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Capitulo 1. Introduccién

Resumen

En la actualidad, en el campo de la biomedicina los sistemas de liberacion
controlada de farmacos toman un papel méas importante respecto a aquellos
tradicionalmente usados. Estos nuevos sistemas de administracion presentan ventajas
significativas tales como el poder ser dirigidos hacia areas especificas del cuerpo, lo que
se traduce, en una liberacién controlada del farmaco durante un cierto periodo de tiempo,
permitiendo ademd&s realizarles modificaciones para de esta forma ampliar sus
aplicaciones. A esto se afiade que el constante desarrollo de nuevos sistemas de liberacion
lo convierta en un tema de continuo interés e investigacion. Dentro de estos novedosos
sistemas, la linea con mayor éxito son los que aplican nanocarriers o materiales de silice
mesoestructurados, debido a su capacidad para contener grandes capacidades de
farmacos, cuyo origen reside en sus estructuras porosas ordenadas y tamafios
homogéneos. En relacion con este ultimo punto, el presente trabajo tiene por objeto el
estudio de nanoparticulas de silice mesoporosas (MSN) con propiedades magnéticas y
recubrimientos de glucosa. Las sintesis de MSN se obtuvieron a partir de agentes
directores de estructuras con actividades farmacoldgicas (DSDA) a traves del método que
se conoce como templating. Por otro lado, las propiedades magnéticas se han alcanzado
mediante la incorporacion de nanoparticulas de hierro de fase magnetita (FeNP) en las
primeras etapas de sintesis.

La sintesis del agente director de estructura con actividad farmacolédgica (DSDA),
se llevo a cabo a partir de la modificacion del farmaco L-Arginina mediante reaccion de
trans-amidacion con las cadenas hidréfobas del cloruro de oleoilo (C-18). El farmaco L-
Arginina se ha formulado como un farmaco novedoso para usos odontoldgicos y como

antibacteriano para diversas aplicaciones.

La optimizacion de la sintesis de las nanoparticulas de silice mesoestructuradas
(MSN) se ha llevado a cabo a través del estudio de las variables de sintesis mas
significativas, como son el pH y la concentracién de DSDA. Se obtuvieron MSN con un
ordenamiento interno tipo “onion like” y “hollow shell” para los materiales sintetizados
en las condiciones de referencia, con una morfologia esférica y tamafios comprendidos
entre 200-500 nm. En lo referido a las propiedades texturales, se obtuvieron superficies

especificas alrededor de 340 m?/g, volimenes de poro de 0,35 cm®/g y tamafios de poro
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Capitulo 1. Introduccién

de 26 A. La optimizacion de las variables de sintesis llevd a obtener nanoparticulas mas
homogéneas con estructuras tipo “onion like”. Estos materiales, sin embargo, mostraron
propiedades texturales similares a las obtenidas con las condiciones de referencia, con
superficies especificas de 370 m?/g, volimenes de poro de 0,29 cm®/g y tamafios de poro
de 30 A.

La incorporacion de los nucleos de hierro sintetizados a traves del método de
coprecipitacion y estabilizacion con acido butirico, modificaron el ordenamiento interno
y las propiedades texturales de los materiales, sin embargo, no se vieron afectados ni el
tamafio ni la morfologia de estos. Se alcanzaron incorporaciones de Fe entre el 5-7% en
peso medido mediante ICP. Por otra parte, en cuanto a los recubrimientos de las MSN
con glucosa, se consiguieron de manera efectiva, alcanzando incorporaciones entre el 0,5-
1% en masa, lo que permite mejorar las internalizaciones de las MSN a nivel celular, asi
como utilizar las nanoparticulas magnéticas en terapias basadas en la formacion de

radicales libres, estudiados actualmente como terapias contra el cancer.

Por dltimo, con los ensayos de liberacion del farmaco L-Arginina en medio
corporal simulado, se obtuvieron cinéticas de liberacion de orden uno, liberando el
farmaco de forma lenta y controlada, en un tiempo comprendido entre 25-30 dias.
Ademas, los resultados obtenidos indican que los materiales sintetizados tendrian
potencial aplicacidn en tratamientos terapéuticos que requieran tiempos de liberacién

prolongadas, como por ejemplo en tratamientos de enfermedades crénicas.
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Capitulo 1. Introduccién

1. Introduccion

1.1. Liberacion controlada de farmacos

La administracion de farmacos por las vias convencionales presenta desventajas
ligadas a que éstos se distribuyen en el organismo segun las propiedades fisicas que
posean, ya sea debido a su solubilidad, a la carga que presentan o incluso al coeficiente
de particion, por lo que los farmacos pueden alcanzar 6rganos donde su rango terapéutico
no sea valido, que su accion sea dafiina 0 que sean inactivos, lo que puede ocasionar
efectos secundarios. En los sistemas tradicionales de liberacion de farmacos de uso
terapéutico los niveles de principio activo que se suministran aumentan de manera
elevada y rapida hasta alcanzar su concentracion plasmaética para luego reducirse de
manera exponencial a medida que el farmaco en si es expulsado del organismo o se ha
metabolizado, por lo que no permiten controlar la velocidad. La manera de poder
mantener el nivel de farmaco adecuado durante un tiempo que sea prolongado es
administrar de forma frecuente y aumentando la dosis, lo que hace que tenga un gran

peligro de poder generar efectos toxicos.

Los sistemas de liberacion controlada de farmacos intentan resolver este
problema, mejorando el control, la eficacia, y, especialmente la reduccion tanto de riesgos
que puedan existir como lo efectos secundarios que se produjeran sobre el organismo.
Los sistemas de liberacién de farmacos han mostrado ser una alternativa bastante
prometedora de cara al futuro en comparacién con los métodos tradicionales (Davoodi et
al., 2018; Ding et al., 2017).

Son tres las ventajas principales que se destacan por encima de todo en estos
sistemas, siendo: la dosificacion del principio activo, el poder mantener los valores de
concentracion en un intervalo optimo (Figura 1) y el control espacial para poder
administrar el farmaco en el punto donde interesa que actie (Vallet-Regi, 2006). No
obstante, estos sistemas ademas aportan beneficios en cuanto a efectos secundarios,
proteccion a ataques de enzimas o la propia degradacion acida en consecuencia del pH
local (Manzano et al., 2009).
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Capitulo 1. Introduccién

__ Convencional
A Efectos adversos
————— Dosificacién controlada

_ Nivel téxico

P
B e Y Conc. min. efectiva

No existe efecto

.

Figura 1. Comparativa de perfiles de liberacion en sistemas convencionales y controlados. Fuente:
(Ortiz., 2017).

En la actualidad se utilizan varios métodos de liberacion para poder mejorar el
efecto de los farmacos (Séez et al., 2003)., siendo:

1. Liberacion controlada: trata de eliminar y poder disminuir los efectos secundarios

manteniendo de esta forma una concentracién de farmaco que pueda ser estable
dentro del organismo. Para ello se intenta conseguir una cinética de liberacion de
orden cero.

2. Liberacidn dirigida hacia lugares especificos: se intenta asegurar que el farmaco

que se libera lo haga en el lugar requerido, al mismo tiempo que se mantiene el

farmaco inactivo en cualquier otra zona donde no deba actuar.

En la Figura 2 se muestra la evolucién de la concentracion usando para ello

diferentes sistemas de liberacién controlada.

Intervalo
terapéutico 6ptimo

Concentracion en plasma
\
A

1
'
1
i
i
i
i
1
4
i
i
1
i
i
o]

Tiempo (h)

Figura 2. Curvas tipicas en plasma resultantes del empleo de: pastilla convencional “A”, preparacion
de liberacion lenta “B” y sistema de liberacion transdermal “C”. Fuente: (Séez et al., 2003).

Asimismo, los sistemas basados en la liberacion controlada de farmacos van
encaminados a intentar que sea activo el farmaco Unicamente en el area donde se requiera.

Paralelamente se esta investigando los sistemas estimulo-respuesta, este sistema conlleva
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Capitulo 1. Introduccién

darle un punto de vista totalmente diferente a lo tradicional en lo que a administracion de
farmacos se refiere, ya que, para el caso de los sistemas estimulo-respuesta, a pesar de
que el farmaco se encuentra en el organismo, solo se libera cuando se requiere,
suponiendo esto una gran ventaja. Adicionalmente, se estan estudiando los mecanismos
que puedan regular y dar la viabilidad necesaria para de esta forma tener un control
preciso con el uso de este tipo de sistemas (Keservani et al., 2016). Este tipo de sistemas
son de gran importancia en enfermedades como el cancer, que requieren un tratamiento
bastante agresivo que afecta en la mayoria de los casos al resto del organismo. Por lo que,
consiguiendo el objetivo de que el farmaco s6lo sea activo en la zona necesitada

evitariamos unos efectos secundarios bastante importantes.

