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RESUMEN

En el presente trabajo se prepararon nanomateriales de Oxido de silicio
modificados’ con dos tipos de estructurantes (NH4sOH y PEG), empleando el
proceso sol-gel.\Los nanomateriales se caracterizaron por espectroscopias FTIR
y UV-Visible, DRX;FE-SEM, Adsorcion de N2, TGA, DSC, DLD y potencial zeta.
Se prepard y caracterizd el complejo (bis (acetylacetonato-K? O, O") (1,10-
fenantrolina-K? N, N“)zine*(ll)), el cual tiene actividad citotéxica y se empled como
molécula modelo para cargar las particulas de SiO2 preparadas. Se obtuvieron
nanoparticulas bien definidas y con cierta mesoporosidad cuando se emplea
NH4OH, mientras que el PEG,da,origen a la obtencién de nanoparticulas menos
uniformes en tamafo pero congmayor porosidad y area superficial especifica.
Para evaluar la actividad biologica“in vitro de las nanoparticulas se realizaron
estudios de viabilidad Tcelular en<Células mononucleares primarias no
cancerigenas y posteriormenté.en la linea U373 proveniente de glioblastoma
humano.

Los materiales exhibieron altos porgéntajes ‘de _viabilidad celular en las células
mononucleares siendo mas alto en aguellos en’les que se utiliz6 NH4OH, sin
embargo luego de cargar el complejo citotoxico en_les materiales, las muestras
en las que se utilizo el PEG como estructurante mostraron mayor efecto citotoxico
ya que en ellos se logro impregnar una mayor cantidad del complejo. Los
resultados obtenidos, demostraron el potencial de las nanoparticulas obtenidas
para su aplicacién como sistema de entrega de principios activos en SNC.
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ABSTRACT

In thisswark, NH4OH and PEG were used as templates for obtaining silicon dioxide
modified .nanomaterials, by the sol-gel route. The nanomaterials were
characterized by FTIR and UV-Vis spectroscopies, XRD, FE-SEM, N2 adsorption,
TGA, DSC, DLS ‘and zeta potential. The nanomaterials were loaded with a
cytotoxic complex (bis (acetylacetonato-K? O, O') (1,10-phenanthroline-K? N, N')
zinc (I)) which was_ used as model molecule. Nanosized mesoporous patrticles
were obtained for NH4OH template whereas PEG directed to the formation of non-
uniform mesoporous nanoparticles with higher specific surface area.

In order to evaluate biologicahactivity of the nanoparticles, in vitro cell viability
tests were performed in both primary mononuclear cells (non-cancer cells) and
U373 cell line (human glioblastoma cells).

The nanomaterials exhibited-high cell viability in non-cancer cells specially those
prepared with NH4OH, on the“other hand PEG-templated nanoparticles were
loaded more efficiently with the ‘Complex.sihce cytotoxicity in U373 was higher
than the observed for NH4OH-templated® manoparticles. The results of this
research demonstrated the potential of the ebtained nanoparticles for further
applications as delivery systems in NCS:

12
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Debido a_gue actualmente, la expectativa de vida del ser humano se ha
incrementado (\significativamente (mas de 70 afios), los trastornos
neurodegeneratives y la prevalencia de cancer han ido en aumento a nivel
mundial en las ultimas décadas [1]. Pese a los grandes avances en la Medicina
durante el ultimo siglo}.el tratamiento de padecimientos neurologicos y en
particular la administracién® de farmacos hacia el Sistema Nervioso Central
(SNC), sigue siendo un reto clinico. Esto se debe en gran parte a la presencia de
la barrera hematoencefalica(BHE) [2,3], que es la barrera fisiolégica de mayor
selectividad; ya que solo sustanCias con bajo peso molecular y caracteristicas
guimicas muy especificas son capaces de atravesarla [4,5].

Debido a esto, es necesSario_el desarrollo de nuevas estrategias para el v
tratamiento y diagnéstico de” padecimientos de origen neuroldgico, ya que son
patologias con alta morbilidad-mertalidad, 46 ‘cual también genera altos costos
tanto al sector salud como al paciente"mismo.

En este sentido la terapia dirigida es un area que se ha explorado demostrando
tener un gran potencial en el desarrollo de tratamientes mas efectivos [6]. Uno de
los campos de la ciencia que estudia y desarrolla nuevos métodos de terapia
dirigida es la nanotecnologia. La nanotecnologia se encatga de disefiar, controlar
y estudiar la materia a escala nanométrica (1 nm = 10-° m) [7]. Dentro de la gama
de posibilidades que ofrece la construccion de nanemateriales, las
nanoparticulas se han venido estudiado intensamente desde hace”mas de dos
décadas, obteniéndose resultados promisorios que apuntan a que énel mediano
y largo plazo, puedan cubrir las expectativas y finalmente abran lasS_puertas a
nuevos tratamientos con minimos efectos adversos.

Las nanoparticulas son materiales que pueden disefiarse para tener grandes
areas superficiales, alta reactividad, biocompatibilidad, etc.; lo que permite entre

otras cosas, Su uso como acarreadores de principios activos.
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Lasnhanoparticulas y nanoestructuras de oOxido de silicio son altamente
compatibles con los sistemas biol6gicos y presentan la gran ventaja de que su
superficie puede modificarse quimicamente, de tal forma que puedan unirse a
ligandos especificos de las células, lo que ayudaria a minimizar efectos adversos
y facilitaria Una-terapia dirigida.

El adecuado centrol de las propiedades de las nanoparticulas es de suma
importancia paraspoder lograr una verdadera terapia dirigida. A pesar de los
multiples estudios que=se han realizado hasta el momento, adn no se tienen
resultados contundentes sobre muchas de las propiedades y posibles efectos de
las nanoparticulas. Esto debido a que cada material a escala nanométrica se
comporta de diferente mafera y que incluso dicho comportamiento se ve
afectado por diversas variables, per lo que, se requiere de estudios especificos
gue nos proporcionen la mayor informacion acerca de las propiedades, beneficios

e implicaciones sobre el uso de nanoparticulas en seres vivos.

Existen diversos materiales enel rango de los micrometros y nanémetros, que se
han empleado como estrategias/ para la¢entrega de diversos farmacos. Los
liposomas, vesiculas y polimeros sahn algunos‘de. estos sistemas y cada uno de
ellos presenta diferentes ventajas y desventajas.“Simembargo, las nanoparticulas
de oxido de silicio han ganado terreno en ésta @area debido a que pueden
disefiarse y adaptarse a la naturaleza quimica de una variedad de moléculas
bioactivas, permitiendo al mismo tiempo la liberacion” del principio activo y
protegiéndolo de cambios como variaciones en el pH, temperatura y cambios en

las concentraciones ionicas.

Dentro de las diferentes técnicas que existen hoy en dia para la obtencion de
nanoparticulas, el proceso sol-gel se considera una estrategia muy adetuada ya
que puede ser un proceso sencillo en el que a través del adecuado control de los
pardmetros de sintesis, se pueden obtener variaciones significativas ‘en‘las
propiedades de los materiales lo que permite realizar una variedad-de

modificaciones con la intencién de poder tener materiales con propiedades muy
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especificas. Lo anterior permite que para su aplicacion en liberacion y entrega de
farmacos, puedan construirse reservorios que se ajusten perfectamente a las
propiedades de cada molécula, permitiendo que ésta se encuentre biodisponible,
qgue puedaliberarse desde el reservorio de manera controlada y que ademas se

pueda modificar, la composicién superficial del SiOx2.

La simple modifieacion del material precursor en la formacioén de materiales sol-
gel, puede llegar~a implicar cambios significativos en las propiedades
fisicoquimicas de los{nanomateriales lo cual sin duda, tendr4 consecuencias en

las interacciones entre éstos y los sistemas bioldgicos.

Entre las caracteristicas que-determinan la respuesta de los sistemas biologicos
hacia las nanoparticulas se encuentran la forma, carga superficial y el tamafio.
Con la finalidad de poder obtener-materiales adecuados para su uso en SNC, se
requiere que sean materiales’con nula o minima toxicidad, pero que posean baja
carga superficial y tamafio nanométrico. En el presente trabajo se realizo el
disefio de nanoparticulas de Si©2 gque poseen.tamafio nanométrico, que pueden
dispersarse facilmente para su uso en mediog’acuosos, con baja carga superficial
y mesoporosidad que les permita ineofporar un agente con actividad citotoxica
en células cancerigenas con la finalidad de obtener sistemas de entrega que
minimicen los efectos adversos y baja selectividad de principios activos
citotéxicos que se empleen en SNC. Para tales fines;~Se evalu6 el efecto de
diferentes agentes estructurantes en las propiedades fisicequimicas del SIO2
mediante diferentes técnicas de caracterizacion para posteriormente evaluar su
eficiencia como un sistema de entrega in vitro en una linea, celular de
glioblastoma humano, el cual es uno de los tumores mas invasivos y

metastasicos del SNC.
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OBJETIVO GENERAL

Obtener nanoparticulas a base de SiOz biocompatibles, para la entrega de

principios activosscitotoxicos, en tumores de sistema nervioso central.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de.agentes modificadores en las propiedades texturales
y morfolégicas en nanaparticulas de SiO:x.

2. Evaluar el efecto del modificador en la biocompatibilidad de los

nanomateriales un estudio in vitro,de viabilidad celular.

3. Incorporar un compuesto con actividad.citotéxica (bis (acetylacetonato-K?
0,0")(1,10-fenantrolina-K? N;N?) zinc(ll)). en las nanoparticulas para

realizar un estudio de liberacioén.in/vitro.

4. Evaluar la citotoxicidad del sistema (compuest0) hanoparticula, mediante

un estudio in vitro en una linea celular de GBM.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 El cancer; un problema de salud mundial

El cancer es cansiderado como un problema de salud publica a nivel mundial, ya
que es una de |as principales causas de morbilidad y mortalidad. En el 2012 se
reportaron 14 millanes de nuevos casos y 8.2 millones de muertes relacionadas
con el cancer. Se ‘estima que el numero de nuevos casos aumente en

aproximadamente un 70%durante los préximos 20 afios [1].

El cancer es la enfermedad que se-caracteriza por el crecimiento incontrolado de
las células, causado por multiples<eambios en la expresion genética lo que
provoca un desbalance entreda proliferaeion y la muerte celular, lo que finalmente
lleva a la propagacion de “células anormales [2]. Una célula sana tiene la
capacidad de nacer, crecer y reproducirsespara luego morir; pero cuando una
célula enferma pierde esta capacidad-por unavariedad de razones, ésta escapa
a las limitaciones normales en su créecimientoy comienza a dividirse de una

manera no regulada [3].

