disminuye proporcionalmente el tamafio de particula y la polidispersidad de las mismas
[98]. A bajos valores de R, se ven afectadas las etapas de hidrdlisis y condensacion
(polimerizacion), con lo cual el proceso de nucleacion (formacién de ndcleos al interior de
la micela) se inhibe. Esto conlleva a un aumento en la concentracion de amonio, lo cual
genera un aumento en los grupos OH" y desencadena una mayor velocidad del proceso
de hidrolisis. Esto conduce a un menor niumero de nucleos formados, los cuales crecen

hasta convertirse en particulas méas grandes [69].
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R = [H,O)/[Triton X-100] | Tamafio de Particula (nm) | Morfologia
3.3 10pm Irregular
5.3 250 Irregular
7.3 72 Esférica
9,2 60 Esférica

Tabla 6. Tamafio de particula asociado a la variacion de R= [H,O]/[Triton X-100]

Un aumento en los valores de R genera una disminucion en el tamafio de particula. En
estas condiciones, se tiene mayor disponibilidad de agua en el interior de la micela, la
etapa de nucleacién se favorece, por lo que es probable que se aumente la cantidad de
nacleos producidos formandose un menor tamafio de particula. A medida que la relacion
molar R aumenta con la disminucion de la concentracion de hidroxido de amonio, los
tamafios de particula disminuyen y su morfologia se ve afectada significativamente (tabla
9). Todo esto se debe a que cuando R aumenta, el crecimiento de las particulas es
limitado por la velocidad de la etapa mas lenta, en este caso la hidrélisis. Al hidrolizar un
mayor nimero de monémeros de TEOS la probabilidad de interaccion entre los grupos Si-
O-Si aumenta, determinando la polidispersidad [98]. Uno de los requisitos para generar
particulas monodispersas, es que la etapa de nucleacion dependa en gran medida de las
colisiones intramicelares. A menor velocidad en la etapa de hidrdlisis, la formaciéon de un
namero mayor de nudcleos es inminente; lo que conllevaria a disminuir el tamafio de

particula continuamente a medida que aumenta R [103].

3.1.2 Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

En la figura 6, se muestran las distribuciones de tamafio de particula de los polvos de
silice. Se observa que con el aumento del tiempo el tamafio de las particulas de silice
varia. La distribucién del tamafio de particula de la silice sintetizada a 2 horas (figura 6 a))

muestra un unico pico en el cual el punto mas intenso se encuentra aproximadamente a
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27 nm, es decir; que cuando el haz de luz atraviesa la muestra para censarla, el mayor
tamafio promedio de particula estuvo en ese rango. Con este Unico pico se puede
determinar el coeficiente de difusiébn de las particulas, corroborando que cuando un
sistema es monodisperso solo debe tener una Unica distribucion en el tamafo de
particula, tal como se habia comprobado con las técnicas de espectroscopia (SEM y
TEM) donde a menor tiempo de sintesis el tamafio de particula disminuia, presentaba una
distribucion de tamafio de particula monodispersa y ademas no tendia a la formaciéon de

clusters.
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Figura 6. Medida de Dispersion Dinamica de Luz (DLS) para las nanopatrticulas de silice

sintetizadas a) 2 horas y b) 24 horas

Las particulas de silice sintetizadas a 24 horas (Figura 6 b)), muestran dos picos cuyas
intensidades varian, los picos se encuentran a 75,3 nm y 23,8 nm aproximadamente.
Cuando la distribucion en el tamafio de particula muestra varios picos da cuenta de la
polidispersidad que puede tener la muestra. Sin embargo; como ya se habia indicado, la
polidispersidad esta directamente asociada con el aumento en el tiempo de sintesis. Al
aumentar el tiempo, las particulas ya no crecen por las reacciones de polimerizacion sino

porque coalescen debido a los movimientos brownianos que se presentan, lo cual las
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lleva a aglomerase y producir una mayor cantidad de clister o en su defecto a aumentar

el tamafio de particula final.

3.1.3 Difraccion de rayos X (DRX)

Los resultados de la difraccion de rayos X para las particulas de silice sintetizadas se
muestran en la figura 6, este resultado muestra un espectro propio de una sustancia
amorfa asociada al dioxido de silicio obtenido. A pesar de que se realizé una variacion en
el tiempo de sintesis de 2 y 24 horas, el difractograma obtenido es el mismo para los dos
tiempos de sintesis, evidencia la formacion de un material amorfo que no presenta ningin
tipo de impurezas. En pocas palabras, el tiempo de sintesis no influye de manera directa
en la formacion de silice de caracter amorfo, solo es influyente en la morfologia y tamafio
de particula, lo que implicaria que ha cualquier tiempo de sintesis que se tome siempre se

formara silice amorfa.

15 Sintesis 4 Me
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Figura 7. Difractograma de rayos X de las particulas de SiO, sintetizadas a 24 horasy a 2

horas.
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3.1.4 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier
(FTIR)

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) brinda informacion de las

bandas caracteristicas del SiO, sintetizado cuando el tiempo varia de 2 a 24 horas

respectivamente.
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Figura 8. Espectros FTIR de las nanoparticulas de silice sintetizadas a 24 y 2 horas

respectivamente

La figura 8, muestra dos espectros infrarrojos en el rango de 4000 a 600 cm™,
correspondientes a las muestras sintetizadas a 24 y 2 horas respectivamente. En los
espectros de las nanoparticulas sintetizadas a 24 y 2 horas respectivamente, la primera
banda se encuentra a 624 cm™ y 630 cm™ las cuales corresponden a vibraciones del
enlace Si-O. La segunda banda cerca de 788 cm™ y 800 cm™ corresponde a la flexion de
Si-O y una ultima banda en 1056 cm? y 1100 cm?, la mas intensa, estd asociada a
movimientos y estiramientos asimétricos Si-O en los cuales los 4tomos adyacentes de
oxigeno se mueven [104, 105]. La tabla 7, resume las bandas encontradas y las

asignaciones de las mismas a las vibraciones tipicas del SiO,.
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Frecuencia
(cm™ Asignacion de vibraciones
600 a 680 Vibraciones del Si-O
750 a 810 Flexion del Si-O
900 a 1043 Grupos silanos y estiramiento Si-O-Si [106]
1050 a 1115 Estiramientos asimétricos de Si-O
1610 a 1680 Deformacion (Tijereteo y aleteo) del H del alcohol [106]
3400 a 3500 Presencia de alcohol y estiramiento de los grupo hidroxilo de
Si-OH [107]
3540 Silanoles ligados al alcohol a través de puentes de hidrogeno
3660 Pares de Siy OH ligados por puentes de hidrogeno y silanoles
3750 Silanoles libres en la superficie

Tabla 7. Asignacion de vibraciones fundamentales de SiO, en la region de 4000 a 550 cm’
1108]