Es importante destacar que, dentro de los sistemas de liberacion controlada de
farmacos el desarrollo de los nanocarriers ha tomado una importante relevancia. Los
nanocarriers son nanomateriales que se utilizan como vehiculos de transporte de
sustancias, en este caso, de farmacos. Dentro de las cuales las principales ventajas que se
presentan es poder mantener la concentracion del principio activo, ademas de tener una
gran relacion superficie/volumen, permitiendo esto tener una mayor area de contacto
entre lo que seria el farmaco y el organismo, haciendo de esta manera que se requiera una
dosis menor para obtener el mismo resultado, ayudando a disminuir los efectos toxicos y
secundarios (Ding et al., 2017). Por otro lado, en los nanocarriers se puede funcionalizar
la superficie para que se dirigan a células donde se necesite realizar el tratamiento
terapéutico, esto tiene mayor importancia ain en tratamiento de tumores (Hossen et al.,
2019).

1.2. Nanoparticulas de silice mesoporosas (MSN)

No es hasta principios de los afios 90 donde se aumenta el interés por poder
inmovilizar las especies biol6gicamente activas en soportes solidos debido a la necesidad
de estabilizar las especies para su posterior uso en la industria de la biotecnologia. Y es a
partir de esa época donde comenzaron a desarrollarse un gran nimero de técnicas que
permitieran esa inmovilizacion, como puede ser la encapsulacion, la adsorcion fisica o la

unién covalente (Moritz y Geszke-Moritz., 2015; Mamaeva et al., 2013).

Es por ello, por lo que en la actualidad la linea mas desarrollada para conseguir

dicho objetivo es utilizar las nanoparticulas mesoestructuradas de silice (MSN) para la

Alejandro Pérez Dominguez
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Capitulo 1. Introduccién

Ademas, las estructuras de silice mesoporosas se caracterizan por su
biocompatibilidad testada (Simovic et al., 2011; Nieto et al., 2009) y porque ademas estas
pueden modificarse facilmente con diferentes funcionalidades, permitiendo de este modo
un control preciso de la quimica de superficie para modificar la actividad quimica,
hidrofobia o hidrofilia, la carga de farmaco, conseguir una liberacion sostenida y
focalizacién especifica del sitio (Yanagisawa et al., 1990; Kresge et al., 1992; Beck et
al., 1992; Karge et al., 2002). De acuerdo con la clasificacion IUPAC, los materiales
mesoporosos son aquellos con un diametro comprendido entre 2-50 nm y la de
nanoparticula seria la de aquella particula que posea al menos una dimensién
comprendida entre 1-100 nm (Alothman., 2012). No fue hasta principios de la década de
los noventa (1992) cuando un grupo de cientificos de la empresa “Mobil Oil Company”
(Kresge., 1992) presentaron los primeros materiales siliceos mesoestructurados, a los
cuales denominaron como materiales MCM-41. Las primeras aplicaciones de estos
materiales se enfocaron en mayor medida hacia la catalisis, adsorcion e intercambio
i6nico. Asimismo, a medida que se profundizé en el estudio de estos materiales se
empezaron a desarrollar mas, tales como: MSU (1995), KIT-1 (1997), SBA-15 (1998) o
MCF (1999) (Moritz., 2012). En la Figura 3 se puede ver a modo de ejemplo la
representacion de diferentes tipos de MSN, entre las que se incluyen algunas de las

anteriormente nombradas.

MCM-41/SBA-15

MCM-50

Figura 3. Representacion de diferentes tipos de materiales de silice mesoporosa. Fuente: (Narayan et
al., 2018).

En el 2000, Vallet-Regi et al. presentan de manera novedosa y por primera vez la
aplicacion de MSN para la liberacion de farmacos con aplicacion terapéutica (Vallet-Regi.
et al., 2000). A raiz de este estudio, en las ultimas dos décadas se ha producido un
desarrollo importante en el estudio de los materiales mesoestructurados de silice debido:

a la forma que presentan, su distribucion de tamafio de poro (alta superficie y volumen),
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Capitulo 1. Introduccién

su conectividad, su capacidad de adaptar materiales con diferentes morfologias (esferas,
tubos, cilindros) y propiedades quimicas superficiales modulables mediante la
incorporacion de una gran variedad de heteroatomos o grupos funcionales (Ti, Al, AICls,

BFs y funcionalidades de tipo tiol, amino o ciano (Monnier., 1993).

En lo que respecta a la sintesis de los materiales siliceos mesoestructurados, estos
requieren de la presencia en el medio de reaccion de un precursor de 6xido de silicio, de
un surfactante o tensioactivo y de un disolvente. Los surfactantes ejercen como agentes
directores (templates) de las estructuras para de esta manera, poder formar los mesoporos.
Ademas, dependiendo de la naturaleza de los surfactantes que se use cambia el
mecanismo de formacion y las estructuras obtenidas. Los surfactantes mas usados son el
CTAB para las sintesis de MCM-41 y el Pluronic, para la sintesis de SBA-15. Sin
embargo, se han observado una serie de desventajas que hacen que este método tenga
algunos problemas, dentro de los cuales se encuentra una sintesis con una alta
complejidad como son: la eliminacién de surfactante, tener que funcionalizar el MSN

para incorporar el farmaco, la calcinacion, entre otros.

Con el objetivo de mejorar la problematica mencionada anteriormente se
desarroll6 una nueva metodologia de sintesis consistente en disefiar surfactantes que
contengan un farmaco en su estructura y ademas sean capaces de dirigir la estructura del
material a sintetizar (Morales et al., 2016). En esta metodologia de sintesis esta basada
este Trabajo Fin de Master, en el que se usara la L-Arginina como farmaco. Esta
alternativa se basa en poder modificar el farmaco con cadenas hidrofobas para de este
modo transformarlo en un surfactante con capacidad de formar micelas denominadas
“Drug Structure Directing Agent” (DSDA). Esto permite omitir la etapa final que consiste
en tener que eliminar el surfactante a través de calcinacion e incorporar posteriormente el

farmaco.

Los DSDA se obtienen mediante reaccion entre el farmaco de interés con acidos
grasos, permitiendo formar micelas alrededor de las que se ordena la parte inorganica de
silicio, dando lugar de esta manera el MSN. El farmaco con mayor desarrollo en la
actualidad como DSDA es el aminoacido esencial triptéfano. Este tipo de farmaco es

usado en su mayor medida para tratamientos asociados a depresion, insomnio, estrés,
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El farmaco que se utilizara en el presente Trabajo Fin de Méster para incorporarlo
en el DSDA serd la L-Arginina, mostrado en la Figura 4. La L-Arginina es uno de los
veinte aminodcidos que forman parte de las proteinas, se usa cominmente como aditivo
en las industrias de biotecnologia y farmacéutica. (Shah y Shaikh., 2016). No obstante, se
utiliza para la recuperacion tras una cirugia, ya que posee caracteristicas de cicatrizacion
excelentes. Ademas, también es usada en complicaciones de embarazo ocasionadas por
un incremento de la presion arterial, afecciones cardiacas y de vasos sanguineos, entre
otros (Wada et al., 2018; McNeal et al., 2018). Aunque el uso mas destacado y conocido
en el cual se desarrolla cada dia mas es en el campo de la odontologia, principalmente, la
L-Arginina permite ayudar contra la lucha de placa dental, caries y enfermedades
peridontales.

NH O

H,N” N OH
H
NH,

Figura 4. Estructura del farmaco L-Arginina.

1.3. Aplicacién de las nanoparticulas de 6xido de hierro magnéticas en MSN

El uso de las nanoparticulas de 6xido de hierro magnéticas, conocidas también
como FeNP, ha despertado un creciente interés en su uso en el campo de la biomedicina,
ya que en multitud de ocasiones poder incorporar estas nanoparticulas ha permitido, en
la aplicacion de liberacion de farmacos, poder dirigir el material hacia la zona donde se
requiera el uso del farmaco. Aungue esa no es su unica aplicacion, ya que en la actualidad
se usa para la imagen a través de resonancia magnética, la regeneracién de los tejidos e
incluso se ha visto sus buenos resultados en el tratamiento de cancer a través de
hipertermia. Ademas, una de las razones por la cual se les dard importancia a las
aplicaciones de estas nanoparticulas de hierro es que su incorporacion permite poder
fomentar la generacion de radicales libres en su interior, que, en combinacién con un
recubrimiento de glucosa y con las propiedades cataliticas del hierro, produciria una
reaccion de tipo Fenton, ocasionando de este modo la muerte celular. Segun sean las
condiciones que se establezcan durante la sintesis, las FeENP estan compuestas por
magnetita (FezO4) 0 maghemita (y- Fe2Oz), con unos tamafios que estan en un intervalo
de 5-100 nm, en donde a su vez por debajo de los 20 nm se puede ver propiedades

superparamagneticas (Elrahman y Mansour., 2019). En la Figura 5 muestra una imagen
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de microscopia SEM de nanoparticulas de magnetita a partir de la sintesis por

coprecipitacion realizada en este TFM.