De acuerdo con Julie L. Boerner [3] en primer lugar, una_gélula experimenta una
mutacion que puede o no influir en su comportamiento inmediato. Esta célula
puede entonces ser mas susceptible a mutaciones posteriores\y, con el tiempo,
se acumularan gradualmente un numero significativo de éste tipe\de células,
haciendo dafio suficiente de manera que el mecanismo de control normal se
perturba o es frenado. A esta acumulacién gradual de mutaciones se€ le'conoce
entonces como el modelo de carcinogénesis de mdultiples etapas y explica_por
qué el cancer es generalmente una enfermedad de la vejez a menos querla

mutacion primaria sea un trastorno hereditario.
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LLa primera etapa histolégica observable que experimenta un tejido enfermo es
la hiperplasia o sobrecrecimiento celular, sin embargo este término también es
utilizado/para el caso de crecimiento de células cuando se genera alguna herida
en el organismo, por el cual se tiene una reproduccion acelerada para sanar la
herida, aunque-en este caso las células no pierden su capacidad de detenerse
cuando ya se ha'sanado la herida [4].

La etiologia del caneer indica que los factores genéticos y ambientales se
relacionan con la aparicion,de este; el factor genético tiene una incidencia de
entre un 5% y 10%, el”factor ambiental es el que juega un papel mas
sobresaliente en la aparicién de cancer ya que se encuentran en el entorno y el
estilo de vida [5]. De entre todaos-Jos tipo de cancer, los tumores del Sistema
Nervioso Central (SNC) presentan.una gran dificultad y efectos adverso en su
tratamiento, generalmente s0n tratado con una combinacion de cirugia, radiacion,
quimioterapia sistémica, y lasterapia fotodinamica (PDT); la esperanza de vida

para pacientes que padecen cancer en el"'SNC es muy baja [6]

2.2 Tumores del Sistema Nervioso Gentral (SNC)

Debido a que el cancer tiene su origen en la célula, Ja diversidad de tumores que
existen se debe a la variedad de tipos de células gue tenemos en nuestro
organismo. Las caracteristicas varian de un tumor a otro®y de un paciente a otro.
Los tumores del SNC representan poco menos del 2% de‘las‘malignidades sin
que la incidencia se vea influenciada significativamente por el lugar geogréfico.
Sin embargo, a pesar de que representan una pequefa porcion destodos los tipos
de tumores, sin duda alguna, la dificultad para su diagndéstico sumado a la falta
de terapias eficientes, hacen que la expectativa de vida no exceda en-promedio

los 5 afos [7].
El acceso a este tipo de tumores, es por razones obvias bastante complicado.

Cuando un tumor crece dentro del craneo, a diferencia de otros tumores, la
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presién ejercida sobre otras regiones del cerebro, termina afectando regiones
qué pueden traer complicaciones como pérdida de motricidad o incluso de la
respiracion, dependiendo de la zona del cerebro en que se localice el tumor, asi

como, tamhién de las células que lo originen.

El SNC esta formado por el cerebro y la médula espinal y requiere para su
funcionamiento “;de. un aporte continuo de sustratos energéticos,
fundamentalmente oxigeno y glucosa, suministrados a través de una red de
capilares [8]. El cerebro es un érgano que se encuentra protegido por dos
grandes “obstaculos”, la® Barrera Hematoencefalica (BHE) y el Liquido

Cefalorraquideo [9].

La Barrera Hematoencefalica (BHE). es la estructura morfolégica constituida por
las células del endotelio vascular [10], en,la Figura 2.1 se presenta un esquema
de la BHE. Es la interface celular entre_la sangre y el SNC, que mantiene el
ambiente del fluido intersticial para garantizarel funcionamiento adecuado de las
neuronas [11]. La BHE actia come‘una barrera fisica, que regula el paso de las
moléculas de la corriente sanguinea al“cerebro,restringiendo asi los tipos de
sustancias que pueden alcanzar al cerebro [12]. Bado que la membrana celular
es predominante lipidica, las sustancias liposolubles vengen la barrera con cierta
facilidad [13] aunque existen también diversos reportes,sobre el efecto de la
carga molecular en la capacidad de atravesar dicha membrana.[14].

La BHE realiza tres funciones importantes:

1. Protege al cerebro de los compuestos y moléculas circulantes en el
torrente sanguineo, gracias a las uniones estrechas (gap-junctions) del
endotelio de los capilares cerebrales, lo cual permite que solo el‘oxigeno,

la glucosa, aminoéacidos y otros nutrientes esenciales crucen la BHE:
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2¢ Transporta selectivamente desde la red capilar al parenquimima cerebral,
por medio de transporte facilitado, o bien por difusién activa que depende
del ATP.

3. LafBHE metaboliza o modifica elementos de la sangre hacia el tejido

nervioso-y viceversa [10].

Glébulos
rojos

Célula
endoteliales

Figura 2.1 Representacion de la barrera hematoencefalica’{15]-

La BHE, frecuentemente es el factor limitante para la administracion de farmacos
neurolégicos. La mayoria de estos farmacos, suelen administrarse~por via
parental, siendo metabolizados en diferentes 6rganos como el higado orifnon, lo
cual causa otros efectos e implica la administracion de dosis altas para poder

alcanzar las dosis terapéuticas en el tejido diana.
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2.3 lsa nanotecnologia y los sistemas de administracion controlada de
farmacos.

La palabra nanotecnologia se usa para definir las ciencias y técnicas que se
aplican al'nivel de nanoescala, es decir, del orden de 1x 10° m. Dentro de la
nanotecnologia,se contempla el control de las estructuras moleculares y sus
atomos. Es porello, que se puede decir que existe la posibilidad de fabricar
materiales y maguinas a partir del reordenamiento de atomos y moléculas

controlando sus propiedades, tamafio y forma [16, 17].

L1 IIIIIII L.l JIIIIII 11 Illu L1 IIIIIII Ll II!IiII 11 IIIlIII 11 llllll' 11 IIIIIII

1A 1 nm 1I0nm 100, 1Tpm  10pm 100 ym 1 mm 1 cm

p

& —\II

?
;{Qg?

Moléculas 2 ¢ Célula Célula
pequenas Virus 065_;;: gnimal  vegetal
~1nm 10-300 nm 2 20 pm 35 um
VRN T —

Figura 2.2 La escala de los'microorganismos:\Modificado de [18].

Una de las caracteristicas de los nanomateriales; es que a esta escala las
propiedades que exhiben pueden ser mejores que sus‘Contrapartes en volumen
(bulk) o incluso ser completamente distintas. En las ultimas décadas, se ha tenido
gran interés por el estudio y desarrollo de estos materiales;,se_han desarrollado
una gran variedad de nanomateriales de los cuales incluso algunos ya se
encuentran en etapa de comercializacion.

Las posibilidades de aplicacion de éstos nanomateriales van desde la‘preduccion
de ahorro de energia, baterias para vehiculos, sensores bioldgicos, eliminacion

de contaminantes, paneles de energia solar, entre otros [19].
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Las.manoparticulas (NPs), ofrecen un gran potencial para una amplia variedad de
aplicaciones biomédicas. El diagnéstico, la entrega de medicamentos,
encapsulacion de moléculas de interés biolégico y células son las aplicaciones
gue mayar\potencial presentan hoy en dia. Con esto, el uso de las herramientas
nanotecnoldgicas al campo de la medicina, ha dado origen a la disciplina de
Nanomedicina.

De acuerdo con la“definicion presentada por Tang [20] el objetivo principal de la
nanomedicina es elide~'disefiar y sintetizar los vehiculos de administracion de
farmacos los cuales pueden transportar suficiente carga de drogas, atravesar
eficazmente las barreras fiSiologicas para poder llegar a los sitios de destino, de
forma segura y sostenible para curar enfermedades”.

Recientemente, se han investigado y fabricado nuevos materiales organicos e
inorganicos para aplicaciones en_la nanomedicina, tales como liposomas,
dendrimeros, polimerosomas; micelas, materiales a base de oro, 6xido de hierro,
silicio, asi como también semiConductores.con diferentes morfologias incluyendo
puntos cuanticos, nanocapsulas.y.nanotubos'{21]. El uso de nanoparticulas para
la administracién localizada de principios activos terapéuticos estd dirigido a
incrementar el tiempo de circulacion del'farmaco_en el cuerpo y la orientacion de
las células o tejidos de interés, esto gracias a la-presencia de ligandos en la
superficie que se unen a receptores especificos [22].)La investigacion sobre
sistemas de entrega de principios activos se ha desarrollado significativamente,
explorandose una variedad de acarreadores como\_nanoemulsiones,
nanoparticulas lipidicas sélidas, vehiculos lipidicos nanoestructurados,
liposomas, dendrimeros, polimerosomas, micelas poliméricas, naneparticulas y
nanosuspensiones [23]. Como es de esperarse, estos materiales \presentan
ventajas y desventajas asociadas con la naturaleza del mismo. Un €jemplo de
ello son los liposomas, los cuales a pesar de presentar una gran capacidad de
carga de farmaco, sufren de inestabilidad estructural [20].

En el caso de los farmacos para el tratamiento del cancer (agentes

quimioterapéuticos), la terapia dirigida se ha convertido en una estrategia
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anhelada debido a que los agentes usados para éste padecimiento inducen la
muerte de las células del tumor. Sin embargo, estos agentes no son selectivos,
es decCir/ son citotoxicos tanto hacia células sanas, como células cancerosas, lo
gue provaca'severos problemas en pacientes que reciben quimioterapia. Aunado
a ello, la mayeria de los casos de tumores cerebrales son diagnosticados
tardiamente, [o«que muchas veces implica quimioterapias mas agresivas que
incluyen la administracion de dos o mas citotéxicos, impactando negativamente
en la calidad de vida del paciente.

En la actualidad, aiin no existen comercialmente medicamentos anticancer, que
empleen nanotecnologia.¢La_propiedades de los diferentes agentes citotoxicos
requieren de la busqueda dé un formulacion adecuada para cada uno de ellos.
Para ello, se ha considerado que-las propiedades del 6xido de silicio (SiO2) lo
hacen un prometedor vehiculo para_liberacién controlada de farmacos, aunque

existen pocos estudios sobré’su potencial para entrega en SNC.

