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1. RESUMEN

Aumentar la biocompatibilidad de nanomateriales y modificar el comportamiento
de la cinética de liberacion de farmacos poco solubles es un desafio de la
comunidad cientifica. Particularmente en la ultima década materiales a escala
nanométrica presentan un elevado potencial como carrier de sustancias activas
para fines biomédicos. Es por esto, que, la administracion controlada de farmacos
para tratar tejidos enfermos se presenta como una de las técnicas mas
prometedoras. No obstante, estas estrategias requieren un disefio racional que

permitan mejorar la eficiencia y controlar la liberacion del principio activo.

En este trabajo de tesis se estudidé la liberacion controlada del farmaco
anticancerigeno doxorrubicina (DOX) utilizando nanoesferas de silica
mesoporosas (MSN) vy nanovarillas de alimina (ANW) modificadas
superficialmente con polietilenglicol metil éter (PEG). Para esto, los
nanomateriales se sintetizaron y se modificaron covalentemente con PEG de 550
Da y 2000 Da, respectivamente. obteniendo 6 grupos experimentales, MSN
pristina, 2 diferentes MSN-PEG, ANW pristina y 2 diferentes ANW-PEG. Todos
los sistemas fueron caracterizados por técnicas fisicoquimicas, posteriormente
cargados con DOX y se estudio la cinética de liberacion del farmaco en medio
fisiologico simulado. Se evalud la biocompatibilidad de los materiales realizando

ensayos de hemolisis, ensayo de interaccion con proteinas del suero y viabilidad



celular. Los resultados sugieren que los nanomateriales tienen diferencias en la
capacidad de adsorcion y liberacion de DOX, y también, se observo una
discrepancia en la cinética de la liberacion entre los materiales pristinos y
modificados superficialmente con PEG. Lo anterior se atribuye a la que la
presencia del PEG en la superficie modifica la liberacion de la DOX al medio
liquido. La biocompatibilidad de los sistemas modificados con PEG aumentaron
con respecto a los pristinos y los nanomateriales fueron capaces de disminuir la
viabilidad celular de una linea celular cancerigena Unicamente cuando estan

cargados con DOX.



1.1. Abstract

Increasing the biocompatibility of nanomaterials and modifying the behavior of the
release kinetics of poorly soluble drugs is a challenge for the scientific community.
Particularly, in the last decade, materials at the nanometric scale have great
potential as carriers of active substances for biomedical purposes. For this
reason, the controlled administration of drugs to treat diseased tissues is
presented as one of the most promising techniques. However, these strategies
require a rational design to improve efficiency and control the release of the active

ingredient.

In this work, the controlled release of the anticancer drug doxorubicin (DOX) was
studied using mesoporous silica nanospheres (MSN) and alumina nanowires
(ANW). Both nanomaterials were surface modified by covalently bonding with
polyethylene glycol methyl ether (PEG) at 550 Da and 2000 Da of molecular
weight obtaining 6 experimental groups: pristine MSN, 2 different MSN-PEG,
pristine ANW, and 2 different ANW-PEG. All the systems were characterized by
physicochemical techniques, then loaded with DOX and their drug release kinetic
in physiologic simulated medium was studied. Likewise, the biocompatibility of the
materials was evaluated by carrying out hemolysis tests, non-specific proteins
adsorption and cell viability test. The results suggest that nanomaterials have

differences in DOX adsorption and release capacity, and a discrepancy in release



kinetics was observed between pristine and PEG-surface-modified materials. This
trend is attributed to the presence of PEG, which modified the diffusion of the drug
from the surface to the liquid in the DOX release. The biocompatibility of the PEG-
modified systems increased with respect to the pristine ones and the
nanomaterials were able to decrease the cell viability of a cancer cell line only

when loaded with DOX.



2. INTRODUCCION

El cancer es el nombre de un grupo de patologias caracterizadas por la mitosis
descontrolada de células a las que se refieren como células malignas o
cancerosas (Chandraprasad et al., 2022), estos grupos celulares desarrollan
aberraciones genéticas, se pueden infiltrar en tejidos en un proceso conocido
como metastasis (Fidler, 2000). Ademas, generan angiogénesis especifica para
las células cancerosas (Nishida et al., 2006; Strieter et al., 2006) lo que genera
una mayor disponibilidad de oxigeno y nutrientes captados por el organismo
afectado, también producen las condiciones propicias para un ambiente
inflamatorio, dafino para el tejido circundante y luego el sistema de 6rganos
afectado por dicha enfermedad.

Normalmente este grupo de patologias es contrarrestado por distintos
mecanismos. Uno de los principales es un mecanismo celular, que al reconocer
un problema en la replicacién, de forma interna realiza apoptosis por via
intrinseca (Galluzzi et al., 2020). Otro mecanismo de defensa importante contra
los diferentes tipos de cancer es el rol que presta el sistema inmunoldgico
mediante la accidon de células citotoxicas como células Natural Killer (Paul & Lal,
2017) o células T CD8+ (Farhood et al., 2019). Este tipo de células son capaces
de reconocer a un antigeno presente en la superficie de las células cancerosas
por medio del complejo mayor de histocompatibilidad de clase | (MHC |) y

posteriormente eliminarlas induciendo apoptosis por via extrinseca en las células



malignas antes de que supongan un problema para el organismo (Raskov et al.,
2021).

Cuando el organismo es incompetente para neutralizar el desarrollo vy
multiplicacion de estas células malignas, es necesario realizar tratamientos
terapéuticos empleados en biomedicina, dentro de los principales se encuentran
radioterapia (Bomford et al., 2003), inmunoterapia (Waldman et al., 2020) y
quimioterapia (Amjad, 2022). La dudltima de las terapias nombradas es
ampliamente utilizada como tratamiento en clinica.

La quimioterapia consiste en la introduccion de un farmaco anticancerigeno por
via endovenosa u oral, el cual entra en el sistema circulatorio, moviéndose por el
torrente sanguineo e ingresando a las células que reciban este compuesto, de
forma inespecifica, afectando tanto tejido funcional como células cancerigenas
(Corrie, 2008). Este farmaco sigue las propiedades referentes a la
farmacodinamia, biodisponibilidad y farmacocinética las que son especificas para
cada farmaco administrado (Ball et al., 2022; LEES et al., 2004; Skorokhod et al.,
2007). Un ejemplo es el farmaco Doxorrubicina (DOX) (Cutts et al., 2005; Shimizu
et al., 2020; Sritharan & Sivalingam, 2021), el cual posee variados mecanismos
de accion anticancerigenos ya sea intercalando la doble hebra de ADN
generando aductos lo que provoca un cambio en la torsién de la doble hebra.
Asimismo, atrapa la enzima topoisomerasa Il en su sitio de clivaje, generando
una torsion de la doble hebra exacerbada que incluso puede romper la doble

hebra, provocando la muerte celular.



Estos mecanismos estan ligados al aumento de especies reactivas de oxigeno y
a la susceptibilidad del ADN por estas especies (Yang et al., 2014).

Como este farmaco llega a sitios donde no es requerido, una fraccion de la
cantidad introducida es desperdiciada y, ademas, genera dafio en el organismo
(Al-malky et al., 2020; Luu et al., 2018; Wallace et al., 2020), por lo que se debe
administrar una cantidad mayor a la requerida para que la terapia sea efectiva 'y
elimine a las células cancerosas. Por este motivo, varios grupos de investigacion
trabaja desarrollando nanotransportadores de farmacos anticancerigenos
(Banerjee & Sengupta, 2011; Cheng et al., 2021; Hassan et al., 2017; Li et al.,
2017) y, asi tratar de impedir, entre otras cosas, los efectos secundarios
generados por la accion inespecifica del farmaco sobre el organismo. Los
nanotransportadores son nanomateriales con la capacidad de adsorber y
transportar una molécula especifica, en este caso, doxorrubicina (Matyszewska,
2014).

Los nanomateriales son sistemas cuya estructura debe poseer alguna de sus
dimensiones dentro del rango del nanémetro (10° m) (Saha et al., 2022), estos
pueden clasificarse seglin su composicion quimica en organicos, inorganicos o
hibridos y segun su forma de crecimiento en el espacio como nanomateriales 0D,
1D, 2D y 3D (Pokropivny & Skorokhod, 2007), ademas de otras clasificaciones
(Mageswari et al., 2016).

Entre los nanomateriales inorganicos encontramos basados en metales y 6xidos

metalicos, en estos ultimos aparecen las nanoparticulas de Silica mesoporosas



(MSN) (Manzano & Vallet-Regi, 2020) y nanovarillas de alumina (ANW) (Ma et
al., 2007). Estos nanomateriales se describen como sustancias de baja toxicidad,
donde el parametro a evaluar se denomina biocompatibilidad. La
biocompatibilidad de las MSN dependera principalmente del tamafio de estas
nanoparticulas, ya que si son muy pequefias (<100 nm de diametro) podran ser
endocitadas por las células y si son muy grandes podran generar algun tipo de
dafio en la membrana plasméatica que dependera directamente del tipo celular
con el que interactie (Tang et al., 2012) por lo que se recomiendan emplear MSN
entre 100 — 200 nm (Bakhshian Nik et al., 2020). Por su parte, los ANW también
son utilizados como nanotransportadores, donde se describe una
biocompatibilidad similar a las MSN, donde su estructura y método de sintesis
determinaran la toxicidad que puedan generar a los diferentes tejidos (Park et al.,
2015).

Las nanoparticulas o nanoesferas poseen un crecimiento 0D, mientras que las
nanovarillas poseen un crecimiento 1D, esto confiere diferentes propiedades de
solvatacion, distribucion y varios otros (Guerrini et al., 2018) (Welch et al., 2016).
Comunmente, para poseer la capacidad de transportar una molécula especifica,
el nanomaterial debe poseer propiedades texturales y superficiales, como
cavidades (Bonanno & Segal, 2011; Mirzaei et al., 2020; Prasad et al., 2021).

Al adsorber las moléculas, el transporte de este quimioterapéutico depende de la
distribucion del nanomaterial en medio acuoso, afinidad de adsorcion del farmaco

y cinética de liberacion de este (Ferreira & Bizeto, 2020).



Emplear estos nanotransportadores como vehiculos moleculares de los
quimioterapéuticos permite expandir las propiedades de distribucion (Tietze et
al., 2013) y farmacocinética (Hashida, 2020) debido a que estos vehiculos
moleculares se pueden modificar superficialmente para cambiar sus propiedades
y obtener nuevas caracteristicas del transportador cargado con el farmaco para
los usos que se deseen emplear (Riviere et al., 2018). Una posibilidad de mejorar
la biocompatibilidad del nanotransportador es modificAndolo superficialmente
(Nguyen et al.,, 2019; Shah & Rajput, 2019) al enlazar covalentemente un
polimero como Polietilenglicol metil éter (PEG) a la superficie del material. Esta
funcionalizacion cambiara las propiedades superficiales del nanomaterial
dependiendo, en este caso especifico, del largo de cadena, impidiendo
principalmente una interaccion directa entre este transportador con las células
presentes en el torrente sanguineo, células funcionales en tejidos y también
algunas biomoléculas presentes en el torrente sanguineo o liquido intersticial
(Walkey & Chan, 2012), ya que al entrar a la sangre podrian generarse
complicaciones como hemodlisis o generar adsorciéon con las proteinas del plasma
(Vinardell et al., 2015).

Por todo esto, al modificar la superficie de un nanotransportador, no solo se
modificaran los parametros farmacocinéticos, sino que, ademas, se puede
cambiar las propiedades de distribucion en medio acuoso y mejorar la

biocompatibilidad, optimizando el transporte del farmaco deseado.



3. HIPOTESIS

Modificar superficialmente los nanomateriales inorganicos con PEG modificara la
cinética de liberacion de doxorrubicina adsorbida y aumentara la

biocompatibilidad con respecto a los hanomateriales pristinos.

4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo general:
Obtener nanomateriales inorganicos en base a MSN y ANW biocompatibles que
sean capaces de transportar y liberar de forma controlada doxorrubicina

generando un efecto citotoxico sobre células cancerosas.

4.2.0bjetivos especificos:

1. Producir nanoesferas de silica mesoporosas (MSN) y nanovarillas (ANW)
de alimina modificadas superficialmente con poli(etilenglicol) metil éter
de 550 y 2000 Da.