Figura 5. Imagen TEM de las FeNPs obtenidas a partir de la sintesis de coprecipitacion.

A pesar de ser este el método mas eficiente para generar FeNP, las particulas
obtenidas tras la sintesis no pueden ser incorporadas directamente en las MSN. Esto se
debe principalmente a que su superficie es hidréfila, por lo que no se produce la mezcla
con el surfactante, sino que se forma una fase aislada, a causa de interacciones
electrostaticas (Amstad et al., 2011). Es por eso por lo que es necesario realizar una
estabilizacion, usando para ello compuestos que sean hidréfobos (acidos grasos, fosfatos,
polietilenglicol, entre otros). No obstante, para el desarrollo de esta investigacion se ha
optado por estabilizar las FENP via &cido butirico. Esto se debe principalmente a que el
acido butirico posee una cadena de extension corta, permitiendo de este modo la
incorporacion en el interior de las MSN en comparacion a diferentes acidos grasos como

el oleico.

Las FeNP juegan un papel fundamental en la liberacion de fa&rmacos en MSN ya
que permiten el dirigirlas hacia las células objetivo, en donde a su vez, se ha comprobado
la biocompatibilidad y demostrado que los tejidos no se vean afectados por los campos
magnéticos y ni presentan dafios o efectos nocivos sobre las células (Lee et al., 2015).
Ademas, se ha podido estudiar que usar estas nanoparticulas hacen que se incorporen en
el ciclo metabolico natural del hierro, aunque cabe decir que por encima del valor de 300
nm estas pueden quedar obstruidas y atrapadas en los pulmones e incluso higado (Kim et
al., 2017; Soenen et al., 2011).

1.4. Estrategias de modificacion de las MSN

Otros de los grandes retos y en donde se focaliza una parte importante del
desarrollo de las MSN es la de poder aprovechar la superficie de estas, pudiendo otorgarle

una funcion que favorezca al tratamiento terapéutico para el cual se usen a través de
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modificaciones superficiales. Es por ello por lo que en funcién del tipo de modificacion
que se les realiza se pueden distinguir diferentes tipos de estrategias siendo (Hoang et al.,
2019) mostradas en la Figura 6:

Funcionalizacién

Receptores
celulares

Temperatura

Ultrasonidos

Campos
eléctricos

Variaciones
de pH

Ultravioleta
uv

Figura 6. Tipos de estrategias de modificacion de las MSN.

Este TFM se centrard en usar la estrategia de funcionalizar con receptores
celulares, la cual consiste en realizar un anclaje a las MSN de ligandos que sean
identificados por las células diana, permitiendo de este modo poder ayudar a la fagocitosis
selectiva de las células. Se pueden usar ADN o ARN, glucosa e inclusive se esta
desarrollando el uso de la glucosa oxidasa. Poder realizar la funcionalizacién con glucosa,
a través del anclaje a las MSN, permiten beneficiar a la endocitosis en las células de tipo
cancerigenas. Para este caso, Niemela et al., (Niemeld et al., 2015), demostraron la
eficacia de realizar un recubrimiento de glucosa en MSN, las cuales poseian el farmaco
celastrol sobre células cancerigenas. En cuanto al mecanismo de funcionalizacion, este se
basa en la formacion de un enlace tipo amida entre los grupos amino presentes en la
superficie de las MSN, provenientes del aminosilano, y el &cido D-glucurdnico, mediante
una activacion de grupos &cido via hezafluorofosfato azabenzotriazol tetrametil uronio
(HATU).
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2. Objetivos

El objetivo principal de este Trabajo Fin de Master es conseguir realizar la

optimizacion de la sintesis de nanoparticulas de silice mesoporosas (MSN) utilizando

como agente director de estructura un derivado del farmaco L-Arginina. Ademas, se

incorporardn nucleos de magnetita para otorgarle propiedades magnéticas, asi como

también un recubrimiento con glucosa con el objetivo de aumentar su internalizacién a

nivel celular.

A modo resumen, a lo largo de esta investigacion se pretende alcanzar los

siguientes objetivos especificos:

Sintesis y caracterizacion del DSDA derivado de L-Arginina.

Sintesis de nanoparticulas magnéticas mediante coprecipitacion y posterior
hidrofobizacion.

Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de silice mesoestructuradas (MSN)
mediante sintesis sol-gel.

Optimizacion de las condiciones de sintesis de las MSN.

Incorporacion de nacleos magnéticos en las MSN.

Recubrimiento superficial de las MSN con glucosa.

Estudio de la liberacion controlada del farmaco en un medio corporal simulado.
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3. Metodologia

A lo largo del desarrollo de este capitulo se explica la metodologia usada en la
sintesis de los materiales sintetizados durante la investigacion, asi como también la
incorporacion tanto de la glucosa y la liberacion en medio simulado del farmaco. Seguido

de una descripcion de las técnicas de caracterizacion y equipos utilizados.

3.1 Sintesis de los materiales MSN

3.1.1. Materiales sintetizados

A continuaciéon, se muestra en la Tabla 1 un resumen de los materiales

sintetizados, asi como las condiciones a las cuales se realizaron las respectivas sintesis.

Tabla 1. Resumen de los materiales sintetizados y las condiciones de sintesis.

Muestra pH DSDA APTES TEOS FesOs H20
inicial  (eq) ) ) (eq)  (eq)
10 1 1,22 11,8 - 2000
9,5 1 1,22 11,8 - 2000
9 1 1,22 11,8 - 2000
8 1 1,22 11,8 - 2000
10 0,7 1,22 8,05 - 2000
10 05 1,22 5,90 - 2000
9,5 0,7 1,22 8,05 - 2000
9,5 05 1,22 5,90 - 2000
10 1 1,22 11,8 0,65 2000
9,5 0,7 1,22 8,05 046 2000
9,5 05 1,22 5,90 0,33 2000
9,5 07 1,22 8,05 - 2000
9,5 05 1,22 5,90 - 2000
9,5 07 1,22 8,05 - 2000

Ademas, los rendimientos obtenidos de las sintesis de los materiales se encuentran

recogidos en la Tabla 8 del Anexo.

3.1.2. Sintesis del surfactante con actividad farmacoldgica

La sintesis del DSDA se desarrolla a una temperatura de 0°C, esto se debe a que
la reaccion posee una alta exotermicidad. En primer lugar, en un matraz de fondo redondo
de una boca de 50 mL con agitacion se disuelven 1,5 g de L-Arginina, afiadiéndole 7 mL
de H20 destilada y 4 mL de acetona de sintesis. Es importante ir controlando el pH, se
afiade en este punto 3 mL del cloruro de oleoilo gota a gota, nuevamente el pH vuelve a
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bajar y para asegurar la reaccion se afiade NaOH 7,5 M de manera lenta, es en este punto
donde se produce una répida precipitacion y se forma una bola de aspecto chicloso.
Después de ello, se retira la agitacion y se deja toda la noche reaccionar.

Al dia siguiente se baja el pH a 5-6 para solubilizar la L-Arginina no reaccionada,
usando &cido clorhidrico (HCI 37%). Por Gltimo, se procede a la filtracion y secado a

vacio a 40°C durante dos dias.

3.1.3. Sintesis de las nanoparticulas magnéticas (Fes0O4-NPs)

La sintesis de las nanoparticulas de hierro magnéticas se produce mediante
coprecipitacion a partir de cloruro férrico y ferroso con una relacion molar 1:2, en medio
basico y a una temperatura de 80°C. Para ello, en una atmosfera inerte (N2), en un matraz
de fondo redondo de 100 mL de dos bocas con agitacion de pala se disuelven las
cantidades de los compuestos FeCls y FeCl>-4 H.0O, siendo 2,433 y 5,981 ¢
respectivamente y se afiaden 50 mL de H»O. Posteriormente, se afiaden 20 mL de NH4OH
de manera lenta y se sube la agitacién, se deja durante 1 hora. Una vez transcurrido este
tiempo, se quita la agitacion y se pone en reflujo con N2 toda la noche.

