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Resumen

La silice (Si0,) es una materia prima ampliamente estudiada y utilizada en nanomateriales y por
esto es importante conocer cuéles son los métodos de obtenciébn mas adecuados para el campo
farmacéutico, especificamente en el transporte y liberacién de farmacos. La ruta planteada para
la sintesis de nanoparticulas de silice mesoporosa, parte de la aplicacion del método Sol-gel
disponiendo como precursor un alcoxido de silicio, el tetraetilortosilicato (TEOS), vy
adicionalmente un tensioactivo, en este caso el bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB), sin
embargo, se realizé un contraste frente a la influencia de la naturaleza del tensioactivo en donde
se emplea Tween 80 y con ello se evaluaron qué condiciones permitieron una mejor formacion
del sistema nanoparticulado. Cabe resaltar que las reacciones involucradas en esta sintesis son
dependientes de pH y por esto se llevd a cabo una catdlisis acida y basica para determinar cual
genera mejores resultados.

El fin de este proyecto fue encontrar aquellas condiciones que optimizan el proceso de sintesis
para asi dar origen a nanoparticulas de silice que puedan ser funcionalizadas y con ello ser
usadas como vehiculo de farmacos. Las mejores condiciones que permitieron la sintesis de
nanoparticulas, con base en los ensayos de caracterizacion aqui empleados fueron: una alta
concentracién de TEOS y CTAB, pH basico, sin cavitacion y en esas mismas condiciones, pero
con cavitacion ultrasénica, siendo este Ultimo ensayo de gran relevancia debido a que se logré
una ampliacién en lo que respecta al trabajo evidenciando de como la cavitacién puede favorecer
el proceso de sintesis y convertirse en un parametro critico del proceso.

En términos generales, se hallaron las condiciones de sintesis adecuadas para la obtencién de
nanoparticulas de silice, no citotéxicas en un rango de tamafios de 40 a 100 nm, gracias a la
utilizacion de una técnica de sintesis y caracterizacion pertinente a la naturaleza de la materia
prima utilizada.

Palabras clave

Nanotecnologia, silice, nanoparticulas, sintesis, cavitacion.
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Abstract

Silica (Si0,) is a widely studied raw material in the field of nanomaterials, and understanding the
most suitable methods for its pharmaceutical applications, particularly drug transport and release,
is crucial. The proposed route for synthesizing mesoporous silica nanopatrticles involves the Sol-
gel method, using tetraethylorthosilicate (TEOS) as the precursor and the surfactant
hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB). However, a comparison was made to assess the
influence of the surfactant's nature, including the use of Tween 80, to determine the conditions
that best facilitated nanoparticle formation. It's important to note that the reactions involved in this
synthesis are pH-dependent, so both acidic and basic catalysis were employed to determine
which produced superior results.

The aim of this project was to identify the conditions that optimize the synthesis process, leading
to functionalized silica nanoparticles suitable for drug delivery. The most favorable conditions, as
determined through the characterization experiments, included a high concentration of TEOS and
CTAB, basic pH, and a process with or without ultrasonic cavitation. The latter condition is
particularly significant as it demonstrated the benefits of cavitation in enhancing the synthesis
process, establishing it as a critical parameter.

In summary, suitable synthesis conditions were identified for producing non-cytotoxic silica
nanopatrticles in the range of 40 to 100 nm. This achievement was made possible by employing
a synthesis and characterization technique tailored to the nature of the raw material used.

Keywords

Nanotechnology, silica, nanoparticles, synthesis, cavitation.

11



1. Introduccion

Los nanotransportadores recientemente han tenido gran impacto en el tratamiento clinico de
enfermedades y la administracion exitosa de medicamentos. El creciente interés por innovar los
sistemas de administracion de farmacos ha incentivado a la investigacion y desarrollo de nano-
portadores los cuales son capaces de tener diversos principios activos con un blanco especifico.
Partiendo de la premisa anterior se pretende generar la sintesis y caracterizacion de
nanoparticulas de silice que cumplan con caracteristicas que las hagan funcionales para la
vehiculizacién de farmacos como su tamafio y su carencia de citotoxicidad. Estas poseen ciertas
ventajas dentro de las cuales se encuentran técnicas de fabricacion relativamente sencillas, alta
biocompatibilidad, tamafio ultra-bajo (<50 nm) y buena estabilidad dimensional (Celia et al.,
2010).

Los nanoportadores inorganicos presentan grandes ventajas comparados con sus equivalentes
biol6gicos como las proteinas, péptidos o anticuerpos, entre estas se incluyen su elevada
estabilidad térmica, quimica y mecénica en condiciones fisiolégicas. Por otro lado, poseen alta
biocompatibilidad, pero tienen relativamente baja proporcion de degradacion antes de ejercer su
accion terapéutica (Arranz, S A 2016) por lo tanto, una propiedad importante de controlar es el
tamafo de particula al cual se desea llegar para asi cumplir con lo mencionado anteriormente.
Por consiguiente, es de interés cientifico estudiar los procesos de sintesis y caracterizacion de
las nanoparticulas de silice para conocer los efectos a largo plazo que tiene la interaccién
entre nanoparticulas, su exposicion a los seres humanos y el medio ambiente para apuntar a
sus posibles aplicaciones en el campo farmacéutico (Hincapié et al, 2020).

Para encontrar de manera experimental dichas caracteristicas es necesario conocer a fondo el
método de sintesis mas adecuado para obtener un buen tamafio de particula y forma de las
nanoparticulas, en este caso se busca llevar a cabo una sintesis por el método Sol-gel, este se
usa para describir la sintesis de algunos 6xidos inorganicos. Es un proceso el cual tiene como
objetivo dar origen a materiales poliméricos hibridos o inorganicos no metalicos mediante
dispersiones coloidales, las cuales se conocen con el nombre de soles. Los materiales de partida
Se conocen como precursores. Estos precursores son silicatos que contienen alcoxidos de silicio
(Si-OR) y grupos silanol (Si-OH) los cuales al someterlos a este proceso de sintesis generara a
diferentes condiciones la formacion de compuestos de siloxano (Si-O-Si) con forma y tamafio
diferenciables. Este método consta de dos etapas las cuales son dos reacciones, una de
hidrélisis y otra de condensacion.

Los alcoxidos metdlicos, es decir los precursores, es este caso el tetraetilortosilicato, reaccionan
con agua, un solvente especifico y un tensioactivo hasta la obtencion de un éxido metalico
amorfo el cual debe ser caracterizado para asi confirmar que las condiciones experimentales son
las adecuadas para la obtencién de las nanoparticulas.

Las condiciones de sintesis de nanoparticulas de silice desarrolladas en este trabajo de grado
por medio del método sol-gel mas adelante descrito, permitirdn en proyectos futuros del grupo
de investigacion, vehiculizar moléculas con actividad biologica por diferentes vias de
administracién. Finalmente, este proyecto permitio desarrollar habilidades y competencias
propias del Quimico Farmacéutico a las investigadoras lo cual es de suma importancia para su
guehacer profesional.
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2. Marco teoérico

2.1 Nanoparticulas

El término “nano-" se deriva del sustantivo griego nanos, y un nanémetro (nm) equivale a 10 -9
m (Huang et al., 2017). Las NP son estructuras cuyo tamafo es inferior a los 100 nanémetros, y
estas pueden ser sintetizadas a partir de diferentes materiales (Gémez-Garzén, 2018) lo que
permitira que sean utilizadas para distintos fines, existen varios tipos de nanoparticulas (Figura
1) dependiendo de su naturaleza orgénica o inorganica, gracias a las cuales se puede estudiar
su estructura-funcion dependiendo de sus caracteristicas fisicoquimicas.

NANOPARTICULAS ORGANICAS

Dendrimeros Poliméricas Nanoesferas Liposomas Micelas

NANOPARTICULAS INORGANICAS OTROS
Nanocapsulas
Nanocristales

e Hibridas

Metdlicas  6,idos de Silice Ahase de Nanotubos
(Au, Ag) Carbono

Figura 1. Tipos de nanoparticulas. Imdgenes tomadas de Nadaroglu et al. (2017)

Existe una variedad de nanoparticulas que se clasifican segun el compuesto de partida, teniendo
en cuenta que pueda ser mediante polimeros, lipidos, compuestos organicos, asi mismo como
compuestos inorganicos, lo cual le va a conferir propiedades a cada uno de estos tipos de
sistemas que permitirdn una funcionalizacién especifica (Mekuye et al, 2023) de acuerdo con la
naturaleza del farmaco que busca ser cargado.

2.2 Di6xido de Silicio como nanomaterial

Las nanoparticulas de silice (SiO, NP) proporcionan sistemas de entrega robustos dado a que
poseen facilidad en cuanto a la sintesis y el escalamiento de esta. Por otro lado, presentan una
estabilidad ajustable, porosidad, &rea de superficie, tamafio y distribucion de tamafio, eficiencia
de atrapamiento de sustancias, composicion central, densidad y la capacidad de funcionalizacion
de la superficie (Hadipour Moghaddam et al., 2019).

Las SiO, NP pueden tener una estructura porosa, la silice porosa se degrada en todos los fluidos
corporales fundamentales, exceptuando los jugos gastricos, por lo que esta tiene la propiedad
de ser biodegradable, la cual es critica a la hora de hacer uso de nanoparticulas de silice debido
a que el cuerpo no acumula este material y por el contrario los productos resultantes son
excretados a través de los rifiones. La degradacion del silicio genera la liberacion de acido
silicico, Si(OH),, que se difunde libremente por los tejidos, siendo esta es la forma natural de
silicio en la dieta diaria y en el organismo (Pastor E, 2008).
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2.3 Sintesis de Nanoparticulas de Silice

A pesar de la existencia de diversos métodos para la sintesis de SiO. NP, dentro de las cuales
se encuentra la vaporizacion térmica, la pirdlisis de silano, el método de descomposicion por
plasma de microondas y la descomposicion inducida por laser, estos métodos de sintesis no son
compatibles con las aplicaciones biomédicas, debido a que hacen uso de disolventes orgénicos
no polares y generan la produccion de superficies hidrofébicas (Jagannathan & Godin, 2012).
Por consiguiente, para lograr la sintesis de estas nanoparticulas se suele utilizar el método Sol-
gel el cual es un proceso quimico en fase humeda ampliamente utilizado en la ciencia de los
materiales. Se trata de una adaptacion del método descrito por Stéber en 1968 para la obtencion
de nanoparticulas de silice, pero con la diferencia de que se le incorpora un tensioactivo catiénico
(Llinas, M. et al. 2013).

2.4 Método Sol-gel

Para esta sintesis es necesario el uso de un precursor del 6xido metélico a sintetizar, en este
caso al hablar de silice se suelen emplear alcoxidos de silicio como el TEOS, los cuales sufren
varias reacciones de hidrolisis y condensacion formando asi una dispersién coloidal, que luego
de una polimerizacién lenta forma un gel (Zanella, 2012) el cual finalmente se busca convertir en
un polvo de silice (Figura 2)

TEOS + Agua + Solvente Silice Gel de Polvo de
Catalizador Coloidal Silice Silice

Secado y
calcinacion

Hidrolisis y

; Envejecimiento
condensacion

Figura 2. Esquema general proceso de sintesis de nanoparticulas de silice. Autoria propia

El principio quimico basico del procesamiento sol-gel de materiales a base de silice consiste en
la transformacién de las especies que poseen alcoxidos de silicio (Si-OR) y grupos silanol (Si-
OH), en compuestos de siloxano (Si-O-Si) a través de reacciones que involucran la hidrdlisis y
la condensacion. Comienza con un precursor de algun tipo de silano como el TEOS en una
solucion acuosa, a medida que se produce la reaccion, los precursores forman una
nanoestructura cristalina. Para dar origen a un gel estable, se debe maximizar el nUmero de
enlaces siloxano y, en consecuencia, se debe minimizar el nUmero de grupos silanol y alcéxidos.
Las reacciones quimicas durante el proceso se pueden describir mediante tres ecuaciones
(Figura 3), en un sistema como el de TEOS las reacciones de hidrdlisis de los grupos Si-OR
deben preceder a la condensacion para generar los grupos Si-OH necesarios para la reaccion
(Hincapie et al, 2020).