2. Caracterizar fisicoquimicamente los nanomateriales obtenidos.

3. Evaluar la capacidad de adsorcion y liberacion de doxorrubicina de los
nanomateriales.

4. Evaluar la interaccion de los nanomateriales con modelos de proteinas del
suero humano.

5. Evaluar la biocompatibilidad de los nanomateriales en células: eritrocitos,

HEK293 y PC12.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1.Sintesis de materiales

5.1.1. Sintesis de Nanoesferas de silica mesoporosas (MSN)

Empleando el método soft-template reportado por Miao y colaboradores (Miao et
al., 2021) donde se us6 bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) que actué como
surfactante, trietanolamina (TEA) y salicilato de sodio para generar una solucion
levemente basica. La solucion preparada, se agito por 1 hora a 80°C y
posteriormente se afiadio una solucion de tetraetilortosilicato (TEOS) precursora
de la polimerizacién de la nanoparticula de silica y el agente de entrecruzamiento
1,2-bis(trietoxietil)etano (BTEE) en una proporcién molar 4:1 respectivamente. De
esta manera se promovio la catdlisis basica de la sintesis de esta nanoparticula
de silica. La reaccion se mantuvo a 80°C por 10 horas en agitacién a 350 rpm.
Una vez concluido este proceso, se centrifugd a 9000 rpm por 10 minutos y se
recolectd el sélido que corresponde a las nanoparticulas de silica con el
surfactante. Posteriormente, se elimind el templado realizando 3 lavados con una
solucion de metanol con acido clorhidrico fumante en una proporciéon volumétrica
de 1000:1 respectivamente. Este acido causé que el surfactante pierda afinidad
por la superficie de la nanoparticula de silica y se libere al medio de lavado,
dejando asi los espacios definidos como mesoporos. Luego de esto se recupero
el material por centrifugado y se obtuvieron las nanoparticulas de silica

mesoporosas.
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5.1.2. Sintesis de nanovarillas de 6xido de aluminio (ANW)

Basandose en los reportes del grupo de investigacion (Campos et al., 2016) se
prepard una solucion de nitrato de aluminio (Al(NOs)3) y acido canforosulfénico
(CSA) en agua, y se ajusto el pH de la solucidon hasta que alcanzé el valor de 5,4
agregando amoniaco a 1M por goteo mientras se agitaba la solucién. El gel
obtenido se llevé a un tratamiento hidrotermal empleando reactores de teflon
revestidos con una camisa de acero inoxidable a 160°C por 24 horas. Una vez
finalizado este proceso se enfrié a temperatura ambiente, se lavo el producto con
etanol absoluto mediante centrifugacion y se secO a temperatura constante en
estufa a vacio a 50°C. El sélido resultante se calcind en atmoésfera de aire
dindmico en un reactor tubular de vidrio desde temperatura ambiente hasta los
550°C - a una rampa de calentamiento de 10°C/min - y se mantienen por 6 horas

hasta obtener el material.

5.1.3. Sintesis de sélidos funcionalizados

Para modificar superficialmente los materiales se realiz6 un procedimiento
modificado de Lin y colaboradores (Lin & Zhou, 2017). Para esto se hizo
reaccionar poli(etilenglicol) metil éter (PEG) con 3-(trietoxisilil) propilisocianato
(ISO) cuyo grupo isocianato reaccioné con PEG de 550 Da o 2000 Da, dejando
disponible el sitio de union a la superficie del nanomaterial, tal como se muestra

en la figura 1.
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Las proporciones dependieron de la masa molar promedio en nUmero usado para
modificar. Esta sintesis se llevo a cabo en un tubo de vidrio sellado en atmosfera

de argon y en tolueno con agitacion magnética por 2 dias.

Figura 1. Reaccién de PEG con ISO en tolueno y argén.
PEG n =12 para PEG de 550 Da; n = 45 para PEG de 2000 Da.

Luego, en un balén de fondo redondo se mezclé el polietilenglicol activado (PEG-
ISO) y el nanomaterial a modificar, utilizando tolueno en reflujo por 1 dia.
Finalmente se centrifugd y se recuperd el nanomaterial modificado. (Morelli et al.,
2011), como se muestra en la figura 2, quedando el PEG-ISO covalentemente

enlazado a la superficie.

—OH —OH
o0—/ O

—OH g )L o —OH
—OH g H n Lo 0

» ~sf J\ 0
. OH | o~ \/\” 0

n

—OH | OH

Figura 2. Adicién del PEG-ISO a la superficie del nanomaterial por reflujo en tolueno.
PEG n =12 para PEG de 550 Da; n = 45 para PEG de 2000 Da.
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Como se obtuvieron distintos grupos de nanomateriales, se denotaron de la
siguiente manera: ANW o MSN los cuales fueron modificados con
poli(etilen)glicol metil éter de 550 dalton, denominado PEG550 y el de 2000 dalton
se nombré PEG2000 resultando en los siguientes grupos: MSN pristino o
simplemente MSN, MSN-PEG550 y MSN-PEG2000. De la misma forma se

nombraron los grupos de ANW.

5.2.Caracterizacion fisicoguimica

5.2.1. Fisisorcion de Nitrégeno

La caracterizacién superficial de materiales porosos se realiza mediante
isotermas de adsorcién — desorcion de gases, la cual consiste en la adsorcién
fisica de un gas (adsorbato) sobre un solido (adsorbente) cuya interaccién en la
superficie genera fuerzas de Van der Waals con energias entre 10 KJ/mol a 40
KJ/mol (Pourhakkak et al., 2021). Esta interaccion se realiza a una temperatura
cercana a la licuefaccion del adsorbato a distintas presiones relativas del gas a
utilizar. Los adsorbatos mas comunes son el N2, CO2, CO, NO, benceno y
algunos hidrocarburos alifaticos de cadena corta. La adsorcién de Nz a -196°C
(77 K) es la mas utilizada debido a que cubre todo el rango de porosidad e

interacciona débilmente con la mayoria de los sélidos. A esta temperatura, el N2
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entra en equilibrio entre el estado gaseoso y liquido al condensarse en la

superficie del solido al ser adsorbido.

Incremento en la
presion de gas

Figura 3. Esquema de llenado de la superficie con el aumento de presion del adsorbato.
Adaptado de (Chen et al., 2015)

Ademas, la misma isoterma puede ser utilizada para el andlisis del tamafio de
poro y para superficie especifica empleando una variedad de modelos. El modelo
mas usado es el de Brunauer, Emmet y Teller (BET) el cual se basa en dos
hipotesis principales:
A) La superficie del adsorbente se supone uniforme y no porosa
B) Las moléculas del gas se adsorben sobre la superficie en capas sucesivas,
completas o no, en equilibrio dinamico entre siy con las moléculas del gas

como se muestra en la figura 3.

Con esto se puede determinar parametros tales como: tamafio superficial,

volumen y la distribucién de tamafio de poros (Solcova et al., 2006).

Cualquier material solido que contiene cavidades, canales o intersticios puede

ser considerado como poroso.
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Figura 4. Representacion esquematica de un sistema de fisisorcion con N2 o He.
Adaptado de (Yurdakal et al., 2019)

Las medidas de fisisorcion fueron realizadas en un equipo Micromeritics TriStar
I 3020 cuyo sistema instrumental se representa en la figura 4. Previo al andlisis,
la muestra se someti6 a un tratamiento de limpieza por desgasificacion con flujo
de Nz calentada a 120 °C durante 3 h. Producto de la adsorcién de nitrégeno
en la superficie de la muestra se genera una diferencia de presiéon respecto a un
tubo de referencia, la cual es registrada por el equipo, y permite detectar los
cambios de presion y el volumen de Nzg adsorbido. Con los datos
experimentales y utilizando la ecuacion linealizada del modelo BET se obtiene la
capacidad de la monocapa, y la superficie especifica del sélido. Adicionalmente,
la distribucion de tamafo y volumen poros se obtiene utilizando la misma data
experimental usando el método de Barret — Joyner — Halenda (BHJ) (Ensafi et

al., 2020).
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5.2.2. Espectroscopia Infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

Un espectro Infrarrojo (IR) es obtenido al pasar radiacion electromagnética de
este espectro a través de una muestra y determinar qué cantidad de esta
radiacion incidente ha sido absorbida. La energia particular a la que aparece cada
banda en el espectro posee relacion con la frecuencia de vibracion de una parte
de la molécula. La radiacién recorre un sistema distribuido de una forma
especifica para poder realizar el andlisis con transformada de Fourier como se

muestra en la siguiente figura 5.

Espejo estacionario

L

Beamsplitter

Fuente IR

\/\/\V\/ V=

Espejo movil
Muestra
) Detector
©
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£ 2
£ 9 |
S ¢ ®
= T s 2 |
] | o n
T 2 W/
2 < . Ve
2 S
= =
Posicion del espejo (mm) Numero de onda (cm)

INTERFEROGRAMA Espectro IR

Figura 5. Representacion esquematica del funcionamiento de la espectroscopia IR con FT.
Adaptado de (Campanella et al., 2021)
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Los espectros en la region infrarroja estan asociados a las transiciones entre
niveles de energia vibracional los cuales corresponden a vibraciones del tipo
tensidén-contraccion (stretching), flexiones varias (bending) y otros movimientos
gue son producidos en los enlaces de las moléculas. La region IR del espectro
electromagnético comprende desde 14290 — 10 cm™.
El intervalo que abarca la espectroscopia IR puede dividirse en tres regiones:

1. IR cercano (NIR): 14290 — 4000 cm™*.

2. IR medio: 4000 — 400 cm-?.

3. IR lejano: 400 — 10 cm™?
Donde el intervalo tipicamente mas utilizado por la cantidad de aplicaciones es
el IR medio. Los experimentos se realizan barriendo un espectro de longitudes
de onda con un haz de luz monocromatico o midiendo la absorbancia de todas
las longitudes de onda a la vez y realizando la Transformada de Fourier (FT) para
el andlisis (Berthomieu & Hienerwadel, 2009).
Esta técnica se utilizé para estudiar la composicién quimica de la superficie de
las MSN y ANW antes y después de modificar con PEG. Los analisis se realizaron
en el equipo Nicolet marca Nexus FT-IR, en la zona del IR medio, usando una
pastilla de KBr como blanco. Para ello se homogeneizé 1 mg de muestra en 100
mg KBr, seguido por la obtencién de una pastilla en una prensa hidraulica, por
altimo, la pastilla se colocé en el porta muestras y se midié el espectro a
temperatura ambiente barriendo longitudes de onda en el intervalo medio y con

un nimero de acumulaciones de 64 scan.
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5.2.3. Analisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico (TGA) es una técnica que consiste en la medida
continua, en funcion de la temperatura, la ganancia o pérdida de masa de un
compuesto en una atmoésfera de composicion determinada que puede ser
oxidante o reductora. Este tipo de andlisis entrega informacién acerca de la
estabilidad térmica y la composicion porcentual de la muestra original

(Hosseinian et al., 2022).

| Control de atmdsfera |

7 Horno 7
Muestra
Control de la . Registrador
temperatura del horno ¥a rd I
Detectorde la Equilibrio dela
balanza balanza

Figura 6. Representacion esquemética de una termobalanza.
Adaptado de (Loganathan et al., 2017)

El instrumento en este tipo de analisis se denomina termobalanza y consta de
cinco elementos primordiales como se muestra en la figura 6: Balanza de
precision, horno calefactor controlado por un programador, sensor de
temperatura (termopar), sistema de admision de gases y sistema de adquisicion

de datos (Carucci et al., 2021).
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Las condiciones requeridas para la balanza son analogas a cualquier balanza

analitica: exactitud, sensibilidad, reproducibilidad.

En este caso, se realiz6 un aumento gradual de temperatura de 10°C/min en una

atmosfera de N2 () donde se registro la pérdida de masa porcentual a cada

temperatura de los distintos materiales.

Para determinar el porcentaje de Grafting se realiza utiliza la siguiente ecuacion:
%grafting = (%m, — %m,,), (1)

Donde:

%grafting = diferencia porcentual de materia organica acoplada (%)

%mp = Masa del nanomaterial pristino (%)

%mm = Masa del nanomaterial modificado (%)

t = temperatura a la que se hace la diferencia, normalmente a 1000°C (°C)

Para determinar la densidad de sitios inmovilizado con PEG se realiza utiliza la

siguiente ecuacion:

. fy s %graftin
densidad de sitios = —22r/!n9 (2)
MpgG-150-100-Spgr

Donde:

%grafting = diferencia porcentual de materia organica acoplada (%)

M pg;_1s0 = Masa molar del PEG modificado con el agente de acople I1SO.

S g7 = Superficie especifica determinada por isotermas de adsorcion - desorcion

de N2 a -196°C.
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5.2.4. Microscopia electrénica de Transmision (TEM)

La microscopia electronica de transmision es una técnica que permite observar
la forma, el tamario, y el ordenamiento de particulas de unos pocos nanémetros.
La técnica consiste en un haz de electrones que es transmitido a una muestra a
medida que pasa a través de ella como se muestra en la figura 7. Una imagen es
formada a partir de la transmisién de electrones que atraviesa la muestra,
magnificada y enfocada por un lente objetivo brindando la imagen de la muestra

(Ortiz Ortega et al., 2022b).
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Sistema grabador de imagen

Figura 7. Esquema general de un TEM.
Adaptado de (Neumeier, 2015).

