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RESUMEN

La liberacidon controlada de sustancias bioactivas a través de nanoparticulas mesoporosas
de silice (NMSi) es de amplio interés en el campo biomédico, como por ejemplo, sistemas de
liberacion controlada especificos para miocardio en terapia génica. En el disefio de NMSi
multifucionales se han tomado en cuenta los procesos de sintesis (e.g., método sol-gel), tamafo de
particula (ca. 10 — 600 nm), tamafo de poro (ca. 2 — 15 nm), funcionalizacion quimica (i.e.,
silanizacion), modificacion (e.g., péptidos y biomoléculas) y expresién genética (e.g., SERCAZ2a).
En el presente trabajo se presentan y se discuten: (i) los métodos condensacién y funcionalizacion
post-sintesis (i.e., grafting) con alcoxisilanos (e.g. APTES), (ii) la remocidén del surfactante por
medio del método de extraccidn quimica (e.g., NHsNOs), y (iii) la funcionalizaciéon quimica con BSA.
La caracterizacion de las NMSi pristinas y modificadas ha sido llevada a cabo por medio de
microscopia SEM, adsorcién de N y espectroscopias FT-IR y DRX.

1. INTRODUCCION

En los ultimos afos, uno de los mayores desafios que las industrias farmacéuticas deben superar
es el disefio de nuevas técnicas de liberacién de farmacos. Por lo anterior, la liberaciéon controlada
de sustancias bioactivas en un sitio en especifico es uno de los campos emergentes con mayor
alcance en la ciencia de los materiales. Entre las propuestas mas interesantes que se han
presentado, se encuentra la metodologia de sistemas de liberacién controlada (DDS, por sus siglas
en ingles) a través de la cual es posible obtener un aumento de la actividad en el tejido u érgano
deseado minimizando los efectos secundarios de la droga [1].

Dentro de los diversos materiales que han sido investigados para ser utilizados en DDS se
ha encontrado que los nanomateriales a base de silice (diéxido de silicio, SiO;) son buenos
candidatos debido a sus caracteristicas intrinsecas como son el total control del tamafo de
particula (5 — 1000nm) y tamario de poro, alta area superficial (> 800m?/g), gran volumen de poro
(> 0.9cm?®/g), biocompatibilidad, baja toxicidad [2]. En particular, el control en el tamario del poro
permite obtener nanoparticulas mesoporosas de silice (NMSi) las cuales facilmente pueden ser
funcionalizadas con biomoléculas para agregar especificidad hacia receptores celulares
especifcos; entre las biomoléculas utilizadas para la modificacion destacan péptidos, enzimas,
proteinas y ADN [3].

El presente trabajo se enfoca en el disefio, sintesis, funcionalizaciéon y caracterizacion de
NMSi para su utilizacion como DDS en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca (estudios futuros).
Se espera que las NMSi con la superficie modificada por péptidos especificos para el corazén le
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permitan tener mayor especificidad hacia el tejido cardiaco al igual que una mejor capacidad de
transfeccion del material genético que sobreexprese proteinas deseadas.

2. TEORIA

La sintesis de las NMSi se lleva a cabo por el método sol-gel, el cual esta basado en la
catalisis en medio amoniacal de otrosilicatos y alcoxisilanos en presencia de algun surfactante—
empleado para formar micelas que funcionan como direccionadoras de poros. En general la
sintesis se realiza por medio de la condensacion de un ortosilicato (i.e., ortosilicato de tetraetilo,
TEOS) en presencia del surfactante bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB).

Para realizar la sintesis por medio de la condensacion de TEOS segun el método
reportado por Lin y Haynes [4] utilizando CTAB como surfactante, primero se disuelve el CTAB en
una solucioén de hidréxido de amonio a la cual posteriormente se agrega una solucién etandlica de
TEOS. Una vez que se obtienen las nanoparticulas estas son puestas en una solucién de nitrato de
amonio bajo agitacion constante, con el propésito de extraer el CTAB de los poros. La obtencion de
NMSi de diferentes tamafos se puede realizar por medio de la variaciéon de la concentracion de
hidroxido de amonio que es utilizado en la sintesis.