=8i — OR + H20 —> =58 — 0H + ROH Hidrolisis
= 5i — 0OH + 5i— OR —> =8i—-0-585= + ROH Condensacion
=8Si—-—0H + = 50— 0H —> =85i-0-S58i= +H20

Figura 3. Reacciones quimicas para la sintesis de nanoparticulas de silice por medio de Sol-gel
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2.5 Pardmetros criticos para la obtencidn de nanoparticulas

2.5.1 Catdlisis

Una mezcla de Si-OR en agua y alcohol reaccionan muy lentamente y, por lo tanto, es necesario
la catdlisis 4cida o basica para iniciar las reacciones correspondientes al método.

En condiciones &cidas el atomo de oxigeno se protona en un primer paso rapido, creando un
buen grupo saliente (Agua o alcohol). Ademas, la densidad de electrones se retira del &tomo de
silicio central lo que conlleva a que este se vuelva més electrofilico y, por lo tanto, este tenga
mayor disposicion al ataque del agua (en las reacciones de hidrdlisis) o de los grupos silanol (en
las reacciones de condensacion). En contraste con lo anterior en condiciones bdésicas, la
reaccion se da mediante el ataque nucleofilico de un OH (Reacciones de hidrdlisis) o de un ion
Si-O (en reacciones de condensacion) (Levy et al, 2015).

Entonces, los mecanismos de reaccion para ambas catalisis son diferentes, lo que conlleva a
gue la velocidad de reaccion tenga una dependencia del pH del medio. La velocidad necesaria
para la reaccion de hidrdlisis es a partir de pH 7, y para la condensacion de pH 4,5; cuando se
tienen pH inferiores a 5 se ve favorecida la hidrélisis y la condensacion pasa a determinar la
velocidad, todo lo contrario, cuando el pH es mayor a 5 y en este caso la hidrdlisis determina la
velocidad (Levy et al, 2015) y por esta razén el control del pH en un proceso como el Sol-gel es
muy importante ya que favorecera o no la sintesis de las nanoparticulas.

2.5.2 Homogeneizacion

Para llevar a cabo el método Sol-gel es necesario de un proceso de agitacion el cual va a permitir
la homogeneizacion de los materiales de partida, y asi se logre facilitar la sintesis de las NP, en
este caso en especifico el proceso de agitacion magnética tiene como fundamento la rotacion de
un campo magnético externo que induce a girar un iman introducido en la solucién de reaccion
(Angurell, | et al 2014). Esto se lleva a cabo con ayuda de una agitador magnético el cual es un
dispositivo que con la ayuda de un campo magnético logra mezclar de manera automatizada un
solvente y uno o mas solutos, mientras que al momento de homogeneizar liquidos por medio de
ultrasonidos de sonda, se genera el principio de funcionamiento de la cavitacion acustica el cual
consiste en que las ondas sonoras que se propagan en el medio genera ciclos fluctuantes de
alta y baja presion lo cual va a depender de su frecuencia, en los ciclos de baja presion las ondas
crean pequefias burbujas de vacio y cuando estas aumentan su tamafio hasta un volumen en
donde ya no se absorba mas energia donde por lo tanto estas colapsan durante el ciclo de alta
presion, este fendbmeno es comunmente conocido como cavitacion (Ultrasonics, 2023). Debido
a estos efectos hidrodinamicos la cavitacion es capaz de promover reacciones quimicas con
mayores rendimientos y una velocidad de reaccion mas alta, por estas razones la cavitacion se
utiliza ampliamente en la industria, para homogeneizar y dispersar eficientemente. Siendo estas
dos técnicas de homogeneizacion las utilizadas en el presente trabajo donde se busca
comprobar si por el método de cavitacion resulta mucho mas eficiente la sintesis de NP.

2.5.3 Solvente

Para la sintesis de NP es necesario el uso de un solvente para homogeneizar la mezcla de
reaccion, especialmente al inicio de la reaccién. Los alcdxidos son muy sensibles a la humedad
(se descomponen muy facilmente ante la presencia de ésta), es por ello por lo que la hidrdlisis
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para la formacion del gel es llevada a cabo usando alcoholes como un solvente comun para los
diferentes liquidos inmiscibles (Zanella, R 2012). El uso de etanol proporciona grandes ventajas,
ya que su temperatura de ebullicion de 78° C permite que la evaporacion de este sea mucho
mas rapida de tal manera que pueda ser eliminado del sistema, lo que posteriormente disminuira
los grados de toxicidad de este.

2.5.4 Tensioactivo

Los tensioactivos se definen como moléculas anfifilicas las cuales dentro de su estructura
poseen un grupo polar y una o0 mas cadenas apolares. Existen diversos tipos de tensioactivos
segln su naturaleza, ya sean anionicos, catidnicos, o no ionicos. El catibn amonio es
comunmente el grupo hidréfilo presente en la mayoria de los tensioactivos cationicos. El
comportamiento de fase de estos tensioactivos catidnicos se ve significativamente afectado por
la presencia de enlaces de hidrogeno relacionados con el &tomo de nitrégeno y la cantidad de
grupos metilo en ese mismo atomo de nitrégeno en la region hidréfila (Miyake & Yamashita,
2017). Dentro de este grupo se encuentran las sales de aminas primarias, secundarias, terciarias
y las sales de amonio cuaternario (Escamilla, 2015). Los tensioactivos pueden contribuir con la
mejora de las propiedades y los comportamientos de las nanoparticulas (Vatanparast et al.,
2017). EI CTAB o Bromuro de hexadeciltrimetilamonio es un tensioactivo perteneciente a la
familia de los tensioactivos cationicos, especificamente una sal de amonio cuaternario para este
caso tiene una cadena de 16 atomos de carbono junto con un cation de amonio cuaternario, este
puede ser utilizado en la sintesis de nanoparticulas ya que su estructura quimica lo hace util para
la estabilizacion de ciertas sustancias en soluciones y para la modificacion de propiedades
superficiales de materiales (Mehta et al., 2008).

2.5.5 Concentracion micelar critica

Los tensioactivos en soluciones acuosas muy diluidas se encuentran de forma monomérica.
Cuando ocurre un aumento en su concentracion en la solucién, las moléculas individuales inician
un proceso de agregacion el cual es reversible y contribuye con la formacion de micelas.

Las micelas poseen una estructura que constituye un nucleo formado por residuos apolares en
el que se minimiza la interaccion con el medio acuoso pues los grupos polares, que son estos
grupos los que interactian predominantemente con agua, se orientan hacia el exterior
(Escamilla, 2015). Al formarse las micelas existen cambios en las propiedades fisicas del sistema
a una concentracion en especifico, la cual es dependiente de la naturaleza del tensioactivo
llamada concentracion micelar critica (CMC) o aquella concentracion minima de estas especies
para la produccion de micelas termodindamicamente estables en una disolucion.

2.6 Caracterizacion de Nanoparticulas

La caracterizacion de materiales es un proceso fundamental para conocer y estudiar aquellas
propiedades fisicoquimicas del producto final, esta se basa en diversas pruebas a las cuales se
puede someter el material para poder definir todas aquellas caracteristicas de este, estas pueden
ser pruebas mecénicas, técnicas de imagen, entre otras.
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La caracterizacién de NP es un paso fundamental debido a que permite evaluar y garantizar la
calidad y la uniformidad de tamafio de las NP producidas, también ayuda a optimizar procesos
ya que con esto se logra identificar y corregir problemas que surgen al momento de sintetizarlas
lo que puede dirigir el proceso a ser mucho mas eficiente aportando asi calidad desde el disefio,
adicionalmente en aplicaciones médicas es esencial que estas sean seguras para el uso humano
mejorando asi la eficacia terapéutica en funcién de también reducir efectos secundarios.

2.6.1 Métodos de caracterizacion de NP
Dentro de los métodos mas utilizados para caracterizar NP se encuentran:

2.6.1.1 Dispersion de luz dinamica (DLS): Es una técnica de caracterizacion que permite
evidenciar el tamafio de las particulas en una escala nanométrica. El principio de esta se basa
en que un haz de luz atraviesa la muestra en suspension y gracias al movimiento Browniano la
sefial obtenida es una representacién del comportamiento de difusién de las particulas en el
medio, lo anterior se usa con el fin de determinar la distribucion del tamafio de particula de la
muestra. Cabe resaltar que es una técnica no destructiva y por lo tanto no afecta la matriz a
estudiar (Diaz Uribe et. al 2013)

2.6.1.2 Microscopia electronica de barrido (SEM):

La microscopia de barrido electrénico (SEM) es una técnica la cual permite la obtencién de
imagenes, esta es ampliamente utilizada en investigacion de materiales debido a su alta
resolucion y capacidad de analizar caracteristicas morfolégicas, estructurales y quimicas de las
muestras bajo estudio. Dicha técnica tiene la capacidad de tomar una imagen de la muestra, sin
embargo, lo que se detecta es la respuesta del material al impacto de un haz de electrones los
cuales se conocen como electrones primarios. La muestra, al ser impacta por el haz de
electrones los cuales poseen alta energia, produce una serie de sefales las cuales son
registradas por los detectores del equipo, lo que permitird obtener informacién acerca de la
topografia, composicion y hasta conductividad eléctrica. (Penagos, J. I. C., 2013).

2.6.1.3 Microscopia de fuerza atomica (AFM): La principal aplicacion de esta técnica consiste en
la creacion de imagenes de superficies en alta resolucion. Consiste en una interaccién entre sus
partes, un fotodetector (4 cuadrantes), un voladizo o cantiléver con una punta, los posicionadores
de materiales piezoeléctricos, el laser y la muestra. La manera de operar corresponde a una
punta la cual esta sujeta a una viga en voladizo; esta realiza un barrido sobre la superficie de la
muestra que serd evaluada, lo que permite que se tomen los datos respecto a las caracteristicas
morfoldgicas de las muestras. Con la configuracibn mencionada anteriormente, el voladizo
aquellas fuerzas de interacciébn que surgen entre la punta ya la superficie de las muestras;
aquellas son las fuerzas de van der Waals, electrostaticas y repulsiones electrénicas que surgen
en distancias hanométricas (Garcia, A et al 2020)
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2.6.1.4 Espectroscopia Infrarroja (FT-IR): Esta técnica se basa en la interaccion que existe
entre la radiacion infrarroja y las moléculas, cuando se expone una muestra a esta radiacion sus
moléculas absorben energia infrarroja cambiando asi su nivel de energia y por consiguiente
entran en ciertos estados vibracionales que van a ser identificados en el espectro obtenido
(Bruker, 2019). Gracias a este ensayo se puede realizar un contraste de las especies al iniciar
una reaccion quimica en una sintesis, y al finalizar de tal manera que se logra un seguimiento a
la reaccion que se esta llevando a cabo.

2.6.1.5 Potencial Z: Es un pardmetro que mide el equilibrio electroquimico en la interfaz
particula-liquido. Este mide la repulsion/atraccion electrostatica entre particulas por lo que ha
convertido en uno de los parametros criticos para afectar estabilidad de las particulas coloidales
(Pavan M et al. 2022) El factor que genera un mayor impacto en cuanto a la afeccion del potencial
z es el pH del medio y por esta razén es de suma importancia la caracterizacion debido a que
durante este proceso se realizaron reacciones tanto en medio &cido como basico.

2.7 Reactividad biol6gica in vitro

Estos ensayos estdn disefiados para determinar la reactividad biolégica de materiales
elastoméricos, plasticos y otros polimeros destinados a estar en contacto directo o indirecto con
pacientes (Pruebas de reactividad biol6gica USP 87, in vitro, s. f.).

2.7.1 Citotoxicidad celular: Esta se define como aquella alteracion de las funciones basicas
de las células lo que conlleva a que los dafios ocasionados en estas al momento de la exposicion
a las muestras sean detectados (Arrebola, D et al 2003). Por lo general, los parametros que se
tienen en cuenta para medir la salud de las células son la viabilidad celular, asi como la
proliferacion celular.