Las micrografias TEM para la confirmacion de la efectiva formaciéon de las
estructuras de escala nanométrica lo que permite determinar su morfologia y
tamafio aproximado, estas micrografias estas fueron realizadas en un equipo

JEOL con sistema JEM-1200 EXII.
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Las muestras fueron preparadas por dispersion alcohdlica, que consiste en
dispersar la muestra en polvo en etanol, la que se agitdé por unos minutos y se
complementa con ultrasonido. La dispersion resultante se siembra en una grilla

de Cu cubierta de celulosa.

5.2.5. Dispersion dinamica de la luz (DLS)

Las particulas en una solucién pueden interactuar con un haz monocromatico y
dispersarla dependiendo del tamafio de estas particulas con respecto a la
longitud de la onda utilizada, una vez se produce esta interaccion se produciran
fluctuaciones en la intensidad de la luz dispersada en un angulo determinado
debido al movimiento Browniano producidas por estas particulas de esta forma
se analiza la luz dispersada de forma dindmica en el tiempo como se muestra en

la siguiente figura 8.
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Figura 8. Representacion esquematica de la técnica DLS.
Recuperado de (Minton, 2016)
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Esta técnica se realizé para conocer la estabilidad de los nanomateriales en
solucion de PBS a pH 7,4 donde se determin6 una concentracion Optima para
evitar aglomeracion. Se hizo pasar un haz de luz a 658 nm por la muestray la luz
dispersada en 90° fue medida, se determiné con esta la distribucion de tamafo

de los nanomateriales en estas soluciones (Sakho et al., 2017).

5.3.Curva de calibracion de doxorrubicina

Mediante espectrofotometria de absorcion UV-Visible (Ortiz Ortega et al., 2022a)
y espectroscopia de fluorescencia (Ghiran, 2011) se analizaron las curvas de
calibracién de DOX bajo diferentes condiciones con la finalidad de cuantificar la
cantidad de farmaco. Particularmente se estudié el medio y pH: solucién acuosa
apH 7,4; PBS a pH 7,4: PBS a pH 5,0 o en etanol. Esto ultimo no afecta la
estructura en gran medida de la DOX ya que su punto isoeléctrico esta sobre pH

8.2 como se muestra en la figura 9.
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Solubilidad aprox 20 mg/mL Solubilidad aprox 0.3 mg/mL Solubilidad aprox 65 mg/mL

Figura 9. lonizacion de doxorrubicina en medio acuoso y su respectiva solubilidad dependiente
del pH.
Extraido de (Ful6p et al., 2013)
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Figura 10. Espectro de emisién y excitacion de doxorrubicina.
Recuperado de (Liang et al., 2018)

El seguimiento por absorcion UV-Vis o fluorescencia se realizd segun lo descrito

en la Figura 10.

5.4.1soterma de adsorcion de doxorrubicina

Un isoterma de adsorcion consiste en colocar en contacto un material y una
solucién de una molécula especifica esperando que exista un equilibrio entre la
molécula en solucién y la molécula adsorbida fisicamente por la superficie del
material (Figura 11). La isoterma de adsorcién de DOX se realizé en etanol para

ANW 'y en H20 a pH 7,4 para MSN.
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Figura 11. Equilibrio del farmaco entre la superficie del sélido y el solvente.
Adaptado de (Dening et al., 2019)

En un experimento tipico se contactdé 1 mg de nanomaterial (MSN o ANW) con
soluciones crecientes de DOX (desde 0,5 ppm hasta 200 ppm) a 25°C en
agitacion constante a 20 rpm (Figura 12). Luego de 16 horas de contacto, se
evaluo la concentracion de DOX en la solucion, para determinar por diferencia la

cantidad adsorbida por los nanomateriales.

Se determino Qe mediante la ecuacion 2 y mediante la grafica Qe v/s Ce y
ajustando a modelos matematicos descritos (Omokpariola, 2021), destacando
principalmente los modelos de Langmuir y Freundlich, asi se consigui6
determinar la cantidad optima de farmaco en solucibn que maximizara la

adsorcion por cantidad de solido.
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Figura 12. Soluciones de DOX en etanol en concentraciones crecientes (derecha a izquierda)
luego de ser contactado con el nanomaterial.

La ecuacion que describe la cantidad adsorbida a una cierta concentracion por

cantidad de solido es:

CO_Ce

Qe=—1—xV (3)

Qe: masa de DOX adsorbida en una cantidad de masa de nanomaterial (mg/g)
Co: concentracién de DOX en la solucion inicial (mg/L)

Ce: concentracion de DOX en la solucion luego de contactar con el sélido (mg/L)
V: volumen de la solucion contactada con el nanomaterial (L)

m: masa de nanomaterial usada para contactar (g)

5.5.Cinética de liberacién de doxorrubicina

Para determinar qué cantidad de farmaco y la velocidad con la que se libera
desde un material, se realiza una dialisis con una membrana que permite el
intercambio de moléculas pequefias y agua para separar el farmaco soluble del

nanomaterial donde fue adsorbido. Asi, se toman muestras de la solucion externa
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y se mide la concentracion del farmaco en diferentes periodos de tiempo desde

el sistema en equilibrio como se muestra en la siguiente figura 13.

En este caso particular, una vez adsorbida y cuantificada la DOX encapsulada
por los nanomateriales, se coloco el solido cargado con el farmaco en una
membrana de dialisis, esta membrana se sumergié en una solucién buffer fosfato
salino (PBS) a pH 7,4 y otro a pH 5,0, en un vaso de precipitado, midiendo 6
sistemas por duplicado a cada pH. Dentro de la membrana se afiadié una
pequefia cantidad de PBS al mismo pH vy el sistema se dejé en agitacion por 48

horas a 37°C. Las muestras tomadas fueron de 600 pL.

® Doxorrubicina Nanomaterial

Liberacion de Doxorrubicina desde los
nanomateriales

L

(a) Estadoinicial (b) Equilibrio

Figura 13. Sistema de didlisis para medicién de la liberacién de doxorrubicina.
Adaptado de (Agrahari et al., 2017)
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Se tomaron 4 muestras dentro de la primera hora, luego 5 mas hasta las 6 horas
y posteriormente se midié la concentracion a 24 y 48 horas. Para calcular la
concentracion de DOX relativa que se liberé de cada nanomaterial se uso:

|74
Cr = Ct * m*—Qe * 100% (4-)

Cr: Concentracion relativa de DOX liberada (%)

Ct: Concentracion de DOX liberada en el equilibrio (mg/L)
V: Volumen de la solucion (L)

m: masa de sdlido cargado con DOX (Q)

Qe: cantidad de DOX adsorbida por unidad masa de nanomaterial (mg/g)

Cada muestra de la solucion fue evaluada espectrofotométricamente y se graficd
para hacer los ajustes mateméaticos (Dash et al., 2010).
5.6.Ensayos de Biocompatibilidad

5.6.1. Ensayos de hemolisis

Para confirmar la biocompatibilidad de los nanomateriales sintetizados es
importante considerar la interaccion de estos con moléculas del torrente
sanguineo como los eritrocitos y observar si estos ultimos sufren una cantidad de

dafio tal que les produzca hemdlisis. Esto puede ocurrir antes o después de que
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los materiales sean capaces de liberar el farmaco en el tejido deseado por lo que

en todo momento deben ser, dentro de lo posible, inocuos para estas células.

En este ensayo, se obtuvieron glébulos rojos a partir del suero del responsable
de este escrito de forma voluntaria, recolectado en tubos con EDTA, estos se
centrifugaron a 2500 rpm por 10 minutos, se eliminaron los elementos distintos a
eritrocitos como capa leucocitaria y suero usando una micropipeta, quedando con
aproximadamente 2 mL de glébulos rojos. Luego se lavé con buffer fosfato salino
(PBS) a pH 7,4 tres veces para eliminar el resto de los elementos presentes y
posteriormente se dispersaron los glébulos rojos para formar una dispersién al

10% v/v en buffer fosfato salino.

De esta dispersion eritrocitaria se tomaron 140 pyL y se contactaron con las
dispersiones a distintas concentraciones: 10, 50, 100 y 500 ppm de
nanomateriales en PBS hasta 1 mL de solucién donde el control negativo de
hemolisis se completé con PBS a pH 7,4 mientras el positivo se completaba con

agua desionizada hasta 1 mL (Figura 14).

Los sistemas se contactaron por 1 horaa 20 rpm a 37°C, se centrifugaron a 3000
rom y al tomar el sobrenadante se midié la concentracion de hemoglobina

disuelta por medicion espectrofotométrica a 540 nm (Vélez-Pefa et al., 2022).

Un material se consideré hemolitico si supera el 5% de hemolisis siguiendo con

la ecuacion 5:
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H=2"2 1009 (5)
A, - A, ’

H: Hemolisis (%)
As: Absorbancia del sobrenadante de la muestra
An: Absorbancia del sobrenadante del control negativo

Ap: Absorbancia del sobrenadante del control positivo

7 Limpieza de 57 |
la sangre
>
' ' Nanomateriales \
incubados con %= '
Sangre Gldbulos gldbulos rojos Hemdlisis

rojos limpios >

= /' Vv =
Gldbulos rojos +

nanomateriales
A4
Dispersion de Sin
Nanomateriales Hemdlisis

Figura 14. Esquema general para realizar en ensayo de hemodlisis.
Adaptado de (Fornaguera & Solans, 2017)

Los andlisis estadisticos se realizaron aplicando la prueba t-student para
corroborar su significancia estadistica. La toma de muestra fue realizada en un
laboratorio en la Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcion

siguiendo todos los protocolos de bioseguridad.
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5.6.2. Ensayo de adsorcion inespecifica de proteinas (NSPA)

El plasma sanguineo humano posee componentes proteicos cuya concentracion
oscila entre los 60-80 mg/L en condiciones fisioldgicas, los que mayoritariamente
consisten en albumina y globulinas (Leeman et al., 2018), donde la fraccion
gamma, también conocidas como Inmunoglobulinas, varia de forma importante
pudiendo aumentar bajo condiciones que activen el sistema inmune adaptativo.
Estos dos grupos corresponden aproximadamente al 75% de la composicidon

proteica del plasma como se muestra en la figura 15.

@) Albimina

() IgG, IgA, IgM, IgD

- Transferrina

' Fibrindgeno, factores de coagulacion

. a2-Macrogobulina

‘ a1-Antitrypsina

. Haptoglobina

. a1-Glicoproteina acida

. Factores del complemento

. Lipoproteinas/Ceruloplasminal/transtirretina

‘ Abundancia menor 1%

Abundancia menor 1%

Figura 15. Composicién proteica en peso % del plasma humano.
Adaptado de (Jaros et al., 2013)
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Este ensayo permite determinar la interaccion de los nanomateriales y modelos
de las principales proteinas en el plasma sanguineo para estimar alguna posible

complicacion a la hora de realizar estos ensayos in vivo.

Para esto, se prepar6 una solucién de Albumina de suero humano (HSA) e
Inmunoglobulina y (gamma) de bovino, obtenidos de Sigma-Aldrich, a una
concentracion 0,6 mg/mL en buffer fosfato salino a pH 7,4 cada una al igual que
las dispersiones de nanomateriales. Se afiadié 0,5 mL de dispersiény 0,5 mL de
la solucién de proteina, se contactd por 16 horas a 37°C a 20 rpm, se centrifugé
a 10000 rpm y se midi6 la concentracion relativa de proteinas en cada
sobrenadante donde el control tenia 0,5 mL de buffer fosfato salino extra. Esta
concentracion fue medida usando espectroscopia UV-Vis a una longitud de onda
de 280 nm (Yildirim et al., 2013). Los resultados fueron comparados con la prueba

t-student para diferenciar resultados estadisticamente significativos.

5.6.3. Ensayos de viabilidad celular

Los ensayos de viabilidad celular permiten estudiar la presencia de actividad
metabdlica de un grupo de células enfocandose generalmente en la presencia de
poder reductor en las células en forma de NADH, FADH2, FMNH2, NADPH entre
otros, esto utilizando un compuesto oxidado que puede permear, por |0 menos,

a través de la membrana plasmatica, como se representa en la figura 16, cuyas
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propiedades espectrofotométricas cambian al estar reducida, en este estado es

cuando nos interesa medir este compuesto (Stoddart, 2011).

Célula Viable

Moléculas
reductoras

HO. o (o] HO 0. o]
Y Ty
I~i‘/ N/
Og
Resazurina Resorufina

Figura 16. Reduccion de Resazurina a Resorufina.
Adaptado de (Rampersad, 2012)
La medicion de esta actividad metabdlica o identificar si un grupo de células se
encuentran viables permitié observar algun tipo de dafio o afeccién provocada
por los nanomateriales, que, dentro de lo posible, deben resultar inocuos para las

células, pero citotoxicos cuando los materiales transporten DOX.