2.4 El método Sol-Gel para la fabricacién.de nanoparticulas

Hoy en dia podemos encontrar upa gran variedad de metodologias para la
fabricacion de nanoparticulas. La eleccion de la més adecuada, dependera de
las propiedades buscadas y la versatilidad del metédo. Una metodologia que
emplea condiciones de sintesis “suaves”, que es relativamente economica y
ademas permite controlar diferentes parametros que afectan las propiedades del
material obtenido, es el proceso sol-gel. La polimerizacién.inérganica conocida
también como proceso sol-gel, es un método general para\la preparacion de
oxidos por la ruta himeda a temperatura ambiente o por debajo de 120°C, este
método permite la sintesis de materiales que pueden ser puramente_inorganicos
o hibridos [24, 25]. Esta técnica tiene la ventaja de que al ser bien controlada, se

pueden obtener materiales homogéneos y tiene un alto grado de reproducibilidad.
Se pueden emplear como precursores sales inorganicas 0 compuestos

organometalicos. El proceso involucra dos grandes tipos de reacciones: una
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reaceion de hidrolisis y otra de condensacion, generalmente en soluciones
alcohdlicas, Brinker y Scherer definieron el proceso “sol-gel” como “la obtencion
de materiales 6xidos por medio de la preparacion de un sol, la gelacion del sol y
la eliminacion del solvente” [16].

Un sol es basieamente una suspension estable de particulas sélidas coloidales
(1-100 nm) dentro_de un liquido y un gel es una red rigida interconectado con
poros de dimensienes submicrométricas.

El proceso general ;sal-gel se basa principalmente en cuatro reacciones:
hidrolisis, condensacion, afiejamiento y secado de los geles a temperatura

ambiente, y por ultimo el tratamiento térmico.

Etapas del proceso Sol-Gel

Hidrdlisis: Una reaccion deshidrolisis para,la formacion de M (OH)4 es muy dificil
de lograr completamente, pere~se puede producir la condensacion entre
cualquiera de los dos grupos -OH.0 M-OHy_un grupo alcoxi para formar puentes
de oxigeno y agua o una molécula«de.alcohal.

Si-OR) 4% HO «—"5ij.(OR) _4(OH) +ROH @

Condensacién: es un proceso es complejo y puedesocurrir en cuanto se formen

los grupos hidroxo (MOH). Durante esta etapa de la reaccion ocurre la formacién
de un gran nimero de grupos hidroxilo.

(OR) 3SiFOH+HO-Si-OR) 3 5 [(OR) 3Si-O-S{OR) 3]+ H-O-H< )

2

Dependiendo de las condiciones experimentales se han propuesto tres

mecanismos competitivos, alcoxolacion, oxolacién y olacion.

a) Alcoxolacion: es la reaccion por la cual se realiza el puenteo oxo a travées de

la eliminaciéon de una molécula de alcohol:
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o- &+
ML_—O0 tMOR__—___ 5 MO:_—_ 5 M-OR——>» M-O-M + ROH

| \

H H
(3)
b) Oxolacién: sigue el mismo mecanismo que la alcoxolacién, pero el grupo R

de la especie_saliente es el proton y el grupo saliente es una molécula de

agua:
6- o+
M—oO * M-OH » M__0:— 3 M-OH——> M-O-M + H,0
Y H

(4)

c) Olacion: cuando N-Z > 0 (N es'el niumero de coordinacién del cation M, y Z es

el estado de oxidacién del«cation), la condensacion puede ocurrir por olacion:

H
H

/

M-OH t* M <-—— O\ ——% M—O—M +ROH
R (5)

La termodinamica de la hidroélisis, alcoxolacion y«0xelacion estan gobernadas por
la fuerza del nucleofilo entrante, el caracter electrofilico del metal y la carga

parcial y estabilidad del grupo saliente [26].

/H
M-OH ¥ M <—— O — = M—O0—M+H0

H (6)
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2.5 Gitotoxicidad de nanomateriales

Una .de,las definiciones de la citotoxicidad es “capacidad que poseen ciertos
compuestoes para producir una alteracion de las funcione celulares basicas que

conllevania'un dafio que puede ser detectado”.

La citotoxicidadsde las nanoparticulas depende de los parametros como la
morfologia (forma.y tamafo), hidrofobicidad, area de la superficie (rugosidad y
porosidad) y la carga superficial. A menudo depende también a la solubilidad y la
liberacion de componentes toxicos, asi como a la adsorcion de compuestos.
Otros de los parametrosque influyen en la citotoxicidad son los parametros
biolégicos, estos pueden ser el tipo de células empleadas en el estudio, las
condiciones de cultivo y de exposicion, dentro de los que se puede mencionar la
densidad celular, concentracion- de\ particulas, composicion del medio, y la
temperatura.

Para la cuantificacién de laCitotoxicidad. de un compuesto existen métodos
diversos, entre estos se encuentran aquellos«que miden la actividad metabdlica
celular y los que se basan en el pripcipio de exclusion celular.

Los ensayos que miden la actividad=metabdliCa utilizan enzimas, para realizar
este método se requiere: un contacto con las células vivas en medio de cultivo y
expuestas a cantidades conocidas de los compuestgsque se desean analizar;
incubar de las células en diferentes intervalos de tiemp@;un colorante que tenga
un estado oxidado, un sustrato para la enzima citoplasmatica:

Los ensayos basados en el principio de exclusion celular, gtilizan sustancias
capaces de atravesar la membrana plasmatica y tefir las célulassy Cuando se
realiza el conteo celular, este se puede realizar gracias a que se pueden distinguir
las células vivas de las muertas, ya que las vivas poseen la capacidadde excluir
el colorante activamente de sus citoplasmas. Algunos de los coloranteS'que se
utilizan para hacer este ensayo es el Rojo Neutro, Cristal Violeta y Azul_de
Tripano [27,28].
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2.6 _SiO2 como reservorio de principios activos

Durante,la uUltima década, se han reportado numerosas publicaciones sobre el
uso de/particulas de silica como medio para encapsular diferentes principios
activos [29]y con la finalidad de poder mejorar la eficacia de dichos principios,
disminuir las dosis empleadas que normalmente son altas debido a las pérdidas
al recorrer el organismo antes de alcanzar la diana terapéutica. En la liberacion
de agentes citotoxiegs para el tratamiento de cancer, se busca ademas minimizar

los efectos adversos @soeiados a la falta de selectividad.

Con respecto a agentes con actividad antitumoral, se ha empleado la silica para
encapsular farmacos aprobados por la FDA. Sin embargo, a pesar de los
resultados alentadores de estos sistemas acarreadores, la baja selectividad de
los farmacos es aun una limitante de, éste tipo de terapias, por lo que el disefio
de las particulas sigue siendo un area atractiva para desarrollar sistemas mas
eficientes [30]. Evidentemente, la.mejora.en las propiedades de los farmacos
permitird mejorar la eficiencia ‘'de /las terapias contra el cancer, especialmente
cuando los tumores se localizan ens€l SNC,ya'que como se ha mencionado, el
acceso al cerebro estd muy restringido-por las barreras fisiologicas. Es en este
sentido que se investiga sobre el diseno de nuevas‘moléculas que puedan ser
menos agresivas hacia células sanas pero que logrenydisminuir o controlar la
proliferacion de células cancerigenas.

Los complejos organometalicos han demostrado tener buenaactividad citotoxica
con menos efectos adversos, el rutenio es un metal que ha‘demostrado ser una
alternativa al platino el cual en forma de complejo muestra alta actividad
antitumoral con menores efectos sistémicos [31]. Por otro lado, los complejos de
cobre son otro grupo de moléculas que se han estudiado come “agentes
citotoxicos con resultados favorecedores. Desde la década de los 60’s] euando
se descubrié la actividad citotoxica del cisplatino, se ha buscado desarrollar
compuestos organometalicos que puedan igualar superar su actividad citotoxica;

pero que a su vez disminuyan los efectos adversos que el cisplatino induce. En

28

+ iThenticate Pagina 31 de 98 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::3117:622761102



+ iThenticate Pagina 32 de 98 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::3117:622761102

estessentido, el disefio de nuevos compuestos citotéxicos ha generado un gran
namero de investigaciones, sin que aln se tengan alternativas viables. Hoy en
dia, se han desarrollado complejos organometalicos empleando rutenio, cobre y
platino principalmente, pero de ellos pocos se encuentran en etapa de ensayos
clinicos. En Meéxico, solo el trabajo realizado por Ruiz-Azuara y colaboradores
[33] ha generado resultados prometedores que actualmente se encuentran en
fases pre-clinicas;

EL zinc es un elemento,que juega un papel muy importante en el desarrollo de
varios procesos biologicos en los seres humanos. Este elemento, tiende a poder
formar complejos los cuales, diseflados adecuadamente pueden resultar
competitivos con los complejos/de rutenio y cobre, es por ello que en el presente
trabajo, se empled el complejo’(bis-(acetylacetonato-K? O, O) (1,10-fenantrolina-
K2 N, N’ zinc (Il)), el cual ya se_ha reportado su sintesis [32], no asi sus
propiedades citotoxicas. En gl presente.trabajo, se reporta una metodologia de
sintesis simple para la obtencion.del complejo, con la finalidad de ser empleado
como principio activo para ser cargado en las nanoparticulas de SiO2 y evaluar

su citotoxicidad en una linea cancerigena.
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CAPITULO 1l

DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 Sintesis de\las nanoparticulas

Los materiales‘delpresente trabajo, se obtuvieron empleando el método sol-gel,

partiendo del Tetraétil ortosilicato (TEOS) como precursor organico para el

diéxido de silicio, etanoly agua. Se prepararon cuatro materiales de base, a los

cuales posteriormente se_les cargd con el complejo de zinc. Los materiales

preparados se nombraron.de‘acuerdo a la Tabla 3.1.

Tabla 3.1 Descripcién y claves de las nanoparticulas preparadas.

Descripcion Nombre
SiO2: NHz 1:1 SiO2-N1
SiO2: NH3 1:2 SiO2-N2
SiOz2, polietilenglicol como estructurante SiO2-PEG
SiO2, polietilenglicol como estructurante, Jextraccion | SiO2-PEG-ST
solvotermal
SiO2: NHs 1:1 + Zn(acac)2(phen) SiO2-N1-Zn
SiO2: NH3s 1:2 + Zn(acac)z2(phen) Si02-N2-Zn
SiO2, polietilenglicol como estructurante 4’| SiO2-PEG-Zn
Zn(phen)(acac):
SiO2, polietilenglicol como estructurante, extraccion | Si©2-PEG-ST-Zn
solvotermal + Zn(acac)z(phen)

3.1.1 Sintesis de SiO»2-N1

En un matraz erlenmeyer se colocaron 9.5 mL de etanol (CIVEQ, 96%) y 165mL

de agua desioinizada (CIVEQ, conductividad 20x10%) a esta mezcla se le

agregaron 7.5 mL de NH4OH (CIVEQ), 28-30%), se mantuvo en agitacion durante
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10 minutos (solucién A). Por separado, se mezclaron 9.5 mL de etanol y 19 mL
de TEOS, (Sigma-Aldrich, 98%) y se colocaron en un embudo de adicion. Esta
mezcla se adiciond gota a gota a la solucion Ay se dejo reaccionar a temperatura
de 35°C durante 8 dias, con agitacion constante. Transcurrido este tiempo, se
observo la formacion de una suspension, la cual, se centrifugd durante 10 min a
4000 rpm. El"sebrenadante se retir6 y posteriormente se secd en un horno
(ECOSHEL) durante.12 h a una temperatura de 40°C. Una vez seco, el material
se pulverizé empleande un mortero de agata y se almacend para su posterior

caracterizacion.