Adicionalmente, se observan 3 bandas en los rangos de 2856 a 3033 cm™; 1461 a 1656
cm™y 920 a 1010 cm™, estas tres bandas pueden ser usadas para evaluar indirectamente
el grado de polimerizacion. La banda localizada alrededor de 600 cm™, es atribuida a la
deformacién de anillos siloxano de cuatro miembros (tetrasiloxanos). Debido a que los
tetrasiloxanos son estables durante los procesos de hidrolisis [109], ellos pueden
constituir una gran fraccion de las especies oligoméricas presentes en los sistemas
derivados del TEOS. Observando esta banda podemos ver que la poblacién de
estructuras del tipo de anillos de cuatro miembros que son producidas en las primeras
etapas de las reacciones de hidrolisis y condensacion, se incrementa conforme transcurre
el tiempo de gelacidon permaneciendo este tipo de estructuras en las particulas de SiO,
resultantes. La banda de absorcion localizada en el primer rango, corresponde a
vibraciones fundamentales de estiramiento de los diferentes grupos hidroxilo presentes
[110] e implica la presencia de puentes de hidrogeno en la superficie de la silice, las

diferentes contribuciones a esta banda se muestran en la tabla 8.
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Frecuencia

(cm™) Asignacion de vibraciones

~900 Vibracion silanoles Si-OH

1450 a Deformacion del enlace H-O-H del H,O o del grupo O-H aportado
1680 por el alcohol

3400 a Agua absorbida o presencia de grupos hidroxilo del alcohol
3500

3540 Silanoles ligados a agua o alcohol a través de enlaces de

hidrogeno

3660 Pares de Siy OH ligados por enlaces Hidrogeno y silanoles
3750 Silanoles libres en la superficie

Tabla 8. Asignacién de vibraciones fundamentales de estiramiento de los diferentes

grupos hidroxilo en la regién de 2648 a 3800 cm™.

La banda entre 1461 a 1656 cm™ se asigna a la deformacion angular del enlace H-O-H del
agua [109] o a una contribucién de etanol formado por la polimerizacion del TEOS. La
presencia de esta banda indica que la silice formada contiene una cantidad de grupos
hidroxilo. La banda alrededor de 900 cm™ corresponde a la vibracion de enlaces Si-OH,
comunmente conocidos como grupos silanoles (Si(OR)sOH) producto de la difusién del

Teos alrededor de la fase organica de la microemulsion.

La asociacion del TEOS con la microemulsion se produce en presencia de Hidroxido de
amonio, en proporcién molar 1:1 y es visto como un proceso de distribuciéon. Cuando se
adiciona TEOS a la microemulsion, las moléculas de este, se difunden alrededor de la
fase organica de la microemulsiéon para la formacién de monémeros que contienen grupos
silanoles altamente reactivos (Si(OR);OH). El hidroxido de amonio actia como
catalizador, y provee iones OH™ necesarios para que ocurra la hidrolisis del precursor, lo
gue conduce a la formacion de &cido silicico con cuatro grupos silanoles. Estas especies
(Si(OR)3(OH) y Si(OH),) se designan como “mondémeros” y estan asociadas a la micela
inversa debido a su cardcter polar, contribuyendo a la Nucleacion y crecimiento de las
particulas. Un aumento en los iones OH" (aportados por el NH,OH) causa un incremento
en la velocidad de hidrdlisis del TEOS, produciendo un gran numero de monémeros que
forman agregados tridimensionales debido al entrecruzamiento de las cadenas
ramificadas de las particulas de silice que se unen mediante la condensacion de grupos

Si-OH presentes en la superficie de las particulas. Cuando el pH de la microemulsion se
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encuentra entre 7 y 10, la superficie de las particulas se carga negativamente y las
colisiones que se presentan entre las particulas conllevan a la formacion de puentes
siloxano interparticula (reaccion catalizada por iones OH’) que hacen que las particulas

crezcan sin agregarse.

Las bandas de absorcién descritas anteriormente son comunes en silice sintetizada via
sol-gel. Los subproductos de las reacciones de hidrélisis y condensacién se combinan con
familias de estructuras de SiO, formadas contribuyendo a las caracteristicas de las
bandas, cambios en la forma y posicibn de los picos se pueden asociar a cambios
estructurales debidos al uso de diferentes concentraciones de TEOS / H,O /NH,OH, lo
gue conduce a una variacion en la velocidad de reaccion de las etapas de hidrélisis y

condensacion del precursor.

Al realizar un analisis detallado de los espectros de las nanoparticulas de silice
sintetizadas a 24 y 2 horas respectivamente (Figura 8), es posible observar que las
bandas caracteristicas del SiO, y las interacciones de los grupos hidroxilo del alcohol
aparecen en los dos espectros. El espectro de las nanoparticulas de silice sintetizadas a 2
horas presenta mayor ruido que las nanoparticulas sintetizadas a 24 horas, lo cual puede
ser debido a que a 2 horas de sintesis la etapa de crecimiento por coalescencia es
inhibida y se tiene mayor cantidad de particulas para sensar, mientras que a 24 horas la
cantidad de nudcleos ha disminuido. Con la informacion aportada por la espectroscopia
infrarroja, una vez mas puede observarse la independencia del tiempo en la formaciéon de

silice tal cual como se destacé en el analisis de la difraccion de rayos x (DRX).

3.1.5 Espectroscopia Raman

En los espectros Raman se observan bandas caracteristicas asociadas a los compuestos
de silice indicados en la figura 9. Alrededor de 489 cm ™ se encuentra un pico generado

principalmente por la flexion de los &tomos de oxigeno en los enlaces O-Si-O [111, 112].
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Figura 9. Espectros Raman nanopatrticulas de silice sintetizadas via sol-gel asistidas por
microemulsidn de micelas inversas. a) Nanoparticulas de silice sintetizadas a 2 horas. b)

Nanoparticulas de silice sintetizadas a 24 horas.

Los picos en 680 y 800 cm !, estan asociadas con el movimiento del Oxigeno de los
modos de tension simétrica de los enlaces Si-O, los cuales pueden verse disminuidos con
un aumento de grupos OH [113]. Se observé una banda que alcanzé su punto maximo a

aproximadamente 800 cm™ lo que se atribuye a los grupos silanoles (SiOH).