Para esto se utilizara el compuesto Resazurina bajo el nombre comercial
AlamarBlue®, el cual posee un color azul oscuro que puede ser disuelto
directamente en medio de cultivo celular y al ser reducido toma una coloracion
rosada (Figura 17) cuando es Resorufina la cual posee una mayor fluorescencia

(Riss et al., 2004).
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Figura 17. Esquema de microplacas de 96 pocillos con células y Resazurina.
La coloracién varia a medida de aumenta la concentracién de Resorufina por una mayor
confluencia celular.
Adaptado de (Ligasova & Koberna, 2021).

El protocolo general consistié en realizar cultivos de lineas celulares HEK293,
como modelo de células funcionales, o PC12, como modelo de células
cancerosas, en placas de 96 pocillos a las cuales se les afiadieron los distintos
sistemas de nanomateriales pristinos y modificados con polietilenglicol. La linea
PC12 se utiliz6 para medir viabilidad celular con los nanomateriales sin carga y
cargados con DOX. Los medios de cultivo que corresponden a las lineas
celulares PC12 poseen 5% suero de bovino, 5% suero de equino, 1% penicilina
estreptomicina 10.000 U/mL mientras que para HEK293 poseen 10% de suero
bovino, todos estos de Gibco™. Ambos cultivos se completan con DMEM/HIGH
GLUCOSE de HyClone™., Las lineas celulares se dejaron incubando en una
atmosfera de 5% COg, resto de aire ambiental a 37°C. Cada cultivo se trabajo en
una camara de flujo laminar con material previamente esterilizada con luz UV por
15 min en una placa de 96 pocillos con una linea celular previamente cultivada

en una confluencia aproximada del 50%, el control negativo de viabilidad
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correspondio a la adicion de 90 pL de medio de cultivo especifico para la linea
celular y 10 pL de dimetilsulféxido (DMSO), los pocillos para analizar el
nanomaterial contenian 10 uL de dispersion en PBS a pH 7,4 y el control positivo
de viabilidad contenia 100 uL de medio de cultivo. Luego de la incubacion con
los materiales por 48 horas a 37°C, se retir6 el medio de cultivo con una pipeta
Pasteur y una bomba de vacio, posteriormente se afiadio 100 yL de una solucién
de medio de cultivo con reactivo AlamarBlue™ en una proporcién volumétrica de
80:1 respectivamente, se dejaron incubar las células con el reactivo por 1 hora'y
se midio la intensidad de fluorescencia de cada pocillo con excitacion a 560 nm

y emisién a 590 nm en un lector multiplaca.

Posterior a la medicidn, se elimin6 apropiadamente la placa retirando de la misma
forma el medio de cultivo de forma total y dejandola a disposicion del laboratorio
de Fisiologia de la Facultad de Ciencias biolégicas de la Universidad de
Concepcidén. Los valores de fluorescencia fueron normalizados respecto a los
valores obtenidos por el control positivo de viabilidad y se utilizd la prueba T-

student para sefalar diferencias significativas en los resultados.
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6. RESULTADOS

6.1.Nanoparticulas de silica mesoporosas (MSN)

6.1.1. Caracterizacion

6.1.1.1. Fisisorcion de Nitrégeno

354 —— MSN
| —— MSN-PEG550
—— MSN-PEG2000

30

Cantidad Adsorbida (mmol/g)

: : , : , : :
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Presion relativa

Figura 18. Adsorcién-desorcion de N2 a -196°C por los sistemas preparados en base a MSN.

Tabla 6.1.1.1-1. Promedios de area especifica y diametro de poro obtenidos de la isoterma de
adsorcion-desorcion de N2 a -196°C de los nanomateriales en base a MSN.

Muestra Seer m’g’) d,,, (nm)
MSN 388 12,7
MSN-PEG550 223 13,0
MSN-PEG2000 187 17.0
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En la figura 18 se puede observar las isotermas de adsorcién-desorcion de las
nanoesferas de silice, MSN.

De acuerdo con este andlisis el material MSN pristino poseen una superficie
especifica de aproximadamente 388 m?g* en donde se ve una disminucién en la
capacidad de adsorcién cuando se modifican con PEG de distinto tamafio, con
relacion a los MSN-PEG550 y MSN-PEG2000 entre ellos no poseen una
diferencia significativa en la superficie especifica, pudiendo estar dentro del error
de la técnica. Se conserva el ciclo de histéresis del material pristino cuando las
MSN son modificadas. La forma de la isoterma corresponde al tipo IV segun la
clasificacion de la IUPAC, esperable para un sistema mesoporoso, con un ciclo
de histéresis H1 lo que indica un sistema de capilares cilindricos uniformes
(Zhang et al., 2016). El didametro promedio del poro presentado en latabla 6.1.1.1-

1 reafirma la sintesis de materiales mesoporosos.

6.1.1.2. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FT-IR)

Mediante el analisis de espectroscopia infrarroja se determinaron las bandas
caracteristicas para los nanomateriales de silica y sus variaciones cuando estos
materiales se modifican superficialmente con PEG como se observa en la

siguiente figura 19.
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Figura 19. Espectro de FTIR para los materiales preparados en base a MSN

Tabla 6.1.1.2-1. Grupos quimicos de MSN asociados a bandas de IR.

NUumero Nimero de onda (cm™) Vibracion asociada
Estiramiento de Silanoles

1 3434 superficiales (O-H)
2 2920 Estiramiento C-H
3 1630 Tijera de moléculas de agua
4 1460 Flexion de N-H en PEG-ISO
5 1300-950 Estiramiento asimétrico Si-O-Si
6 795 Estiramiento simétrico Si-O-Si
7 464 Flexion Si-O

En la tabla 6.1.1.2-1, se observan las distintas vibraciones asociadas a MSN en
el espectrograma presentado en la figura 19 donde las bandas designadas con
los nimeros 5, 6 y 7 fueron contrastadas con (Ma et al., 2021).

Se observa en la figura 19, las MSN pristinas las cuales presentan una banda
distintiva a 3400 cm™ aproximadamente (1) asociada al estiramiento O-H, estos
disminuyen de forma particular, a diferencia de las demas bandas, cuando se

modifican con PEG-ISO. La banda de 2920 cm, correspondiente al estiramiento
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C-H se observa en todos los materiales y corresponde a los grupos etano (-CHa-
CH2-) en el agente de entrecruzamiento BTEE. La banda 3 se atribuye a
moléculas de agua adsorbidas en la superficie de los nanomateriales, la cual se
manifiesta de forma mas intensa en la MSN pristina. Las bandas 4 y 5 se asocian
a la flexion del grupo N-H del carbamato del PEG-ISO y al estiramiento simétrico
de Si-O-Si respectivamente., Por ultimo, las bandas 6 y 7 se asocian con el

acoplamiento covalente del PEG-ISO a la superficie de las MSN.

6.1.1.3. Analisis termogravimétrico (TGA)

En la figura 20 se muestran los perfiles de TGA para los 3 sistemas basados en
MSN. Estos resultados muestran una disminucién progresiva de la masa donde
las MSN modificadas presentan un perfil de termograma similar entre si,
obteniendo una pérdida de masa sustancial desde los 300°C, esto es atribuido a

la descomposicién térmica del PEG inmovilizado en la superficie de MSN.
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Figura 20. Termograma de MSN.
Condiciones: atmosfera de N2 a velocidad de calentamiento de 10°C/min desde temperatura
ambiente hasta los 1000°C.

1000

Tabla 6.1.1.3-1. Masa residual, grafting y densidad de sitios inmovilizados en los nanomateriales

en base a MSN.

Muestra Masa Residual a Grafting a _[?ensidad de
1000°C (%) 500°C (%) sitios (umol/m?)
MSN 75,9
MSN-PEG550 81,4 2,5 0,14
MSN-PEG2000 79,2 50 0,12

Por otra parte, el material pristino, desde los 500°C aproximadamente, comienza

a disminuir la masa residual de forma importante, terminando con menos masa

gue la obtenida con las MSN modificadas con PEG. En la tabla 6.1.1.3-1 se

observa que el porcentaje de materia organica acoplado se debe calcular a los
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500°C que es donde se mantiene una perdida uniforme en los 3 nanomateriales.
Segun este calculo, se obtuvo un 5 % m/m de PEG2000-1SO y un 2,5% m/m de
PEG550-ISO en la superficie de las MSN. Sin embargo, si se normaliza por la
densidad de sitios modificados se puede observar que la densidad de sitios

ocupados anclados en ambos materiales es aproximadamente la misma.

6.1.1.4. Microscopia electronica de transmision (TEM)

» 7l

Figura 21. Micrografias de TEM para Figura 22. Micrografias _de TEM para
MSN.barra de referencia de 200 nm MSN.barra de referencia de 20 nm

En la figura 21 se observan las micrografias de la MSN pristina, este material
presenta un aspecto esferoide cuya distribucion de tamafio se observa
relativamente uniforme (Stoddart, 2011). La densidad electronica no parece ser
homogénea en el bulk o cuerpo de las particulas, donde estas irregularidades
son atribuibles a los mesoporos de este nanomaterial. La figura 22, con mayor
aumento, permite ver una diferencia en las densidades electronicas de MSN,
mostrando las estructuras electrodensas con un aspecto filamentoso y

uniformemente distribuida en la estructura de esta particula. Con la micrografia
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mostrada en la figura 22 se puede estimar un tamafio aproximado de 180 nm de

diametro de la MSN.

6.1.1.5. Dispersion dinamica de laluz (DLS)
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Figura 23. Distribucién del didmetro hidrodinAmico de MSN en PBS a pH 7,4 a 500 ppm.

Tabla 6.1.1.5-1. Valores de diametro hidrodinamico de MSN en PBS a pH 7,4.

Muestra Didmetro a maxima intensidad (hm)
MSN 582
MSN-PEG550 2891
MSN-PEG2000 953

La figura 23 muestra una distribucion del diametro hidrodinamico (Dn) similar
entre MSN y MSN-PEG2000, donde este ultimo posee una mayor frecuencia de

Du de mayor tamafo.
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Por otra parte, la MSN-PEG550 posee una menor polidispersidad y la distribucion
de tamafio es mucho mayor a comparacion de los otros 2 nanomateriales,

superando por, aproximadamente, 2000 nm el Dn de mayor frecuencia.

6.1.2. Isoterma de adsorcién de Doxorrubicina

Se estudiaron las curvas de adsorcion de DOX utilizando los sistemas

sintetizados con MSN.

[N
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= MSN
MSN-PEG550
+  MSN-PEG2000
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N
|

°

=
o
1
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1
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0 T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Cantidad de Doxorrubicina adsorbida (mg/g)

Concentracion en equilibrio de Doxorrubicina (mg/L)

Figura 24. Isoterma de adsorcion de DOX en MSN. Rango de concentraciones de DOX desde
0,5 ppm hasta 10 ppm, temperatura de 25°C.

En la figura 24, se puede observar que todas las curvas poseen un plateau muy

marcado para cada uno. La curva de MSN pristina ensefia una importante
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pendiente inicial que rapidamente decrece cuando llega al platé, llegando

aproximadamente, 9 mg/g de DOX adsorbida por este nanomaterial.

a,

Por otra parte, las MSN modificadas poseen un platé de saturacion mucho mas

bajo, donde la MSN-PEG550 se satura cuando encapsulan 3 mg/g y la MSN-

PEG2000 no alcanza los 2 mg/g de DOX adsorbida.

Para evaluar el modelo de adsorcion se utilizé el ajuste de Langmuir el cual

considera la adsorcion del sustrato como una monocapa en superficies

homogéneas (Campos et al., 2016) de acuerdo con la ecuacion linealizada (6):

c, 1 1

- xC, +——
Cre T Om Ky

2.~ 0m (©)

Donde:

Ce: Concentracion de DOX en equilibrio (mg/L)

Qe: Cantidad de DOX adsorbida por cantidad de sélido (mg/g)

Qm: Cantidad maxima de adsorcion de DOX por cantidad de sélido (mg/g)

KiL: Constante de afinidad entre el adsorbato y el adsorbente (L/mg)

Tabla 6.1.2-1. Pardmetros del modelo de Langmuir para Isoterma de adsorcién en los
nanomateriales en base a MSN.

Muestra Qm (mg/g) Kc (L/mg) R?
MSN 8,9 5,2 0,9954
MSN-PEG550 3,7 10,5 0,9952
MSN-PEG2000 1,9 4,9 0,9932
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En la tabla 6.1.2-1, se muestran los parametros obtenidos luego de ajustar estos
valores de Isoterma de adsorcion de DOX al modelo de Langmuir. Este modelo
permite obtener la capacidad maxima de adsorcién de farmaco en una cantidad
de material (Qm) y la constante de afinidad entre el adsorbato con el adsorbente
(KL). Los valores de Qm poseen valores muy similares a lo observado en los
experimentos de isotermas de adsorcion, reiterando la mayor capacidad de
adsorcion de DOX por las MSN pristinas, luego MSN-PEG550 y la menor
capacidad la posee las MSN-PEG2000. En cuanto a la constante de afinidad del
adsorbato con el adsorbente se observa una mayor afinidad entre DOX y MSN-

PEG550 y una afinidad similar entre la MSN pristina y MSN-PEG2000 con DOX.