2.7.2 Ensayo de viabilidad celular mediante ensayo de MTT: El MTT es un compuesto que
pertenece a la familia de sales de tetrazolio. Este ensayo tiene como principio la reduccion
metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) la cual es llevada
a cabo por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa que es compuesto de color azul
(formazan), permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Este
método es de gran ayuda para medir la supervivenciay la proliferacién celular (Cellculture, 2023).

Cabe recalcar que para la comprension de esta técnica es importante conocer que la cantidad
de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido, las células viables
contienen enzimas oxidorreductasas dependientes del NAD(P)H que reducen el MTT a
formazén. La formacion de formazéan tiene lugar principalmente en el citoplasma y en menor
medida en las mitocondrias y en la membrana celular (Cellculture, 2023).
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3. Planteamiento del problema

Actualmente a nivel mundial existe la comercializacion de productos farmacéuticos basados en
nanotransportadores, sin embargo, aun se considera que se necesita mucho mas desarrollo en
el &mbito nanotecnoldgico en Colombia, siendo esta una ciencia estratégica para el desarrollo
cientifico en el pais. En la actualidad existe un gran desarrollo en el area de la nanotecnologia,
el cual ha impulsado diferentes campos en la medicina. Las nanoparticulas de silice mesoporosa
se definen como particulas que tienen al menos una de las dimensiones en el rango comprendido
entre 1 y 100 nm, estas estan conformadas por una matriz de silice (Si0,) con canales o
cavidades mas o0 menos regulares en su interior lo que les confiere una superficie especifica
grande (Hernandez & Salazar, 2018). La sintesis de estas se realiza mediante el método de sol-
gel, este proceso consiste en la preparacion de un sol, la gelacién del mismo vy finalmente la
eliminacion del solvente para lograr la formacion de las respectivas nanoparticulas. Un sol es
una dispersion de particulas coloidales en fase liquida mientras que un gel es un sélido
consistente de al menos dos fases: una fase soélida que forma una red que atrapa e inmoviliza a
una fase liquida (Gonzéalez Hernandez, J.; Pérez Robles, J. F.; Ruiz, F.; Martinez, J. R, 2000). El
porqué del uso de este tipo de particulas las cuales son inorganicas se deriva del hecho de que
estas poseen grandes ventajas como la biocompatibilidad, son de pequefio tamafio lo que impide
la acumulacion en tejido y adicionalmente presentan una buena biodistribucion.

Los nanosistemas en estudio en su mayoria estan dirigidos a tratar enfermedades oncologicas
o al diagnéstico de ciertas enfermedades, ya que estan siendo consideradas como una de las
herramientas méas prometedoras en el tratamiento contra el cancer (de Jesus et al 2021) y por
ello es importante seguir ahondando en técnicas de sintesis de nanosistemas capaces de
realizar estas funciones, no solo para estos blancos terapéuticos. En Colombia no existe gran
interés por el estudio de nuevos sistemas de entrega de farmacos, lo que hace que la
investigacion en cuanto a esto esté muy limitada y del mismo modo la nanotecnologia en el pais
no tenga un impacto significativo. En nuestro pais el cancer tiene una tasa de incidencia de 222,5
por 100.000 habitantes por lo que profundizar en este tipo de tecnologia seria de gran
importancia y contribuiria con la mejora de la calidad de vida de millones de personas en el
territorio nacional (Ministerio de salud y proteccidn social, 2015).

Por esto, las nanoparticulas de silice han demostrado ser muy prometedoras en el campo
farmacéutico y biomédico, aportando diversas ventajas en el tratamiento de patologias ,
consiguiendo mayor eficacia con menos reacciones adversas, una mejora en el diagnostico y
obteniendo imagenes de contraste mas definidas mediante técnicas poco invasivas,
consiguiendo asi un diagnostico precoz que permita tratar las enfermedades en sus primeras
etapas, disminuyendo asi el grado de morbilidad y mortalidad de éstas (Mora R, 2016).

Lo que se quiere lograr a través de esta investigacion es encontrar las condiciones 6ptimas que
permitan llevar a cabo un proceso flexible y que tenga repetibilidad y reproducibilidad para asi
obtener como resultado nanoparticulas de silice mesoporosa con dimensiones entre los 50 y los
100 nm.

19



4. Justificacion

Las nanoparticulas de silice presentan gran interés en distintas areas, pero se ha enfocado su
uso en la biomedicina. Lo anterior se debe a las diferentes ventajas que estas presentan
partiendo de su geometria, la superficie especifica que estas presentan, asi como su
biocompatibilidad y biodegradabilidad (Llinas, M. et al, D. 2013).

En la actualidad existen grandes avances en cuanto a las nanoparticulas desarrolladas las
cuales se pueden presentar en distintas formas y emplear para diferentes aplicaciones en el
campo de la nanomedicina.

Este proyecto esta enfocado en la sintesis de nanoparticulas de silice mediante el método sol-
gel con la intencién de ser empleadas de manera futura para la vehiculizacién de farmacos. En
contraste con lo anterior, se realizaran ensayos de caracterizacion que nos permitiran corroborar
la efectividad de sintesis de dichas nanoparticulas para su futura aplicacién en el tratamiento de
distintas patologias. Por otra parte, se quiere evidenciar como el proceso de cavitacion puede
influir en la sintesis y convertirse en un pardmetro critico del proceso y asi generar una
optimizacion a la hora de la obtencién de nanoparticulas de silice.

Este trabajo de grado surgié con el interés de innovar frente a los sistemas de entrega de
farmacos convencionales que, si bien es cierto que funcionan, también presentan distintas
desventajas que pueden ser mitigadas con un sistema de liberacién controlada como lo son las
nanoparticulas de silice. Otra de las motivaciones de este proyecto es el hecho de que el
Colombia aun falta este interés por explorar el potencial de los nanomateriales teniendo en
cuenta que estos presentan una amplia proyeccién en el sector de salud y que puede generar
una gran contribucion de la mejora de la salud de las personas, que finalmente este es el impacto
gue queremos generar como futuras quimicas farmacéuticas.

5. Pregunta de investigacion

¢,Cudles son las condiciones de pH, homogeneizacion, concentracion de precursor
(tetraetilortosilicato) y tensioactivo (bromuro de hexadeciltrimetilamonio) para obtener
nanoparticulas de silice no citotdxicas, empleando el método Sol-gel?
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6. Estado del arte

La nanotecnologia es un area cientifica multidisciplinar que se fundamenta en el estudio, el
disefio, la fabricacion y la sintesis de sistemas o dispositivos a nivel molecular y que su formay
tamano se encuentren en la escala nanométrica, es decir, deben presentar dimensiones entorno
a los 100 nm o inferiores (Mora, 2016). En los mdltiples afios han sido motivo interés debido
como centro de investigacion debido a que presentan distintas caracteristicas que permiten que
puedan ser funcionalizadas para asi ser utilizadas como vehiculo de farmacos.

En los ultimos afios se ha mostrado un creciente interés por el estudio de las nanoparticulas de
silicio debido a que presentan diversas ventajas frente a los sistemas de entrega convencionales,
lo que ha causado que sean el centro de multiples investigaciones ya sea para el tratamiento de
ciertas enfermedades, la prevencion, el diagnéstico o incluso hasta en ingenieria de tejidos.
Dentro de las anteriores se encuentran estudios para vacunas. Recientemente, se han
desarrollado vacunas basadas en antigenos recombinantes purificados como pueden ser
proteinas o péptidos los cuales son mas estables y presentan mejores condiciones de seguridad
frente a las vacunas convencionales sin embargo presentan un problema respecto a la
inmunogenicidad por lo que con este tipo de vehiculizacién, estas caracteristicas podrian ser
mejoradas y tener en el mercado farmacéutico mejores opciones en cuanto a vacunas (Dumontel
et al., 2023).

De los métodos mas empleados para la sintesis de esto, son los bottom up los cuales permiten
la fabricacion de nanoparticulas a través de la condensacion de &tomos o entidades moleculares
en una fase gaseosa o en solucion, estos métodos son ventajosos porque permiten tener mayor
control de las nanoparticulas dando como resultado particulas mas uniformes y con menos
impurezas, uno de ellos es el proceso sol-gel (Hincapie et al, 2020).

El proceso Sol-gel es una ruta quimica que se produce a temperatura ambiente en condiciones
tanto acidas como basicas. La reaccion tiene origen en un precursor de algun tipo de silano como
el TEOS en una solucion acuosa. La reaccion se produce mediante una reaccion de hidrélisis y
condensacién en presencia de un catalizador &cido o basico como el &cido clorhidrico (HCI) o el
amoniaco (NH3). El procedimiento estandar consiste en mezclar un precursor de silicato, con un
surfactante catiénico, a una temperatura comprendida entre 30 y 60 °C en medio basico (pH =
11) (Llinas, M. et al. 2013). Lo descrito anteriormente permitira un optima sintesis de
nanoparticulas de silice teniendo en cuenta que el tamafio, la forma y la regularidad de las
nanoparticulas dependen de los diferentes pardmetros del proceso como son la temperatura, la
velocidad de adicién, la agitacion y la cantidad de catalizador utilizado respecto a la de precursor.
De todos estos factores se ha determinado que el que mas afecta al tamafio de las SiO, NP es
la proporcién de base respecto a la cantidad de TEOS, seguido de la temperatura (Llinas, M. et
al. 2013).

Luego de la sintesis, el propésito de la caracterizacion de las SiO.NP es que sean
funcionalizadas teniendo en cuenta que son buenos candidatos para su aplicacion clinica como
nanoplataformas multifuncionales para el disefio de nanodispositivos capaces de desempefiar
una posible doble funcién de diagndstico y terapia (terandstica). De esta manera, se conseguiria
aumentar la eficiencia de los diagnosticos y de los tratamientos de enfermedades que hoy en dia
presentan dificultades para la medicina convencional, como por ejemplo en la oncologia.
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Objetivos
7.1 Objetivo general

Establecer las condiciones de pH, homogeneizacién, concentracion de precursor
(tetraetilortosilicato) y tensioactivo (bromuro de hexadeciltrimetilamonio) para sintetizar
nanoparticulas de silice mesoporosa caracterizadas por diferentes ensayos fisicoquimicos y
bioldgicos.

7.2 Objetivos especificos

e Sintetizar nanoparticulas de silice mesoporosa con un tamafio de 50 a 100 nm en
diferentes condiciones de pH, homogeneizacion, concentracion de precursor y
tensioactivo.

e Caracterizar las nanoparticulas de silice mesoporosa mediante espectroscopia infrarroja,
microscopia electrénica de barrido, microscopia de fuerza atémica, dispersion de luz
dinamica, y potencial z.

e Determinar la reactividad biol6gica in vitro de las nanoparticulas de silice mesoporosa
sintetizadas.

7. Metodologia

A continuacién, se describen las metodologias que se llevaron a cabo con el fin de dar
cumplimiento al objetivo general

8.1 Metodologia para dar cumplimiento al objetivo 1 “Sintetizar nanoparticulas de silice
mesoporosa en diferentes condiciones de pH, homogeneizaciéon, concentracion de
precursor y tensioactivo.”

La sintesis de nanoparticulas de silice por el método Sol-gel descrita por Vasquez et al. Con
algunas modificaciones fue llevada a cabo bajo las condiciones que se encuentran en la tabla 1,
dando como resultado 12 sistemas a base de silice.