En cuanto a la purificacién, se realiza a través de precipitacion con un iméan
externo en un vaso de precipitado, para el posterior lavado con etanol y acetona. Por

ultimo, se filtra a vacio y se termina de secar a vacio durante 1 dia.

3.1.4. Estabilizacién FesO4 NPs con acido butirico

En lo que a la estabilizacion con &cido butirico se refiere, se lleva a cabo mediante
el anclaje del compuesto a través de enlaces covalentes a la superficie de las FeNP.
Primero, se deben machacar las particulas en un mortero, obteniendo unas particulas mas
pequefias y homogeéneas, seguidamente, se pesan 600 mg de MSN, 0,480 mg de acido
butirico y se afiade 3 mL de NHsOH (28-30%) en un recipiente de teflon con 80 mL de
etanol. Todo ello se lleva a cabo en un bafio de ultrasonidos a una temperatura de 80°C y
durante 2 horas para finalmente lavar con etanol y acto seguido dejar secando en el

desecador a vacio durante un dia.
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3.1.5. Sintesis de las nanoparticulas mesoporosas siliceas (MSN)

La sintesis de las MSN a partir del DSDA se realiz6 siguiendo la metodologia

desarrollada por Morales et al., (Morales et al., 2016). Se comienza dispersando bajo

agitacion un dia antes de realizar la sintesis y a 90°C, la cantidad de DSDA requerida en

botes de cristales de sintesis, la cantidad de DSDA varia en funcién de la concentracion

a la que queramos obtener las MSN, siendo estas cantidades de 306, 428 o 618 mg, ya

que hemos probado con tres concentraciones: referencia 0,5:2000, 0,7:2000 y 1:2000

relacion en equivalentes de DSDA: H>O. Cuando se ha dispersado, aproximadamente tras

12 horas, se baja la temperatura a 60°C para la realizar la sintesis, dependiendo de si la

sintesis conlleva la incorporacion de hierro o no, los protocolos serian:
MSN sin Fe:

Para la obtencion de las MSN sin hierro, tras la etapa previa de sintesis
explicada anteriormente y a una temperatura de 60°C, se afiade el 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES) que dependiendo de la concentracién
a la que queramos el material varia (0,2, 0,28 y 0,4 mL). Se esperan 5
minutos, para a posterior afadir el tetraetilortosilicato (TEOS) de manera
lenta, es decir, gota a gota, y del mismo modo que con anterioridad, la
cantidad de TEOS varia en funcion de la concentracion, siendo de 3,7, 1,8

y 2,6 mL, por ultimo, se esperan 10 minutos.

MSN con Fe:

Para la obtencion de MSN con hierro, al igual que antes, tras la etapa
previa de sintesis y a 60°C, se pesa la cantidad de Fe a incorporar, que
varia en cantidades de: 190, 95 y 133 mg dependiendo de la concentracion
de DSDA. Es importante quitar el iman del bote para poder afiadir las
particulas de Fe (previamente se machacan las particulas en el mortero
para que estén finas al igual que se hace para las MSN). Mas adelante, se
lleva a ultrasonidos durante 10 minutos aproximadamente para que se

agite bien, para ello, poner un agitador de pala a 200 rpm.

Tras la sintesis, se deja en reposo durante 24 horas sin agitacion y a temperatura

de 60°C, posteriormente se eleva la temperatura hasta 100°C y se deja reaccionar durante

72 horas. Por ultimo, se debe realizar el lavado con agua y etanol y se deja secando a

vacio durante 1-2 dias.
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3.1.6. Incorporacion de la glucosa a las MSN

El recubrimiento con glucosa de las MSN por anclaje directo se realiza mediante
la activacion de acido glucurénico via HATU. Para ello, en un matraz de bola con dos
salidas se afiade 150 mg de MSN y se pone en una columna de reflujo con N2 y H>20, se

afiade posteriormente 10 mL de dimetilformamida (DMF).

Paralelamente, en otro matraz aparte se afiaden 50 mg de acido glucuronico y 95
mg de HATU, ademas de poner 10 mL de DMF y se deja borboteando en atmosfera inerte
N2 durante 10 minutos, pasado ese tiempo se afiade 0,90 mL de DIPEA vy se esperan otros
30 minutos. Una vez transcurrido el tiempo se adiciona al matraz con las MSN. Se deja
toda la noche reaccionando en agitacion, con el reflujo de N2 y H,O y a temperatura
ambiente. Al dia siguiente se filtran y lavan con agua y etanol, para después dejarlos

secando a vacio durante un dia.

3.1.7. Liberacién controlada del farmaco en medio simulado

El medio en el cual se realiza la simulacidn se trata de un medio corporal simulado
con el pH controlado. EI material MSN se confina en membranas poliméricas para evitar
que durante la liberacion salgan estas nanoparticulas al medio simulado produciéndose
asi la pérdida de la muestra. La longitud medida de cada membrana es de
aproximadamente 15 cm. Dichas membranas se meten en una disolucion que se encuentra
al 50% en volumen de H20 y etanol. Todo ello se deja en agitacion con una temperatura
de 40°C y un tiempo de 1 hora, una vez pasado ese tiempo, se quita la disolucién y se
repite lo anteriormente descrito dos veces mas. Finalmente, las membranas deben quedar
introducidas en el medio donde se realiza la simulacion durante 24 horas, en agitaciéon y

a temperatura ambiente.

La liberacion comienza depositando, sobre una membrana ya preparada, una
cantidad de 50 mg de la MSN a estudiar. Cerrando los extremos con pinzas y sumergiendo
finalmente todo en el medio simulado, que tiene un volumen de 150 mL. En lo referido a
las condiciones sobre las que se realiza la liberacion del farmaco, se tiene en agitacién

lenta y a una temperatura de 37°C.

Alejandro Pérez Dominguez



Capitulo 3. Metodologia

3.2 Técnica de caracterizacion utilizadas

3.2.1. Resonancia magnética nuclear (RMN)

La resonancia magnéetica nuclear (RMN) se basa en estudiar un sistema de espines
nucleares en presencia de un campo magnético estatico, capaz de absorber energia de
radiofrecuencia (RF) cuando se irradia con una fuente, el nicleo estudiado en esta
investigacion es el proton *H-RMN. El analisis de los niicleos permite poder reconocer

grupos funcionales y analizar la estructura quimica de los compuestos orgénicos.

Se ha empleado el equipo Varian Mercury AS400, con campo magnético de 9,4
T, sonda de 4NUC (5mm). El andlisis se ha realizado utilizando como disolvente
cloroformo deuterado (CHCI3) con una frecuencia de 400 MHz, secuencia de 1 pulso

sencillo, 16 acumulaciones y un tiempo de relajacion de 1 segundo.

3.2.2. Difraccidn de rayos X (DRX)
La difraccion de rayos X es una técnica experimental para el estudio y analisis de

materiales, basada en el fenémeno de difraccion de los rayos X a través de los solidos en
estado cristalino. La presencia de cualquier tipo de mesoestructura interna ordenada en
las MSN pueden observarse haciendo uso del DRX, no obstante, en ocasiones no es
posible que la muestra difracte por la presencia de restos de reaccién o surfactante que se

encuentre en el exterior.

Los espectros de rayos X se han obtenido a través del equipo Phillips Xpert a 40
mA y 450 kV, con un paso de 0,03% un tiempo de acumulacion de 5 segundos. Los
barridos de angulos se realizaron entre 0,5 y 10°, ya que las MSN suelen mostrar el pico

caracteristico entorno a 2°.

3.2.3. Adsorcion y desorcién de nitrégeno N2 (BET)

El método BET permite determinar la superficie de un solido basandose en la
adsorcion-desorcion de un gas inerte, normalmente N2 a una baja temperatura. En nuestro
caso se hace uso de esta técnica para poder saber las propiedades texturales que presentan
las MSN, donde el tamafio de poro se calcula a partir del método NLDFT (Non Local
Density Functional Theory). El equipo utilizado para esta técnica es Micromeritics

TriStar 3000, el proceso consiste en pesar 100 mg de la muestra a analizar,

Alejandro Pérez Dominguez



Capitulo 3. Metodologia

desgasificandola en atmdsfera inerte a 200°C durante 4 horas, para acto seguido ir

adsorbiendo presiones crecientes de nitrégeno hasta alcanzar presion de la saturacion con

un valor de pﬁ = 0,95. Los tipos de isotermas y ciclos de histéresis clasificadas por la
0

IUPAC (Sing et al., 1985) se recogen en la Figura 7.
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Figura 7. Tipos de isotermas por la IUPAC; adsorcién (izquierda) y ciclos histéresis (derecha).
Fuente: (Sing et al., 1985).