Una etapa importante posterior a la sintesis de las nanoparticulas obtenidas de la
condensacion de TEOS es la funcionalizacion y modificacion de su superficie, en la cual se puede
utilizar una combinacién de grupos funcionales con lo cual es posible producir un sistema
multifuncional, en el que las caracteristicas de cada fraccién funcional juega un papel importante en
el funcionamiento de las NMSi en sistemas de liberacidon controlada [5]. Para llevar a cabo la
funcionalizacion de las NMSi es necesario realizar dos pasos secuenciales. Primero se realiza la
funcionalizacién de la superficie con (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES) con lo cual se afiaden
grupos terminales amino y después se realiza una hidrdlisis de los grupos alcoxisilanos que no
reaccionaron.

Posteriormente se lleva a cabo la modificacion de la superficie con biomoléculas. Para
realizar esto se utiliza el método de carbodiimidas, en el cual se utiliza el hidrocloruro de 1-etil-3-(-
3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) en presencia de N-hidroxisuccinimida (NHS), en donde el
EDC reacciona con grupos carboxilicos para formar una O-acilisourea intermediaria que es
desplazada facilmente por el ataque nucleofilico de los grupos amino primarios de las
biomoléculas. Después la amina primaria forma un enlace amida con el grupo carboxilo original, y
un subproducto de EDC se libera como un derivado de urea soluble.

3. PARTE EXPERIMENTAL

Reactivos. Ortosilicato de tetraetilio (TEOS, 299 %), 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES, 99
%), bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB, 299 %), isotiocianato de fluoresceina (FITC, 290%)
y nitrato de amonio (299.5%) fueron comprados de Sigma-Aldrich. Etanol anhidro (299.5 %),
hidroxido de amonio (25-30 % NHs) y acido clorhidrico (37%) fueron comprados de Fermont. Se
utilizo agua milliQ (18.2 MQcm™ ). Todos los quimicos son de grado reactivo y fueron utilizados sin
realizarles ninguna purificacion adicional.

Instrumentaciéon. Microscopio electrénico de barrido de emisién de campo JSM-7800F de
JEOL, difractébmetro de rayos X Empyrean de PANanalytical, espectrofotometro de infrarrojo
Spectrum 400 FT-IR de PerkinElmer.

Sintesis. La sintesis de las NMSi se realizé de acuerdo al procedimiento reportado por Lin
y Haynes [5]. Para la sintesis de las NMSi con un tamafio promedio de 250 nm, primero se
disolvieron 0.96 g de CTAB en 500 mL de una solucién etandlica de NH,OH (1.024 M) y se puso
bajo agitacion magnética a 700 rpm a temperatura ambiente. Una vez que la solucion se volvio
transparente se agregaron 13.33 mL de una solucion etandlica de TEOS (0.88 M) y se dejo bajo
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agitacion a 700 rpm por 1 h. Después la soluciéon se dejo en reposo por 12 h. Para remover el
CTAB de los poros, las NMSi se centrifugaron a 3500 rpm por 7 min, se decanto el sobrenadante y
se resuspendieron en 50 mL de una solucién etandlica de NH,NO; (0.075 M) y se pusieron bajo
agitacion por 1 h a 60 °C, el lavado con NH4sNOs se realizd por triplicado. Después de la ultima
extraccion las nanoparticulas se lavaron con etanol (x3) y se secaron a 45 °C.

Funcionalizacion con APTES. Para funcionalizar la superficie de las NMSi se realizaron
ligeras modificaciones al métodos reportados por Szegedi et al. [6]. Brevemente, para poder
funcionalizar las NMSi con APTES es necesario tener grupos silanol (-Si—OH) en la superficie,
para lo cual las NMSi se resuspendieron en HCI (0.5 M, 4 mg/mL) y se dejaron bajo agitacién a 700
rom por 1 h, después se centrifugaron a 3500 rpm por 7 min y se lavaron con etanol hasta obtener
un pH neutro. Posteriormente las NMSi se resuspendieron en etanol (4 mg/mL) y se agregd a cada
solucion APTES con una relacion estequiométrica de (0.797 g APTES/g NMSi) y se dejo bajo
agitacion por 5 h a 40 °C, después se centrifugaron a 3500 rpm por 7 min y se lavaron con etanol
para remover la fracciéon de APTES que quedd sin reaccionar, el lavado se realizé por triplicado.