Tabla 1. Especificaciones de las condiciones de sintesis realizadas por el método Sol-gel

Concentracion de Concentracion de pH Tipo de
Condicién | Tensioactivo tensioactivo (M) precursor TEOS (%v/v) homogeneizacion
Limite bajo Limite alto Limite bajo Limite alto Bésico Acido
1 CTAB 2.19%107* 2.7 X Magnética
2 CTAB 2.19%107* 2.7 X Magnética
3 CTAB 2.74 %1072 13.5 X Magnética
4 CTAB 2.74 %1072 13.5 X Magnética
5 CTAB 2.74 %1072 13.5 X Cavitacion
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6 CTAB 2.74 %1072 135 X Cavitacion
7 Tween 80 | 1.52%107° 2.7 X Magnética
8 Tween 80 1.52 %1075 2.7 X Magnética
9 Tween 80 7.63 %1073 13.5 X Magnética
10 Tween 80 7.63 % 1073 135 X Magnética
11 Tween 80 7.63 %1073 13.5 X Cavitacion
12 Tween 80 7.63 % 1073 135 X Cavitacion

Dentro de ellos se evalud la concentracion de precursor (TEOS), el pH de la reaccion tanto acido
como basico, la naturaleza del tensioactivo catiénico (CTAB) o no iénico (Tween 80) y tipo de
agitacién (cavitacion o magnética).

8.1.1 Método empleando agitaciébn magnética

Para aquellos ensayos donde la concentracion de tensioactivo y precursor se dieron en el limite
alto, se mezclé en un vaso de precipitado (Vaso 1) 28 mL de etanol al 70% junto con 37 mL de
agua purificada, de manera paralela en otro vaso de precipitado (Vaso 2) se colocaron 100 mg
de tensioactivo y se disolvieron con 10 mL de agua purificada mediante agitacion constante por
10 minutos aproximadamente. El contenido del vaso 1 se agreg6 lentamente sobre el vaso 2,
para llevarlo a agitacion a 360 rpm por una hora en una plancha Thermo Scientific, alli se afadio
1 gota de hidroxido de amonio (NH,0H) 25%vV/v para condiciones de pH basicas, o 1 gota de acido
clorhidrico (HCI) 97% v/v para condiciones de pH &cidas, se midio el pH con un pH metro Ohaus
y finalmente se afiadi6 gota a gota 5 mL de precursor, cada uno de los ensayos se realizé por
triplicado.

Mientras que para los ensayos con limite bajo de concentracién de precursor y tensioactivo, se
siguié el mismo procedimiento con la diferencia de que se colocaron 0.1 mg de tensioactivo y se
disolvieron con 10 mL de agua purificada mediante agitacion constante por 10 minutos
aproximadamente y finalmente se afiadié gota a gota 1 mL de precursor, y de igual manera cada
uno de los ensayos se realiz6 por triplicado.

Después de una hora de agitacion las mezclas se retiraron y se procedié a evaporar el etanol en
un rango de temperatura de 100-130 °C durante 4 a 6 horas. Posteriormente, se congelé cada
muestra a -80° C durante 24 horas y finalmente se liofilizaron durante 48 horas en un liofilizador
Buchi Lyovapor L-200.

8.1.2 Método empleando cavitacion ultrasonica

En los ensayos donde la concentracion de tensioactivo y precursor se dieron en el limite alto, se
mezclé en un vaso de precipitado (Vaso 1) 28 mL de etanol al 70% junto con 37 mL de agua
purificada, de manera paralela en otro vaso de precipitado (Vaso 2) se colocaron 100 mg de
tensioactivo y se disolvieron con 10 mL de agua purificada mediante agitacion magnética
constante por 10 minutos aproximadamente. El contenido del vaso 1 se agregd lentamente
sobre el vaso 2, alli se afiadié 1 gota de hidroxido de amonio (NH,0H) 25%v/v para condiciones
de pH bésicas o 1 gota de &cido clorhidrico (HCl) 1M para condiciones de pH acidas, se midio

23



el pH con un pH metro Ohaus el contenido del vaso se llevé a una sonda ultrasénica QSONICA
sonicators a 70% de amplitud donde se le afiadieron gota a gota 5 mL de precursor, cada uno
de los ensayos se realiz6 por triplicado.

Para los ensayos con limite bajo de concentracién de precursor y tensioactivo, se colocaron 0.1
mg de tensioactivo y se disolvieron con 10 mL de agua destilada, lo cual se coloc6 en agitacion
magnética constante por 10 minutos aproximadamente y se realiz6 el mismo procedimiento
anterior, el contenido del vaso se llevé a una sonda ultrasénica QSONICA sonicators a 70% de
amplitud donde se le afiadieron gota a gota 1 mL de precursor, de igual manera cada uno de los
ensayos se realiz6 por triplicado.

Pasados 10 minutos se detuvo la homogeneizacion, se tomé la temperatura a la muestra, se
coloco en una plancha de calentamiento Thermo Scientific para evaporar el etanol en un rango
de temperatura de 100-130 °C durante aproximadamente 4 a 6 horas, se congelé cada muestra
a -80° C durante 24 horas y finalmente se liofilizan durante 48 horas en un liofilizador Buchi
Lyovapor L-200.

8.1.3 Purificacion de las nanoparticulas

Para ello se tomaron cada una de las muestras previamente liofilizados, se realizaron lavados
con agua purificada para eliminar trazas de tensioactivo, en primer lugar se afiadieron 50 mL de
agua purificada en cada tubo falcon con la muestra, agitacion manual y finalmente se llevo a
centrifuga SIRENA-AFI por 15 minutos a 3000 rpm para un lavado inicial, se repitid este
procedimiento con 30 mL y 10 mL, al finalizar estos lavados nuevamente se llevé a congelacién
a -80° C por 24 horas y posteriormente su liofilizacion por 48h en un liofilizador Buchi Lyovapor
L-200.

8.2 Metodologia para dar cumplimiento al objetivo 2 “Caracterizar las nanoparticulas de
silice mesoporosa mediante espectroscopia infrarroja, microscopia electrénica de
barrido, microscopia de fuerza atémica, dispersion de luz dinamica y potencial z”.

8.2.1 Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

Se utilizé un espectrémetro infrarrojo FTIR Bruker Alpha, en el cual se llevé a cabo el analisis de
12 ensayos con el Software Spectrum. En primer lugar, se estableci6 la linea base (barrido) en
un rango de 400 a 4000 cm.™!, antes de realizar el andlisis de cada muestra, es decir, para cada
prototipo se realiz6é un barrido inicial.

8.2.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Para el andlisis de SiO2NP, se realiz6 una preparacion de la muestra por medio de un metalizador
Desk® |V generando un recubrimiento de grano fino (L00A) en un solo ciclo de revestimiento por
medio de la técnica de evaporacion con carbono confinado en vacio.

Posteriormente las muestras ya recubiertas se posicionaron en un microscopio de barrido de
electrones y haz de iones focalizado FE-EMB LYRA3 de TESCAN, donde se manejaron
electrones secundarios y retrodispersados, se tomaron imagenes a un voltaje de aceleracion de
5.0 kV, en magnitudes de 200x, 6000x, 15000x y algunas que por resolucion del equipo
permitieron unas magnitudes mayores.

8.2.3 Microscopia de fuerza atomica (AFM)

Se ejecutd una preparacion de muestra de cada ensayo, donde se re-suspendieron en agua
purificada y se les aplicé sonicacion durante 3 minutos para dispersar adecuadamente el
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material, para el andlisis de estas se emple6 un microscopio de fuerza atdmica Asylum research
3D MFP bio con una punta AC240ts para analisis topografico en modo tapping y Z voltage para
obtener imagenes de 2x2 micras.

Se ajusté la constante de resorte de la sonda y la velocidad de aproximacion de la muestra, se
alined y se calibré la posicion de la punta en el espacio de escaneo, después se eligio el modo
de operacién en este caso el modo de contacto intermitente.

Para la interpretacion y medicién de las particulas obtenidas en las imagenes se utiliz6 el
software modular Gwyddion para la visualizacion y el andlisis de datos provenientes de técnicas
de microscopia de sonda de barrido.

8.2.4 Dispersion de luz dinamica (DLS).

Para este método se necesita una preparacion de la muestra, donde el material sélido se
dispersa en agua purificada. Se agregé una pequefia cantidad de esta al dispersante de tal modo
gue se sature durante un tiempo. Se us6 un bafio de ultrasonido para romper cualquier tipo de
aglomeracion. Cada prototipo se coloca en una celda la cual se ubica en un Zetasizer Nano ZS-
Malvern®, se seleccioné el modo de medicién de DLS o “Dynamic Light Scattering” a una
temperatura de 25°C, se realiz6 la medicion de un estdndar de referencia a dicha temperatura
para la correccion de los efectos de dispersion multiple. Finalmente, se analizaron las muestras
del material por triplicado para obtener un promedio de tamafio de particula.

8.2.5 Potencial Z.

De igual manera que con el anterior, se necesita una preparacion de la muestra, donde el
material sélido se dispersa en agua purificada. Se agregd una pequefia cantidad de esta al
dispersante de tal modo que se sature durante un tiempo. Se us6 un bafio de ultrasonido para
romper cualquier tipo de aglomeracién. Cada prototipo se coloca en una celda la cual se ubica
en un Zetasizer Nano ZS-Malvern®, se ajust6é una longitud de onda de 633 nm y el modo de
electromovilidad para finalmente iniciar la medicion. Este procedimiento se realizé por triplicado
a cada muestra de material para de esta manera obtener un promedio de mV.

8.3 Metodologia para dar cumplimiento al objetivo 3 “Determinar la reactividad
biol6gica in vitro de las nanoparticulas de silice mesoporosa”

8.3.1 Citotoxicidad celular

La citotoxicidad celular de las SiO, NP fue determinada siguiendo la Norma ISO 10993-5 del
2009 (Parte 5: Pruebas de citotoxicidad in vitro) donde se empleé la linea celular de fibroblastos
L929 (NCTC 929 American Type Culture Collection (ATCC-NCTC numero: CCL-1™) derivado
de cepa L, tejido conectivo de ratén) siendo estas las recomendadas por la norma para estudios
in vitro en bio-compatibilidad de materiales (Organizacion internacional de normalizacién, 2009).

Para este ensayo, las células fueron cultivadas en recipientes T-75 hasta que alcanzaron un nivel
de ocupacion del 80% en Medio Esencial Minimo de Dubelco (DMEM) complementado con:
suero fetal bovino al 10%, penicilina (100 Ul/mL), estreptomicina (100 pg/mL), anfotericina B (0,5
ug/mL), vitaminas 1x (Gibco ®) y piruvato de sodio 1x (Gibco ®).
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Los cultivos se mantuvieron en una atmosfera compuesta por un 95% de aire y un 5% de €0, a
37 °C. Se realiz6 un cambio de medio cada tercer dia y se utilizaron células correspondientes al
tercer pasaje para todos los experimentos.

8.3.1.1 Viabilidad celular

La viabilidad celular se determind por reduccion de MTT por células metabdlicamente activas
siguiendo el procedimiento descrito por Millan, D. donde el ensayo se inicié con la linea celular
L929 por triplicado en los 12 ensayos correspondientes a la tabla 1, mas un control positivo por
DMSO al 25% y un control negativo silicona de 0.2 g/mL.

Se incubaron células L929 vy fibroblastos primarios en cajas de cultivo de 96 pozos, con una
densidad de 1x10* y 1x10% células por pozo, respectivamente. Se emple6 medio DMEM
suplementado (100 ul/pozo) y las cajas fueron incubadas durante 24 horas a 37 °C, 5 % de €O,
y una humedad superior al 90 %.

Posteriormente, se retird el medio de cultivo y las células se mantuvieron incubadas en las
mismas condiciones mencionadas previamente, a lo largo de 24, 48 y 72 horas para cada
muestra. Una vez realizado esto, se agregé MTT y se incub6 durante 2 horas a 37 °C.
Finalmente, el formazan precipitado se solubiliz6 con DMSO y se leyd la absorbancia a una
longitud de onda de 570 nm (DO-570nm) o densidad 6ptica. La cantidad de formazan se
correlacion6 con el numero de células vivas utilizando la siguiente férmula:

100 x DOs70nm (1)

Viabilidad celular (%) = DO @
570nm

(1) Promedio de la DO de la muestra (Muestra de material a base de silice)
(2) Promedio de la DO del blanco.

8. Resultados y discusién
9.1 Resultados

9.1.1 Objetivo 1 “Sintetizar nanoparticulas de silice mesoporosa en diferentes condiciones
de pH, homogeneizacion, concentracion de precursor y tensioactivo.”