3.2.4. Analisis termogravimeétricos (TGA)
El andlisis termogravimétrico (TGA) es un método que se basa en someter a una

muestra a un analisis térmico en el cual la pérdida de masa se va midiendo a lo largo del
tiempo, donde las especies pueden evaporarse, desorberse e incluso llegar a producirse la
desorcidn. A través de esta técnica se puede obtener la cantidad orgéanica presente en las
MSN.

El equipo utilizado fue el Mettler Toledo modelo 1 Star System, con una
temperatura comprendida entre 50°C-800°C y con una rampa de 5°C/minuto, todo ello

bajo atmosfera de No.

3.2.5. Microscopia electrénica (TEM)

La técnica de microscopia electronica de transmision (TEM) hace uso de un
microscopio que emplea un haz de electrones para poder visualizar un material, pudiendo
determinar el tamafio y morfologia de este. En nuestro caso en particulas esta técnica fue

usada para poder caracterizar las MSN sin y con Fe, pudiendo ver su ordenamiento.
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Las imagenes fueron obtenidas a través del equipo JEM 1400 PLUS a 5.000,
10.000, 25.000 y 50.000 aumentos, con voltaje de aceleracion de 200 kV.

3.2.6. Espectroscopia infrarroja (FTIR) y ultravioleta-visible (UV-vis)

Se tratan de técnicas basadas en la excitacion de los estados de vibracion en los
que se encuentren los enlaces quimicos al absorber la radiacién, ya sea infrarroja o

ultravioleta-visible.

Los espectros se han obtenidos haciendo uso del equipo Varian Excalibur Series
3100, con barrido en ATR desde 400 a 4000 cm™, 64 escaneos y resolucion de 4 cm™
para el caso de FTIR. En lo referido a UV-vis se hizo uso del equipo espectrofotometros
Jasco V-630 para la medicion de las absorbancias de la arginina durante la liberacion, a

206 nm, y la de glucosa anclada a 430 nm.

3.2.7. Espectroscopia de plasma ICP-AES

La cantidad de hierro presente en los materiales sintetizados pueden determinarse
al realizarle esta técnica, basada en que la absorcidn y emision por parte de una muestra
de la energia proveniente de una fuente caliente es proporcional a la cantidad de atomos

gue se encuentran en la muestra.

Previamente, se tiene que realizar un proceso de digestion de la muestra a analizar,
a alta temperatura durante 30 minutos, tomando 100 mg de MSN vy afiadiendo 3 mL de
H>SO4 y 10 mL de &cido fluorhidrico, una vez digerida se analiza con el equipo Varian
Vista AX Pro. La parte correspondiente a la nebulizacion de la muestra con el equipo
U5000AT+.
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4. Resultados y discusion

En este capitulo se mostraran los resultados sobre la caracterizacion de los surfactantes,
sintesis de MSN y MSN magnéticas, recubrimiento con glucosa, asi como la liberacion del
farmaco. Se comentaran y analizaran los aspectos mas relevantes de los resultados obtenidos.
Por ultimo, se destaca que en el Anexo se encuentran todas las caracterizaciones realizadas para

cada material sintetizado no mostrado durante el capitulo.

4.1. Sintesis de surfactantes con actividad farmacolégica

El agente director de estructura (DSDA) con incorporacion de actividad farmacoldgica
se ha sintetizado mediante la reaccion de amidacion entre la L-Arginina y el cloruro de oleoilo
(C18), el resultado de ello se muestra en la Figura 8. Se observa que la molécula posee una
zona polar, que es originada por la L-Arginina, y una cadena apolar, que proviene del &cido

oleico.

Figura 8. Estructura del DSDA formado a partir de la L-Arginina y el acido oleico.

En la Figura 9 se muestra el espectro de *H-RMN del DSDA. La parte comprendida
entre 0 y 5,5 ppm corresponde a la zona desapantallada del espectro, en la que aparecen la
totalidad de las sefiales de los protones de la molécula. Como aspectos mas resefiables, cabe
destacar la sefial a 4,10 ppm, correspondiente al grupo —NH del enlace peptidico, lo que muestra
indudablemente la formacién del compuesto. Junto a esta sefial, y como se muestra en la zona
aumentada, se observan otros tres singletes, correspondientes a los dos grupos —NH de la cadena
terminal de la L-Arginina y al grupo —OH del acido carboxilico. A 5,3 ppm se observan los
protones de la insaturacion, mientras que, por debajo de 2,5 ppm, se encuentran las sefiales del
resto de protones de las cadenas alifaticas. Es evidente que, en esta zona, los protones mas
desapantallados corresponden a la cadena de arginina, puesto que estan rodeados por diversos

heterodtomos.
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Figura 9. Espectro del *H-RMN del DSDA a partir de L-Argininay oleico.

4.2. Nanoparticulas de silice mesoporosas (MSN)

Los valores de las concentraciones de surfactante DSDA utilizados durante las sintesis
de los materiales fueron seleccionados teniendo en cuenta la concentracion micelar critica
(CMC), concentracion a partir la cual el surfactante forma estructuras micelares. Esta
determinacion se llevo a cabo por conductimetria, midiendo la conductividad de disoluciones
con concentraciones crecientes de DSDA y viendo el punto donde se produce un cambio de
pendiente, esto se puede ver reflejado en la Figura 26 del Anexo. Donde, el valor obtenido de
CMC es de 0,88 mg/mL. Esto indica que la concentracion minima para que el DSDA empiece
a formar micelas es de 44 mg por cada 50 mL de agua. Corroborando de esta manera que la
cantidad de surfactante utilizada en la sintesis de nanoparticulas en condiciones de referencias
de 618 mg en 50 mL de agua se encuentra por encima de la CMC y por tanto el surfactante

estaria en fase micelar.

En la Figura 10 se recogen las iméagenes de TEM de las MSN de referencia sintetizadas,
las cuales fueron obtenidas a partir del DSDA derivado de la L-Arginina siguiendo las
condiciones de sintesis discutidas anteriormente para materiales sintetizados con surfactantes
derivados de L-triptéfano (Morales et al., 2016). Se puede observar que la morfologia de las
particulas en todos los casos es esférica, con una distribucion de tamafio de particula proxima

a los 200-500 nm, y, en donde, las particulas aparecen mayoritariamente aglomeradas y unidas
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entre si. Se visualiza que practicamente todas son de estructura tipo “onion like”. No obstante,
también se puede apreciar que existe la presencia de algunas estructuras “hollow shell” en
algunos de los casos. Todas estas estructuras son similares a las obtenidas para los materiales
sintetizados con DSDA derivado del triptéfano (Morales et al., 2016). Durante el desarrollo de
este proyecto se realizard un estudio de las variables de sintesis mas influyentes para lograr
estructuras mas homogéneas. En todos los casos, las particulas aparecen con restos de silice a

su alrededor y presentan roturas sin llegar a formar una estructura uniforme y homogénea.

Figura 10. Imagenes TEM del material sintetizado de referencia.

Enla Tabla 3y la Figura 11 se muestran los resultados de las isotermas de adsorcion-
desorcion de N, obteniendo de este analisis el volumen de poro, la superficie especifica y la
distribucion de tamafio de poro medio, calculado con el método NLDFT. A partir de estos
resultados se obtiene la informacidn necesaria de las propiedades texturales de las MSN. En
este caso se presenta una isoterma tipo 1V, atendiendo a la clasificacion de la IUPAC. Ademas,
se muestra una curvatura convexa seguido de un ciclo de histéresis tipo H3, lo que se asocia
con porosidad de tipo laminar, todo ello es caracteristico de los materiales mesoporosos. El
valor obtenido de superficie para este tipo de material es de aproximadamente 340 m?/g, con
un volumen de poro de 0,35 cm®/g y un tamafio de poro de 26 A.
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Tabla 3. Propiedades texturales del material sintetizado de referencia.

oH Volumen Tamaiio de

BET .