La espectroscopia Raman es una técnica complementaria de la espectroscopia infrarroja.
Algunas bandas caracteristicas del SiO, presentes en el FTIR no son visibles en el
Raman y viceversa. Los dos espectros de la figura 9 son muy similares, a pesar de las
diferencias entre las intensidades en sus picos caracteristicos son notables. Por una
parte, el pico de mayor intensidad es asociado a los grupos silanoles presentes en cada
una de las muestras, lo que evidencia la formacién de silice. En el espectro de las
nanoparticulas sintetizadas a 2 horas la banda a 680 cm™ es més intensa que en el
espectro a 24 horas. Esta banda esta asociada con los movimientos del Si con el OH del
alcohol de la sintesis. El alcohol que permanece en la sintesis actia como reservorio para
propiciar la formacion de las particulas y controlar el tamafio tanto de la micela como de

la particula. A mayor cantidad de alcohol, esta banda se ve disminuida debido a que los
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nucleos formados no alcanzan a interactuar con todo el alcohol dentro de la micela debido
a que éste se encuentra en exceso. Una mayor cantidad de alcohol genera un aumento
en el tamafio de particula como se corrobord con las técnicas de microscopia (SEM y
TEM). Visto de esta manera, aunque la técnica no es la encargada de dar informacién
acerca del tamafio de particula, la aparicion de este pico en la sintesis realizada a 2
horas, puede asociarse con la disminucion del tamafio de particula debido a la
dependencia que se tiene con la cantidad de alcohol en el interior de la micela para la

formacion de éstas.

3.2 Incorporacion de un Farmaco en Nanoparticulas de silice

Una vez obtenidas las condiciones mas éptimas para sintetizar nanoparticulas de silice de
tamafio, morfologia y monodispersidad definida, se procede a encapsular y caracterizar
bajo estas mismas condiciones 2 farmacos: 5- fluorouracilo e ibuprofeno. A continuacién
se detalla la caracterizacion realizada a las particulas, una vez realizado el proceso de

encapsulacion como se definié en el capitulo de metodologia experimental.

3.2.1 Difraccioén de rayos X (DRX)

En la figura 9, se muestran los espectros de rayos x para los farmacos puros 5
fluorouracilo e ibuprofeno respectivamente. La cristalinidad de una sustancia farmacéutica
tiene un efecto sobre su biodisponibilidad, y su estabilidad fisica y quimica. La mayoria de
los productos farmacéuticos contienen farmaco en la forma cristalina debido a razones de
estabilidad. Tanto el 5-fluorouracilo como el ibuprofeno son farmacos que existen en su
estado natural en forma de cristales. Sus difractogramas de rayos X se caracterizan por
tener una gran variedad de picos bien definidos que demuestra que son estructuras

altamente cristalinas.
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Figura 10. Difractogramas de rayos X del a) 5- Fluorouracilo puro, b) Ibuprofeno puro
Una vez encapsulados en las particulas de silice, los difractogramas resultantes son
idénticos a los respectivos de las nanoparticulas de silice. (Figura 11). Esto puede
significar, o bien que los farmacos pierden su caracter cristalino una vez se encapsulan en
el interior de las nanoparticulas de silice, o que los farmacos se encuentran enteramente
en el interior de la nanoparticula y el difractograma sélo muestra la naturaleza amorfa de

ésta.

Can

Figura 11. Difractogramas de rayos X de los farmacos encapsulados en nanoparticulas
de silice a) 5- Fluorouracilo, b) Ibuprofeno.
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3.2.2 Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier
(FTIR)

La estructura quimica del 5-Fluorouracilo y del ibuprofeno se pueden observar en la figura
12.
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Figura 12. Estructura Quimica del (A) 5- Fluorouracilo[114], (B) Ibuprofeno [115]

Para la interpretacion de los espectros IR del 5- Fluorouracilo, cada atomo dentro de la
estructura molecular es nombrado de 1 a 6 para definir la posicion y las frecuencia de
vibracién en el anillo de pirimidina que estos presentan. La figura 13, muestra el espectro
IR en las regiones de 4000 a 550 cm™ del 5-fluorouracilo puro. En el espectro se pueden
observar bandas de absorciéon a 1718cm™ correspondientes a los grupos carbonilo
C,—0, 885y 1731 cm’correspondientes a los movimientos de oxigeno en los grupos
carbonilo C,—0O (mayor intensidad) y grupos carbonilo C,—O (menor intensidad)
respectivamente. El pico a 1631cm™ es asignado al enlace Cs=—Cs que se encuentra
cerca al halégeno, el pico a 1240 cm™ se asigna a los movimientos de flexion Cs-Fy en
748cm™ aparecen vibraciones del enlace CsF = CgH. Las bandas caracteristicas del anillo
son identificadas alrededor de 1346 cm™, la cual se debe a las vibraciones de la
pirimidina y alrededor de 1502 y 1423cm™ asociada a los modos vibracionales de los
enlaces C-N [114, 116, 117]. Por otra parte, los picos encontrados a 930 y 993 cm™, dan

cuenta de los movimientos del anillo de pirimidina.
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Figura 13. Espectro FTIR de 5-Fluorouracilo puro.

La figura 14 muestra un espectro IR del Ibuprofeno puro.
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Figura 14. Espectro FTIR del ibuprofeno puro
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Las principales bandas de absorcién del ibuprofeno se dan por los estiramientos del
enlace C-O y los movimientos de flexion y extension O-H del acido. Estas bandas se
encuentran a 1070, 1228, 1265, 939 y 3461 a 3710 cm™ respectivamente,
complementandose con la aparicion en 1708 cm™ de una banda de absorcién debida al
estiramiento C=0 del mismo acido. Los movimientos C-H del ibuprofeno tienen varias
bandas de absorcién: en 1419y 1324 cm™ debidas a enlaces CHs, en 1469 cm™ por los
enlaces CH,, 2 picos a 2921 y 2854 cm™ debidos a la tensién del enlace y de 3035 a
3251 cm™, y 900 cm™correspondientes a los enlaces del anillo aromatico. En 3080 cm™

aparece un pico correspondiente al enlace —C-H [115, 118].

La figura 15, muestra un espectro FTIR en el cual se comparan las vibraciones de las
nanoparticulas de silice con el farmaco incorporado y el farmaco puro. Las bandas
caracteristicas de la silice sintetizada en la etapa 1 (ver Figura 7) aparecen en este
espectro comparativo dando cuentas de la formacién de SiO,. Los estiramientos
asimétricos, las vibraciones y las flexiones del enlace Si-O se hacen presentes a 1100,
630, 800 cm™ respectivamente, las bandas de absorcién que dan cuentas del grado de
polimerizacién se encuentra a 920, 2819 a 3033 y de 1509 a 1656 cm™, encontrandose en

algunas bandas que éstas se vuelven mas intensas.
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Figura 15. Espectros FTIR de 5-Fluorouracilo puro y nanoparticulas de silice con 5-

fluorouracilo encapsulado.

Las bandas caracteristicas del farmaco puro, quedan totalmente ocultas, es decir; el
farmaco no deja ninguna huella en la superficie de las nanoparticulas de silice, lo cual
concuerda con el hecho de que el farmaco debe quedar dentro de la nanoparticulas de
silice y se observan las interacciones correspondientes con los enlace de la silice
sintetizada. De esta manera se corrobora que si hay formacion de particulas de silice
cuando se intenta incorporar un farmaco y que ademas el 5 — fluorouracilo queda dentro
de la matriz de silice ya que hay ausencia de la huella dactilar que este compuesto deja

en los espectros IR.