En este trabajo se busco determinar las condiciones de sintesis de nanoparticulas de silice por
el método Sol-gel y para esto se emple6 el uso del precursor TEOS y dos tensioactivos Tween
80 y CTAB, se realizaron ensayos a alta y baja concentracién tanto de precursor como de
tensioactivo, una catdlisis acida y bésica y adicionalmente dos tipos de homogeneizacion,
agitacion magnética y mediante cavitacion ultrasonica, dando como resultado a 12 condiciones
diferentes (Tabla 1), cada una con sus respectivas réplicas (3 ensayos por cada condicion de
reaccion).

En un principio, durante el proceso de sintesis al afiadir el precursor al medio, se evidencio que
la reaccion presento turbidez lo cual es una muestra fundamental para confirmar si se estaban
llevando a cabo las reacciones de hidrélisis y condensacién, lo cual sucedié en todos los
ensayos, pero en los realizados con el tensioactivo Tween 80, esta era significativamente menor
gue a los ensayos realizados con CTAB. Este fenomeno fue independiente de si su
concentracion era baja o alta, pero en aguellos ensayos con tween 80 la turbidez desaparecia
con el tiempo.
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A esto se suma que, al momento de comparar aquellos realizados con agitacion magnética, de
igual manera su turbidez era mucho menor a comparacion de los que se les aplico cavitacion
ultrasoénica, ya que en estos ultimos la coloracién era completamente blanca incluso después de
la evaporacién del etanol, por este motivo se pudo inferir en su momento que los ensayos con
tween 80 y agitacion magnética contenian una menor cantidad de material a base de silice, en
contraste con los demas ensayos de ambos tipos.

Tanto en la catalisis acida como en la basica se logré obtener una dispersién coloidal (Figura 4-
a) la cual a medida que se evaporé el etanol del medio iba obteniendo las caracteristicas de un
gel (Figura 4-b) y con el fin de obtener las nanoparticulas en estado sélido, se realizé un proceso
de liofilizacion (Figura 4-c) para asi obtener un polvo fino (figura 4-d).

(4-2) (4-b)
) |

Congelacion

R — -h‘
Liofilizacién Producto obtenido
coloidal (Sol) coloidal (Gel) (SiO2 NP)

Dispersion Dispersion

Figura 4. Proceso de obtencién de nanoparticulas de silice mesoporosa mediante la liofilizacion de una
dispersién coloidal obtenida por el método Sol-gel. a) Dispersién coloidal (Sol). B) Dispersion coloidal (Gel).

c) Liofilizacion d) Producto obtenido (SiO,NP).

En cuanto a la obtencion del gel, fue mucho mas evidente su formacién al realizar la catalisis
acida (Figura 5-b), ya que si el proceso es realizado en estas condiciones, la gelacién se va a
ver inducida por aglomeracion gracias a la reduccién del pH del medio, por lo tanto, el resultado
es un gel mucho mas compacto que el obtenido por catalisis basica (Figura 5-a), sumado a eso
gue la naturaleza del tensioactivo puede interactuar de manera compleja con los hidrogeniones
en solucion y asi influir en la estructura del gel.

s a A
5-a Gel de silice 5-b Gel de silice
Catalisis basica Catalisis acida

Figura 5. a) Gel de silice catalisis basica vs b) gel de silice catélisis acida

Después de someter las muestras a liofilizacién, un proceso de secado basado en la sublimacién
del agua presente en la muestra, se logro preservar de manera Optima las cualidades de cada
ejemplar inicial, obteniendo asi un polvo blanco muy fino en la mayoria de los casos, siendo esta
una caracteristica principal de las nanoparticulas de silice. No obstante, en algunos prototipos
se lograron ver aglomerados y lo que podriamos describir como fibras, que posteriormente se
lograron caracterizar por medio de la técnica SEM para verificar su morfologia.
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Cabe resaltar que posterior a la liofilizacion, en los ensayos con baja concentracion
TEOS/Tensioactivo, se obtuvo una menor cantidad de material, por lo que para aquellos
ejemplares en donde se veia involucrado el proceso de cavitacién, la variable de concentracién
siempre fue alta y esta se mantuvo constante para todos los experimentos con el fin de dar lugar
a una mayor formacion de SiO,NP.

En cuanto a la purificacion de los sistemas, se pudo notar que al momento de centrifugar las
muestras aun asi quedaban particulas suspendidas en el sobrenadante retirado, por esto se
asume que son pérdidas de material significativo y por tal motivo se debe tener riguroso cuidado
al momento de sacar los tubos de la centrifuga, con el fin de no dispersar el sistema huevamente
y que asi se pierda gran cantidad de material. Este proceso fue realmente valioso ya que
posibilitd que los IR obtenidos y descritos en el numeral 9.1.2.1 tuviesen resultados positivos y
el proceso de calcinacion de NP no fuese necesario, sino que, Unicamente con la etapa de
liofilizacion el material quedase libre de tensioactivo.

A raiz de lo anterior, se observo que utilizar TEOS como precursor en el proceso Sol-gel, debido
a su longitud en la cadena orgéanica, no afectd la velocidad de la reaccién de hidrdlisis, gracias a
la mitigacion de los factores estéricos; este comportamiento contrasta con otros alcéxidos de
silicio que poseen cadenas mucho mas extensas (Ludefia, 2021), conjunto a esto, en el proceso
de sintesis al momento de someter el sistema de reaccion a la catdlisis acida (Figura 6) aquellos
hidrogeniones que se ven atraidos por los &tomos libres de oxigeno del TEOS van a generar una
carga positiva, aumentando de este modo su naturaleza electrofilica y por lo tanto, convirtiéndolo
en una especie susceptible al proceso de hidrdlisis, lo cual va a ocurrir de la misma forma en la
condensacion.
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Figura 6. Mecanismo de reaccion del TEOS por medio de a) hidrélisis aciday b) condensacion
acida en la sintesis de SiO2 NP por el método Sol-gel. Autoria propia

Contrario al uso de la catdlisis basica (Figura 7) donde los iones OH- tienden a atacar
directamente al silicio, haciendo que la reaccion de condensacion se dé mucho mas rapido, en
esta se va a ver favorecida la formacién de estructuras ramificadas (Ludefa, 2021) y adicional a
eso la velocidad de la reaccion de hidrdlisis se ralentice, formando mas tardo los grupos silanol,
los cuales son indispensables para la formacion del gel, favoreciendo la gelificacion cuando la
composicion del sistema sea la deseada y no antes como con la catalisis acida, que como se
menciond anteriormente puede influir en negativamente por la agregacién de las particulas. Por
ello, la catalisis basica permite una estabilidad coloidal de las NP y un control del proceso,
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evitando asi su sedimentacion y/o aglomeracion lo cual es crucial para la formacién de
nanosistemas homogéneos y dispersos.

(7- a) Hidrdlisis basica
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Figura 7. Mecanismo de reaccion del TEOS por medio de a) hidrdlisis basicay b) condensacion
béasica en la sintesis de SiO2 NP por el método Sol-gel. Autoria propia

En este contexto, la metodologia mencionada se emple6 para analizar las distintas variables que
pueden ser ajustadas durante la reaccién, con el propésito de identificar los parametros criticos
del proceso que generan resultados 6ptimos. Una de las observaciones destacadas se refiere al
cambio en el tipo de catalizador, que, de acuerdo a los mecanismos previamente explicados y
respaldados por la literatura, demostré ser considerablemente mas eficaz cuando se utiliza un
catalizador de naturaleza basica. Esto se tradujo en una solidificacién rapida de las especies de
silice, gracias a la transicion en la que el nucledfilo se acerca al atomo de silicio mientras que el
grupo saliente HO- se separa de él al mismo tiempo, en otras palabras, ambos procesos se
llevan a cabo en una sola etapa.

En lo que concierne al tipo de homogeneizacién, normalmente en esta clase de sintesis se suele
utilizar la agitacion magnética por periodos de tiempo extensos (aproximadamente 1 hora o0 mas),
en comparacion con el empleado en la variante con cavitacién, que en este caso fue durante 10
minutos, generando nanoparticulas de silice en su mayoria con tamafios superiores a 50 nm e
inferiores a 100 nm segln se observé en los ensayos 3y 5, siendo el Gltimo en condiciones de
cavitacion ultrasénica, por este motivo se infiere que el uso de la cavitacibn es mucho mas
efectivo para la formacién de SiO, NP, no solamente disminuyendo los tiempos de reaccién, sino
también por la colision de las particulas lo cual redujo la formacion de aglomerados. Gracias a lo
conocido sobre esta técnica de homogeneizacion, se deduce que puede mejorar la dispersion y
homogeneidad del medio de reaccion, asi como la proporcion de energia cinética de agitacion
(Tabares et al., 2014), de las moléculas en solucién. Esto se traduce en una mayor tasa de
reaccion, que bajo condiciones béasicas también influye en la distribucion uniforme de la especie
catalizadora. En consecuencia, mejora la eficacia de la catdlisis, lo que se refleja en una
aceleracion de la reaccion de condensacion, en el caso de los ensayos realizados con catalisis
bésica.

En cuanto al uso de los tensioactivos Tween 80 y CTAB fue crucial conocer la concentraciéon
micelar critica de cada uno, siendo estas 9.923 x 107°M y 9.0x 10~*M, respectivamente, ya que
a partir de este valor tedrico (Li et al., 2006) se trabajé en cada uno de los ensayos (Tabla 1),
para con ello lograr la sintesis de un nanomaterial con una estructura definida.

Adicionalmente, se buscé minimizar el efecto del proceso de calcinacion de las NP ya que este
puede disminuir sustancialmente la cantidad de material obtenido para las pruebas de
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caracterizacién, por consiguiente se reemplaz6 este proceso por la evaporacién del solvente
utilizado (EtOH) en conjunto con la liofilizacién de las NP obtenidas en agua, con el que se obtuvo
satisfactoriamente en los 12 ensayos material a base de silice libre de tensioactivo, y
especificamente en los ensayos 3 y 5 nanoparticulas de silice con estas mismas caracteristicas.

Sin embargo, al momento de purificar los sistemas obtenidos, el proceso de lavado afecto el
reconocimiento de las NP que mas adelante se caracterizaron, esto porque la mayoria de las
particulas de tamafio nanométrico luego de realizar la centrifugacion de los sistemas debié haber
guedado en el sobrenadante contenido en los tubos Falcon, en consecuencia, la pérdida de
material dificulto el proceso de caracterizacion por SEM, especificamente y por tal motivo se vio
la necesidad de utilizar la técnica de AFM para lograr visualizar las nanoparticulas; a pesar de
esto se considera que el proceso de purificacion usado en este trabajo fue efectivo en cuanto a
la eliminacion de tensioactivo y demas especies que pudiesen estar contenidas en la estructura
de las NP, ya que esto era necesario para corroborar en los ensayos de FT-IR la presencia
exclusiva de Si0, y que en los de citotoxicidad no se viesen afectados de manera significativa
los resultados de % de viabilidad celular in vitro.

En esa perspectiva, la sintesis aqui descrita dio como resultado las condiciones necesarias para
la obtencién de material nanoparticulado potencialmente Gtil en la investigacién de nuevos
materiales para la futura vehiculizacion de farmacos, siendo hasta este punto los parametros
criticos del proceso: la naturaleza del precursor y el tensioactivo, el uso de una concentracion
considerable de ambos, el uso de una catélisis basica y una correcta purificacion del material
obtenido.

9.1.2 Objetivo 2 “Caracterizar las nanoparticulas de silice mesoporosa mediante
espectroscopia infrarroja, microscopia electrénica de barrido, microscopia de fuerza
atémica, dispersion de luz dinamica y potencial z”

9.1.2.1 Espectroscopia infrarroja (FT-IR)

Por medio de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR) se buscé encontrar
las bandas representativas (Anexo 2) a los grupos funcionales representativos de las SiO,NP,
en especifico de las especies silanol y siloxano, correspondientes al antes y después de las
especies en las muestras sometidas al proceso sol-gel, asi como también la presencia del
tensioactivo utilizado.