3.1.2 Sintesis de SiO2-N2

Para la sintesis de este nanomatetial,\el procedimiento fue similar al descrito para
el SiO2-N1, solo se modificaron las siguientes cantidades: 9.1 mL de agua
desionizada y 14.9 mL de NH4OH.

TEOS + EtOH

Figura 3.1 Esquema de la sintesis con NH4OH.

35

+ iThenticate Pagina 38 de 98 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::3117:622761102



+ iThenticate Pagina 39 de 98 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::3117:622761102

3.1.3"Sintesis de SiO»-PEG

Parada_sintesis de éste material se emple6é una modificacion de la metodologia
reportada-~por Caturo y colaboradores [1]. En un matraz de tres bocas, se
disolvieron.¥2.82 mL de polietilenglicol (PEG, Sigma-Aldrich, Mn promedio: 400),
con 9.5 mL dé ‘etanol a una temperatura de 60°C la solucion se mantuvo en
agitacion constante,y, bajo reflujo, una vez disuelto el PEG se adicionaron 24 mL
de agua desionizada’y se afadieron 19 ml de TEOS gota a gota con un embudo
de adicion. La temperatura y el reflujo se mantuvieron por 24 h. Transcurrido este
tiempo, se retird el calentamiento y la solucion transparente se mantuvo en
agitacion por 15 dias, el 'gelrformado se dejé a 60°C en un horno de secado
durante 24 h. Una vez seco, el'nanomaterial se pulverizé en un mortero de agata
y se calciné a 550°C durante 4 hon una velocidad de calentamiento de 2°C/min.

El polvo obtenido se almaceng para su posterior caracterizacion.

TEQS+ EfOH _

PEG + EtOH + H,0

O |

Figura 3.2 Esquema de la sintesis con PEG de acuerdo con la sintesis de Caturo.
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3.1.37Sintesis de SiO,-PEG-ST

La metodologia empleada se basé en lo reportado por Setyawan y colaboradores
[2] a excepcidn del precursor empleado. Previamente, se prepar6 una solucion
A con 2.82.mL de PEG y 100 mL de agua desionizada, ademas de una solucion
B de HCI 1 M.\ En un matraz de tres bocas, se colocaron 30 mL de la solucion A
y 45 mL de la‘splucién B. La mezcla se preparé a temperatura ambiente y se
mantuvo con agitaeidn vigorosa. Se ajusté el pH a 4 con una solucién de NaOH
5M, la mezcla se dej@ sinsagitacion y se dejé envejecer por 1 h a temperatura de
35°C. Posteriormente, se_.incrementd la temperatura a 80°C y se reinicid la
agitacion dejando la mezela en estas condiciones por un periodo de 2 h,
observandose la formacién de‘tn gel blanco. El gel se sec6 a 90°C durante 16 h.
El material se pulverizé en un mortero de agata y se lavo 4 veces con 20 mL de
agua desionizada, para luego ser cado a 90°C durante 2 h. Para extraer el PEG,
se emple6 un equipo Soxhlet.y la ssigliiente metodologia: en el cartucho de
celulosa se colocé el polvo ¢, se adigionaron 200 mL de una solucion de
dimetilsulféxido (DMSO) al 5%~yv/v manteniendo en reflujo por 18 h a una
temperatura de 160°C. Después, el/materialse.seco a 100°C durante 24 h. El

material se almacend para su posterior analisis.

PEG + HCI

TEOS+ EtOH + H,0

Figura 3.2 Esquema de la sintesis con PEG de acuerdo con la sintesis de Caturo.
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3.1.57Sintesis del complejo Zn(acac)2(phen)

En um matraz Erlenmeyer, se disolvieron 1.6476 g de acetilacetonato de zinc
monohidratado (Sigma-Aldrich) en 200 mL de una solucién al 70% v/v de etanol
en agua.“Una vez disuelto, se adicionaron 1.1207 g de 1,10-fenantrolina. La
mezcla se mantuvo en agitacion vigorosa durante 1.5 h. La suspension formada
se filtré y se lavoreon etanol y agua desionizada. El material filtrado, se seco a
50°C en un horno de secado durante 24 h.

3.1.5 Carga del complejo Zn(acac)2(phen) en las nanoparticulas.

En un matraz aforado se prepard una solucién de acido acético (CIVEQ, 99.7%)
al 1% v/v en agua desionizada. Enyun matraz volumétrico de 50 mL se preparé
otra solucion con 500 mg del complejo'Zn (acac)z(phen) y acido acético al 1%(v/v)
para tener una concentracién.de 10-mg/mL. En un vaso de precipitados se
colocaron 5 mL de ésta solucigh y 500 ‘mg de cada nanoparticula por separado.
Se mantuvo en agitacion por 4 horas.y posteriormente se centrifugaron a 3000
rpm. Se retird el sobrenadante y se secaron a-50°C durante 12 h. Los materiales
con el complejo se etiquetaron como(SiO2-N1-Zn-SiO2-N2-Zn, SiO2-PEG-Zn y
SiO2-PEG-ST-Zn.

3.2 Técnicas de caracterizacion

3.2.1 Resonancia Magnética Nuclear del Complejo de Zn

La estructura quimica del complejo de zinc sintetizado para este trabajo se
obtuvo mediante RMN de liquidos y sélidos. Para ello, se empled en un
espectrometro Varian-Agilent 600 de con n/ 2 de pulso de 8.7 y 8.6 us-para 'Hy
13C, respectivamente y los espectros se tomaron a 25°C. Para la resonandia de
liquidos, se emple6 DMSO-d6 como solvente y los cambios quimicos (ppm) se

determinaron en relacion al proton interno del tetrametilsilano (0.0 ppm). Para‘la
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RMN~*de estado sélido del 3C de (150,8 MHz) los espectros de polarizacion
cruzada del giro al angulo magico (CP/MAS) se registraron a 22 ° C en un equipo
Agilent 600 con rotores de ZrO2 (didmetro 4,2 mm). Se utilizaron n/2 de pulso de
2.0 pys, L0 us de tiempo de contacto y 5.0 s de demora de reciclaje. Los
desplazamientes quimicos (ppm) se determinaron en relacion al adamantano
(38,4 ppm).

3.2.2 Difraccion de rayos X de polvos

Para el analisis tanto del.eomplejo como de los materiales a base de SiO2, se
empled la difraccidon de rayes-X de polvos. Las muestras fueron analizadas en un
equipo marca Bruker modeloiD2:Phaser, los difractogramas se obtuvieron en el
rango de 10-100° (26), usando Cu-Ka como fuente de rayos-X cuya longitud de

onda (1) es de 1.541 A y empleando un paso de 0.03 s

3.2.3 Espectroscopia Infrarroja.con Transformada de Fourier (FTIR)

Para el andlisis de los materialesy”se,_empled./la Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR). Segprepararon pastillas al 5% en peso de
muestra en bromuro de potasio (JT Baker. 99%) y\fueron analizadas en un rango
de 350-4000 cm* con una resolucién de 2 cm? utilizandoyun equipo equipo marca
Shimadzu, modelo IR-Affinity 1.

3.2.4 Espectroscopia Ultra violeta-Visible (UV-Vis) por reflectancia difusa.

Para el andlisis de las nanoparticulas, se empleo la Espectroscopia UV-Vis por
reflectancia difusa. Las muestras fueron analizadas en un equipor marca
Shimadzu modelo UV-2600/2700 con esfera de integracion, los espectros se
obtuvieron en el rango de 190-800 cm-%, usando como referencia sulfato de bario
(BaSOa).
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3.2.57°Anéalisis térmico

El andlisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC) se
obtuvieron-en un analizador térmico simultaneo marca STA y modelo i-1000, los
graficos se‘generaron a partir de las siguientes condiciones con 10 ° C/ miny

con flujo de airey(10 cm?/ min) desde la temperatura ambiente hasta los 600 ° C.

3.2.6 Adsorcion demitrogeno

Las determinaciones‘dé area superficial BET y tamafio de poro se realizaron
mediante las isotermas de“absorcion, desorcién de N2 a 77K en un equipo Quanta
Chrome (Autosorb 3B). Los_ mnateriales de desgasificaron a 100°C, durante 12
horas. Para la distribucion de”tamafio de poro se emplearon los datos de

desorcion empleando el método'BIH.

3.2.7 Microscopia electronica.@de barrido’de emision de campo (FESEM)

Para el analisis de las nanoparticulas se"empled un microscopio FESEM-7600

marca JEOL, con un voltaje de aceleracion de_ 20 kV.

3.2.8 Dispersioén de luz dinamica (DLS) para la determinacion del tamafio de
particula y Potencial Zeta

El tamafio de particula y su potencial zeta a pH 7, se determinaron mediante
dispersion de luz dinamica en un equipo ZetaSizer Nanoseries (Malvern
Instruments). Para las mediciones, 3 mg de cada muestra se suspendieron en
100 mL de agua destilada usando celdas DTS1060C para las+mediciones de
potencial zeta, mientras que para el tamafo de particula se emplearon celdas
tipo DTS10012.
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3.3 Evaluacién bioldgicain vitro
3.3.1Biecompatibilidad de las nanoparticulas de SiO2

Se aislaron-células mononucleares primarias usando la separacion por gradiente
de densidad“con el reactivo Histopaque-1077 (Sigma-Aldrich, EE.UU.), de
acuerdo con las, sinstrucciones manufactureras. Todos los experimentos se
establecieron con las*células mononucleares extraidas de individuos normales (n
=5). Las células se cultivaron con medio RPMI 1640 mas un 10% de suero bovino
fetal, 10 mM de penicilina estreptomicina y 10 mM de L-glutamina (ThermoFisher
Scientific, EE.UU.) a 37 %€,.5% CO2 en un incubadora humidificado. La viabilidad
celular se evalué mediante~el ensayo de exclusion de azul de tripano.
Brevemente, las células se sembtraron en una placa de 96 pocillos a una densidad
de 5 x 103cells / pocillo, y los‘cempuestos se incorporan en el medio a una
concentracion de 20ug / ml..Los compuestos empleados para los tratamientos
eran recién preparados en sulféxido de dimetilo (DMSO); las células de control
s6lo se incubaron con DMSO..Después.des48 horas de tratamiento, el numero
de células viables se evalud con azul ‘de tripano-al 0,4% en el recuento manual
en un microscopio invertid Axio (Vert.Al (€arl Zeiss, GE), utilizando un
hemocitometro (Sigma-Aldrich, EE.UU:)¢ El porcentaje de células viables en el
grupo de tratamientos se ajusté al valor obtenido en el grupo de control. Todos

los ensayos se realizaron por triplicado.