45



6.1.3. Cinética de liberacion de doxorrubicina en PBS
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Figura 25. Cinética de liberacién de DOX en PBS a pH 7,4 y 37°C para los materiales en base

a MSN. Ampliacién para los sistemas MSN-PEG550 y MSN-PEG2000.

Tabla 6.1.3.1-1. Pardmetros obtenidos de la cinética de liberacién ajustando modelo de liberacién
de primer orden a pH 7,4.

Concentracion Liberacién
Muestra de DOX alas | relativaalas 48 | k (min'?) R?
48 horas (ppm) horas (%)
MSN 2,4 9,9 0,0069 0,992
MSN-PEG550 0,2 2,3 0,0069 0,990
MSN-PEG2000 0,1 3,7 0,0094 0,978
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La figura 25 muestra una importante diferencia en la liberacion de DOX desde las
MSN pristina a diferencia de las MSN PEGiladas, en estos ultimos, la cantidad
maxima liberada es muy similar, siendo de, aproximadamente, 0,18 ppm de DOX
en equilibrio, mientras que de la MSN pristina se alcanzan los 2 ppm. Ademas,
se observa que en las 3 liberaciones se alcanza el plato, aproximadamente, al
tiempo 500 min, es decir, a las 4 horas con 20 minutos de comenzado el
experimento. Las cinéticas mostradas en la figura 25 fueron ajustadas al modelo

de liberacién de primer orden descrita por la siguiente ecuacion:
Qt/QO — e—kt (7)

Donde:

Qt: Concentracion de DOX medida en el tiempo t (mg/L)
Qo: Concentracion de DOX medida a 48 horas. (mg/L)
k: Constante cinética (mint)

t: tiempo (min)

Siguiendo este modelo, se confeccioné la tabla 6.1.3.1-1 donde se aprecia la
concentracion maxima aproximada de DOX medida en partes por millon,
teniendo una clara diferencia entre las MSN pristinas y MSN modificadas, estas

altimos poseen valores muy préximos como se observan en la figura 25.

También, se determind la cantidad de DOX liberada relativamente por cada

nanomaterial, siendo la MSN pristino la de mayor cantidad con un 10%
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aproximadamente. De acuerdo con el valor de la constante cinética, no se

observa una diferencia significativa al comparar los sistemas en estudio.
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Figura 26. Cinética de liberacién de DOX en PBS a pH 5.0 y 37°C para los materiales en base
a MSN. Ampliacion para los sistemas MSN-PEG550 y MSN-PEG2000

Tabla 6.1.3.2-1. Pardmetros obtenidos de la cinética de liberacion ajustada a cinética de primer
orden a pH 5,0.

Concentracion de Liberacién
Muestra DOX alas 48 relativa a las k (mint) R?
horas (ppm) 48 horas (%)
MSN 3,5 14,7 0,0076 0,947
MSN-PEG550 0,6 8,2 0,0064 0,990
MSN-PEG2000 0,4 10,1 0,0035 0,954
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La figura 26 muestra una liberacion mayor de DOX desde MSN pristinos, que los
PEGilados, donde el pristino tiene una concentracibn maxima de equilibrio de
DOX liberada de 3,5 ppm. Se ve también un leve aumento en la liberacién por
las MSN-PEG550 que las MSN-PEG2000, difiriendo en, aproximadamente, 0,5
ppm. Esta cinética se ajustd de igual forma al modelo de liberacién de primer
orden usando la ecuacién (7). Los valores asociados a ajuste de modelo se
pueden apreciar en la tabla 6.1.3.2-1 luego de 48 horas del experimento, donde
relativamente, las MSN pristinas liberaron aproximadamente un 15% de la DOX
cargada, y, una menor cantidad se liberd por las MSN modificadas. La constante

cinética del modelo de primer orden es similar entre las MSN y MSN-PEG550.
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6.1.4. Ensayos de Biocompatibilidad

6.1.4.1.
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Figura 27. Gréfico del ensayo de hemdlisis para los materiales en base a MSN. Rango de

dispersiones de 10 — 500 ppm a 37°C.

Tabla 6.1.4.1-1. Porcentaje de Hemolisis provocada por los sistemas de MSN a la concentracién

de 500 ppm.
Tipo Hemolisis absoluta con 500 Hemolisis con 500 ppm
ppm (%) restando control (%)
Control + 100 -
Control - 3,4 0
MSN 4,7 0,82
MSN-PEG550 2,6 -1,33
MSN-PEG2000 4,6 0,72

La figura 27 muestra al control positivo con una gran cantidad de hemdlisis a

diferencia del control negativo. No se observa diferencia significativa en los

valores de hemolisis producidos por las MSN y el control negativo de hemolisis,
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tampoco se observa una correlacion en la hemolisis y la concentracion de MSN,
ninguno de los nanomateriales incubados produce una hemolisis mayor al 5%.

6.1.4.2. Adsorcion inespecifica de proteinas
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Figura 28. Concentracion relativa de IgG de Bovino al contactar con los sistemas en base a
MSN. Rango de dispersiones de 10 — 500 ppm a 37°C.
Prueba t-Student con MSN a la misma concentracién: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001.

Tabla 6.1.4.2-1. Concentracion relativa de IgG de Bovino cuando se contacta con los sistemas
de MSN.

[lgG] con [lgG] con [lgG] con [lgG] con
Tipo dispersion a 10 | dispersion a 50 dispersion a dispersion a
ppm (%) ppm (%) 100 ppm (%) 500 ppm (%)
IgG Control 100 100 100 100
MSN 98,5 93,3 89,9 75,7
MSN-PEG550 100 91,6 90,0 84,0
MSN-PEG2000 100 93,5 93,0 93,3

Con relacion a los estudios de interaccion con proteinas se puede observar en la
figura 28 una disminucién de la concentracién de IgG de bovino cuando hay algun

tipo de MSN en la solucion. Las diferencias significativas se observaron entre las
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MSN modificadas con la MSN pristina a la misma concentracion, donde se puede

ver un aumento en la concentracion de IgG en las MSN pegiladas, indicando que

existe una menor interaccion entre la IgG y las MSN modificadas, cuya

interaccion disminuye en mayor medida con las MSN-PEG2000.

Concentracion relativa de HSA (%)
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Figura 29. Concentracion relativa de HSA cuando se contactar con los sistemas en base a
MSN. Rango de dispersiones de 10 — 500 ppm a 37°C.
Prueba t-Student con MSN pristina a la misma concentracién: ** = p < 0,01

Tabla 6.1.4.2-2. Concentracion relativa de HSA al entrar en contacto con los sistemas de MSN.

[HSA] con [HSA] con [HSA] con [HSA] con
Tipo dispersion a 10 | dispersion a 50 dispersion a dispersion a
ppm (%) ppm (%) 100 ppm (%) 500 ppm (%)
HSA Control 100 100 100 100
MSN 95,7 93,8 90,7 85,5
MSN-PEG550 95,7 93,2 91,7 87,8
MSN-PEG2000 96,3 95,0 93,2 90,5
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La figura 29 muestra una disminucion de la concentracion de HSA en solucion
cuando se afiaden los sistemas de MSN. Se relaciona el aumento en la
concentracion de los sistemas con la disminucién en la concentracion.

La unica diferencia significativa se observé entre la MSN-PEG2000 la cual
adsorbe una menor cantidad de HSA que la MSN pristina ambos a 500 ppm como

se aprecia mejor en la tabla 6.1.4.2-2.

6.1.4.3. Viabilidad Celular

6.1.4.3.1. Linea celular HEK293
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Figura 30. Viabilidad de células HEK293 incubadas con los nanomateriales en base a MSN.
Condiciones: Medio para HEK293, 37°C por 48 horas de incubacion.
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La figura 30 muestra la viabilidad de las células HEK293 con las distintas
concentraciones de MSN, MSN-PEG550 y MSN-PEG2000. El efecto de la
viabilidad celular de los distintos sistemas fue comparado con los respectivos
controles. Sin importar la concentracion o el material incubado, no se observa
una diferencia significativa de la viabilidad celular con respecto al control positivo

de viabilidad.

6.1.4.3.2. Linea celular PC12
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Figura 31. Viabilidad celular de PC12 incubadas con los nanomateriales en base a MSN.
Condiciones: medio de cultivo PC12, 37°C por 48 horas de incubacion.

La figura 31 muestra una viabilidad similar entre las células que corresponden al
control positivo y las que fueron incubadas con MSN pristina y modificadas a las

4 distintas concentraciones.
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Figura 32. Viabilidad celular de PC12 incubados con los nanomateriales en base a MSN
cargadas con DOX. los nanomateriales en base a MSN.
Condiciones: medio de cultivo PC12, 37°C por 48 horas de incubacion.
Prueba de t-student con respecto al C+: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001.

Tabla 6.1.4.3.2-1. Valores de viabilidad de MSN cargadas con DOX usando distintas
concentraciones de dispersion.

Viabilidad Viabilidad Viabilidad Viabilidad
Tipo celular a 10 celular a 50 celular a 100 | celular a 500

ppm (%) ppm (%) ppm (%) ppm (%)
Control + 100 100 100 100
Control - 10,5 10,5 10,5 10,5
MSN 90,4 63,6 33,8 19,3
MSN-PEG550 101,5 99,8 31,6 20,6
MSN-PEG2000 101,4 103,6 47,1 30,0

En la figura 32 y tabla 6.1.4.3.2-1 se observa una clara relacion entre la
disminucién de la viabilidad celular a medida que se aumenta la concentracion
del material cargado con DOX donde a la mayor concentracién se observa una
viabilidad similar entre si, pero difieren estadisticamente del control negativo.
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Es importante mencionar que la viabilidad obtenida a 50 ppm de MSN-PEG550 y
MSN-PEG2000 no difieren estadisticamente del control positivo a diferencia de

MSN pristina a la misma concentracion.

6.2.Nanovarillas de alumina (ANW)

6.2.1. Caracterizacion

6.2.1.1. Fisisorcién de Nitrégeno
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{ —— ANW-PEG550
16 4 —— ANW-PEG2000
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: : , : :
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
Presién relativa

Figura 33. Adsorcidn-desorcion de N2 a -196°C por los sistemas preparados en base a ANW.

Tabla 6.2.1.1-1. Promedios de area especifica y diametro de poro obtenidos de la isoterma de
adsorcion-desorcion de N2 a -196°C de los nanomateriales en base a ANW.

Muestra Seer (M? g %) dporo (nmM)
ANW 246 8,5
ANW-PEG550 145 9,3
ANW-PEG2000 195 8,3
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En la figura 33 se observan las isotermas para los sistemas en nanovarillas de
alimina y nanovarillas modificadas. Las 3 isotermas son similares entre ellas, no
obstante, difieren principalmente en la cantidad de N2 adsorbida.

Se observa que el ANW pristino posee una mayor capacidad de adsorcion de N2
Yy, por consiguiente, se le atribuye una mayor area especifica.

Ademas, el sistema ANW-PEG2000 posee una mayor capacidad de adsorcion y
mayor area especifica con respecto al ANW-PEG550, esto principalmente se
atribuye a la cantidad de sitios usados por el PEG, que de acuerdo a los analisis
habria una mayor cantidad de PEG anclado en el sistema ANW-PEG550.

La isoterma posee una forma similar a la de Tipo IV, indicando sistemas
mesoporosos, mientras que el ciclo de histéresis se asemeja a un tipo H1 lo que
nos indica un sistema de poros cilindricos en la estructura de estos
nanomateriales (Zhang et al., 2016) ya que no se observa un plat6é a presiones
altas. La tabla 6.2.1.1-1 muestra los valores de la superficie especifica de cada
material, habiendo disminuido de forma importante cuando se modifica con
PEG550, también se pueden observar los valores de didmetro promedio
obtenidos con esta técnica, reforzando la idea de que se sintetizaron ANW

Mesoporosoes.
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Figura 34. Espectro de FTIR para los materiales preparados en base a ANW.

Tabla 6.2.1.2-1. Grupos quimicos de ANW asociados a bandas IR.

NUmero Nimero de onda (cm™) Vibracién asociada
1 3465 Estiramiento aluminoles superficiales
(O-H)
2 2910 Estiramiento C-H en PEG
3 1640 Tijera de moléculas de agua
4 1465 Flexién de N-H er?scgrbamato de PEG-
5 1115 Estiramiento C-O en PEG

Utilizando la técnica de IR se determind los grupos superficiales de los materiales.