Muestra ... DSDA: H20  de poro 5 poro medio

inicial . (m?/g)
(cm®/g)
Arg-ref 10 12000 035 33 26
3,64 350
3,0 4 300
5 257 ,E’ 250
05 204 % 200
E‘, 18 g 150
g 1,04 é 1004
S 05 S w0
0,0 04
0 50 100 150 200 250 300 00 02 o4 06 08 10
Diametro de poro (A) Presion relativa (p/p )

Figura 11. Isoterma de adsorcion-desorcion de N2 del material sintetizado de referencia.

4.2.1. Estudio de variables de la sintesis de nanoparticulas de silice mesoporosas (MSN)

En base a los resultados obtenidos se realizara un estudio de las variables de sintesis con
el objetivo de obtener un tipo de estructura méas definida, sin presencia de silice en los
alrededores ni roturas. Para alcanzar este objetivo, se ha variado diferentes factores que son

determinantes en la sintesis, siendo estos el pH y la concentracion.

4.2.1.1. Estudio de la influencia del pH

Los pH seleccionados para el estudio han sido elegidos teniendo en cuenta el pH al cual
se encuentra el medio inicial durante la realizacion de la sintesis del material de referencia,
cuyo valor es en torno a 10. Los valores de pH probados fueron 8, 9y 9,5. En la Tabla 10 del
Anexo se recoge de manera detallada la toma de datos de los pH durante todas las etapas que

se llevan a cabo durante la sintesis.

En la Figura 12 se observan las imagenes de TEM de los materiales sintetizados a los
pH seleccionados. Para las diferentes variaciones de pH seleccionadas, puede concluirse que
este influye de manera significativa en la sintesis de las MSN. Las muestras sintetizadas a pH
8 no llegan a formar una estructura definida del material obtenido, esto se puede corroborar
observando los espectros de DRX de las muestras que se encuentran recogidas en la Figura 29

del Anexo, en los que para las muestras sintetizadas a pH 8 no se observa sefial de difraccion
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en los angulos caracteristicos de este tipo de MSN. Sin embargo, el material sintetizado con un
pH de 9,5 muestra un espectro de difraccién similar a la estructura obtenido para las MSN
sintetizadas de referencia, pudiendo ver que la presencia de silice en los alrededores es casi
inexistente y teniendo unos tamafios de particulas menores que los obtenidos para el material
de referencia, siendo de 150-200 nm. En lo que respecta a la estructura, presentan la

denominado “onion like”, mayoritariamente homogénea.

190 fim
==

Figura 12. Imagenes TEM de los materiales sintetizados con cambio de pH desde a)-c) para pH 8, d)-f) para
pH 9y g)-i) para pH 9,5.

En la Figura 13 se muestra el analisis termogravimétrico de las particulas, en donde el
porcentaje de masa que se pierde es debido a la pérdida de los componentes organicos de las

MSN, es decir el DSDA 'y el APTES incorporado en los materiales.

El porcentaje de organico perdido en el analisis de TGA es de aproximadamente un 20%
para el caso del material de Arg-pH 8, 48% para Arg-pH 9 y del 35% para Arg-pH 9,5. Esto
indica que la incorporacion de DSDA en los materiales sintetizados a pH 8 es sensiblemente
inferior al obtenido para los materiales sintetizados a pH 9 y 9,5, lo que corrobora que la

incorporacion del surfactante en las muestras sintetizadas a pH 8 no se produce.
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Figura 13. TGA de los materiales sintetizados con cambio de pH.

Las propiedades texturales recogidas en la Tabla 2 permiten nuevamente ratificar que
el material sintetizado con un pH de 9,5 es el que presenta mejores resultados de los tres
materiales sintetizados con variacion de pH, teniendo una superficie de 147 m?/g, volumen de
poro de 0,26 cm®/g y tamarios de poro entorno a los 30 A. Los valores de las propiedades
texturales del material del pH 8 justifica lo mostrado en las imagenes TEM, la ausencia de

difraccion en 2° de los espectros de DRX y la menor pérdida de peso en el analisis de TGA.

Tabla 2. Propiedades texturales de los materiales sintetizados con cambio de pH.

oH DSDA- Volumen Tamafio o_le poro
Muestra inicial H,0 de poro o medio
(cm®/g) (A)
Arg-ref 10 1:2000 0,35 339 26
Arg-pH 8 8 1:2000 0,11 92 51
Arg-pH 9 9 1:2000 0,19 122 43
Arg-pH 9,5 9,5 1:2000 0,26 147 30

4.2.1.2. Estudio de la influencia de la concentracion de surfactante

Se ensayaron distintas concentraciones de surfactante, en concreto las relaciones de
DSDA fueron aquellas con una relacion molar de DSDA: H20 de 0,5:2000 (Arg-0,5) y 0,7:2000
(Arg-0,7), en este caso el pH no se modifico y se usé el que presentaba el medio natural de
sintesis (pH 10), nuevamente nos encontramos con que las concentraciones de surfactantes de
DSDA seleccionadas se encuentran por encima del CMC. En la Figura 14 se recogen las
imagenes TEM de muestras sintetizadas en las condiciones previamente mencionadas. En

ambos casos las particulas tienen una estructura de tipo “onion like” y sin apenas presencia de
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silice, no obstante, las particulas con concentracion de 0,5 se aglomeran en mucho mayor

medida que las de 0,7. Asimismo las MSN de concentracién 0,7 presentan un aspecto en cuanto
a estructura mucho maés definida.

200 nm

200 nm e

Figura 14. Imagenes TEM de los materiales sintetizados con variacion en la concentracion desde a)-c) para
Arg-0,7 y desde d)-f) para Arg-0,5.

Las propiedades texturales recogidas en la Tabla 3 muestran que las superficies y los
volimenes de poro son superiores en el material de 0,7, obteniéndose materiales con superficies
de 268 m?/g y voltimenes de poro de 0,3 cm®/g. El tamafio de poro medio en los dos materiales

es de 30 A, cuyo origen reside en la morfologia similar de ambos materiales, tal y como se ve
en las imagenes TEM.

Tabla 3. Propiedades texturales de los materiales sintetizados con variacion en la concentracion.

oH DSDA: Volumen et Tamanfio c_Ie poro
Muestra inicial H,0 de poro (m2lg) medio
(cm®g) (R)
Arg-ref 10 1:2000 0,35 339 26
Arg-0,7 9,5 0,7:2000 0,30 268 30
Arg-0,5 9,5 0,5:2000 0,16 112 31
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4.2.1.3. Estudio de la influencia de la variacion de pH y concentracion de DSDA
simultanea

A raiz de los mejores resultados obtenidos durante el estudio de las variables para la
sintesis de las MSN, se realizd un nuevo estudio en el que se ensayaron las concentraciones de
0,5y 0,7 aun pH de 9,5. En la Figura 15 se puede observar las fotografias de TEM de los
materiales obtenidos, donde nuevamente se puede comprobar como las MSN que se obtienen
presentan mejores estructuras y ausencia de silice en comparacion con las particulas
sintetizadas en las condiciones de referencia. EI material de Arg-0,7-9,5 ademas de presentar la
estructura esperada de tipo “onion like”, posee un tamafio de particula nuevamente mas

pequerio que el del material de referencia, estando alrededor de los 150-200 nm.

Figura 15. Imagenes TEM de los materiales con variacién simultanea de pH y concentracion de a) y b) para
Arg-0,7-9,5y c) y d) para Arg-0,5-9,5.

En la Figura 16 se muestran los espectros de DRX de los materiales sintetizados,
comparados con el material de referencia sintetizados en esta investigacion. Todos los
materiales presentan el pico de difraccion caracteristico de los materiales mesoporosos a 2°,
relativo al ordenamiento tipico de este tipo de materiales.
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Figura 16. Espectros de difraccion de rayos X de los principales materiales sintetizados.

En lo referido a las isotermas de adsorcion y desorcion de N2 mostrados en la Tabla 5y
Figura 17, se observa que nuevamente, como ocurria con el material de referencia, las
isotermas siguen la clasificacion tipo IV y ciclos de histéresis tipo H3. Con respecto a los
valores de las propiedades texturales para el caso de Arg-0,7-9,5, se obtiene una superficie de
363 m?, superficie ligeramente superior a la obtenida para el material de referencia. Sin
embargo, se obtienen valores de volimenes de tamario de poro ligeramente inferior a los valores
obtenidos para el material referencia, 0,35 y 0,29 cm®g para el material de referencia y Arg-
0,7-9,5 respectivamente. Estos resultados concuerdan al ver las imégenes del material
mostradas en la Figura 15, las particulas tienen un menor tamafo, presentando una mayor

esfericidad y homogeneidad.
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Figura 17. Isoterma de adsorcion-desorcion de N2 de los materiales dptimos.