Se realiza una comparacion de los espectros IR de las nanoparticulas de silice con el
farmaco encapsulado y las nanoparticulas solas, con el fin de observar si la
encapsulacion del ibuprofeno se da satisfactoriamente o si por el contrario pueden

visualizarse grupos funcionales presentes en éste.
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Figura 16. Espectro FTIR de Ibuprofeno puro.
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La figura 17, muestra la comparacion de los espectros antes mencionados. Puede
apreciarse que ocurre exactamente lo mismo que con el farmaco anticancerigeno (5-
fluorouracilo), aparecen los picos caracteristicos del SiO, y la huella dactilar del
ibuprofeno desaparece completamente no dejando ningun rastro cuando se realiza la

encapsulacion de éste en la matriz de silice.
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Figura 17. Espectros FTIR de Ibuprofeno puro y nanoparticulas de silice con Ibuprofeno
encapsulado.

Tal y como se discutid con los resultados de la difraccion de rayos X de las particulas con
el farmaco encapsulado, los FTIR de las nanoparticulas con el farmaco encpasulado

indican que las nanoparticulas al parecer interiorizan la totalidad del farmaco.
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3.2.3 Espectroscopia Raman

La estructura molecular del 5- fluorouracilo, es similar al uracilo con excepcion de una
sustitucion presentada por el flior en el carbono 5 del anillo de pirimidina. La mayor parte
de los picos de Raman se debe a los aportes del flior y a las interacciones de este con el
anillo de pirimidina (Figura 12 a)). Los picos dominantes del espectro se encuentran a
figura 18 parte a) 365, 367, 406, 489, 638, 545, 768, 808, 933, 954, 997 y 1187 cm ™
[119]. Se asignan a los cuatro modos de flexién por fuera del anillo de pirimidina 'y a uno
dentro de éste debida al enlace C = O, a la flexion del enlace N-H, al estiramiento de
enlace Cs-F, a los dos movimiento de enlace C-H dentro y fuera del anillo, al movimiento

del anillo + enlaces N-H + enlaces C-H y por ultimo la flexién del anillo + el enlace C-F

respectivamente.
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Figura 18. Espectros Raman Farmacos. a) 5-Fluorouracilo Puro. b) Ibuprofeno Puro

El espectro Raman para el ibuprofeno es mostrado en la figura 18 parte b). los picos que
caracterizan el ibuprofeno tienen principalmente que ver con lo movimientos que realizan

los carbonos del anillo aromatico y los movimientos tanto del enlace O-H como del C=0
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[118]. En la tabla 9, se encuentran descritos los picos asociados a los movimientos de los

enlaces del ibuprofeno.

Frecuencia Asignacion de vibraciones
(cm™)
266 Torsiones de los enlaces CisHs-C y CigH3-C,
Deformacion del enlace C3-Cys-Cog

303 deformaciones del enlace C;-C,4-Cog

359 Deformaciones del enlace C11-C14-C1g
Balanceo de Cy; y Cyy

383 Flexion de Cy1y Cos

413 Deformacion del enlace Ci5-C14-Cyg

478 Deformacion del enlace Cy4-C30-OH

519 Flexion del enlace CO-H

584 Deformacion del enlace C,4-C3,-OH

636 Flexion del enlace C3,0-H

655 Deformacion del enlace C,4-Csg

Balanceo del enlace C3,0O-H
Vibracion C3 =0

694 Balanceo y Extension de los enlaces C300-Hy Cy4-Cs
746 Balanceo CH;
Flexion del enlace CH
784 Balanceo de los enlaces CHzy C30 =0
834 flexion enlace C-H
Balanceo del enlace CyH3
943 Vibracion del enlace -Hg-C;-C,- Hy,
CisHzy CigH3
959 Balanceo del enlace CysHs
Estiramiento no simétrico C,-C24-C3g
1009 Vibracion del enlace CH
1078 Movimiento de Torsion CH2

Balance del enlace C,sH3yCi9H3
Vibracion del enlace Ci4H2g

1117 Flexion del enlace CH

1124 Estiramiento del enlaceC-O
Vibracion del enlace CO-H

1182 Estiramiento del enlace Cg-Cy4

Tabla 9. Asignacion de vibraciones fundamentales del ibuprofeno en espectroscopia
RAMAN [118].
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La figura 19, muestra los espectros RAMAN de las nanoparticulas de silice con el farmaco
encapsulado, una de las caracteristicas mas particulares tanto para el espectro del 5-
fluorouracilo como para el ibuprofeno, es que las huellas digitales de cada uno de los
farmacos desaparecieron completamente quedando solamente los picos caracteristicos
del SiO,. Una vez mas cada una de las técnicas de caracterizacion refuerza la teoria de la
encapsulacion exitosa de cada una de los farmacos debida a la ausencia total de picos

caracteristicos de estos y a la presencia total del SiO, sintetizado.
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Figura 19. Espectros Raman nanoparticulas de silice con: a) 5- Fluorouracilo

encapsulado. b) Ibuprofeno encapsulado.

La encapsulacién del farmaco en el interior de las particulas, se hace posible gracias a
que la polimerizacién de precursor de silice, el cual en cada nucleo de formado atrapa
moléculas del farmaco, a pesar de que el farmaco se encuentra dentro de las
nanoparticulas de silice, puede quedar farmaco remanente en el interior de la micela el
cual no fue encapsulado. En particular, para este caso el farmaco logro ser encapsulado
en su totalidad, lo cual ha sido corroborado gracias a que las huellas digitales del 5-
fluorouracilo e ibuprofeno no son vistas en las técnicas FTIR y RAMAN, siendo

comprobados también por el DRX de las nanoparticulas con cada uno de los farmacos
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donde se observa Unicamente el pico asociado al SiO, obviando cualquier otro pico que

de cuentas de la presencia de otra sustancia.