En la figura 34 muestra los 3 de los distintos grupos de ANW, en estos resultados

se puede observar en la tabla 6.2.1.2-1 que el ANW pristino posee una mayor

cantidad de grupos aluminoles, sefalados en la banda 1, que cuando este ANW

es modificado superficialmente. Ademas, a los 2900 cm%, sefialando la banda 2,

aparece una banda solo para los ANW modificados, esto corresponde a un
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estiramiento C-H Unicamente presente en el PEG indicando que este grupo
quimico esta presente en la superficie. La banda 4 a los 1118 cmaparece otro
estiramiento en los ANW modificados correspondiente a C-O presente en PEG,
reforzando la misma idea. También se observa una leve disminucion en la
tramitancia entre los 1500 — 1350 cm, en la banda 3, lo que se atribuye a la
presencia de N-H, este grupo no estaba presente en PEG, ni en ISO, pero cuando
se realiza el ataque nucleofilico por parte del PEG al ISO se forma el grupo
Carbamato, esta banda es poco representativa ya que existe un grupo carbamato
por cada cadena acoplada, a diferencia de los enlaces C-H o C-O que se repiten
alo largo del PEG. Por ultimo, bajo los 900 cm se observa una gran banda hasta
los 500 cm™, aproximadamente, presente en los 3 sistemas ANW, esto se
atribuye a las distintas vibraciones internas que pueden ocurrir en este

nanomaterial.
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6.2.1.3. Analisis termogravimétrico (TGA)
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Figura 35. Termograma de ANW.
Condiciones: atmosfera de N2 a velocidad de calentamiento de 10°C/min desde temperatura
ambiente hasta los 1000°C.

1000

Tabla 6.2.1.3-1. Masa residual, grafting y densidad de sitios inmovilizados en los nanomateriales

en base a ANW.

Muestra Masa Residual (%) | Grafting (%) Densidad de sitios
(umol/m?)
ANW 79,5
ANW-PEG550 67,7 11,8 1,02
ANW-PEG2000 77,2 2,3 0,06

La figura 35 muestra los termogramas para los sdélidos donde el ANW pristino y

en menor medida el ANW-PEG2000 poseen una pérdida de masa a menos de

los 150°C asociada a agua adsorbida superficialmente en estos nanomateriales.

Se observa que desde los 230°C comienza una pérdida de masa importante por

parte de los ANW modificados, asociados a la perdida de materia organica en la

superficie, cerca de los 400°C se mantiene la pendiente hasta los 1000°C donde
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fueron calculados los porcentajes de materia organica acoplada a la superficie de
estos ANW, siendo 11,8% para el ANW-PEG550 y apenas 2,3% para el ANW-
PEG2000 como se muestra en la tabla 6.2.1.3-1. Con estos resultados se puede
apreciar una diferencia sustancial en la densidad de sitios usados por el PEG550
y el PEG2000, aproximadamente 17 veces mas el primero que el segundo

mencionado.

6.2.1.4. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

50 nm : v by 50 nii VRS
| — “ - _ " -y - ] ~

Figura 36. Micrografias de ANW con una barra de referencia de 50 nm.

En la figura 36, se observan 2 distintas micrografias de ANW, se puede apreciar
un material con caracteristicas filiformes, donde cada filamento posee una
morfologia uniforme. Con estas micrografias se puede inferir que se obtuvo un

nanomaterial con caracteristicas 1D en su crecimiento.
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6.2.1.5. Dispersiéon dinamica de laluz (DLS)
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Figura 37. Distribucion diametro hidrodinamico de ANW en PBS a pH 7,4 a 250 ppm

Tabla 6.2.1.5-1. Valores de diametro hidrodinamico de ANW en PBS 7,4.

Muestra Didmetro a maxima intensidad (nm)
ANW 1080
ANW-PEG550 1290
ANW-PEG2000 1090

En la figura 37 se observa una distribucion de diametro hidrodinamico (Dw)
minimo similar, pero la distribucion del Dn de ANW-PEG550 se destaca a medida
gue aumenta el diametro. La tabla 6.2.1.5-1 muestra una similitud en el Du mas
representativo observado, aumentando 200 nm en el ANW-PEG550. Las

medidas de DLS solo se realizaron con fines cualitativos.
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6.2.2. Isoterma de adsorcién de doxorrubicina
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Figura 38. Isoterma de adsorcién de DOX en ANW. Rango de concentraciones de DOX desde
5 ppm hasta 200 ppm, temperatura de 25°C.

En la figura 38 se observa una importante diferencia en la capacidad de adsorcion
de DOX entre el ANW pristino y modificados, estos ultimos poseen una curva
casi idéntica indicando que poseen, aproximadamente, la misma interaccion en
la adsorciéon de DOX. No se logré saturar los nanomateriales con el farmaco. La
data observada se ajusté a curvas al modelo de Freundlich que seria la mas
apropiada para describir este tipo de comportamiento pues indica una capacidad

tedrica infinita de adsorcion, cuya ecuacion es la siguiente:
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Donde:

Qe: Cantidad de DOX adsorbida por unidad de ANW (mg/qg)

Ce: Concentraciéon de DOX en equilibrio (mg/L)

Kr: Capacidad méaxima de adsorcion de DOX por concentracion de DOX

[(mg/g)(mg/L)*"].

n: Constante dependiente de la temperatura, adsorbato y solvente.

Tabla 6.2.2-1. Datos obtenidos ajustando las isotermas de adsorcion al modelo de Freundlich

Muestra n K. R?
ANW 1,57 3,60 0,963
ANW-PEG550 1,16 0,575 0,987
ANW-PEG2000 1,30 0,877 0,971

Los valores de la tabla muestran un coeficiente de correlacion cercano a 1, en

donde se ve que el ANW pristino tiene una constante de afinidad mucho mayor

a la DOX en etanol a diferencia de los ANW modificados, mostrado por el valor

de Kr.
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6.2.3. Liberacion de doxorrubicina

6.2.3.1. PBSapH74
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Figura 39. Cinética de liberacion de DOX en PBS a pH 7,4 y 37°C para los materiales en base
a ANW.

En la figura 39 se observa la liberacion de DOX desde los ANW, donde el
nanomaterial pristino libera una cantidad cercana al doble de ANW-PEG550 que
libera aproximadamente 4 mg/L en equilibrio. Se observa que, aproximadamente,
a los 1000 minutos se comienza a alcanzar el equilibrio en la liberacion. Se ajusto
esta cinética al modelo de liberacién de primer orden (ec. 6) y se muestra el
resumen de los valores obtenidos en la tabla 6.2.3.1-1 donde se observa que la

liberacion relativa muestra la tendencia ANW ~ ANWP2 > ANWPL1.
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Tabla 6.2.3.1-1. Concentracion de DOX liberada y linealidad del ajuste al modelo de liberacion

de primer orden.

Concentracion de Liberacion K
Muestra DOX 48 horas relativa a 48 (min) R’
(ppm) horas (%)
ANW 8,46 37,9 0,002 0,992
ANW-PEG550 4,34 28,5 0,005 0,992
ANW-PEG2000 5,44 36,6 0,004 0,997

También, en esta tabla se ve el coeficiente de correlacién de los valores

obtenidos con el ajuste al modelo de liberacion de primer orden, obteniendo un
R? muy cercano a 1. Se debe tener en cuenta que la constante cinética k se ve

alterada cuando este ANW se modifica, aumentando, lo que indica que se libera

mas rapido que como lo hace del ANW pristino.

6.2.3.2.
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Figura 40. Cinética de liberacion de DOX en PBS a pH 5.0 y 37°C para los materiales en base
a ANW.
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De acuerdo con el andlisis de liberacidon en la figura 39 se observa que los ANW
pristino son los materiales que liberan mayor cantidad de DOX. Sin embargo, a
diferencia de la liberaciéon a pH 7,4; el sistema ANW-PEG550 libera mayor
cantidad de DOX en comparaciéon con ANW-PEG2000. En general se observa un
aumento en la liberacion de DOX a pH 5,0 que a pH 7,4. Estas cinéticas se
volvieron a ajustar al modelo de primer orden de liberacion mencionado
anteriormente (ec. 6).

Tabla 6.2.3.2-1. Concentracion de DOX liberada y ajuste al modelo de liberacién de primer
orden.

Concentracién Liberacién
Muestra de DOX 48 relativa a 48 k (min™) R’
horas (ppm) horas (%)
ANW 11,40 52,1 0,003 0,989
ANW-PEG550 7,09 46,6 0,005 0,993
ANW-PEG2000 6,49 43,9 0,004 0,964

La tabla 6.2.3.2-1 muestra que el ajuste al modelo de primer orden decrece
levemente a este pH, pero mantiene la tendencia de las constantes cinéticas.
Indicando que es menor en el ANW pristino que cuando es modificado, siendo
similar en ambos sistemas modificados con PEG en su superficie. Es importante
remarcar que el ANW pristino supera el 50% de la liberacion total de su carga de
DOX, de una forma similar, cuando el ANW es modificado se supera el 40% de

la liberacion de DOX cargado en cada ANW.
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6.2.4. Ensayos de Biocompatibilidad

6.2.4.1. Ensayo de Hemolisis
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Figura 41. Gréfico del ensayo de hemdlisis para los materiales en base a ANW.
Rango de dispersiones de 10 — 500 ppm a 37°C.
Prueba t-Student con respecto al ANW pristino a la misma concentracién: * = p < 0,05

Tabla 6.2.4.1-1. Valores de hemolisis % generada por ANW a 500 ppm

. Hemolisis con 500 ppm
Muestra Hemolisis con 500 ppm (%) restando control - (%)
Control + 100 -
Control - 4,19 0
ANW 5,96 1,77
ANW-PEG550 3,27 -0,92
ANW-PEG2000 2,87 -1,32




Los resultados de los estudios de hemolisis muestran una tendencia leve de este
proceso para ANW pristinas al aumentar su concentracion. Esta hemolisis a 500
ppm concentraciones disminuye cuando los materiales se modifican
superficialmente con PEG. En ninguno de los casos se observa un grado de
hemolisis significativo.

No se observan diferencias significativas de las hemolisis producidas entre las

ANW modificadas.

6.2.4.2. Adsorcion inespecifica de proteinas
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Figura 42. Concentracion relativa de IgG de Bovino al contactar con los sistemas en base a
ANW. Rango de dispersiones de 10 — 500 ppm a 37°C
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Figura 43. Concentracion relativa de HSA cuando se contactaron con los sistemas en base a
ANW. Rango de dispersiones de 10 — 500 ppm a 37°C

Las figuras 42 y 43 muestra la nula diferencia en la concentracion relativa de los
modelos de proteina del suero luego medirlos con y sin ANW indicando una

interaccion despreciable entre estas proteinas y estos nanomateriales.
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6.2.4.3. Viabilidad Celular

6.2.4.3.1.
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Figura 44. Viabilidad de células HEK293 incubadas con los nanomateriales en base a ANW.
Condiciones: Medio para HEK293, 37°C por 48 horas

La figura 44 muestra valores de citotoxicidad de los ANW no poseen diferencias

significativas con el control de viabilidad celular en HEK293.

71



6.2.4.3.2. Linea celular PC12
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Figura 45. Viabilidad celular de PC12 incubadas con los hanomateriales en base a ANW.
Condiciones: medio de cultivo PC12, 37°C y 48 horas de incubacion.

La figura 45 muestra la viabilidad de las células PC12 incubadas con los distintos
ANW a distintas concentraciones, las cuales no poseen una diferencia

significativa de esta viabilidad con respecto al control positivo.
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Figura 46 Viabilidad celular de PC12 incubados con los hanomateriales en base a ANW
cargadas con DOX.
Condiciones: medio de cultivo PC12, 37°C por 48 horas de incubacion.
Prueba t-Student: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001.

La viabilidad celular de las PC12 cuando son incubadas con ANW cargadas con
DOX disminuye progresivamente a medida que aumenta la concentracion de
estos nanomateriales cargados como se muestra en la figura 46, llegando a una
viabilidad estadisticamente similar a la del control negativo cuando se
administran 50 ppm de estos ANW cargados con DOX. Ademas, se ve una
similitud en la viabilidad celular usando estos los 3 nanomateriales a la misma
concentracion. La prueba t-student permite detectar los resultados con una
significancia estadistica respecto del control positivo de viabilidad desde la

concentracion equivalente a 5 ppm de ANW.
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7. DISCUSION

A continuacién, en base a los resultados presentados, se discutiran por partes,
siguiendo el orden de presentacion de los resultados y luego de cada tema se
hard una discusion comparando los nanomateriales. En el caso de la
caracterizacion de los nanomateriales, se respalda la correcta preparacion de los
nanomateriales MSN y ANW pristinos y los modificados superficialmente con

PEG de 2 distintos pesos moleculares.

Para los sistemas en base a MSN se observa una tendencia general en relacion
con los resultados de adsorcion-desorcion de N2 a-196°C , TGA y espectroscopia
FT-IR. De ellos, se puede afirmar que MSN pristina fue modificada exitosamente
con PEG de peso molecular de 550 Da y 2000 Da de forma homogénea tal como
se observo por la densidad de sitios inmovilizados (ver tabla 6.1.1.3-1). Sin
embargo, la caracterizacion por DLS mostré una diferencia importante en el DH
para estos nanomateriales, la cual sigue la tendencia MSN-PEG550 > MSN-

PEG2000 ~ MSN pristina.