Caracterizaciéon. La obtencion de los espectros de FT-IR de las NMSi pristinas vy
funcionalizadas con APTES se realizd en el espectrofotémetro Spectrum 400 FT-IR de
PerkinElmer. La medicién se realizé por medio de la técnica de ATR de las muestras en sélido. La
morfologia de las NMSi fue estudiada con el microscopio electrénico de barrido de emision de
campo JSM-7800F de JEOL con un voltaje de aceleracién de 15 kV. Para conocer el grado de
porosidad y el tamafio promedio de los poros se realizé la determinacion del area superficial de las
NMSi pristinas por medio de la isoterma de adsorcién de nitrégeno utilizando un adsortometro
Autosorb-1 de Quantachrome, el area superficial fue calculada por el método de Brunauer—
Emmett-Teller (BET) y el promedio del tamafio de poro se calcul6 por medio del método de
Barrett—Joyner—Halenda (BJH). La difraccion de rayos X de las NMSi pristinas y modificadas se
llevo a cabo utilizando el difractémetro de polvos de rayos X Empyrean de PANanalytical utilizando
irradiacion de Cu Ka.

4. RESULTADOS

La figura 1a muestra los resultados obtenidos de la microscopia electronica de barrido en
la cual se puede observar que las NMSi presentan una morfologia esférica las cuales tienen un
tamano promedio de 265+56 nm; la figura 1b muestra la distribucién de tamafios.
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Figura 1. a) Imagen SEM y b) distribucién de tamario de las NMSi pristinas.
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En la figura 2 se muestran los resultados obtenidos del analisis de la adsorcion de N,. Las
NMSi presentaron una isoterma del tipo 1V, la cual es caracteristica de los materiales mesoporosos
y presentan un area superficial de 1436 m?/g. De igual manera en el inset de la figura 2 se puede
observar que el tamafio promedio de poros es de 24.5 A.
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Figura 2. Isoterma obtenida de la adsorcion de N, y distribuciéon de tamafio de poros.

Analisis de infrarrojo de las NMSi pristinas y funcionalizadas con APTES fueron realizadas
para comprobar que la mofificacion quimica en la superficie de las particulas. En la figura 3 se
muestran los espectros obtenidos en donde se puede observar una banda ancha caracteristica de
los grupos hidroxilo alrededor de los 3400 cm™, y de igual manera se presenta otra banda pequefia
al rededor de los 800 cm™' la cual es caracteristica de los grupos silanol (-Si—OH). Asi mismo en el
espectro de las NMSi funcionalizadas con APTES (rojo) se puede observar alrededor de los 1650
cm™ dos picos pequefios caracteristicos de aminas primarias y alrededor de los 1385 cm™ se
observa el pico caracteristico del enlace C—N con lo cual se comprueba la presencia de APTES en
las NMSi.
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Figura 3. Espectros FT-IR de las NMSi pristinas (negro) y funcionalizadas con APTES (rojo).
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En la figura 4 se puede observar el patron de difraccion de rayos X en el cual se presenta un pico
ancho a los 22 grados caracteristico de NMSi coloidales amorfas.
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Figura 4. Patron de difraccion de rayox X de las NMSi pristinas.

5. CONCLUSIONES

Se presenta un método para la obtencién de nanoparticulas mesoporosas de silice por
medio de la hidrdlisis y condenzacién de ortosilicato de tetraetilo utilizando bromuro de
hexadeciltrimetiamonio como direccionador de poro. Las particulas sintetizadas presentan alto
grado de porosidad debido a su area superficial de 1436 m?/g. El tamafio promedio calculado de
las particulas es de 26556 nm. La efectiva funcionalizacién de la superficie de NMSi con (3-
aminopropil)trietoxisilano fue observada por la espectrofotometria IR. Por lo anterior las
nanoparticulas sintetizadas presentan buenas caracteristicas para ser empleadas en estudios
futuros de desarrollo de sistemas de liberaciéon controlada en donde es importante la obtencién de
materiales altamente porosos. Ademas la funcionalizacion permite afiadir grupos funcionales amino
con lo cual se forma un intermediario para la obtenciéon de acarreadores versatiles a los cuales se
les puede agregar un moléculas bioactivas especificas que pueden ser utilizadas para dirigir la
carga a su lugar objetivo, reduciendo asi la aparicion de efectos secundarios.
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