3.2.4 Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Microscopia
Electronica de Transmision (TEM)

Cuando los nucleos de silice son formados en la polimerizacién de Teos, la particula tiene
una morfologia y tamafio de particula especificos, sin embargo, la encapsulacion o
atrapamiento de cualquier sustancia en el interior de estas puede generar un aumento en
su tamano debido al aumento de interacciones en el interior de ella. Aunque existiera un
aumento de tamafio, su morfologia no se veria afectada debido a que es la micela inversa
la encargada de controlar la morfologia. Para corroborar si las morfologia,
monodispersidad y tamafio de particula varian, las figuras 20 y 21 muestras las
micrografias de Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Microscopia Electronica de
Transmision (TEM), para las nanoparticulas de silice con el farmaco encapsulado. En la
figura 20 se observan algunas aglomeraciones de las nanoparticulas de silice cuando
tiene encapsulado 5- fluorouracilo (a) y b)) e ibuprofeno (c) y d)). La formacién de
aglomerados o cllster se puede atribuir a una reaccion de polimerizacion incompleta o
también debido al nuevo tamafio de particula que puede generar precipitacion de las
particulas formando clister. Aunque las particulas llegan a un punto donde la nucleacién y
crecimiento no se sigue dando mas, el tamafio de las particulas puede generar la

aglomeracion de estas por union de varias particulas.
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Figura 20. Fotomicrografias de Microscopia Electronica de Barrido (SEM) de
nanoparticulas de silice con farmaco incorporado.a) y b) Nanoparticulas de silice con 5
fluorouracilo. c) y d) Nanoparticulas de silice con Ibuprofeno.

A medida que se realiza la incorporacion del farmaco en el interior de la nanoparticula de
silice, estas van creciendo en tamafio sin modificar su morfologia esférica. La figura 21,
muestra las particulas de silice cuando estas tiene incorporados los dos farmacos, para
las particulas que tienen en su interior el 5 -.fluorouracilo presentan un tamafio de
particula de aproximadamente 90 nm, lo cual evidencia lo dicho anteriormente, a medida
gue se va incorporando un farmaco en el interior de la particula esta va aumentando el

tamafio de particula debido a nuevos grupos funcionales.
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Figura 21. Fotomicrografias de Microscopia Electronica de Transmision (TEM) de
nanoparticulas de silice con farmaco incorporado a) y b) Nanoparticulas de silice con
5fluorouracilo. c) y d) Nanoparticulas de silice con Ibuprofeno.

3.3 Cinética de Liberacion

3.3.1 Uv-Vis

La liberacion in vitro ha sido investigada por medio de la espectroscopia de Uv-Vis. Los
espectros con el perfil de liberacion del farmaco, se construyeron teniendo en cuenta el
tiempo de vida media del farmaco encapsulado. La figura 22, muestra la liberacion del 5-
fluorouracilo en un fluido de uso fisiolégico como el PBS (buffer fosfato pH= 7) a través del
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paso del tiempo, a una longitud de onda de 310 nm. La intensidad de los picos y el
aumento de la absorbancia se debe primordialmente al aumento de la concentracion del
5-fluorouracilo en el fluido fisiolégico. En un tiempo inicial, cuando las particulas con el 5-
fluorouracilo encapsulado hacen contacto con el fluido fisiologico, la cantidad de farmaco
liberado es nulo debido principalmente a la proteccion que proporciona la matriz de silice
para evitar su liberacién descontrolada. Con el paso del tiempo, la matriz de silice va
siendo degradada permitiendo la liberacion del farmaco de manera paulatina. De esta
manera, en un tiempo de 30 minutos; la cantidad de farmaco liberado comienza a
reflejarse a pesar de que no es una gran cantidad. Cuando ha transcurrido 1 dia de
interaccion entre la particula y el fluido fisiolégico, la cantidad de farmaco liberado es
mayor. Después de 2 horas se observa un aumento en el porcentaje de absorciéon en
comparacion con los tiempos anteriores. Es asi como a medida que el tiempo aumenta,
la degradacién de la matriz de silice se hace mas evidente, permitiendo que el farmaco
sea liberado de manera paulatina en el fluido de uso fisiologico. Al encapsular el 5-
fluorouracilo en la matriz de silice éste es protegido por la particula de la degradacion
enzimatica o de microorganismos que puedan atacarlo antes de ser liberado. Con los
resultados aqui expuestos, se ve que si es posible realizar una liberacion de manera

controlada de un farmaco anticancerigeno en un fluido de uso fisiolégico.
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E — 5-Fluorouracilo 30 min 3
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Figura 22. Espectro Uv- vis de liberacion del 5- fluorouracilo en PBS en t= 0, 30 minutos y
ly 2 dias.
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La figura 23, muestra el espectro Uv-vis correspondiente a la liberacion del Ibuprofeno en
PBS a través del tiempo a una longitud de onda de 310 nm. La liberacién del ibuprofeno
tiene un comportamiento diferente a la liberacion del 5-fluorouracilo. Se observa una
curva de mayor absorbancia a los 60 minutos de exposicion, luego de lo cual la liberacién
de ibuprofeno va disminuyendo. La cantidad de ibuprofeno liberado es mayor cuando han
transcurrido 60 minutos. Luego de esta liberacion, el farmaco parece ir degradandose, y
no parece haber mucha disponibilidad del farmaco en el interior de la particula. El
espectro Uv-Vis del ibuprofeno da cuenta de que a pesar que la liberacién se efectta de
forma controlada, se tiene un pico maximo de liberacion, luego de 60 minutos de

exposicion del farmaco encapsulado en las nanoparticulas.

Una vez la liberacién del ibuprofeno presenta un pico maximo, la cantidad de farmaco que
se sigue liberando se disminuye, debido quizas a que hay ya poca disponibilidad de éste
en el interior de las nanoparticulas, vale la pena recordar que el ibuprofeno es un farmaco
que se absorbe rapidamente por lo cual tendra picos de concentracion de 1 a 2

aproximadamente.

—— lbuprofeno inicial
Ibuprofeno 60 minutos  ——
Ibuprofeno 120 minutos

100 4 —— Ibuprofeno 30 minutos

—— Ibuprofeno 90 minutos
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Figura 23. Espectro Uv- vis de liberacion del Ibuprofeno en PBS en t= 0, 30 minutos y 1y
2 dias.
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3.3.2 Cromatografia Liquida de Alta eficiencia (HPLC)

La Figura 24, ensefa el perfil de liberacion del 5- fluorouracilo medido por cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC). La liberacion del farmaco en determinados intervalos de
tiempo da cuenta de la concentracidén de liberacion de éste en el fluido fisiolégico. En el
primer intervalo de tiempo, se descarga el 25 % del farmaco en 1 dia. Cuando han pasado
2 dias de la interaccién particula — fluido, se libera el 30 % del farmaco contenido en la
particula de silice. Pasados 3 dias, se libera 38% del farmaco y finalmente transcurridos
4 dias es liberado el 60 % del farmaco. Obsérvese, que la liberacién del 5- fluorouracilo
ocurre de manera controlada, la degradacion de la particula de silice en el fluido de uso
fisioldgico ocurre de una manera muy lenta, lo que favorece el control a la hora de liberar

el farmaco en su interior.
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Figura 24. Perfil de liberacion in vitro por cromatografia liquida de 5- Fluorouracilo en
capsulado en nanoparticulas de silice