Tabla 4. Propiedades texturales de los materiales 6ptimos.

oH DSDA- Volumen Tamafio o_le poro
Muestra ... de poro medio
inicial H20 3
(cm®/g)
Arg-ref 10 1:2000 0,35 339 26
Arg-0,7-9,5 9,5 0,7:2000 0,29 363 29
Arg-0,5-9,5 9,5 0,5:2000 0,28 167 33

4.2.2. Incorporacion de Fe en las nanoparticulas de silice mesoporosas (MSN)

Las nanoparticulas de hierro que se introdujeron en las MSN han sido obtenidas
mediante sintesis por coprecipitacion, concretamente nanoparticulas de Fe de fase magnetita,
con tamafios de particulas de unos 200 nm, tal y como se observa en el espectro DRX e

imagenes SEM presentes en el Anexo.

El hierro incorporado a las MSN se observa en forma de esferas oscuras y se recoge en
la Figura 18, Figura 19 y Figura 20, donde se muestran también los microandlisis adjuntos.
En base a esto, se puede decir que la magnetita sintetizada y estabilizada con &cido butirico es
capaz de poder incorporarse a la estructura de las particulas sintetizadas. EI microanalisis
realizado permite ver que para el caso de la muestra Arg-0,7 la cantidad de Fe que entré fue
superior al de material de Arg-0,5. En ambos casos los tamafios de particulas estan entorno a
los 200 nm, por lo que la incorporacion de los nucleos de Fe no altera la forma de la estructura
silicea ni el tamafio de particula.
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Figura 18. Imagenes TEM de los materiales de referencia de a) y ¢) con analisis elemental de una particula
de la imagen a) mediante detector rayos X.
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Figura 19. Imagenes TEM de los materiales con cambio de pH y concentracién simultanea de 0,7 de a) y ¢)
con analisis elemental de una particula de la imagen c) mediante detector rayos X.
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Figura 20. Imagenes TEM de los materiales con cambio de pH y concentracion simultanea de 0,5 de a)- ¢)
con analisis elemental de una particula de la imagen b) mediante detector rayos X.

La cantidad de organico obtenido mediante analisis TGA es similar a los valores
obtenidos para los materiales no magnéticos, lo que denota que la incorporacion de Fe no afecta
a la formacion de estructura de los materiales, tal y como se observa en la Figura 21.

Arg-0,7-9,5
—— Arg-0,5-9,5
- - -Arg-0,7-9,5-Fe
- - -Arg-0,5-9,5-Fe

—— Arg ref

100 - - - Arg ref-Fe 100

95

90 4 90+

85 4
80+

80

754 70
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_____

704 604

65 4

604 50 1
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Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 21. TGA de los materiales dptimos sintetizados.

La Figura 22 recoge los espectros de DRX de las MSN magnéticas. Se puede observar
un efecto claro de la incorporacion de Fe, y es que en todos los casos no se observa una
difraccion de manera clara en el pico caracteristico de las MSN en 2°. Sin embargo, en las
imagenes TEM si podia verse que existe un ordenamiento de las paredes de silice, lo que
significa que la presencia de Fe en las MSN produce una alteracion en los patrones

caracteristicos. Estudios como el de Ruiz-Hernandez et al. demostraron este mismo efecto, en
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el cual al incorporar hierro a las MSN con estructura SBA-15 no se producian difracciones
claras en el pico caracteristico (Ruiz-Hernandez et al., 2007).

Arg-ref-Fe
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2
8
=] Arg-0,7-9,5-Fe
2
L
£
,\\/\ —— Arg-0,5-9,5-Fe
T T T T T
0 2 4 6 8 10

20

Figura 22. Espectros de difraccion de rayos X de los materiales con incorporacion de Fe.

En la Tabla 5 se muestra que para el material de Arg-0,7-9,5-Fe se obtiene buenas
propiedades texturales, con una superficie que esta alrededor de los 270 m?/g, siendo la mitad
para el caso del material de Arg-0,5-9,5-Fe, con aproximadamente 170 m?/g. La incorporacion
de Fe no afecta a los valores de volumen y didmetro de poro, sin embargo, en la muestra Arg-
0,7-9,5 se observa una ligera disminucion de la superficie especifica respecto al material no
magnético, siendo estas 268 y 363 m?/g respectivamente. En la Tabla 5 se han incorporado
también los valores de los % de Fe incorporado a los materiales y medido mediante ICP. En
todos los materiales se observan incorporaciones entre el 5y el 7 %, apreciandose la mayor

incorporacion para el material Arg-0,7-9,5 que presentaba mejor ordenamiento.

Tabla 5. Control de pH en las etapas de sintesis de las MSN.

DH  DSDA:FesOsH,0 “olumen o - Tamaiode .
Muestra inicial (eq) de poro (m2lg) poro medio (%)
(cm*/g) (A)
Arg-ref 10 1:2000:0 0,35 339 26 0,41
Arg-ref-Fe 10 1:2000:0,65 0,25 178 30 5,32
Arg-0,7-9,5-Fe =~ 95 0,7:2000:0,46 0,28 268 30 7,36
Arg-0,5-9,5-Fe = 95 0,5:2000:0,33 0,22 167 32 6,85
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4.2.3. Recubrimiento de las MSN con glucosa

Con el objetivo de poder favorecer el proceso de fagocitosis de las MSN por las células,
se recubrieron superficialmente las nanoparticulas de silice mesoporosas sintetizadas con
glucosa, a través de anclaje directo entre el cido glucurénico y los grupos amino presentes en
el material, derivados del coagente director de estructura, es decir, el APTES. El recubrimiento
con glucosa de los materiales magnéticos permitiria fomentar la generacion de radicales libres
en el interior de las células. La generacion de estos radicales se generaria mediante la
degradacion de la glucosa a traves de la enzima glucosa oxidasa, la cual esta presente en la
célula, generando asi H20., que, en combinacién con las propiedades cataliticas del hierro,
produciria una reaccion de tipo Fenton generando los radicales oxidantes y ocasionando de este

modo la muerte celular.

Las concentraciones de glucosa anclada en los distintos MSN se muestran en la Tabla
6. Se observa como el mayor anclaje se produjo para el material con mejores propiedades
texturales Arg-0,7-9,5-Glu, teniendo aproximadamente una cantidad de glucosa de 0,89% con
respecto a la masa total del material. Los demas materiales también presentaron buenos
resultados, siendo estos similares a los mostrados en bibliografia (Niemela et al., 2015). Estos
resultados demuestran que el método empleado para el anclaje de la glucosa a la superficie de

las MSN es eficaz.

Tabla 6. Resultados del analisis de glucosa anclada en los principales materiales sintetizados.

Muestra Glucosa (% w)

Arg ref-gluc 0,546
Arg-0,7-9,5-gluc 0,887
Arg-0,5-9,5-gluc 0,602

Arg-0,7-9,5-Fe-gluc 0,487

En la Figura 23 se recoge el analisis termogravimétrico de las particulas con y sin
recubrimiento de glucosa. Cabe destacar como los materiales, tras realizarle el anclaje
superficial de la glucosa, pierden una cantidad significativa de su contenido organico, lo que se
traduce en una pérdida de surfactante y por tanto de farmaco, dando pérdidas de un 82% para
el material de Arg-ref, del 78% para el Arg-0,7-9,5 y del 76% para el Arg-0,5-9,5, todo ello con
respecto al material sin recubrir. Esto indica que una parte del DSDA que se encuentra en los
poros se libera durante el proceso de anclaje de la glucosa, en el medio de dimetilformamida

donde se realiza. A pesar de ello, este aspecto no influye en el empleo que se le quiere otorgar
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a estos materiales con el recubrimiento, ya que el principal reto es poder favorecer la
asimilacién de las células cancerigenas, para posteriormente favorecer la reaccion Fenton a

partir de la presencia de Fe y H.O> generada por la degradacion de la glucosa.

—— Arg-ref
Arg-0,7-9,5

—— Arg-0,5-9,5

- - - Arg-ref-Glu

- - - Arg-0,7-9,5-Glu

- - - Arg-0,5-9,5-Glu
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Figura 23. TGA de los materiales sin y con anclaje de glucosa.

En la Figura 24 se observa las graficas correspondientes a la prueba de FTIR, que
permiten corroborar lo anteriormente expuesto, y es que, el anclaje de glucosa a las MSN se ve
de manera clara en el espectro, observandose una tensién C-N en torno a 1700 cm™, la cual
corresponde al enlace de la amida, presente en todas las muestras en las que se ha incorporado
glucosa.
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Figura 24. Espectros de FTIR de los materiales sintetizados y anclados con glucosa.