En un espectro inicial se pudo encontrar una banda a 3400-3500 cm™representativa de grupos
-OH y estiramiento de los grupos hidroxilo del Si-OH, a 2900-3000cm™! , una pequefia banda
para grupos C-H los cuales indicaron la presencia del tensioactivo en la muestra (Figura 8-a).

Luego de llevar a cabo todo el procedimiento de sintesis, y obtener el polvo de silice, se tomaron
IR a cada una de las muestras (Anexo 3) en donde se pudo corroborar la formacién del modo
de tension asimétrica del grupo Si-O-Si (Espinoza, 2015) que corresponde a la banda ancha que
se encuentra en 1063 a 1072cm™! (Figura 8-b), adicionalmente se observo la desaparicion de
los grupos -OH en todas las muestras, mientras que en algunas aun se lograba observar
presencia de tensioactivo por bandas de -C-H.
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Figura 8. Espectro infrarrojo obtenido de nueve ensayos realizados de la sintesis de nanoparticulas de silice
mesoporosa por el método Sol-gel. a) IR antes de reacciones de hidrélisis y condensacidon. b) IR después del
proceso de sintesis. Autoria propia

Con esto, se pudo reafirmar la reproducibilidad del método para formar enlaces Si-O-Si, ya que
en los 12 prototipos se obtuvieron espectros con alta similitud. Este hallazgo nos dej6 inferir que
las reacciones de sintesis tanto de hidrdlisis, como de condensacion fueron llevadas a cabo de
manera satisfactoria reflejando que en las muestras obtenidas hay presencia de material a base
de Si0,. Ahora bien, en los IR tomados antes del proceso de purificacion se logré detectar trazas
de tensioactivo, lo que finalmente pudo eliminarse con los correspondientes lavados de los
sistemas y adquirir espectros IR con Unicamente especies siloxano.

9.1.2.2 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Con esta prueba de caracterizacion se buscd reconocer visualmente la presencia de
nanoparticulas y adicionalmente comprobar el tamafio representativo de las muestras, de los
cuales Unicamente 2 ensayos mostraron efectividad en la sintesis de SiO,NP.

Durante esta, se pudo observar que en la mayoria de los ensayos se obtuvieron fragmentos de
silice porosa (Figura 9-a) junto con nanoparticulas de silice (Figura 9-b), ya que sobre los
fragmentos més grandes del material se encontraron pequefias particulas posadas (Figura 9-c),
sin embargo, en cantidad sobrepasaba los fragmentos a las nanoparticulas, haciendo asi muy
dificil la observacion bajo este tipo de microscopio, ya que las imagenes tomadas a 150000x o
mas, carecian de definicion y por lo tanto no era posible evaluar el tamafio de las pocas
nanoparticulas presentes. Ahora bien, en algunos de estos fragmentos también se identificaron
bastantes aglomerados de nanoparticulas adheridos a la superficie, los cuales tampoco fueron
posibles de maximizar para definir el tamafio de NP.
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Figura 9. Imagenes SEM de a) fragmentos de silice porosa, b) Nanoparticulas y ¢) Nanoparticulas de silice
mesoporosa obtenidas por el método Sol-gel

No obstante, en las muestras correspondientes a los ensayos 3 y 5, se identificaron
mayoritariamente nanoparticulas con tamafios entre 50 a 100 nm (Figura 10) estando dentro del
rango al cual se queria llegar en este trabajo, asi como también nanoparticulas con tamafios
inferiores a 50 nm y superiores a 100 nm.

SEM HV: 5.0 kV Det: SE, BSE
SEM MAG: 50.0 kx View field: 4.15 pm
WD: 9.57 mm Date(midly): 0915723

SEM HV: 50 kV Dot: SE, BSE
SEM MAG: 15.0 kx View fiald: 13,8 pm
WD: 9.58 mm Date{midly): 031523

Nanoparticulas (Ensayo 3) - 15000x Nanoparticulas (Ensayo 3) - 50000x

Figura 10. Imagenes SEM de nanoparticulas de silice mesoporosa con tamafios entre 40 y 100 nm. De
izquierda a derecha, Nanoparticulas (Ensayo 3) 15000X; Nanoparticulas (Ensayo 3) 50000X.

Ahora bien, se logro distinguir en la mayoria de los ensayos la formacion de fragmentos de silice
porosa en los cuales se encontraban posados algunos aglomerados de nanoparticulas que por
resolucion del equipo no fue posible determinar su tamafio. De todas formas, en los ensayos 3
y 5, propios al uso de agitacion magnética y cavitacion en el orden dado, ambos con
concentracion en limite alto de TEOS/Tensioactivo CTAB, en conjunto con catalisis basica; se
observé la formacion de nanoparticulas de silice en su totalidad. Contrastando estos dos
ensayos con los demas, la formacion de fragmentos en vez de NP pudo darse por la agitacion
inadecuada o excesiva de los sistemas de reaccion, lo que llevo a la agregacion de las particulas;
en el caso de la agitacion magnética se debe tener en cuenta que las 360 rpm en las diferentes
planchas de agitacion empleadas, en teoria deberian ser iguales, empero las condiciones de
estas en el laboratorio hicieron que en algunos casos las rpm utilizadas fuesen diferentes, junto
con el tamafio de los agitadores magnéticos que en algunos casos eran mas grandes que en
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otros y en ese contexto la homogeneidad de la agitacién pudiese no haber sido igual para todos
los ensayos produciendo asi fragmentos y aglomerados poco uniformes.

Tomando en consideracién que en un principio las reacciones de hidrdlisis y condensacion se
dieron a temperatura ambiente, pero la temperatura a la cual se evapor6 el EtOH fue mucho
mayor (100-130 °C), eso pudo afectar las especies de silice que no habian reaccionado hasta
ese punto, ya que como sabemos la temperatura puede influir en la cinética de las reacciones
guimicas, mas especificamente por la viscosidad, ya que para la mayoria de dispersiones
coloidales se disminuye su viscosidad conforme aumenta la temperatura (Talens et al., 2017)
dando como resultado una aglomeracion excesiva del material por la rapida difusion de los
reactivos y por esa razon es necesario tener un control de la temperatura mas riguroso para que
la formacién de las NP sea mucho mas dispersa y uniforme. A esto se suma, que en el proceso
de liofilizaciébn pudo haber una reestructuracion de las particulas obtenidas en la dispersion,
porque en el paso posterior de congelacion del sistema, existe la formacién de cristales de hielo
gue en funcion de su temperatura de congelacion tendran un tamafio y forma diferentes y la
migracion del agua presente en la muestra en el proceso de liofilizacion que sublima
directamente los cristales de hielo (Flérez, s.f) puede afectar la morfologia de las NP obtenidas,
lo cual se pudo evidenciar en el Anexo 1 - Ensayo 1 donde se nota la presencia de fibras, y en
los demas ensayos a excepcion del 3 y 5, fragmentos o laminas de silice con tamafios muy
diferentes entre si. Por esto, es relevante tener en cuenta, que la temperatura de congelacion de
los sistemas coloidales siempre debe ser la misma para minimizar el cambio de la estructura
cristalina del agua del sistema, tratando asi de que la morfologia sea lo mas homogénea posible
y con ello también las condiciones del equipo de liofilizacion.

Otro elemento importante en cuanto a SEM fue que en los fragmentos obtenidos se reconocio la
presencia de poros (Figura 11) indicando que el uso de los tensioactivos por encima de la
concentracion micelar critica dio origen a las cavidades, afectando la morfologia interna de las
NP.

SEM HV: 5.0 KV 3 SEM HV: 5.0 KV Det: SE, BSE
SEM MAG: 3.43 kx SEM MAG: 15.0 kx View field: 13.8 ym
ViD: 9,53 mm : WD: 5.03 mm Date(midly): 08112123

Figura 11. Imagenes SEM de porosidades en fragmentos de silice obtenidos.

9.1.2.3 Microscopia de fuerza atomica (AFM)

Al realizar esta prueba de caracterizacion se lograron identificar las nanoparticulas redispersas
en agua purificada, con el fin de determinar el tamafio que se obtuvo, dado que esta técnica es
normalmente utilizada para la caracterizacién del tamafio de nanoparticulas (Ayala et al, 2019).
Al tomar aquellas que se ubicaban en la parte mas superficial de la dispersion, las imagenes
analizadas en el software Gwyddion donde para ensayos con el tensioactivo CTAB (1 a 6, Anexo
5) se midieron tamarfios entre 25 y 100 nm, mientras que con el tensioactivo Tween 80 (7 a 12,
Anexo 5) se evidenciaron tamarios inferiores desde 15 a 70 nm.
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Ensayo 5-100nm Ensayo 8 - 70 nm

Figura 12. Imdgenes AFM nanoparticulas de silice mesoporosa, de izquierda a derecha ensayo 5
(CTAB), ensayo 8 (Tween 80).

Cabe destacar que, con este método de microscopia de fuerza atdmica se buscaba definir el
tamafio de las nanoparticulas presentes tanto en las muestras de ensayos donde la mayoria del
material eran fragmentos de silice, asi como en ambos ensayos donde se pudo observar por
SEM que en su totalidad eran nanoparticulas (Anexo 5), en los ensayos con fragmentos grandes
de silice gracias a la dispersién del material de estudio, se pudo separar las particulas mas
pequefias alojadas en el sobrenadante para asi constatar que existe presencia de NP y que lo
descrito anteriormente sobre el efecto de la temperatura, las condiciones de homogeneizacion y
la liofilizacion realmente afectaron la sintesis. De hecho, los tamafios de las nanoparticulas de
silice por AFM son congruentes con el andlisis por SEM ya que en los ensayos donde no se
pudo corroborar el tamafio, en AFM son tamafios inferiores a los 50 nm y el equipo SEM utilizado
no lograba llegar hasta esa resolucion.

9.1.2.4 Dispersion de luz dinamica (DLS)

Respecto a la informacién consolidada de este método de caracterizacion, se encuentra que la
media por muestra respecto al tamafio de particula esta en un rango entre 30,2 nmy 232,3 nm.
La media de estos valores arroja un valor de 116 nm. Segun los datos obtenidos se puede ver
como la mayoria de los ensayos se encuentran dentro de los valores necesarios para que las
nanoparticulas cumplan con las especificaciones para que de manera futura puedan ser usadas
como vehiculo de farmacos.

A escalas generales se dieron resultados favorables, teniendo en cuenta que en la mitad de los
ensayos este diametro no superd los 100 nm (Gréfica 1). Aqui se puede apoyar la idea de cémo
la cavitacion contribuye de manera crucial con la reduccién del tamafio de particula, teniendo en
cuenta que los valores con diametro de menor valor corresponden a los ensayos 5y 6, pero el
primero entra especificamente en el rango esperado y con las condiciones de sintesis que se
pensaban eran las mas adecuadas para la obtencion de este tipo de nanomaterial. Cabe resaltar
gue esta técnica permite estimar el tamafio de las nanoparticulas toméndolas como un conjunto
por lo cual, el valor obtenido es un promedio de toda la muestra, lo que se puede traducir como
su polidispersidad.
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Gréfica 1. Tamafio y distribucion de tamafio de particula por DLS de los ensayos realizados por el método
sol-gel.