Lo anterior se atribuye a la naturaleza de las cadenas de polimero PEG550-1SO
en la superficie en comparacion con las cadenas de PEG2000-1SO. Al ser un
polimero lineal, el largo de las cadenas influencia de forma significativa la
conformacion de estas. En el caso de PEG2000-1SO, las ramas del polimero

pueden adquirir una conformacion mas compacta al ordenarse tipo mushroom tal
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como se muestra en el esquema de la Figura 47. Sin embargo, en el caso de
PEG550-ISO, al ser un polimero que posee cadenas mas cortas, la conformacion
de estas podrian tender a adquirir una forma del tipo brush. Estas conformaciones
podrian ser las responsables de generar un efecto que distorsione los resultados
gue se observan mediante DLS estimado un valor de Du significativamente

superior para el sistema MSN-PEG550 en comparacion con el MSN-PEG2000.

"mushroom" "brush” "dense brush"

w gab 3 gt

4+

Figura 47. Densidad de PEG en la superficie de un nanomaterial, se observan 3 estados
conformacionales.
modificado de (Suk et al., 2016)

Una tendencia diferente se observo en el caso la familia de nanomateriales en
base a ANW. Si bien se logré la inmovilizacién de los nanomateriales, tal como
se comprobd por Isotermas de adsorcion de N2 a -196°C, FTIR y TGA, la
inmovilizacién del PEG550-1SO fue diferente a la que se observo para el caso de

PEG2000-ISO.

De acuerdo con los resultados de la densidad de sitios inmovilizados, obtenida a
partir de los resultados de caracterizacion, se observé que ANW-PEG550 posee
mayor cantidad de sitios modificado que el sistema ANW-PEG2000. Lo anterior

se puede atribuir a los siguientes fenbmenos:
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(1) difusién de las cadenas de PEG-ISO es funcién del peso molecular, siendo

mas lenta para PEG2000-1SO en comparacion con PEG550-1SO

(2) Impedimento estérico que generan las cadenas que se inmovilizan primero en
la superficie de los nanomateriales mismas al anclarse los sitios M-OH (M: Si o

Al) que se incrementa a medida que aumenta el peso molecular del polimero.

Lo anterior se podria correlacionar también con la caracterizacién por DLS que
muestra la tendencia para Du de ANW-PEG550 > ANW-PEG2000 ~ ANW
pristino. Lo anterior es una consecuencia del largo de las cadenas de polimero
en la superficie del material y de la arquitectura 1D de la nanovarillas de ANW
que podrian promover, en el caso del sistema ANW-PEG2000, que las ramas de
PEG2000-ISO se ovillen alrededor de la superficie adquiriendo una conformacion

tipo mushroom (ver Fig. 47).

Una vez discutidas las caracterizaciones fisicoquimicas de los nanomateriales de
las familias en base a MSN y ANW, el préximo tépico es comparar la interaccion
con el farmaco modelo DOX y la biocompatibilidad de los nanomateriales

estudiados.

La encapsulacién de DOX en los materiales en base a MSN es baja alcanzando
valores del orden de 2 — 10 mg/g. De acuerdo con la estructura de la DOX (ver
figura 9) las interacciones que podria presentar con MSN pristina seran

fundamentalmente del tipo enlace hidrégeno y del tipo electroestatico pues este
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tipo de materiales tienen puntos isoeléctricos a pH ~ 2 (Metin et al., 2011) — 3

cargado negativamente a pH = 7.4 donde se realizado la adsorcion.

Para MSN pristina se logré una adsorcion aproximada de 9 mg/g con la MSN
pristina, mientras que los sistemas MSN-PEG550 y MSN-PEG2000 la adsorcion
es tan s6lo de 4 mg/g con PEG550 y cercana a 2 mg/g con PEG2000. Es de
esperarse que estos materiales al poseer una elevada area superficial (ver tabla
6.1.1.1-1) fuesen capaces de encapsular una mayor cantidad de farmaco. Sin
embargo, al poseer una componente organica altamente hidrofébica (BTEE como
agente entrecruzador) en la cavidad del poro de la MSN, la afinidad del farmaco

es minima por los poros del carrier.

Es por esta razon que la adsorcién de DOX en MSN pristina sea preferentemente
en la superficie externa de la nanoesfera. En linea con lo anterior, en el caso de
los materiales de MSN pegilados, el modificar los grupos superficial Si-OH por
anclaje de PEG550-ISO y PEG2000-I1SO se observa una disminucién de la
capacidad de encapsulacién. Para ambos, se observa la tendencia en la
encapsulacion tal que la capacidad de carga de MSN-PEG550 es el doble de que
se observa en el caso de MSN-PEG2000 (ver tabla 6.2.1-1). Lo anterior va en
linea con los resultados de caracterizacion que se determinaron para estos
materiales. De acuerdo con la caracterizacion por TGA e isotermas de adsorcion
— desorcion de N2 a -196°C, donde se logréo evidenciar que ambos

nanomateriales pegilados poseen valores similares de densidad de sitios
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inmovilizados, pero la conformacion de las cadenas cambia significativamente
para MSN-PEG550 comparado con MSN-PEG2000. Las cadenas de PEG (-CH2-
CH2-O-) son capaces de interaccionar mediante la formacion de enlaces
hidrogeno con los grupos -OH y C=0 de la DOX. En el caso del sistema MSN-
PEG550 se observa una conformacion tipo brushes de las cadenas de PEG
permite que una mayor cantidad de las ramas del polimero estén disponibles para
interaccionar con el farmaco. Sin embargo, en el caso de MSN-PEG2000 la
conformacién mushroom disminuye la disponibilidad de los grupos funcionales
para interaccionar con la DOX disuelta en el medio por ovillamiento de las

cadenas.

Esto se correlaciona de forma directa con los valores de las KL que se obtuvieron
cuando se aplicé el modelo Langmuir para las isotermas de adsorcién de DOX,
donde se observa que la afinidad de la DOX por MSN-PEG550 (10,5 L/mg) es

mucho mayor que la que presenta con MSN-PEG2000 (4,9 L/mg).

En relacion con la liberacion, todos los sistemas a pH = 7,4 y 5,0 mostraron
perfiles similares de liberacion permitiendo un ajuste a modelos de primer orden.
El ajuste de cinética al modelo de primer orden indica un modelo de liberacion
Fickiano ("5 - Mathematical models of drug release,” 2015). Sin embargo, se
observan comportamientos diferentes dependiendo del pH al que se simula el
proceso. A pH = 7,4 la cantidad liberada a las 48 h muestra un perfil similar al de

la encapsulacion donde en orden creciente de liberacion MSN pristina > MSN-
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PEG2000 > MSN-PEG550. Esto esta en linea con los resultados de
encapsulacion los cuales se hicieron al mismo pH de la liberacion. En todos se
libera menos de la cantidad adsorbida, lo que va en directa relacion con que el
material adsorbe; si bien estos ellos adsorben baja cantidad de farmaco, lo hace
con mucha afinidad a ese pH. En términos de la rapidez del proceso, todos los
sistemas muestran constantes de velocidad que son practicamente del mismo
orden de magnitud (0.006 — 0.009 min). Sin embargo, a pH 5,0 (que simula el
microambiente tumoral) comparado a pH = 7,4, a pesar de que muestran un perfil
cinético que se ajusta a una liberacion de primer orden, se observa un cambio en
la cantidad liberada de DOX para los sistemas de MSN pegilados. En el caso de
MSN pristino se observa un leve incremento de la liberacion, pero en el caso
MSN-PEG550 y MSN-PEG2000 la cantidad liberada aumenta casi al triple. Lo
anterior se debe fundamentalmente al cambio en la concentracion de H3O* que
deberia ser la responsable de modificar las interacciones del farmaco con el
nanotransportador y las interacciones intercatenares de las ramas de PEG para
el caso de los sistemas MSN pegilados. Lo anterior se puede comprobar en las
constantes de rapidez, donde se observa que el sistema MSN-PEG550 muestra
valores de k equivalentes a ambos pH (~ 0.006) mientras que el sistema MSN-
PEG2000 muestra una disminucién de la k desde 0,009 min a pH =7,4 hasta
0,003 min a pH = 5,0. Se especula que el sistema MSN-PEG550 libera una
mayor cantidad de farmaco por efecto de la protonacién de las cadenas de

PEG550-ISO, pero que esto no perturba la velocidad del proceso. No obstante,
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para el sistema MSN-PEG2000 el cambio del microambiente podria generar que
se libere mas DOX y que ademas las cadenas de polimero cambien su
conformacion brindando un camino mas tortuoso al recorrido del farmaco, en su

migracion hacia el seno del liquido, ralentizando el proceso.

En cuanto a la biocompatibilidad de los nanomateriales basados en MSN, los
ensayos de hemodlisis realizados no mostraron una hemolisis significativa lo que
es distinto con los resultados reportados por (Gaoxin et al., 2017; Nepal et al.,
2023; Yildirim et al., 2013; Zhao et al., 2011). Esto no va directamente en contra
de lo anteriormente reportado ya que la sintesis de estas MSN se realiza con un
agente de entrecruzamiento, lo cual ademas de modificar la estructura interna de
las MSN, también influira en como interacciona con los eritrocitos, en este caso,

sin mostrar un grado de hemolisis significativo.

Los ensayos de adsorcion inespecifica de proteinas muestran para los sistemas
en base a MSN una interaccién con las proteinas modelo que aumenta con la

cantidad de nanomaterial dispersado.

Esta tendencia es notoriamente visible cuando se ensay6 IgG de bovino. Sin
embargo, la PEGilacién superficial de las MSN mostré una disminucion de esta
adsorcion en los diferentes rangos de dispersiones estudiados. Estas
interacciones no son deseable con albumina y mucho menos con IgG debido a
la cadena de reacciones y procesos que podrian realizarse generados por este

anticuerpo ya que se podria encontrar el material opsonizado por estos IgG u
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otros anticuerpos, también podrian neutralizarse y aglomerarse debido a este
reconocimiento, lo que generaria una incapacidad de transportar el farmaco y
aparte pudiendo generar reacciones adversas con consecuencias importantes
(Diebolder et al., 2014). Otro resultado indeseable de las interacciones de los
nanotransportadores con IgG seria favorecer el reconocimiento de estos por
parte de las células fagociticas que poseen receptores para la fraccion constante
del anticuerpo, facilitando la fagocitosis del material (Magenau et al., 2011;
Rosales & Uribe-Querol, 2017) y de ser asi, quedaria imposibilitado de distribuir
el farmaco de forma efectiva. Junto con esto, la interaccion generada también
podria desencadenar una serie de reacciones del sistema del complemento,
especificamente la via clasica o activada por anticuerpo, esto se resume en una
serie de mecanismos proteicos que aumentan un proceso inflamatorio provocado
por el agente externo, permite una opsonizaciéon mas eficaz y para el caso de
células invasoras se genera la lisis en condiciones fisiolégicas (Dunkelberger &

Song, 2010).

Esta lisis no es posible en los nanomateriales por lo que la activacién del sistema
del complemento Unicamente activaria un proceso inflamatorio lo cual tampoco

es deseado.

Los resultados obtenidos en la adsorcion de albumina (tabla 6.1.4.2-2) permiten
inferir que, como solo el cambio es significativo en sistema MSN-PEG2000,

debido al mayor tamafio del polimero y la configuracibon mushroom de sus
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cadenas en la superficie de la nanoesfera, se impide de forma mas efectiva la
interaccion existente entre la aloumina con la superficie de MSN. Diferente es el
caso del sistema MSN-PEG550 que muestra resultados similares al de la MSN
pristina lo que se permite sugerir que el largo de la cadena de los PEG550-1SO
no brinda un impedimento estérico adecuado para la adsorcion de la proteina en

la superficie el nanotransportador.

El Gltimo ensayo es la viabilidad celular de cultivos de HEK293 y PC12 no
produce una disminucion en la viabilidad celular para las MSN pristinos y
modificados, esto se contrasta fuertemente cuando los materiales se cargan con
DOX. La tendencia a la disminucion de la viabilidad celular se relaciona con el
aumento de la concentracion de los nanomateriales llegando a valores de
viabilidad cercanos al control negativo, a pesar de la baja cantidad de DOX
liberada, sobre todo con las MSN modificadas, esto explicaria la viabilidad
obtenida al incubar las MSN modificadas en 50 ppm de concentracion en cada

pocillo, donde por la cinética de liberacion de DOX se espera:

mg DOX solido 1 mmol
9272 4 10% % 502 * =

[DOX] = Qu * Lg * [S6lidopox] * Mpox-nct = 4,0 5 solido 10002 " 580mg

3,4x1073 uM DOX - HC

En donde:

e Qm: Carga de DOX por cantidad de solido (mg DOX / g nanotransportador)
e Lr: Liberacion relativa de DOX desde cada sélido (%)

e MbpoxHci: Masa molar de la formulacion de DOX usada (g/mol)
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e [Solidopox]: Concentracion de la dispersién de nanomaterial cargado con

DOX (mg/L)

Suponiendo que se libera de forma éptima en el medio de cultivo, se obtiene una
cota maxima de 3,4*10-3 umol L** de DOX-HCI en solucién la cual es incapaz de
generar una disminucién significativa de viabilidad con respecto al control
positivo. Esta concentracion estd muy por debajo a lo necesario para llegar a un
ICso0 para la linea celular PC12 segun lo reportado por el grupo de Y. Shokoohinia

(Shokoohinia et al., 2014).