4.3. Liberacion controlada del farmaco en medio simulado

En la Figura 25 se pueden ver las curvas obtenidas a partir de la liberacion en medio
corporal simulado de las MSN sintetizadas con mejores propiedades. Estos materiales presentan
una liberacion inicial rapida para posteriormente liberar el farmaco de forma exponencial a lo
largo de varias semanas. Cabe destacar que las curvas han sido ajustadas a una cinética de orden
uno, siguiendo la expresion presente en la ecuacion (1).

C(Y) = Cprax - (L —exp™9) (1)
De donde:
e “C” son los mg de arginina liberados por gramo de MSN.

e “t”es el tiempo en horas.

Los parametros de los materiales se muestran a modo resumen en la Tabla 7,
obteniéndose que los coeficientes de determinacion de R? son de alrededor de 0,97, lo que

indica que los datos se ajustan correctamente al modelo propuesto.

Tabla 7. Resultados de los parametros de la cinética de liberacion de los materiales probados.
Muestra Arg-0,7 pH 9,5 Arg-0,5 pH 9,5
Desviacion Desviacion

Parametro i ,
estandar estandar

RGN o030
R
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Ambos materiales presentan tendencias exponenciales muy similares, no obstante, se
puede ver como existe una pequefia correlacion entre la cantidad del farmaco final liberado y
la cantidad de organico que presentan las muestras, donde, el material con mayor contenido de
organico, Arg-0,7-9,5, libera la mayor cantidad de arginina, 177 mg por gramo de MSN,
mientras que, el que presenta mayor cantidad de orgénico, Arg-0,5-9,5, libera la menor
cantidad, 174 mg por gramo. A su vez, poseen una cinética casi idéntica, con una constante
para ambos casos alrededor de k = 0,030 h™! y con un tiempo total de liberacion entre 25-30
dias. Estos resultados indican que los materiales se pueden utilizar para tratamientos
terapéuticos que requieran una liberacion lenta, como por ejemplo en enfermedades cronicas o

enfermedades que requieran tratamientos de tiempos prolongados.

180
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—
160 /4‘
140 - /
\c.) /4
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£
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Figura 25. Curvas de liberacién de la L-Arginina para cada material sintetizado en medio simulado.
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Capitulo 5. Conclusiones

5. Conclusiones

En base al andlisis de resultados realizado a lo largo de la presente investigacion

se han llegado a una serie de conclusiones que se resumen en los siguientes puntos:

Se ha sintetizado de forma exitosa el surfactante director de la estructura con
actividad farmacolégica (DSDA), mediante la reaccion de amidacion entre el
farmaco L-Argininay cloruro de oleoilo. Comprobando la capacidad de este para
formar micelas, lo cual indica que es capaz de usarse como patron o template en

la sintesis de los materiales mesoestructurados.

Las MSN de referencia sintetizadas a partir del DSDA muestran dos poblaciones
de nanoparticulas con estructura “onion like” y “hollow shell”, teniendo para
ambos casos unos materiales con alta presencia de silice alrededor de las
nanoparticulas, con una estructura no homogénea y con un tamafio de particula
que ronda los 500-200 nm. Ademas, poseen una superficie especifica de alrededor
340 m?g, volimenes de poro de 0,35 cm®/g y tamafios de poro de

aproximadamente 26 A.

El estudio de la influencia del pH en la sintesis de MSN permiti6é concluir que,
dentro del intervalo de pH analizados, el pH de 9,5 es el que da lugar a materiales
con una estructura definida y que mejoran al material de referencia, ya que para
el resto de los pH probados los resultados no mostraron particulas que llegaran a
tener una estructura porosa definida. Ademas, para el pH de 9,5 se presenta un
Unico tipo de estructura, tipo “onion like”, y particulas mas pequefias con tamafios
de 150-200 nm. Para este caso la superficie especifica era de 147 m?/g, volimenes

de poro de 0,26 cm®/g y tamafios de poro de 30 A.

Los resultados del estudio de la influencia de la variacion de concentracion de
DSDA demuestran que, para las relaciones DSDA: H20 de 0,7:2000 y 0,5:2000,
las estructuras mejoran considerablemente, teniendo nuevamente particulas de

tipo “onion like” muy homogéneas y con el mismo tamafio alrededor de 200 nm.
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Capitulo 5. Conclusiones

Los materiales sintetizados a partir de la variacion de pH y concentracion de
DSDA simultdnea muestran una notable mejoria con respecto al material
sintetizado de referencia, presentando una estructura homogénea y esférica, con
un tamafio de particula alrededor de 150-200 nm. En cuanto a las propiedades
texturales, para los materiales con concentracion de 0,7 y 0,5, se obtuvo de forma
respectiva: una superficie especifica de 363 y 167 m?/g, volumen de poro 0,29 y

0,28 cm®/g y un tamafio de poro de 29 y 33 A.

Se ha comprobado como la incorporacion de la magnetita sintetizada mediante
coprecipitacion se introduce de manera exitosa en las MSN, modificando el
ordenamiento interno y las propiedades texturales, pero sin que se vea afectado ni
el tamafio ni la morfologia de las particulas. Se obtuvieron incorporaciones de Fe
entreel 5y 7%.

Los recubrimientos de glucosa de las MSN mediante la activacion de &cido
glucurdnico via HATU se han realizado en los materiales con mejores estructuras
obtenidas, dando como resultado una cantidad de glucosa anclada entre el 0,5 y
1% de la masa total del material.

Los ensayos de liberacion controlada del fA&rmaco en medio corporal simulado
demuestran que la liberacion se produce en un periodo entre 25-30 dias, siguiendo
una cinética de primer orden. Estos resultados indican que los materiales tienen
potencial aplicacién para tratamientos terapéuticos que requieran una liberacion
lenta, como por ejemplo en enfermedades cronicas o enfermedades que requieran

tratamientos de tiempos prolongados.
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ANexo

Anexo
Tabla 8. Rendimientos de DSDA y materiales sintetizados.

Muestra Rendimiento (%) |

DSDA 93

Arg-ref 44

Arg-pH 8 23

Arg-pH 9 34

Arg-pH 9,5 35

Arg-0,7 56

Arg-0,5 52

Arg-0,7-9,5 64

Arg-0,5-9,5 61

Arg-ref-Fe 38

Arg-0,7-9,5-Fe 47

Arg-0,5-9,5-Fe 42

Tabla 9. Control de pH durante las etapas de sintesis de las MSN.

Etapa *APTES  APTES TEOS TEOS

PTES  (Ha) w5 TE9S (NaoH)  +10°
Arg-ref

9 - 95 108 - | 103
Arg-pH 9,5

. 945 | 946 | 946 = - | 953
Arg-pH?9

102 917 | 916 | 915 - | 915
Arg-pH 8

1016 817 | 821 | 828 | - 828
Arg-0,5

9,88 - - 98 975 - | 934
Arg-0,7

98 - | 99 | 977 - | 934
Arg-0,7-9,5

10,21 9,47 941 = 868 | 937 | 957
Arg-0,5-9,5

6,12 9,72 - 951 = 9,54 - 9,51

*Fue necesario realizar un reajuste del pH con HCI o NaOH para establecer los valores que

interesaba.
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Figura 26. Concentracion micelar critica del DSDA de L-Arginina.

100 A
FeO,
80
o 604
©
o
12}
c
o 404
£
) _./\JW/AJ
0 -
T L) T T T T T X T
10 20 30 40 50 60 70
20

Figura 27. Espectros de difraccion de rayos X de la magnetita sintetizada a traves de coprecipitacion.
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Figura 28. TGA de de la magnetita sintetizada a través de coprecipitacion.
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Figura 29. TGA de los materiales de referencia (superior-izquierda), con cambio de concentracion
(superior-derecha) y con variacion pH y concentracién DSDA (inferior).
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Figura 30. Espectros de difraccion de rayos X de los materiales con cambio de pH (derecha) y con
variacion de la concentracion (izquierda).
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Figura 31. Isotermas de adsorcion-desorcion de Nz, pH 8 (superior-izquierda), pH 9 (superior-
derecha) y pH 9,5 (inferior).
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Figura 32. Isotermas de adsorcion-desorcion de Nz, Arg 0,7 (izquierda) y Arg 0,5 (derecha).
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Figura 33. lIsotermas de adsorcidén-desorcion de N2, Arg-ref-Fe (superior), Arg 0,7-9,5-Fe (izquierda)
y Arg 0,5-9,5-Fe (derecha).
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