3.3.2 Citotoxicidad de las nanoparticulas-complejo

Se fijaron las células con 300uL de formol al 10% v/v, se dejaroen en.agitacion por
10 minutos, posteriormente se lavaron con 500ul de agua destilada. Las células
se tifieron con 300uL de cristal violeta al 0.1%w, y se dejaron en agitacion por 30
minutos. Se les retiro el colorante y se lavaron con 600uL de agua destilada hasta
que el resultado de los lavados fuera transparente aproximadamente,son 4

lavados. Una vez lavadas las células se les agregaron 300uL de acido acético al
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10%v/v y se dejaron en agitacion por 20 minutos. Pasados los 20 minutos se las

placas'se leyeron en un espectrofotometro a una longitud de 595nm.

Se utilizé la _linea celular U373, provenientes de un astrocitoma humano, son
células de“crecimiento adherente con una morfologia Pleomorfico/ astrocitoma.
Para la lectura de:los resultados de tincion celular se utilizé un equipo marca

Epoch y modelo150123, en modo de absorbancia y a una longitud de onda de
595nm.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Sintesis,y caracterizacion del complejo de Zn.

Debido a que~el zinc es un elemento que participa en un gran numero de
reacciones dentro_del organismo se disefid un compuesto que al formar un
complejo con %10- fenantrolina, pudiera tener actividad hacia células
cancerigenas. La métedologia empleada es simple, y el rendimiento obtenido fue
de 57%. El complejo Se sintetizé empleando acetilacetonato, el cual también es
un compuesto conocide por su capacidad de formar complejos. La
reproducibilidad de la sintesis.se confirmé mediante la caracterizacion de tres
distintos lotes etiquetados como.S1, S2 y S3. En la figura 4.1 se muestra la
estructura del complejo bis (acetylacetonato-K? O,07)(1,10-fenantrolina-K? N,N")
zinc(Il) obtenido a través de dos espectros de RMN del protén y de carbono-13

mostrados en las figura 4.2.

Figura 4.1 Estructura quimica del complejo bis(acetylacetonato-K? O,07)(1,10-fenantrolina-K? N,N") zinc(1)
obtenido por RMN de H y 13C.
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lla identidad del complejo se determiné en solucién 'H{13C} (599.8 MHz) y en
estado’' sélido 3C (150.8 MHz) CP/MAS. EIl espectro en DMSO mostrd solo un
grupo” de sefiales de resonancia para los dos ligandos quelantes bidentados,
indicando’la presencia de comportamiento fluxional, es decir, poseen mas de una
configuracién geométrica, lo cual suele ser facil en complejos de zinc [1]. La
formacién del_complejo se da debido a la flexibilidad estereoquimica de
coordinacion de“Jlos. iones Zn?*, lo que permite la interaccion con atomos
donadores para formarcomplejos estables.

Los corrimientos quimicos encontrados en el espectro fueron & = 1.73 (s, 6H,
CHs), 6 =5.14 (s, 1H, CH-C(CH3)0), 6 = 7.95 (ancho, 1H, CHC), & = 8.14 (ancho,
1H, CHb), & = 8.69 (ancho, 1H; CHsg), 6 = 8.88 (ancho, 1H, CHa), *C{1H} NMR
(150.8 MHz, dmso-ds) 8= 27.69 (CHs), 6 = 98.19 (CH-C(CH3)0O), 6 = 124.38, 6=
126.60, & = 126.60, 6= 128.29, 6 =137.66, & = 148.76 (C-aromatico). 6= 189.96
(C=0). 3C CP/MAS NMR (150.8 MHZz)®% = 27.93 (CH3), & = 96.84 (CH-C(CH3)0),
8 =127.95, 6= 135.73, 5 = 140.69, & = 152.01 (C-aromatico), & = 190.35 (C=0),
lo cual confirma la estructura del complejo,imismo que ha sido reportado por Nie
X. y colaboradores [2], y el cual se” confirm&” mediante analisis de rayos-X de
monocristal (ANEXO Al).
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Figura 4.2 Espectro RMN de a) 1H NMR del complejo Zn(acac)z(phen) en DMSO-d6, b) espectro RMN de
13C NMR en DMSO-d6, c) y d) 13C CP/MAS,(las sefiales consasterisco son debidas a bandas laterales
giratorias™a, 10 KHz.

En la figura 4.3 se muestran los difractogramas de+as:tres diferentes sintesis del
complejo y la fenantrolina. En ella se observa sefiales de la fenantrolina a
14.3°,17.2°, 20.7°, 22.4° y 23.2° (20), las cuales.aparecen ligeramente
desplazadas en el complejo de zinc indicando el acomplejamiento con el idn. Los
patrones observados para el complejo en sus tres diferentes,/sintesis, fueron

idénticos lo que nos confirma la reproducibilidad del método de sintesis.
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Figura 4.3 Difractogramas del complejo de zinc y»1,10-fenantrolina. S1,S2 y S3 hacen referencia a los tres
diferentes lotes.

Se colectaron los espectros infrarrojo(de) ambos*precursores y del complejo de
zinc sintetizado, con la finalidad de identificar las bandas correspondientes a los
grupos funcionales de ambos precursores en el complejo. Para el espectro del
complejo, en laregion de 3600-3400 cm™, se observé unabanda centrada a 3421
cm® asociada posiblemente con la presencia de agua adsorbida, la cual aparece
desplazada con respecto a la que mostraron los precursores.'Las bandas de
vibracién correspondiente al enlace C=N a 1589cm™y 1512 cmi-debidas a la
presencia del anillo aromatico de la fenantrolina se desplazaron hacia 1581cm*
y 1500 cm?, respectivamente. El principal cambio se observé en la banda
asociada a las vibraciones v(C-H) de la fenantrolina localizadas a 844 cm* y.732
cm? las cuales se desplazaron hasta 848 cm? y 763 cm™. Lo anterior puéde
atribuirse a que los atomos de nitrdgeno de la fenantrolina pueden donar un par

de electrones cada uno al atomo de zinc formando un enlace covalente [3].
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Figura 4.4 Espectros IR en modo transmitantia.de a) acetilacetonato de zinc, b) 1,10-Fenantrolinay c)
complejo de Zn.

Por otro lado, las bandas caracteristicas del acetilacetonato se encuentran
traslapadas con algunas de las bandas de la fenantrolina, sin embargo la banda
a 929 cm corresponde a las vibraciones v (C-O) + v'(C=C), la cual se observa

claramente en el espectro del complejo.

Lo anterior, confirma la estructura del complejo obtenido y demuestra

nuevamente que la metodologia es reproducible.

4.2 Caracterizacion de las nanoparticulas de SiO2
4.2.1 Espectroscopia UV-Vis por reflectancia difusa

Los espectros UV-Vis de los nanomateriales SiO2-N1, SiO2-N2 y SiO2-PEG-ST,

se muestran en la Figura 4.5. Las nanoparticulas de silica se han estudiado en
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otros”campos diferentes a la nhanomedicina, debido a un interesante fenémeno
Optico.causado por los defectos puntuales que presente la red continua, como
vacancias de oxigeno o de silicon [4]. El SiO2 es considerado un material aislante
con una panda caracteristica de absorcion alrededor de los 300 nm. En los
materiales de SiO2 obtenidos, se observan bandas de absorbancia similares a
las reportadas por Sowri K. [5]. Sin embargo, existen diferencias notables entre
los diferentes espectros. EL material SiO2-PEG presenta una banda de absorcion
ancha y muy intensa a#282 nm, mientras que para el resto de las muestras esta
banda aparece con muy haja intensidad, esto sefial ancha e intensa de la
muestra SiO2-PEG debe @l tratamiento térmico a la que fue sometida para la
eliminacion del PEG. Las manoparticulas de SiO2 sintetizadas con amonia
presentan dos sefales, la primera-es una banda que parece en el rango de 220-
230 nm aproximadamente y la segunda aparece cerca de los 280 nm. Las
diferencias entre las posicienes e intensidades de las bandas, pueden asociarse
a diferencias en los tamarfios de-particula [6], ya que existen diferencias notables

en éste parametro de acuerdo a.lo'que se"discute en secciones posteriores.
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Figura 4.5 Espectros UV-Visible (reflectanCia difusa) de los nanomateriales de SiOx.

4.2.2 Difraccion de rayos X

El SiO2 presenta tres fases cristalinas de forma natural Ias cuales son el cuarzo,
tridimita y cristobalita, ademas de que se puede encontrarlassilice amorfa. Con
respecto a las aplicaciones bioldgicas, solo la estructura amorfa es, considerada

como inerte, lo que permite su aplicacion en biologia y medicina [5,7].

La Difraccion de Rayos X se realizé para estudiar la estructura de los{materiales
y los difractogramas obtenidos se muestran en la Figura 4.6. Para las 4 muestras
se observé una senal amplia en 22°(20) aproximadamente, lo cual corresponde
con lo reportado en la literatura [8, 9, 10], ya que se describe que el difractograma

de la silica amorfa presenta una joroba en la region de 20-30°( 20):
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Independientemente de la cantidad de amoniaco usado o de la forma de
extraccion del PEG, el SiO2 retuvo su estructura amorfa. Esta caracteristica ha
sido observada por otros autores en donde incluso la variacion en el contenido
de PEG tampoco ejerce modificaciones en la estructura [11]. Respecto a la
toxicidad dé las,nanoparticulas de SiO2 y otros 6xidos inorganicos, los estudios
tienen resultados contrastantes. Existen reportes en donde particulas amorfas se
SiO2 inducen citetoxicidad [12], pero es generalmente aceptado que la silica
cristalina posee mayer, citotoxicidad [13]. En el caso particular del presente
trabajo, se obtuvieron materiales amorfos, tales resultados eran los deseados, ya
gue se considera que su toxicidad es baja, esto con la finalidad de que al actuar
como acarreadores de un agente citotdéxico, actuen unicamente como medio de

entrega y no ejerzan algun efecto-dafino en las células.