Los mecanismos que podrian explicar pueden ser al menos 2, pero se necesitan
mas experimentos para corroborarlo. La primera es que la DOX adsorbida en la
superficie de los materiales puede desprenderse por difusion al encontrarse con
las células y asi pudiendo ingresar liboremente. La segunda via de accion seria la
internalizacién directa de una cantidad de nanomateriales por endocitosis
(Manzanares & Cefia, 2020) donde liberaria el farmaco directamente dentro de
la célula, esto se podria observar por microscopia confocal (Jonkman et al.,

2020).

Por otra parte, los ANW poseen una capacidad de encapsulacibn mayor, en
comparacion con los sistemas estudiados para la familia en base a MSN, y que
s6lo se ve limitada por la capacidad de disolver DOX en etanol. En ellos se
determiné que el comportamiento en la isoterma de adsorcién se ajusté a un

modelo del tipo Freundlich. Es importante notar que la capacidad de adsorcién
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de DOX es muy similar entre los ANW-PEG550 y ANW-PEG2000 lo que permite
sugerir que la adsorcion del farmaco se da preferentemente en los sitios
disponibles en el ANW (poros internos del material) mas que en la superficie
modificada con PEG. Lo anterior se contrasta de manera directa con los valores
obtenidos para las Kr que muestran valores que siguen la misma tendencia que

los maximos que se observan en la Figura 38.

En cuanto a la liberacion de DOX desde ANW, todos los sistemas se ajustaron al
modelo de primer orden (Ecuacién 7). Se puede observar que, tras 48 horas de
experimento, se libera a pH 7,4, aproximadamente un 28% de DOX desde los
ANW-PEG550 y un valor aproximado de 38% desde el ANW pristino en relacion
con la carga total de los materiales. Respecto de la liberacion a pH 5,0 se observa
qgue la liberacion del farmaco se ajusta a una cinética de primero orden con
valores de k de velocidad del mismo orden a las observadas a pH 7,4. No
obstante, la cantidad liberada aumenta, llegando a liberar el 52% de DOX
previamente cargado desde el ANW pristino y alrededor de un 44% desde los
materiales ANW-PEG550 y ANW-PEG2000, respectivamente. Estos resultados
deben ser considerados como Optimos ya que se debe tener en cuenta que el
microambiente tumoral se reporta un pH 5,6 como el valor mas acido, y

comunmente, fluctia en un rango entre 6,4 y 7,0 (Boedtkjer & Pedersen, 2020).

El cambio en la liberacion en un ambiente acido se debe a que el ANW posee un

punto isoeléctrico en medio acuoso (PIE) a pH = 8.0 (Reyes Bahena et al., 2007),
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indicando la presencia de cargas positivas en las proximidades de la superficie
de Al203 a pH = 5.0 mientras que DOX al mismo valor de pH predomina en
equilibrio acuoso en su forma cationica (Fulop et al., 2013) generando asi una
repulsion electroestatica con la superficie del 6xido y siendo capaz de liberarse
en mayor cantidad. Por otra parte, a pH 7,4, es posible la carga superficial del

sélido se aproxima a la carga neutra material disminuyendo la cantidad liberada.

En cuanto a la biocompatibilidad de estos ANW, los ensayos de hemodlisis
muestran valores de alrededor del 2% cuando se incuba a 500 ppm de ANW
pristino y ANW modificado indicando que ninguno de los materiales es

hematotoéxico.

Esta tendencia se puede deber a que el sistema ANW pristino, al pH fisioldgico
de 7,4 se carga de forma positiva lo que impide el dafio en la membrana por
interacciones electroestaticas lo cual se potencia cuando se modifica
superficialmente con PEG (Slowing et al., 2009). En este caso, se obtuvieron
valores promedio de hemolisis mas bajos en los ANW-PEG2000 que en los ANW-
PEG550 aun cuando este Ultimo posee una mayor presencia en la superficie de
este nanomaterial, no se puede hablar de una diferencia significativa a pesar de

esto por los bajos valores de hemolisis obtenidos con los ANW pristino.

En el caso de los resultados de adsorcion inespecifica de proteinas en los
sistemas basado en ANW, se observa que IgG y HSA no son adsorbidas en

ninguno de los sistemas estudiados ANW.

85



Por ultimo, los ensayos de viabilidad en HEK293 y PC12 incubados con los ANW
no mostraron una disminucion en la viabilidad demostrando asi que ellos no son
citotoxicos. Sin embargo, en el ensayo con los materiales en base a ANW
cargados con DOX en células PC12 se logré ver una disminucion gradual y
similar, a la misma concentracion entre si, en la viabilidad de las células
mencionadas llegando a valores de viabilidad que coinciden con los del control
negativo, indicando que a una concentraciéon de 50 ppm estos nanomateriales
cargados con DOX son capaces de ejercer el maximo efecto en un cultivo
bidimensional de celulas de la linea PC12. En este caso también se puede
esperar una incorporacion de una cantidad de nanomateriales a las células por
endocitosis y otros mecanismos anteriormente mencionados por como la DOX

podria ejercer su efecto en tan baja concentracion.

86



8. CONCLUSIONES Y PROYECCIONES

En este trabajo de tesis se logré sintetizar nanoesferas de silica y nanovarillas de
alimina con caracteristicas de materiales mesoporosos los cuales se lograron
modificar superficialmente con polietilenglicol, de 550 Da y 2000 Da, mediante
inmovilizaciébn covalentemente a la superficie de los respectivos oOxidos

inorganicos.

Los sistemas ANW y MSN - pristinas y PEGilados - son capaces de encapsular
DOX cuya capacidad de adsorcibn disminuye cuando se modifican
superficialmente con el polimero PEG. Los materiales en base MSN pueden
encapsular encapsulan bajas carga de farmaco alcanzando un valor de 9mg/g
para el material pristino y tan solo de alrededor 2 y 4 mg/g para los materiales
MSN-PEG550 y MSN-PEG2000, respectivamente. En relacion con la capacidad
de adsorcion, los sistemas en base MSN muestran perfiles de isoterma de
adsorcién de DOX del tipo Langmuir. Los sistemas en base ANW poseen una
capacidad de adsorcion de DOX mucho mayor a la observada en las MSN y su
isoterma de adsorcion se ajustan a modelos tipo Freundlich. Lo anterior es una
respuesta a la naturaleza de cada material, lo que se confirmo mediante las
diferentes caracterizaciones medidas. En el caso de las MSN solo encapsularon
farmaco por efecto de adsorcion de la superficie externa del material, ya que los

poros de este material esferoidal poseen caracteristicas hidrofobicas, limitando
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la adsorcidon a una monocapa que se correlaciona con el modelo de Langmuir.
Sin embargo, los sistemas en base a ANW poseen mayor superficie disponible —
atribuido a su forma 1D — que permitieron que el farmaco se encapsulara

mostrando una adsorcidn sistematica que se ajusta con el modelo Freundlich.

Las liberaciones de DOX en todos los nanomateriales estudiados se ajustan a
una cinética de primer orden del tipo Fickiana. Ambos nanomateriales liberan una
mayor cantidad de DOX en PBS a pH 5,0 que a pH 7,4. Lo anterior se atribuye a
que el cambio de pH puede modificar las interacciones del farmaco con la
superficie de los nanomateriales promoviendo una mayor liberacion hacia el seno
de la disolucion. Esto permite estimar que la liberacion del farmaco serd mayor,

por parte de los nanomateriales, en microambientes tumorales.

La biocompatibilidad de los nanomateriales en base MSN muestra que estos
sistemas no son hematotoxicos y no muestran una disminucion de la viabilidad
celular de HEK293 y PC12. Sin embargo, MSN pristina interacciona con modelos
de proteinas del plasma, pero que cuando se modifican superficialmente con
PEG de 550 Da y PEG de 2000 Da disminuye esta interaccion demostrando asi
un incremento de la biocompatibilidad de estos materiales cuando se PEGilan

superficialmente.

Los nanomateriales en base a ANW muestran una elevada biocompatibilidad
pues no interaccionan con modelos de proteinas de plasma, no generan un grado

de hemolisis significativo y no disminuyen la viabilidad de cultivos celulares
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HEK293 como modelo de células funcionales ni PC12 como modelo de células

cancerosas.

En todos los nanomateriales estudiados, cuando se cargaron con DOX
disminuyeron la viabilidad en cultivos de PC12 luego de ser incubados 48 horas.
Los sistemas en base a ANW cargadas con DOX disminuyen de forma mas
importante la viabilidad en dispersiones > 10mg/mL a diferencia de los sistemas
en base a MSN que muestran citotoxicidad a valores > 50mg/mL. Lo anterior se
correlaciona de forma directa con los resultados de caracterizacion fisicoquimica
pues la cantidad encapsulada y liberada de cada nanomaterial es
significativamente mayor en los nanomateriales en base a ANW lo que permite
alcanzar concentraciones de farmaco que inducen citotoxidad a valores de

dispersiones menores en comparacion con los sistemas en base a MSN.

Como proyecciones se podrian realizar mas ensayos de estabilidad de las
dispersiones de los nanomateriales en medio acuoso, ensayo de
biocompatibilidad méas sensibles para determinar de forma concluyente la
diferencia entre usar PEG550 y PEG2000, ensayos de trombogenicidad inducida
por los nanomateriales y otros. Ademas, se pueden realizar ensayos in vivo para
determinar su biodistribucion, efecto anticancerigeno, principalmente con ANW,

y otros experimentos en modelos animales.
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9. GLOSARIO

ANW: Nanovarillas de alimina o nanovarillas de 6xido de aluminio.
ANWP1: ANW-PEG550: ANW modificadas con PEG de 550 dalton.
ANWP2: ANW-PEG2000: ANW modificadas con PEG de 2000 dalton.
BTEE: bis(trietoxietil)etano, agente de entrecruzamiento de MSN
CTAB: bromuro de cetiltrimetilamonio, surfactante

Dx: Didmetro hidrodinamico, diametro efectivo de una particula que se mueve en

una disolucién, incluyendo moléculas del solvente atraidas por la particula.
DLS: Dispersion dindmica de la luz.
DOX: Doxorrubicina, molécula anticancerigena y antibacteriana.

Fisisorcidn: Adsorcion fisica, proceso de adsorcion donde se perturba de forma

minima la estructura electrénica de los atomos o moléculas.
FT-IR: Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier.
HEK293: Linea celular de células embrionarias de rifion humano.
HSA: Albamina de suero humano

ICs0: 50% de la concentraciéon maxima inhibitoria
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IgG: Inmunoglobulina gamma o globulina de fraccion gamma

ISO: 3-(trietoxisilil)propilisocianato, agente de acople para PEG

MSN: Nanoparticulas o nanoesferas de silica mesoporosas.

MSNP1: MSN-PEG550: MSN modificadas con PEG de 550 dalton.

MSNP2: MSN-PEG2000: MSN modificadas con PEG de 2000 dalton.

Nanomaterial: Material con al menos una dimensién en el rango del nanémetro

PBS: Buffer fosfato salino

PC12: Linea celular de feocromocitoma, tumor de la médula de la glandula

suprarrenal.

PEG: Poli(etilenglicol)metil éter

PEG-ISO: PEG activado con ISO para ser acoplado a la superficie del material.

Pristino: Material sin modificar.

TEOS: Tetraetilortosilicato, precursor principal de MSN

TGA: Analisis termogravimétrico

UV: Radiacion del espectro ultravioleta.

UV-Vis: Espectroscopia UV — Visible.
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11.ANEXOS

Los residuos son propiamente almacenados y posteriormente tratados por
MATPEL. Se usardn compuestos acidos, basicos, inflamables, no inflamables,
organicos y en menor cantidad organoclorados. Todos los experimentos son

realizados siguiendo el instructivo adjunto:

e http://www?2.udec.cl/matpel/wmat/wp-content/uploads/I-01-v02-

Clasificaci%C3%B3n-y-manejo-de-residuos-peligrosos-v2-13-ene-16.pdf

“Instructivo [-01 Clasificacion y manejo de residuos peligrosos version N°

02”.
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