La Figura 25 muestra el perfil de liberacion del ibuprofeno medido por cromatografia
liquida (HPLC). Contrario a lo que ocurre con el 5-fuororacilo, las nanoparticulas que
encapsulan el ibuprofeno, liberan el farmaco en muy poco tiempo, hasta llegar a un

maximo de liberacion, luego de lo cual, la cantidad de farmaco liberado vuelve a decaer.
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En un tiempo de 30 minutos la degradacién de la particula de silice libera el 20% del
farmaco, transcurridos 60 minutos es liberado el 64 % del farmaco, generando un maximo
de farmaco liberado. Este resultado concuerda con lo encontrado en el espectro Uv-vis y
tiene que ver con la estabilidad del farmaco. El ibuprofeno se absorbe rapidamente en el
tracto gastrointestinal, presentandose picos de concentraciones plasmaticas 1-2 horas
después de la administracion. Su vida media de eliminacibn es de unas 2 horas
aproximadamente. La liberacién rapida del ibuprofeno por parte de las nanoparticulas
posibilita su accion efectiva. Es posible que las reacciones del farmaco que tienen lugar
en el interior de la particula, exijan su inmediata liberacion y la nanoparticula de silice,
como respuesta a estas reacciones, libere el farmaco de forma inmediata. Si la liberacion
no se hiciera de forma tan repentina, ya el farmaco se degradaria y no seria efectivo
dentro del organismo. Una vez el farmaco se libera en el organismo, en el interior de la

nanoparticula queda poca cantidad de farmaco y es posible que lo que quede, se

degrade.
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Figura 25. Perfil de liberacién in vitro por cromatografia liquida de Ibuprofeno en
capsulado en nanoparticulas de silice
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3.4 Evaluacion de citotoxicidad y del efecto clastogénico de
nanoparticulas de silice

Dado que en este tipo de evaluaciones es necesario considerar los efectos sobre
diferentes aspectos celulares, se incluyeron pruebas que evalian los efectos de
nanoparticula de silice sobre aspectos como: integridad de membrana (azul de tripano),

metabolismo (MTT) e Integridad de ADN (ensayo cometa).

3.4.1 Ensayo de Viabilidad por exclusiéon de Colorante (Azul de
Tripano)

El efecto del tratamiento evaluado por la exclusion de colorante mostré valores de
viabilidad en un rango entre 93,68% y 96,39%. En promedio, la viabilidad fue 94,87%. La
tabla 10, indica los resultados obtenidos a diferentes concentraciones del tratamiento
evaluado, los cuales disminuyeron la viabilidad en un minimo de 3,61% correspondiente
a la concentracion de 75 pg/ml y en un maximo de 6,24% correspondiente a la
concentracion de 200 pg/ml. Vale recordar que una disminucién en la viabilidad

representa la citotoxicidad de las nanoparticulas en el cultivo celular.
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Concentracion (ug/ml) | % de viabilidad promedio
A=C+ 77.992
B=C- 96.461

C=5 96.196
D=10 94.533
E=15 93.679
F=20 94.976
G=25 94.216
H=50 95.476
I=75 96.392
J=100 94.574
K= 200 93.758

Tabla 10. Porcentaje de Viabilidad promedio de células CHO-K1 de las diferentes

concentraciones evaluadas.

La figura 25 presenta los resultados en forma de gréfica de concentracion de
nanoparticulas evaluada vs. porcentaje de viabilidad promedio. En esta gréafica es posible
determinar la tendencia del efecto de diferentes concentraciones de nanoparticulas de

silice sobre la linea celular CHO-K1.
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Figura 26. Efecto de las diferentes concentraciones de nanoparticulas de silice sobre la
viabilidad de la linea celular CHO-K1.

A pesar de que se puede inferir que existen diferencias entre los tratamientos, no es un
método adecuado para establecer si dichas diferencias son significativas. En adicion, se
realizo un analisis de varianza para comparar si existen diferencias entre el efecto
citotéxico producidas por los diferentes tratamientos. El analisis de varianza mostrd
diferencias significativas entre los tratamientos, indicando que la viabilidad promedio de la
linea celular CHO-K1 difiere al menos en dos de las concentraciones evaluadas (p<0,05).
Al utilizar la prueba t para comparaciones mdltiples se encontraron diferencias
significativas entre el control negativo con el control positivo y las concentraciones de 15y
200 pg/ml. Las demas diferencias se resumen en la tabla 11 donde ademas se presentan
intervalos de confianza del 95% para la diferencia de medias.
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Tratamientos Diferencias de IC
las medias

B-K

(C-y 200 pg/ml) 2.703 0.240 5.165 ***
B-E

(C-y 15 ug/ml) 2.782 0.319 5.244 #***
B-A

(C-y C+) 18.469 16.007 20.931 ***
|- K

(75 pg/mly 200 pg/ml) 2.634 0.172 5.096 ***
|- E

(75 pg/ml y 15 pg/ml) 2.713 0.251 5.176 ***
|- A

(75 pg/mly C+) 18.401 15.938 20.863 ***
C-E

(5 pug/mly 15 pg/ml) 2.517 0.055 4.979 ***

Tabla 11. Comparacion multiple (a=0.05) de porcentajes de Viabilidad promedio de
células CHO-K1 de las diferentes concentraciones evaluadas

Se tiene una confianza del 95% que la diferencia entre la viabilidad promedio del control
negativo (B) supera a la viabilidad promedio de la concentracion maxima evaluada (k),
equivalente a 200 pg/ml, entre 0.240 y 5.164%. Es importante resaltar la diferencia entre
los tratamientos A y B ya que el control positivo es un indicativo de que diferencias existen

entre el control negativo (C-) y éste que esta generando citotoxicidad en el cultivo celular.

Los tratamientos significativos con respecto al control negativo muestran citotoxicidad de

dicha concentracion para el sistema celular evaluado

Tanto en las graficas como en el método estadistico se evidencio un efecto citotoxico en
el cual se presentd una disminucién en la viabilidad del 6.24% correspondiente a la
concentracion maxima de 200 ug/ml. Sin embargo, el efecto biolégico no supera lo
establecido por Toxicom que especifica que un compuesto se considera citotoxico si
supera una disminucion de la viabilidad superior al 50% en concentraciones menores de
100 pg/ml . Lo que sugiere que las nanoparticulas de silice no presentan citotoxicidad,
bajo las condiciones y para el sistema celular evaluado Yy podrian ser empleadas en

evaluaciones posteriores a fin de ser aplicadas para deteccién y tratamiento de cancer
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3.4.2Prueba de MTT

Los resultados de MTT se graficaron como curvas de viabilidad promedio respecto al
control negativo y porcentajes de citotoxicidad promedio, para determinar la tendencia del
efecto de diferentes concentraciones de nanoparticulas de silice sobre la linea celular
CHO-K1. En la tabla 12 se presentan las viabilidades promedio para 2 ensayos a dos

longitudes de onda diferentes con las nanoparticulas de silice.