4000
—— SIO/N1
' ——— SIOAN2
2000 ~~— SIO-PEG
4, SiO,PEG-ST
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S
3
|

1000
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Figura 4.6 Difractogramas de las nanoparticulas de SiO2 obtenidas por DRX de polvos.
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4.2 3’Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

En el analisis de espectroscopia de infrarrojo se pueden identificar los grupos
funcionales. presentes en un material. En el estudio de materiales, es una
herramientasmuy util, ya que nos proporciona informacion acerca de las
interacciones.entre una matriz sélida y moléculas modificadoras de superficie.
Para el caso particular de nuestro estudio, es importante determinar la presencia
de agentes diferentes/al 6xido de silicio, en este caso PEG y amoniaco los cuales
actuaron como estructurantes del SiO2. En la Figura 4.7 se muestran los
espectros infrarrojos de dlos.materiales en el rango del infrarrojo medio. Para las
4 materiales se observa und banda ancha de entre 3600 cm™ y 3100 cm™ que
corresponde a la vibraciop®~de tipo tensidbn del enlace O-H(v oH),
correspondientes a grupos hidroxilo«del agua, etanol e hidroxilacién del gel (Si-
OH) [6], la sefial que aparece’entre los 1630 cm™ y 1640cm™ corresponde a las

vibraciones del grupo hidroxilo-asociados a la presencia de agua molecular.

La banda intensa que aparece entre-1100 em™ y 1120 cm con un hombro a los
1250 cm?, para el caso de SiO2-N1SiO2-PEG y. SiO2-PEG-ST se atribuye a las
vibraciones de estiramiento del enlace(Si-O y al enlace Si-O-Si, esta misma sefial
aparece desplazada a los 1400 cm*“para SiO3-N2, [14, 15]. La banda que
aparece entre los 950 cmty 970 cm™ se puede atribuir a la vibracién de
estiramiento de los atomos que no forman puentes desOxigeno tales como el
enlace Si-OH o el enlace Si-H20. Por Ultimo las bandas de 800 cm™*y 470 cm™?
corresponden a los enlaces de las vibraciones en modo devdoblez para los
enlaces O-Si-O y Si-O-Si [16].

De manera general, no se observaron cambios significativos entre los/diferentes
espectros, ni la aparicion de bandas correspondientes al PEG ni al amoniaco, lo

cual es indicativo de una eficiente eliminacion de los estructurantes.
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Figura 4.7 Espectros infrarrojos de los materiales_nanoparticulados de SiO2 sintetizados a diferentes
condiciones.

4.2.4 Anélisis térmico

En la Figura 4.8 se muestran los termogramas de los materialeés-sintetizados. Los
materiales preparados con amoniaco, muestran una peérdida de peso inicial de
aproximadamente 8 y 9% para el SiO2-N1y SiO2-N2 respectivamente.en el rango
de temperatura ambiente hasta aproximadamente 150°C. De 154°C hasta 600°C
se tiene una pérdida gradual de aproximadamente 2% la cual se atribuye al
reacomodo de los grupos OH estructurales, transformacion que es caracteristica
de materiales sol-gel. Las nanoparticulas con PEG, SiO2-PEG-ST y SiO2-REG
muestran una pérdida de peso inicial de aproximadamente 3 y 4%
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respectivamente, esta perdida se generd a partir de la temperatura ambiente

hasta_aproximadamente los 120°C. A partir de los 300°C hasta los 600°C se

observo/una pérdida de 1% esto puede deberse al igual que en el caso de las

muestras(con amoniaco, al reacomodo de los grupos OH estructurales. Lo que

puede atribuirse a la perdida de agua y disolvente organico residual de acuerdo

con lo reportade“por Li Z [10, 17].
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Figura 4.8 Andlisis térmico de los materiales realizade en atmdsferarde aire. a) TGA y b) DSC, donde los
picos hacia abajo indican_un proceso endotérmico.

La pérdida de masa inicial, va acompafiada de un pi€ojyendotérmico, el cual es
mas intenso en los materiales preparados con amonia@ue para los preparados
con PEG. Esto posiblemente se deba a que los primergs;\fueron secados a
condiciones suaves (por debajo de 100 grados) por lo que adn/Seiencuentra agua
del ambiente en la superficie de ambos nanomateriales. Por otre, lado, esto
coincide con la diferencia en pérdida de masa con relacion a los materiales con
PEG, ya que debido al proceso posterior a la formacién del gel (calcinacion para
SiO2-PEG y extraccion térmica con solvente para el SiO2-PEG-ST), la‘cantidad
de agua presentes en la superficie es significativamente menor. El'pico

exotérmico que se observa alrededor de los 300°C es mayor para el SiO2-N1¥y
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corresponde al reacomodo estructural de los OH de la red del SiO2.Esta
diferencia puede atribuirse a la influencia de la forma y tamafio de la particula.
Los resultados reportados por Rahman N [3]. los termogramas de TGA para los
caso especificos de SiO2-PEG y SiO2-PEG-ST, podemos confirmar que el PEG
se elimin6 por.completo ya que de acuerdo con lo reportado en la literatura la
presencia de PEG en las muestras hace que el peso en el analisis TGA caiga
drasticamente a una.temperatura de aproximadamente de entre 200°C y 600°C
[15].

Con el resultado obtenido, tanto en el TGA como en DSC se confirma lo
observado por espectroscopia FTIR, ya que no se detecta la presencia de restos

de alguno de los estructurantes.

4.2.5 Adsorcion de nitrégeno

Una de las principales caracteristicas para el uso de nanomateriales como
acarreadores de farmacos, es que sus dimensiones pequefias, incrementan el
area superficial disponible para poder_cargarlas.con principios activos. El SiO2 es
un material que puede encontrar aplicaciones como adsorbente, debido a que
puede obtenerse con valores de area BET de hasta.500 m?/g. Es sabido que para
la preparacion de materiales mesoporosos, se requieré normalmente de aditivos
(estructurantes) que una vez que la formacion del gel s€ ha logrado, se requiere
eliminarlos mediante tratamiento térmico, ya que em™\su mayoria, los
estructurantes suelen ser tensoactivos de origen organico. Sim‘embargo, cuando
la silica es sometida a tratamiento térmico, tiene lugar el proceso de.sinterizacion
(colapso de la estructura porosa). Por ello, es necesario buscar alterhativas que
permitan obtener materiales con alta pureza, homogeneidad y con<superficies
grandes empleando condiciones de sintesis suaves. En la Figura 4.9 se muestran
las isotermas de adsorcion-desorcion de nitrogeno a 77K, de los nanomateriales
de SiOa2.
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Figura 4.9 Isotermas de adsorcion-desorcién de nitrégeno de las nangpasticulas de SiO2. En el recuadro
se muestra la isoterma correspondiente al materialsSiO2-N2.

Los materiales sol-gel y en particular los 6xidos suelen exhibir isotermas del tipo
IV, de acuerdo con la clasificacion IUPAC. Esta isoterma_se caracteriza por
mostrar una diferencia entre la curva de adsorcion y desorcion que da lugar a la
formacion de histéresis. Hablar de isotermas tipo IV implica la”presencia de
mesoporosidad, un mesoporo se define como un poro cuyas dimensienes se
encuentran entre 20-500 A (2 a 50 nm), aunque a veces se puede-hablar de
mesoporos con valores por debajo pero cercanos a 20A [18]. Para los materiales
preparados, se observaron isotermas del tipo IV. Los materiales preparados’con

PEG muestran una histéresis del tipo H2 (b), las cuales se asocian con el bloqueo
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éeros, estas son caracteristicas de algunas silicas mesocelulares y se han
ob@adp en algunas silicas mesoporosas ordenadas obtenidas por métodos
solvo mes [19]. Las isotermas de los materiales preparados con amonia,
exhiben L@ isotermas mas complejas, ya que si bien presentan una forma tipo
IV, su lazo ais@éresis es apenas perceptible tendiendo més bien a ser minimo,
por lo que la %r‘esis puede clasificarse como del tipo H1, ya que se encuentra
después de valoQ.,e presion relativa mayores a 0.4. La distribucion de poro

é@%m (Brunauer-Joyner-Halenda) mostrados en la Figura

r

4.10, nos confirman |

calculada por el me
?encia de mesoporos para todos los materiales, sin
2_

embargo el material 2 presenta macroporos (>500 A) de donde

. . -
concluimos que los mater@ preparados con PEG presentan una mayor
cantidad de poros, los cuales‘p en estar mas disponibles y los hacen mas

adecuados para depositarles plejo citotoxico. Los valores del é&rea

superficial especifica se mv@n en latabla 4.1
Tabla 4.1 Valores de area su

Q al esp Q?ET estimada por fisisorcién de No.

<
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Figura 4.10 Distribucién de tamafio de poro obtenida a partirdelos datos de desorcién por el método BJH.

La baja adsorcion de nitrégeno explica los valores”BET encontrados para los
materiales preparados con amoniaco, ya que fueron infefiores a los 50 m?/g. Para
los materiales preparados con PEG se observo un@cambio significativo e
interesante. A pesar de que el SiO2-PEG tuvo un tratamiente térmico de 550°C
para poder eliminar el PEG, éste presenta un area 3 veces mayor que el material
con el método solvotermal. Esto puede deberse a que la extraccién se realiza a
temperatura de 120°C, lo cual de alguna manera influye en la disminucién de
grupos OH terminales, tal como se aprecia con la disminucién de la‘intensidad
de la banda atribuida a este grupo en el espectro FTIR correspondiente‘(Rigura

4.6) afectando la estructura porosa.
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4.2 .6"Microscopia electronica de barrido de emision de campo (FE-SEM)

Come'ya‘se ha mencionado, la morfologia de las nanopatrticulas es un parametro
gue puede-influir significativamente en las interacciones con células y moléculas
bioldgicas..Se cree, que por el simple hecho de tener dimensiones nanométricas,
una nanoparti¢ula_puede tener acceso a compartimientos celulares sin ninguna
restriccion [20,21}~Sin embargo, a lo largo de las ultimas décadas, se ha visto
que ésta si bien”es‘una condicion necesaria no es la mas importante. Las
nanoparticulas pueden Jobtenerse hoy en dia con diferentes formas que van
desde los cilindros, esferas, cubos, esferas huecas, bastones, alambres entre
otras. Dependiendo de la.ferma y del tamafio, las especies quimicas que se
encuentran en la superficie puéden dotar a la nanoparticula de propiedades mas
0 Menos reactivas con respecto@,otras estructuras. Diversos estudios en donde
se busca encapsular algun principio-activo, han empleado morfologias esféricas
de dimensiones variadas [22] haciendo ue esta morfologia, sea una de las mas
utilizadas para tales fines. La sintesis de“esferas de SiO2 puede lograrse por el
meétodo de Stéber o empleando tensoactives. Hasta el momento, con respecto al
primer método, no se encuentran reportes acerca del efecto del contenido de
amoniaco en la porosidad de las particulas. En“elpresente trabajo, decidimos
explorar le efecto de dos concentraciones de amoniace en la forma y tamafio de
las nanoesferas de SiO2, asi como también de manerassimultanea el efecto del
PEG en las mismas propiedades, con la finalidad “‘de obtener estructuras
nanométricas capaces de contener un principio activo citotoxico.