El indice de polidispersidad (PDI) es un parametro obtenido de manera simultanea con el tamafio
de particula. Este nos da informacion sobre la muestra, valores de PDI cercanos a 0 indican que
la muestra es monodispersa, asi como valores cercanos a la unidad indican que la muestra
presenta gran variedad de tamarfios (Lancheros et al., 2014). Se pudo ver que los resultados con
mejor homogeneidad respecto al tamafio de particula corresponden a los ensayos 5,6, 11y 12,
esto muestra nuevamente como la cavitacidon se convierte en un parametro critico dentro del
proceso y permite la optimizacion de la sintesis debido a que proporciona mejores resultados en
términos de la distribucion del tamafio de particula. Ademas, se debe mencionar que el ensayo
5, cuenta con el PDI mas bajo de todos los prototipos indicando que el material obtenido cuenta
con un tamafio de particula muy similar entre si, lo que es deseable en este proceso experimental
ya que en la fabricacién de materiales de uso farmacéutico es un elemento considerado critico.
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Gréfica 2. indice de polidispersidad obtenido por DLS de los ensayos realizados por el método sol-gel.
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9.1.2.5 Potencial Z

Los datos obtenidos para potencial Z evidencian la estabilidad que tienen las nanoparticulas
teniendo en cuenta que como se muestra en la grafica 3 se encuentran en un rango de -44.09mV
y 37.4mV. Segun lo reportado en literatura las nanoparticulas de silice se deben encontrar en
valores entre los £30 mV. En este caso, cada muestra se hizo por triplicado con el fin de obtener
la media del valor de potencial zeta (barras amarillas) y la desviacion estandar (barras de error),
que permiten demostrar la variabilidad en cuanto a la distribucion de los datos, ya que el potencial
Z da a conocer la carga superficial de las nanoparticulas, la estabilidad y el grado de agregacién
de estas. Su medicidon aporta informacion sobre las causas de dispersion, agregacién o
floculacién, puesto que indica cambios en el potencial de la superficie y las fuerzas de repulsion
entre los coloides (Ruiz, 2020). Las nanoparticulas que se encuentran en un elevado valor
absoluto de potencial z tienden a repelerse entre si y no se floculan mientras que las
nanoparticulas que presentaron valores bajos de potencial z se tienden a flocular debido a que
no existe ninguna fuerza que impida dicho fenémeno.
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Grafica 3. Distribucion de datos obtenidos para potencial z
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En este caso, se esperaban valores negativos debido a que estara controlada por el rompimiento
de los enlaces Si-O o por la carga de la cadena estructural del silicato (Mantilla et al., 2007).
Como se puede evidenciar en el la grafica 3y el anexo 6 las condiciones que mejores resultados
proporcionaron corresponden al ensayo 3 y 5 con valores de -34.44 mV y -44.09 mV
respectivamente, o lo que seria igual a una carga superficial neta negativa, por consecuencia de
gue también la morfologia tiene un impacto significativo en cuanto al valor del potencial debido
a que las NP con una mayor area superficial, es decir, las de menor tamafio tienden a tener un
mayor potencial z, lo anterior se debe a que hay mayores sitios en la superficie de la NP que
pueden interactuar con los iones de la solucién resultando en una mayor carga superficial
(Chavez, 2016).

9.1.3 Objetivo 3 “Determinar la reactividad biolégica in vitro de las nanoparticulas de
silice mesoporosa”

La habilidad de las células para transformar el MTT en formazan (Figura 13) sirve como un
marcador de la salud de las mitocondrias y su funcionalidad, y se considera un indicador de la
viabilidad celular. Por ello, evaluar la capacidad de las células para convertir el MTT en formazan
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luego de estar expuestas a un material como el SiO, proporciona datos sobre la toxicidad de
dicho compuesto (Diaz J.D, 2013).
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Figura 13. Reduccion metabolica de MTT. Autoria propia

Después del periodo de incubacion, las células L929 tratadas con MTT desarrollaron un cambio
de color, donde las muestras que eran viables tomaron una coloracién purpura debido a la
mencionada generacion de formazan, mientras que las células no viables o dafiadas no tuvieron
ese cambio. Para cuantificar estos resultados, fue necesario medir la absorbancia de una
solucion a base de dichas células a una longitud de onda de 570 nm, esto se traduce a términos
de la densidad Optica, resultando en la relacién del control negativo con cada muestra.

Segun los resultados obtenidos en el ensayo MTT (Tabla 2), se observa que las nanoparticulas
no presentan actividad citotoxica significativa teniendo en cuenta que presentan valores entre
78.7 a 108.3 % de viabilidad celular. Los datos anteriores, sugieren que las Si0, NP no inducen
respuestas bioldgicas adversas en ensayos in vitro, esto se debe a que segun el estandar para
dispositivos médicos ISO 10993-5, un material es considerado citotéxico cuando la exposicién o
el contacto directo de estos reduce la viabilidad celular por debajo del 70%. Se identificé una
particularidad en cuanto a los tensioactivos utilizados ya que con el uso de CTAB existe una
mayor reduccién del % de viabilidad celular en comparacion con el uso de Tween 80.

% VIABILIDAD CELULAR L929
1 96.4 g5.8 96.5 927 921 92.8 87.6 87.1 877
2 86.6 86.0 86.6 935 929 93.6 78.7 78.2 78.8
3 95.4 949 95.5 103.1 1025 103.2 86.8 86.2 86.8
4 909 903 91.0 98.2 976 98.3 826 82.1 827
5 98.3 977 98.4 945 94.0 94.6 89.4 889 89.5
6 927 922 92.8 89.2 886 89.2 34.3 838 34.4
7 100.2 996 100.3 108.2 1076 1083 91.1 906 91.2
8 101.8 101.2 101.9 883 877 88.4 83.5 830 83.5
9 102.2 1016 102.3 98.3 977 98.4 929 924 93.0
10 103.6 103.1 103.7 99.0 995 97.1 95.1 946 95.2
11 101.2 100.6 101.3 973 967 97.4 92.0 915 92.1
12 97.4 96.8 97.4 936 93.0 93.7 98.5 98.0 98.6

Tabla 2. Porcentaje de viabilidad celular para el material a base de silice obtenido con cada
condicién de sintesis.

Los datos obtenidos respecto a la disminucion de la viabilidad celular son congruentes con los
datos consignados en la literatura teniendo en cuenta que se reporta una muy baja toxicidad
para el caso del Tween 80. Lo anterior se puede evidenciar segun los datos de DL50 de los
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tensioactivos dado que para CTAB se reporta un valor de 410 mg/kg mientras que para Tween
80 un valor de 42200 mg/kg (Rat), esto deja ver que existe un gran rango entre estos valores lo
gue indicaria una mayor toxicidad del CTAB en contraste con el otro, lo anterior no quiere decir
gue la citotoxicidad de las NP solo sea vista en términos de tener trazas de tensioactivo en su
interior, también influye el solvente, la especie utilizada para catalizar y por supuesto la
composicion quimica del material obtenido, y gracias a estos resultados se ratifica que los
elementos de reaccién se eliminaron correctamente, y que la toxicidad inducida en cada ensayo
puede ser exclusiva del dioxido de silicio. A pesar de lo mencionado anteriormente, las
nanoparticulas formadas tanto con el uso de CTAB como con Tween 80 mostraron resultados
gue se encuentran dentro de la norma, permitiendo tener un indicativo acerca de la funcionalidad
de las nanoparticulas de silice como vehiculos de farmacos dado que refleja la bio-compatibilidad
que estas podrian tener al tener contacto con el organismo.

Otra variable que influye en la citotoxicidad es el tiempo de exposicion, debido a que algunas
sustancias requieren un tiempo prolongado de exposicion para lograr causar dafio celular. Por
esto es importante determinar cuanto tiempo se necesita para observar dicho efecto tdxico en
los fibroblastos L929, en funcién de la sustancia de estudio. En resumen, el tiempo es un factor
critico en estos ensayos de citotoxicidad. Para este caso, la eleccion del tiempo de exposicién
se basé en los objetivos del estudio y la naturaleza de las muestras, esto también se puede
relacionar con la posible acumulacion de las NP en el organismo por ello es comudn que los
estudios de MTT se evallen en diferentes puntos temporales durante la exposicién a las
nanoparticulas; para las NP obtenidas en este trabajo se tuvo en cuenta tiempos de 24 horas
(Grafica 3), 48 horas (Gréafica 4) y 72 horas (Grafica 5) que mostré el impacto acumulativo de
la exposicién prolongada con el material, que en general se considera como una viabilidad alta
para todos los casos.

% Viabilidad celular a las 24 h

®24h @24h -24h

o) Q 6] < Q

100.0
., ° e C ¢
@
2 900 (©
g o
>
¥ 800

70.0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Nimero de ensayo

Grafica 3. Porcentaje (%) de viabilidad celular obtenidos en fibroblastos L929 a las 24 horas de
exposicion.

Se puede notar que la viabilidad celular en todos los prototipos se mantuvo por encima del 70%,
siendo los ensayos 2, 4 y 6 los mas citotoxicos en funcién del tiempo, y los ensayos 3y 5
correspondientes a los sistemas con material hanoparticulado, con menor citotoxicidad que los
mencionados en un principio, pero no las menos citotoxicas de todos los prototipos.
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% Viabilidad celular a las 48 h
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Grafica 4. Porcentaje (%) de viabilidad celular obtenidos en fibroblastos L929 a las 48 horas de
exposicién.

Lo anterior se sustenta con el principio que establece la norma a ISO 10993-5 en donde se refiere
gue si las células presentan una viabilidad mayor al 70% el producto es considerado como no-
citotoxico (Millan,2014).
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Grafica 5. Porcentaje (%) de viabilidad celular obtenidos en fibroblastos L929 a las 72 horas de
exposicion.
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9. Conclusiones

De manera global, y teniendo en cuenta la sintesis y los ensayos de caracterizacion de las
nanoparticulas los mejores resultados corresponden a los ensayos 3 y 5, se establece que el
ensayo 5 obtuvo resultados significativamente mejores en todos los procesos de caracterizacion,
en vista de eso podemos concluir que:

El uso del precursor TEOS en conjunto con el tensioactivo CTAB a una alta concentracion
determinada en este trabajo, con un proceso de homogeneizacion de cavitacion ultrasdnica en
medio basico, generd nanoparticulas de silice, en un rango de tamafio de particula esperado de
50 a 100 nm, con baja toxicidad. Lo anterior representa que llevando a cabo estos parametros
se obtienen nanoparticulas de silice las cuales cumplen con las condiciones necesarias para que
de manera futura sean usadas como vehiculo de farmacos y puedan implementarse como un
sistema de entrega que permita la optimizacion de los tratamientos farmacologicos y contribuya
con la mejora de la calidad de vida la personas. Asi mismo, se logré identificar que el uso del
tensioactivo CTAB tuvo una gran influencia en la morfologia interna del material obtenido ya que
se notaron porosidades en algunas de las imagenes obtenidas por SEM, esto puede ser de
crucial ayuda al momento de lograr vehiculizar farmacos permitiendo una mejor funcionalizacién
de las NP sintetizadas, no obstante se necesita realizar una prueba de caracterizacion
suficientemente eficaz para la medicion de tamafio de poro en estudios consecutivos a este.

Luego de la implementacién del método sol-gel para la obtencién de nanoparticulas de silice se
da lugar a la formacién de un nanomaterial que posee una estructura estable, biocompatible y
con baja toxicidad. Por tanto, estos parametros son criticos a la hora llevar a cabo a este tipo de
sintesis, sin embargo, a través de esta investigacion se logré6 demostrar como la cavitacion
durante la reaccion proporciona mejores resultados en cuanto a la obtenciéon de NP lo que hace
gue de manera futura sea un proceso importante para investigar y de ese mismo modo contribuya
con una optimizaciéon del método sol-gel descrito en este trabajo.

Finalmente, se comprobd la baja toxicidad de los materiales de silicio, tal como se reporta en la
literatura, lo que hace que sean ideales para proporcionar nuevos sistemas de entrega de
farmacos que permitan una mejora en los tratamientos farmacoldgicos.

10. Anexos

Anexo 1. Tabla de asignacién de vibraciones fundamentales de SiO2 en la region de 4000-
550cm™!

Frecuencia cm™?! Vibraciones- No todas las sefiales no son vibraciones, son sefiales
600-680 Vibraciones del Si-O
750-810 Flexion del Si-O
900-1403 Grupos silanol y estiramiento Si-O-Si
1050-1115 Estiramientos asimétricos Si-O
1510-1680 Deformacion de H del alcohol
3400-3500 Presencia de alcohol y estiramiento de grupos hidroxilo de Si-OH
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3540

Silanoles ligados a alcohol por puentes de Hidrégeno

3660

Pares de Siy OH ligados por puentes de H y silanoles

3750

Silanoles libres en la superficie

Tomado de: (Jaramillo et al., 2011)

Anexo 2. Espectros de infrarrojo obtenidos de las diferentes condiciones de sintesis de
nanoparticulas de silice mesoporosa por el método Sol-gel.