Concentracion de % de viabilidad promedio % de viabilidad promedio
Tratamiento (ug/ml) (respecto al control negativo) (respecto al control
negativo)
540nm
570nm

5 94,5 64,6

10 91,0 91,6

15 91,9 92,0

20 90,1 90,4

25 82,4 83,1

50 89,7 90,3

75 84,7 85,2
100 84,2 85,1
200 77,1 77,9

Tabla 12. Viabilidad promedio segun cada tratamiento.

Las figuras 27 y 28 evidencian el efecto dosis respuesta cuando se tiene una maxima

citotoxicidad promedio de 22.82% cuando se evalud la concentracién maxima (200ug/ml).



68 Encapsulacién de un farmaco en nanoparticulas de silice sintetizadas via sol-gel

asistido por microemulsién de micelas inversas

100
° -g 80 | W\Q\H
[}
T & 70 |
5 2
g ._c.’ 60 |
o = |
g § > ——570
8w 40 nm
S8
gg 30 ——540nm
g2
£ 2
10
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Concentracion de tratamiento (pg/ml)
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En el andlisis de Varianza no se encontraron diferencias significativas entre bloques (entre
ensayo 1 y ensayo 2), pero si, diferencias significativas entre al menos 2 de los
tratamientos evaluados dentro de cada uno de los bloques (p<0,05). La prueba t para
comparaciones multiples mostré que las diferencias entre los tratamientos resultaron
significativas entre el control positivo y las diferentes concentraciones de nanoparticulas
de silice, indicando que la presencia de las NPS generan una disminucién en la viabilidad
celular pero a su vez esta disminucion es menor que la citotoxicidad observada en el
control positivo, que es el referente para considerar citotoxicidad. Las comparaciones por

pares se resumen en la tabla 13 que representa el promedio del ensayo 1y el ensayo 2.

Tratamiento | Concentracién (ug/ml) | % de viabilidad promedio
A 5 5.144°¢
B 10 8.060°°
C 15 8.959°
D 20 9.886°
E 25 10.294°°
F 50 15.265%¢
G 75 15.779%"¢
H 100 17.511%P¢
| 200 22.817¢
J C+ 52.767°

Tabla 13. Comparacion multiple (0=0.05) de porcentajes de Viabilidad promedio de
células CHO-K1 de las diferentes concentraciones evaluadas. (*Las medias con letra
semejante no presentaron diferencia significativa).
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3.4.3Prueba de Clastogénesis: Ensayo cometa

Dado que al evaluar las 9 concentraciones de las nanoparticulas de silice con las
técnicas anteriores no se encontro citotoxicidad significativa y no se encontré la
concentracion inhibitoria 50 (IC 50), se tomdO una concentracion alta correspondiente a

100 pg/ml y la mitad de esta (50 pug/ml) para realizar la prueba de Test Cometa.

Al evaluar por microscopia de fluorescencia, se encontraron diferencias en tamafio y
morfologia de las células entre los tratamientos. Las diferencias fueron mas notorias para
el control positivo, el cual tiene mayor efecto clastogénico y presenta una cola de mayor
longitud (figura 29).

Figura 3132. Morfologia de nucleos para los diferentes tratamientos. a) 50ug/ml, b) 100
pug/ml, c) control negativo (células nanoparticulas de silice), d) control positivo (H,O,
50uM).
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Aun cuando las células no sean sometidas a las nanoparticulas de silice (control negativo)

es posible encontrar dafio en el ADN vy la formacion de cometas de longitud de cola mas

pequefia.

Tratamiento

% ADN promedio en la cola

Desviacion Estandar

A (50pg/ml) 8.502 6.785
B (100 pg/ml) 9.267 5.646
C (C) 6.366 4.626

D (H,0, 50pM) 19.876 7.076

Tabla 14. Porcentaje promedio de ADN en cola obtenidos mediante la técnica de test

cometa para células CHO-K1 tratadas con nanoparticulas de silice.

Tratamiento Momento de cola Olive Desviacion estandar
Promedio
A (50ug/ml) 2.548 2.718
B (100 pg/ml) 2.103 1.875
C (CY) 1.076 0.921
D (H,0, 50uM) 13.357 7.793

Tabla 15. Momento de cola Olive obtenido con el test cometa en células CHO-K1

tratadas con nanoparticulas de silice.
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De la tabla 15 es posible inferir que el momento olive es menor para el control negativo
(células sin NPS) y similar para los tratamientos a 50ug/mly 100ug/ml. El valor mayor se

obtuvo para el control positivo (D).

El andlisis estadistico (ANOVA) mostré diferencia significativa entre al menos 2 de los
tratamientos cuando se comparé el porcentaje de ADN en COLA y el momento de cola
Olive. Las diferencias fueron significativas (p<a) tanto para él % de ADN en la cola y el

momento de olive, entre el control positivo y los demas tratamientos.

Tratamientos Diferencia entre medias Limites de intervalo de confianza
comparados para la diferencia de medias
D-A 10.809 8.607 ,13.011 ***
D-B 11.254 9.071 , 13.437 ***
D-C 12.281 10.098, 14.463 ***
A-C 1.472 -0.730, 3.673
B-C 1.027 -1.156, 3.210

Tabla 16. Comparaciéon multiple (0=0.05) de Momento de cola olive en células tratadas
con nanoparticulas de silice. (Las diferencias significativas estan indicadas con ***.)

De la tabla, es posible inferir, con un 95% de confianza, que la diferencia en el efecto del
tratamiento A y el control negativo sobre el momento de cola olive no es significativa y que
dicha diferencia esta entre -0,730 y 3,673. Analogamente, la diferencia entre el

tratamiento B y el control negativo esta, con un 95% de confianza, entre -1.156 y 3.210

De acuerdo a los resultados encontrados, se considera que el tratamiento de
Nanoparticulas de silice incluso a concentraciones elevadas de 100 pg/ml no tiene efecto

clastogénico significativo bajo las condiciones, y el sistema celular evaluado.