Las imagenes obtenidas por FE-SEM de las muestras obtenidas con amoniaco
se muestras en la Figura 4.11. Podemos observar el efecto delsContenido de
amoniaco, ya que cuando se empleé una razon molar 1:1 (TEQS: NH3), las
particulas obtenidas fueron esféricas bastante homogéneas y con\diametros
aparentes de cerca de 100 nm. Las nanoparticulas formaron agregados” dende
se observan perfectamente las particulas individuales. Al incrementar el
contenido de amoniaco (1:2), las nanoparticulas incrementaron su diametto,

observandose tamarfos de particula menos homogéneos ya que se perciben
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;@mlas con tamafos de alrededor de 350 nm y hasta 500 nm, sin embargo
nu ente se observa la agregacion de las particulas aunque menor
compfﬁdas gue en las de menor relacion de amoniaco (1:1).

Figura 4.11 Micrografias FE-SEM de los materiales SiO2-N1(a,b) y ;®IZ (c,d).

El uso de PEG en la sintesis de nanoparticulas de oxidos se h%portado en
algunos trabajos, la intencion de afadir tal aditivo puede ser basica

S nte con el
propdsito de funcionalizar la superficie del mismo [23] aunque e sten varios
reportes sobre su aplicacion para la formacion de compositos hibridos@ una
variedad de materiales inorganicos [24,25]. En el caso de los materiales
preparados, se buscaba obtener un material con mayor mesoporosidad y eva

el efecto del PEG en la morfologia de las particulas. La Figura 4.12 muestra las
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microefotografias de los dos materiales preparados con PEG. Las diferencias
entre las variantes empleadas son notables. Al extraer el solvente mediante el
meétodo sSolvotermal (a y b), se observa que las particulas forman agregados y
aglomerades de diferentes tamafos y sin una morfologia definida, comparado
con los resultados obtenidos por Setyawan y col., en el cual ellos obtuvieron
particulas esféricas del orden de 0.5-2 pm, por tanto, cambiar el precursor
modifica completamente los resultados obtenidos por ellos. Los agregados mas
pequefios varian enitamario de entre 100 y 300 nm aproximadamente, mientras
que los aglomerados “alcanzan hasta 1 micra. El emplear tratamiento térmico
modificé la apariencia de”las particulas del SiO2, ya que si bien, también se
observa agregacion de particulas (c y d), se distingue una mayor homogeneidad
en el tamafio, aunque nuevamente,.no se observa una forma definida. En ambos
casos se notan cambios en la superficie de las nanoparticulas con respecto a las
superficies observadas en-as nanoesferas obtenidas con amoniaco, ya que la
superficie de los materiales preparados;,con PEG tiene una apariencia porosa, lo
cual era uno de los objetivos de_gsta investigacion. A diferencia de lo reportado
por Rahman y colaboradores [15],. paral materiales tratados a la misma
temperatura, encontraron que al eliminar, el PEG/sse forman particulas de entre
300-400 nm con alta porosidad y tamafas de poro.de cerca de 18 nm. En el caso
de los materiales preparados las particulas individuales se observan del orden de
50-100 nm, siendo estos materiales los que presentaron./valores mas altos de
area superficial y pororsidad, con lo que confirmamos que elmétodo de obtencién
favorecié la obtencién de mesoporosidad y areas superficiales ntermedias.
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4.2.7 Dispersion de luz dinamica (DLS) para la determinaeion del tamafio de

particula y Potencial Zeta

El didmetro hidrodinamico de las nanoesferas de silicio @tizados fueron
determinados mediante la técnica de dispersién de luz dinamica\el cual se
observa en la Figura 4.13 e indica que se obtuvo el tamafio mas efio para
SiO2-N1 con una distribucion bimodal (142 y 190 nm) y aumentan coné:mtidad
de NH3, SiO2-N2, con una distribucion de tamafio trimodal (342, 396 y@ m).
En caso de las muestras con PEG, el tamafio de las esferas aume
comparacion con la anterior debido la longitud de la cadena de polimero, cuan@

PEG fue eliminado por el método solvotermal el tamafio aumenta con una
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distribucion bimodal en 396 y 458 nm, y cuando se elimina por térmica efectuar

el tamafaq permanece constante con la misma distribucién bimodal, no importa la

forma’en que la eliminacion de PEG el tamafio no se ve afectada.

Los grupas.silanol (Si-OH) detectados por FTIR son los principales responsables

de la carga swuperficial de nanoesferas de silice, para adsorber compuestos

inorganicos u organicos en solucién [26] y también afectan a la dispersién en

medios acuosos,-este comportamiento también se ve afectada por la presencia

de siloxanos (Si20),Segun los resultados experimentales la menor de las sefiales

de ambas especies favorece la dispersién de nanoesferas siendo el SiO2-PEG-

ST el mejor material dispersante.
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Figura 4.13 Distribucion del tamafio de particula hidrodinamico de los nanomateriales estimado a partir de
Dispersion de luz dinamica. Las mediciones se realizaron en agua a pH 7.
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Estos'resultados difieren de los obtenidos por la técnica de FE-SEM en la cual se
observan tamafios mas pequefos esto es porque las mediciones DLS reportan
los radios hidrodinamico de las particulas asi como también una menor tendencia
a la aglomeracion de las particulas.

En cuanto® al~potencial zeta, se sabe que el método de sintesis afecta
significativamenté _la carga superficial de las nanoparticulas. Los valores

estimados para las'hanoparticulas preparadas se muestran en la Tabla 4. 2

Tabla 4.2 Valoreside carga superficial de las diferentes nanoparticulas, obtenidos a pH 7.

-1.50
-1.12
b -1.60

_V 0.05

Los valores reportados en la tabla;'se obtuvieron como el promedio de 5 lecturas.
La carga superficial de una nanopartieula es'un/punto clave en la interaccién con
células o moléculas bioldgicas. Para aplicaciones en SNC, es deseable que la
carga superficial sea baja, de donde podemos coneluir de acuerdo a los valores
encontrados que se tiene una carga superficial adecuwada para la aplicacion
pretendida. Se ha reportado que la funcionalizacion conimoléculas de amoniaco,
puede producir modificaciones en la superficie de la silica, haciéndola menos
electronegativa. Los valores de potencial zeta de silica cometcial en el rango de
pH 6-10, se han reportado entre -40 y -50 mV pero al ser modificada puede
obtenerse valores menos electronegativos como los reportados porgkim et al, los
cuales estan en el rango de -20 a-10 mV, dependiendo de la molécula
modificadora [27]. Debido a la composicion de las membranas celulares,. una
carga menos electronegativa favorecera la entrada de las nanoparticulas, ‘perlo
gue podemos observar que los materiales preparados, poseen caracteristicas

deseables que le facilitaran su interaccion con las células.

65

+ iThenticate Pagina 68 de 98 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::3117:622761102



+ iThenticate Pégina 69 de 98 - Engrega de integridad Identificador de la entrega trn:oid:::3117:622761102

4.2 8’Espectroscopia UV-VIS de los materiales impregnados

En lafigura 4.14 se muestran los UV-VIS de las nanoparticulas impregnados con
el complejo, en ella se puede apreciar que todas las muestras muestran un
comportamiento similar, lo que nos indica que el complejo esta presente en las
nanoparticulas, mostrando que para el caso de SiO2-PEG la sefial es mas intensa
esto posiblemente a.que el area superficial es mucho mayor que las demas y por
ello el complejo se‘encuentra en mayor cantidad, para los otros tres materiales la
intensidad decrece de_acCuerdo con el area superficial reportada anteriormente,
siendo asi la muestra Si©2-N2 la de menor intensidad debido a que esta solo

tiene un area superficial de-8 m3/gr.

084 —— SiO, N1
: —— SIOAN2
0.6 — SiO,-PEG
—— SIO,-PEG-ST|

8 1
e
S 04-
O
o) |
[70]
< o02-

0.0-

0.2 : : :

200 300 400

Longitud de onda (nm)

Figura 4.14 UV-Vis de las nanoparticulas impregnadas con el complejo.
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4. 3.Estudios in vitro

Emplears materiales nanoparticulados inorganicos como acarreadores de
principios.activos, tiene varias aplicaciones. Entre ellas podemos mencionar las
siguientes:

e Se buscasmejorar la biodisponibilidad de los farmacos ya que las matrices
inorganicassSuelen ser mas resistentes a cambios fisiolégicos (pH,
concentracion'de iones y temperatura),

e Evitar la difusion’'poco controlada que se tiene con los polimeros organicos
biodegradables ya gue un polimero sufre erosion y al entrar en contacto
con los fluidos, por diferencia de concentraciones el farmaco se difunde,
lo que requiere estudios’de biodegradacion.

¢ Disefiar un vehiculo adecuado\para cada farmaco basado en la naturaleza
quimica del mismo.

Por estas razones, el estudio“de nanoparticulas inorganicas para la entrega de
farmacos ha generado interés“en todo el mundo. Sin embargo, es necesario
evaluar la bioseguridad de todos y“Cada uno de estos nuevos nanomateriales.
Existen diversas técnicas bioldgicas-para tales efectos y la eleccion de la mas
adecuada dependera de la informacion.que se desea obtener. En este trabajo,
con la finalidad de evaluar la biocompatibilidad de las aanoparticulas preparadas,
se evalud el efecto de cada una de ellas en una linea“celular no cancerigena

(monocitos) mediante la técnica de tincion azul de tripano.