Condicion Espectro IR
BT e
- BRUKER
81 (<O \ N
8 -
1 g 3 (M \
CTAB -Baja g f I|
concentracion — pH §° | | |
basico— Agitacion T o | ‘| |
magnética \ | |
2 \ |
u J |
2 I
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1
o <)
S BRUKER
(<)
%21
2 2
CTAB - Baja £
.z £ o |
concentracion —pH g
acido- Agitacion =

magnética

85

1708.73

1371.949

117310
1077.24

939.14

785,68

3500

T
3000

T T
2500 2000
Wavenumber cm-1

T
1500

_|10582.94

1000

500

41




SN p— S
BRUKER \
| N\ \
s (_N |I‘ ‘.'# ".‘ Il,f \\
\ FAL
| NV
S \ [V
3 8 8- \ |
CTAB - Alta g \
concentracion —pH G | |
basico- Agitacion R I‘ |
magnética | |
||
8 ||
i
\/
| |
I |
58 % 3
HE B 8
T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wawaniimhar rm-1
o
o
s
9
@ o
4 g =]
CTAB - Alta £
concentracion- pH £3
acido- Agitacion =
magnética @
|
o
T T T T T = T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1




100

BRUKER
g | (<o
S
® [+
2
1]
5 E g |
CTAB - Alta 2
concentracién- pH F oo
béasico -Cavitaciéon
o |
[=2]
T T T T = T = = Ig E ‘Q
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1
b
o
8
F3
2
s o
—
6 =
CTAB- Alta g
., o~
concentracion — pH o
acido - Cavitacion
g |
v |
(2]
T T T = T = T == Ig T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1

43




(=]
(=1
BROKER
81 (<O
- 8
=
ry
7 5 R
Tween 80 —Baja 5 _
concentraciéon — pH s
basico- Agitacion 2
magnética
g .
2 b g
B E &
T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1
o
=
BRUKER
.| GO
[=2]
2
fis)
- o
8 g
Tween 80 —Baja £
concentracion — pH g o
acido- Agitacion =
magnética S
o |
[s2]
T T T T = T EE\ 2 T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber crm-1

44




o
S -
wn _|
— [=2]
=
"
9 £ o]
Tween 80 —Alta Z
concentracién — pH =
basico- Agitacién
magnética El
T T T T T = E‘:T = =
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber -1
(=]
S
BRUK
2| (<O
¥ o
— >
ol
10 e
Tween 80 —Alta g
concentracion — pH i
acido- Agitacion ®
magnética
w |
0
T T T T = T = EE\E = T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber crn-1

45




BRUKER
o | (O
(=]
£
11 %
Tween 80 —Alta £ < |
concentracién — pH =
béasico- Cavitaciéon
5
(=]
(2]
T T T = T = = \g 'DE T g
3500 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber crm-1
¥ 9
@
2
s
12 E S
Tween 80 —Alta &
concentraciéon — pH ©
acido- Cavitacion Pl
T T T = T = = EE: 5 £ T
3500 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1

46




Anexo 3. Imadgenes SEM ensayos de sintesis de nanoparticulas de silice mesoporosa por el

método Sol-gel.

Imagen SEM Imagen SEM Imagen SEM
CONDICION 1
CTAB -Baja concentracion — pH béasico— Agitacién magnética
AMPLITUD 200x 2000x 15000x
CONDICION 2
CTAB - Baja concentracién —pH &cido- Agitacién magnética
AMPLITUD 200x 6000x 15000x
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SEM HV: 5.0 kV
SEM MAG: 200 x
WO: 9.71 mm

Det: SE, BSE
View fieid: 1.04 mm
Date(midy): 091523

SEM HV: 5.0 KV
SEM MAG: 6.00 kx
WD: 8.67 mm

Det: SE. BSE
View field: 34.6 pm
Date{midy): 0911523

SEM HV: 5.0 kV

SEM MAG: 15.0 kx

WD: 9.70 mm

Dot: SE, BSE
View fieid: 13.6 pm
Date(midy): 091523

CONDICION

CTAB - Alta concentracién —pH basico- Agitacion magnética

AMPLITUD

200x

6000x

15000x

SEM HV: 5.0 KV
SEM MAG: 200 x
WD: 9.58 mm

Det: SE, BSE
View fisld: 1.04 mm
Date(midly): 09/15723

SEM HV: 5.0 kV
SEM MAG: 6.00 kx
WD: 8.58 mm

Det: SE, BSE
View fiold: 34.6 pm
Date(midy): 08/1523

SEM HV: 50KV
SEM MAG: 15.0 kx
WD: 9.58 mm

» # 2
-
i r
s
Det: SE, BSE

View field: 13.8 ym
Date(midy): 0911523

CONDICION

3
CTAB - Alta concentracién —
pH bésico- Agitacién
magnética

4

CTAB - Alta concentracion- pH acido- Agitacién magnética

AMPLITUD

50000x

15000x

-
>

SEM HV: 5.0 kV
SEM MAG: 50.0 kx
WD: 9.57 mm

Dot: SE, BSE
View field: 4.15 ym
Date(m/dly): 09/15/23

SEM HV: 5.0 kV.
SEM MAG: 200 x
WD: 9.04 mm

Det: SE. BSE
View field: 1.04 mm
Date(m/dly): 00112123

SEM HV: 5.0 KV
SEM MAG: 15.0 kx
WO: 9.03 mm

Det: SE, BSE
View fleld: 13.8 pm
Date(midy): 09112123

CONDICION

5

CTAB - Alta concentracién- pH basico -Cavitacion

AMPLITUD

200x

6000x

150000x
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SEM HV: 5.0 kV
SEM MAG: 200 x
WD: 8.80 mm

Det: SE, BSE
View fieid: 1.04 mm
Date(midly): 0911523

SEM MAG: 6.01 kx
WO: 9.77 mm

View fleld: 34.5 ym
Date(m/dly): 09115723

SEM HV: 50KV
SEM MAG: 148 kx
WO: 9.80 mm

Det: In-Beam SE, BSE
View fieid: 140 pm
Dato(m/dy): 09/15723

CONDICION

CTAB- Alta concentracion — pH acido - Cavitacion

AMPLITUD

6000x

15000x

SEM HV: 5.0 kV
SEM MAG: 200 x
WD: 9.70 mm

Det: SE, BSE
View fleid: 1.04 mm
Date(midly): 09/15/23

SEM HV: 5.0 kV
SEM MAG: 6.00 kx
WD: 9.72 mm

Det: SE, BSE
View field: 34.6 pm
Dato(m/d/y): 09115723

SEM HV: 5.0V
SEM MAG: 15.0 kx
WD: 9.73 mm

-

Det: SE, BSE
View feg: 133 ym
Date{midry): 09/1523

CONDICION

Tween 80 —Baja concentracidon — pH basico- Agitaciéon magnética

AMPLITUD

200x

6000x

15000x

SEM HV: 5.0 kV.
SEM MAG: 200 x
WD: 9.60 mm

Det: SE BSE
View fleid: 1.04 mm
Date{mVdly): 09/15/23

SEM HV: 5.0 kV
SEM MAG: 6.00 kx
WD: 9.60 mm

Det: SE, BSE
Viow fiold: 34.6 ym

SEM HV: 5.0 kV.
SEM MAG: 15.0 kx
WD: 9.59 mm

Det: SE, BSE
View field: 13.8 ym
Date(m/dy): 0811523

CONDICION

Tween 80 —Baja concentracidon — pH acido- Agitacion magnética

AMPLITUD 2000x 3000x 50000x
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SEM HV: 5.0 kV
SEM MAG: 2.00 kx
WD: 9.05 mm

Det: SE, BSE SEM HV: 5.0 kV
View fieid: 104 ym SEM MAG: 3.43 kx
Date{midy): 091223 WD: 9.53 mm

View fieid: 60.6 ym
Date(midly): 09/15/23

R -
SEM HV: 5.0 KV Det: SE, BSE
SEM MAG: 50.0 kx View field: 4.15 ym
WD: 9.04 mm Date(midy): 0912123

CONDICION

Tween 80 —Alta concentracion — pH basico- Agitacion magnética

AMPLITUD

200x

6000x

15000x

SEM HV: 5.0 kV =
SEM MAG: 200 x
WO: 9.08 mm

Det: SE BSE SEM HV: 5.0 kV
View field: 1.04 mm SEM MAG: 8.01 kx

Date(midly): 09112723 WD: 9.03 mm

R

Det: SE BSE
View field: 34.6 ym
Date(miay): 0912723

SEMHV: 50KV Det: SE, BSE
SEM MAG: 15.0 kx View fleld: 138 ym
WD: 9.04 mm Dato(midy): 0912223

CONDICION

Tween 80 —Alta concentracién — pH &cido- Agitaci

10

on magnética

AMPLITUD

200x

6000x

15000x

SEM HV: 5.0kV
SEM MAG: 200 x
WO: 9.3 mm

SEM HV: 5.0kV
SEM MAG: 6.00 kx
WD: 9.34 mm

Det: SE, BSE
View feid: 1.0 mm
Date(midy): 00/12/23

Det: SE, BSE
View fioid: 34.6 ym
Dato(midly): 0912723

SEM HV: 5.0 kV Det: SE, BSE

SEM MAG: 15.0 kx View fleld: 13.8 pm
WD: 9.33 mm Date(midy): 08/1223

CONDICION

11

Tween 80 —Alta concentracion — pH bésico- Cavitacion

AMPLITUD

200x

6000x

15000x
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SEM HV: 5.0kV
SEM MAG: 200 x
WD: 9.34 mm

Det: SE, BSE
View fieid: 1.06 mm
Date(midly): 0912123

SEM HV: 5.0 kV
SEM MAG: 6.00 kx
WO: 9.34 mm

Det: SE, BSE
View fleld: 34.6 pm
Date(midy): 09112123

SEM HV: 5.0V
SEM MAG: 15.0 kx
WD: 9.33 mm

Det: SE, BSE
View fieid: 138 ym
Date(miay): 09112723

CONDICION

12

Tween 80 —Alta concentracion — pH acido- Cavitacion

AMPLITUD

200x

6000x

15000x

SEM HV: 5.0 kV
SEM MAG: 200 x
WD: 9.68 mm

Det: SE, BSE
View fleld: 1.04 mm
Dato(midly): 09/15123

SEM HV: 5.0 kV.
SEM MAG: 6.00 kx
WD: 9.79 mm

Det: SE, BSE
View fold: 34.6 pm
Date(midry): 09115123

SEM HV: 50KV
SEM MAG: 15.0 kx
WO: 9.79 mm

Det: SE. BSE
View fieid: 13.8 ym
Dato(m/dy): 09115723

Anexo 4. Imagenes AFM ensayos de sintesis de nanoparticulas de silice por el método Sol-gel.
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Anexo 5. Tamafio y distribucidon de tamafio de las nanoparticulas obtenidas por el método Sol-gel.

TAMARNO Y DISTRIBUCION (DLS)
ENSAYO |Media(nm)| SD (nm) PDI
1 84.2 16.84 0.76
2 232.3 46.46 0.88
3 184.7 36.94 0.67
4 98.3 19.66 0.83
5 57.6 11.52 0.17
6 30.2 6.04 0.22
7 220.3 44.06 0.86
8 109.3 21.86 0.79
9 132.2 26.44 0.92
10 201.3 40.26 0.99
11 61.3 12.26 0.21
12 76.4 15.28 0.18
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Anexo 6. Valores de potencial z para los nanosistemas obtenidos por el método Sol-gel.

11.

POTENCIALZ

Ensayo Pot(:l::;)al z SD (mV)
1 37.4 6.358
2 9.14 1.5538
3 -34.44 -5.8548
4 8.34 1.4178
5 -44.09 -7.4953
6 10.11 1.7187
7 -15.4 -2.618
8 -27.22 -4.6274
9 1.03 0.1751
10 15.33 2.6061
11 -4.43 -0.7531
12 4.34 0.7378
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