4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Teniendo en cuenta algunos parametros de sintesis que afectan el tamafio, morfologia,
dispersabilidad de las particulas de silice. En esta investigacion fue posible obtener las
condiciones Optimas para sintetizar particulas de silice via sol gel asistido por
microemulsiéon de micelas inversas de tamafio nanométricos. Los principales parametros
de variacién son la relacion molar Agua-Surfactante (R), Co-surfactante-Surfactante (p), y
tiempo de sintesis (t).

v' El tiempo es un parametro que afecta de manera directa el tamafio de las
particulas de silice. Este parametro influye en las etapas de nucleacién y
crecimiento las cuales son indispensables en la polimerizacion del precursor de
silice. Un aumento en el tiempo implica un aumento en el tamafio de particula,
debido a que los nucleos formados en la etapa de nucleacién dejan de crecer y
comienzan a coalescer lo cual conlleva a particulas mas grandes, posibles
aglomeraciones o cluster, y polidispersidad. El tiempo mas 6ptimo para la sintesis
de las nanoparticulas se presentdé a 2 horas y se obtuvo como resultado
nanoparticulas de silice con tamafio nanométricos de 25 nm aproximadamente, de
morfologia esférica, monodispersas y sin presencia de aglomeraciones. Vale la
pena resaltar que el tiempo solo afecta el tamafio de particula y no es un
parametro influyente en la formacion de silice, se pudo corroborar que tanto a 24

horas como a 2 horas era posible obtener SiO, de caracter amorfo.

v'El co-surfactante en la sintesis de las nanoparticulas de silice es quien sirve de
reservorio para la formacién de los nucleos de silice dentro de la micela. Sabiendo
gue el metanol juega un papel importante en la sintesis de las particulas de silice,
una variacion de éste afecta el parametro de sintesis p=[Metanol]/[Triton x-100]. Al
realizar una variacion en la concentracion del co-surfactante (metanol), este afecta
inversamente proporcional el tamafio de particula obtenido. Es decir; un aumento
en la concentracion de metanol generara una disminucion del tamafio de particula,

de la polidispersidad. La condicion a la que se obtuvo un menor tamafio de
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particula, mejor morfologia de caracter esférico y monodispersidad se dio cuando

p=7,6 que se alcanz6 un tamafio aproximado de 83 nm.

El parametro R= [H,O]/[Triton X-100], afecta no solo el tamafio de particula sino
también la morfologia de ésta. Una variacion en la cantidad de hidréxido de
amonio afecta directamente este parametro debida al agua presente en el NH,OH.
Mayores valores de R implican una disminucion en la cantidad de catalizador
presente en el interior de la micela, pero a su vez generarian una mayor cantidad
de agua, lo cual implica una disminucidon en el tamafio de particula y en la
polidispersidad. Gracias a estos cambios, se ven favorecidas las reacciones de
polimerizacion. Para R= 9,2 el tamafio de particula encontrando fue de
aproximadamente 60 nm, la morfologia se conservd de manera esférica y la

polidispersidad se vio disminuida.

v Aun cuando todos estos parametros de sintesis fueron variados, siempre se

corroboré de manera satisfactoria la produccién de SiO,

La encapsulacion de farmacos en el interior de las nanoparticulas de silice se dio
de manera satisfactoria gracias a la variacién de los parametros anteriores que
permitieron encontrar las condiciones dptimas en las cuales se podria confirmar la
presencia del farmaco en el interior de las particulas de silice. Es importante
destacar que tanto el 5-fluorouracilo como el ibuprofeno fueron encapsulados
completamente, ya que en la superficie de las particulas no se encontraron trazas

o huellas dactilares que dieran cuenta de su presencia.

La cinética de liberaciébn del farmaco presentd 2 resultados importantes,
dependiendo de la funcionalidad que posea éste como tal. Es decir; el 5-
fluorouracilo es un farmaco antineoplasico, utilizado generalmente en
gquimioterapia el cual se necesita que tenga una accién prolongada y relativamente
lenta. El 5-fluorouracilo present6 una cinética de liberacion bastante 6ptima,
debido a su condicién, es necesario que este vaya dejando la nanoparticula de
silice de manera paulatina para asi garantizar la prolongacion de su efecto como
anticancerigeno. Por otra parte, teniendo en cuenta lo dicho anteriormente; el
ibuprofeno siendo un antiinflamatorio por el contrario necesita que su efecto sea

inmediato, y precisamente es de esta manera como la particula de silice le permite



Conclusiones 75

tener una cinética de liberacion muy rpida, pues su accion farmacolégica asi lo
exige. El ibuprofeno presentd una liberacién del 64% del farmaco a los 60 minutos
de haberse puesto en contacto con el PBS. Gracias a que las particulas de silice
les proporcionan a los farmacos una proteccion del ambiente circundante, este
método de sintesis y encapsulacién es prometedor. Como se observo, la particula
de silice comienza a degradarse y es en ese instante donde el farmaco sale de la
matriz de silice y comienza a realizar su funcion bien sea como antineoplasico o
antiinflamatorio, de esta manera puede garantizarse que el farmaco en realidad
llegue a su sitio de accion y no deje trazas en todo el trayecto aumentando su

efectividad.

v' Los resultados obtenidos en la evaluacién del efecto citotéxico y clastogénico de
las nanoparticulas de silice sobre linea celular CHO-K1 corroboran lo prometedor
de este método de sintesis. Al evaluar las cito y genotoxicidad de las particulas de
silice mediante MTT, azul de tripano y test cometa, los tres protocolos
evidenciaron la no citotoxicidad y genotoxicidad de las nanoparticulas de silice
aun cuando el cultivo celular CHO K1 (células de ovario de hamster chino) es
sometido a altas concentraciones de éstas. Un resultado como este evidencia, que
aun cuando se estd trabajando con metanol, un solvente que es altamente
cancerigeno, el método de sintesis garantiza la utilizacion de todo el solvente
cuando se forman los nudcleos de silice en la sintesis, y que la presencia de este
reactivo no presentard problemas en futuros ensayos in vivo en los cuales las

nanoparticulas de silice no generaran aberraciones cromosémicas.
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4.2 Recomendaciones

v En investigaciones futuras se requiere estudiar el comportamiento de las

nanoparticulas in vivo, siguiendo los protocolos disponibles para tal fin.

v" Una vez controlados los parametros de la sintesis de nanoparticulas de silice en
este trabajo, se recomienda evaluar otras posibles aplicaciones de las mismas, en

otros campos de aplicacion.

v' Se recomienda explorar el método de sintesis de sol-gel asistido por micelas

inversas para sintetizar nanoparticulas de otras composiciones.
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A. Anexo: Divulgacion Investigacion

Los resultados parciales de este trabajo se presentaron en:

e V Escuela de Nanoestructuras — Il Congreso Nacional de Nanotecnologia. 01-05

de octubre de e 2012. Valparaiso. Chile.

e VIl congreso internacional de materiales. Medellin. Colombia, Octubre 29 a
noviembre 1 de 2013.

La estudiante Natalia Jaramillo realiz6 una pasantia al Instituto de Ciencia de Materiales
de Sevilla y al Instituto Técnico de la Construccion AIDICO, en Espafia, entre los meses
de septiembre y diciembre de 2012, para lo cual se contd con el apoyo econémico del
programa ENLAZA MUNDOS, asi como de la Universidad Nacional de Colombia sede
Medellin

Esta tesis tuvo el apoyo econémico de Colciencias, a través del programa Jbévenes
Investigadores NANOPARTICULAS PARA ENCAPSULACIONDE FARMACOS” en la

convocatoria 2011.
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