4.3.1 Estudio de Biocompatibilidad

La viabilidad celular, se refiere al nUmero o porcentaje de células.que se
encuentran viables (funcionales). En nuestros experimentos, se colocaron dosis
de 20 pg/mL de nanoparticulas que fueron incubadas durante 48 h con managitos
provenientes de sangre periférica de un individuo sano. Los resultados del

estudio se muestran en la grafica de la figura 4.15, en donde se realizé el conteo
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del ndmero de células no viables (muertas) y viables (vivas). Podemos observar
qgué el‘grupo control (células sin nanoparticulas) después de 48 h presenta un
porcentaje de muerte (cerca del 39%) debido a los procesos naturales de las
células como la diminucion de nutrientes, falta de espacio asociado con la
proliferacion celular, etc). Para la muestra SiO2-PEG se observé la menor
cantidad de células no viables (40%), que en comparacion con el control, no
representa una cifra.significativa. Mientras que las nanoparticulas de SiO2-N1
mostraron la mayor’ biecompatibilidad permitiendo incluso mayor proliferacion
gue en el grupo control. Las muestras SiO2-N2 y SiO2PEG-ST mostraron
comportamiento similar entre ellas con valores de 36 y 34% respectivamente. De
lo anterior, podemos sefialar que las nanoparticulas de menor tamario (SiO2-N1)
no afectaron la viabilidad de las celulas empleadas a la concentracion estudiada
y podemos decir que a mayor _tamafio de particula puede esperarse una
disminucién de la viabilidad“celular. Sin.embargo esta disminucién en el caso de
los materiales preparados no<€s-significativa. Esto puede explicarse por el hecho
de que las particulas grandes/ pueden . bloguear receptores y/o canales
especificos en la superficie de la célula impidiendo el paso de nutrientes hacia el
interior de la célula. Una caracteristiCasque se observé en los materiales es que
al ponerse en contacto con el medio. de cultivo; se dispersaron mejor las

nanoparticulas de menor tamario las cuales fueron SiO2:N1y SiO2-N2
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Figura 4.15 Gréfica de la viabilida rdel opartlculas de SiO2 mediante azul de tripano, las

mediciones se realizaron por duplica &s.barra &n la desviacion estandar obtenida por ANOVA.

4.3.2 Evaluacion de la act|V|dad an iprolifera Qé e los sistemas
Zn(acac)z(phen)-SiO>

Para determinar el efecto del complejo, tlna vez e ulado en las matrices de
silica, se emplearon células U-373, que son provenientes de astrocitoma
humano, la morfologia de estas células (control) se muestra en la Figura 4.16,
donde se observa que son células alargadas que p prolongaciones
terminales. Se observan conexiones entre las células pero uede visualizar
gque cada una preserva su individualidad. Inicialmente, se determi | efecto de
las nanoparticulas en dicha linea incubando 1x10° células por poz 0 y20
ug/mL durante 48 h. Las imagenes de los cultivos se muestran en <6&9%&3
4.16 y 4.17 respectivamente. 0

o

.
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ella se observan su forma caracteris si.como la excesiva presencia de células asociada al proceso de
racién descontrolado.

o

Sse observaron cambios morfologicos en las

De manera general, a 10 Ln
células si en la proliferac%a el terial SiO2-N1(a) se observa que el
namero de células se increm z dan% disminucién del lumen (espacio
o )
I

Figura 4.16 Morfologia de las célula 3 teflidas con cristal violeta. La imagen fue tomada a 60X. EN
i

entre las células) lo anterior, c co @‘resultados estadisticos (Figura

Qﬁbilid@ celulares para todos los

nanomateriales fueron de casi el 100%. Pode@ decir que solamente las

4.20), donde se observd que

nanoparticulas SiO2-PEG tuvieron cierto efecto citoto@ pero comparado con el
control, no se considera significativo. Lo anterior,@s confirma que las
nanoparticulas por si solas no ejercen efecto alguno enOI)’nea celular a la
concentracion de 10ug/mL. ®
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Figura 4.17 Microfotografias repr tativas de los cultivos a 60X de a) SiO2-N1, b) SiO2-N2, c) SiO2-
PEG-STy d) SiO -

4 R - ’ - =3
E PR Lo MU o s 7 s

i

Figura 4.18 Microfotografias representativas de los cultivos a 60X de a) SiO2-N1, b) SiO2-N2, @z
PEG-ST y d) SiO2-PEG, a la concentracion de 20 pg/mL. O
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Al inerementar la concentracion de nanoparticulas a 20 ug/mL, no se observo un
cambio significativo ni en la morfologia de las células ni en la proliferacion de las
mismas/De igual manera, cabe sefalar que todas las particulas se dispersaron
de manerashomogénea en los cultivos ya que no se apreciaron agregados de
particulas para-ninguno de los casos.

La citotoxicidadsde_complejos organometalicos se ha estudiado desde que en la
década de los 60s'se.descubrié que el cis-diamonicloro platino inducia la muerte
celular. Desde entonges, se han dirigido multiples investigaciones para evaluar
la capacidad anticancerigena de complejos de platino, buscando agentes mas
eficientes. En las Ultimas décadas, se ha buscado sustituir al platino de este tipo
complejos para tratar de disSminuir los efectos adversos asociados a farmacos
derivados de platino. Dentro de les elementos mas empleados para estos fines
el rutenio y el cobre han mostrade-resultados prometedores. Sin embargo, adn
no se tiene un agente quespueda ser lo.suficientemente toxico para dafar a las
células cancerigenas, pero a‘larvez pravoque el menor dafio posible en células
sanas.

El zinc es elemento que toma partefen-muchas . de los procesos biolégicos del ser
humano. Por ello, es un buen candidato para formar complejos que puedan ser
menos dafinos que aquellos que eceontienenwplatino o cobre. En esta
investigaciéon, propusimos el uso de un complejo de zinc, previamente reportado
por Nie X. y col. [2] pero del cual no existen reportes_acerca de su actividad
antitumoral. Este complejo fue previamente analizado por jnuestro grupo en
diferentes lineas celulares, mostrando significativa actividad (@ntiproliferativa en
la linea U373. Por ello, se empleé como principio activo para encapsularlo en los
nanomateriales, buscando obtener un sistema complejo-nanoparticula que
permita usar bajas dosis del mismo.

Al evaluar el comportamiento del complejo de zinc acoplado a las diferentes
nanoparticulas pudieron observarse algunas diferencias (Figura ‘4.19).
Evidentemente, la capacidad de carga del complejo varia con respecto a las

propiedades de cada material y para este estudio se tom6 como referencias
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cisplatin (el agente quimioterapéutico mas empleado) y el complejo por si solo.
Se‘obsery6 que las nanoparticulas preparadas con amoniaco y cargadas con el
complejo, no presentaron efecto citotéxico, esto puede deberse a la baja area
superficial'y Jporosidad que presentaron lo que influye en la capacidad de carga
del citotoxico. Sin embargo, los materiales que se prepararon con PEG mostraron
su mayor efecte/a 20 ug/mL, cabe sefalar que estas concentraciones fueron con
respecto a las nanoparticulas y que evidentemente la concentracion del complejo
es baja. Es notable ‘sefialar que el complejo muestra mayor citotoxicidad que el
cisplatino, lo cual |0 hace un candidato como agente quimioterapéutico

alternativo.
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Figura 4.19 Microfotografias de los cultivos celulares (60X) para las diferentes particulas cargadas con@
complejo. .
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Unascaracteristica que se observa en los cultivos celulares de las células
cancerigenas, es el hecho de la aglomeracion de las células con las particulas y
el complejo. A diferencia del comportamiento observado en las nanoparticulas
sin complejo, existe una fuerte interaccion del complejo con las células aun a
concentracion baja, ya que se observa la pérdida de estructura en algunas de las
células asi come'también la formacién de grupos compactos de células. Para la
concentracion mas alta (30ug/mL) se logran observar algunos agregados de
nanoparticulas sin embargo, a estas condiciones las células pierden su formay

se incrementa el espacio entre las células que quedan.

a) Control [ ]
Si02—N1 [
Si02—N2 [
150 Si0—PEG-ST I
sio—PEG B
5
g 100 4
iH]
]
=
0
B
3 504
°
'
Ud

€ N

Figura 4.20 Andlisis estadistico de la citotoxicidad inducida por nanoparticulas sin complejode zinc.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este trabajo~se investigaron los efectos de las condiciones de sintesis en la
Biocompatibilidad.y citotoxicidad de nanoparticulas de SiOz, para su uso como
agentes acarreadores de un principio activo con actividad citotoxica en tumores
de SNC. Las nanoparticulas preparadas, tuvieron tamafos variables,
relacionados con la métodologia de sintesis, observandose que en el caso de los
materiales preparados con _amoniaco, existe una estrecha relacion entre el
contenido de amoniaco y ‘eltamafio de particula obtenida. Esta estrategia
disefiada por Stober, favorece Ja,formacion de nanoparticulas esféricas, las
cuales para nuestros fines son preferidas, ya que se ha visto que son mas
facilmente aceptadas en los sistemas_bieldgicos. Esto se confirmd mediante las
pruebas de biocompatibilidad realizadas,7en donde se observo su nulo efecto
citotéxico.

En este trabajo también se utilizé PEG, con la finalidad de estudiar su efecto en
las propiedades texturales y la morfologia de las'nanoparticulas, por lo que se
preparaon dos muestras empleando diferentes metodologias. Ambos materiales
mostraron mesoporosidad y valores de area supefficial superiores a los
materiales sintetizados con amoniaco.

El complejo de zinc empleado en el presente trabajo, mostro ser una alternativa
viable como agente citotoxico ya que exhibe mayor efecto antiproliferativo que el
cisplatin. Al incorporar el complejo de zinc en las nanoparticulas se\observaron
comportamientos diferentes entre los materiales que se sintetizargn_con PEG,
ya que sus propiedades texturales fueron la variable determinante para poder
cargar una mayor cantidad de complejo, ya que se observé la biodisponibilidad
del mismo cuando se aplico en la linea cancerigena de astrocitoma.

Esta investigacion, mostro resultados prometedores, ya que el uso de las

nanoparticulas en una linea celular derivada de astrocitos (células que dan origen
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a_larsbarrera hematoencefalica), puede ser viable como una estrategia para
desarrollar sistemas de liberacion de complejos organometalicos, los cuales si
bien suelen tener actividad citotoxica significativa, aun no logran ser selectivos.
Al término'de 48 h el efecto observado en la linea cancerigena fue significativo
en el estudio preliminar, lo que permite pensar que las matrices de SiO2 actian
como capsulas.gque gradualmente entregan el principio activo.

Podemos concluir‘que los materiales obtenidos, presentaron propiedades de
tamafo, forma y¢ porosidad aceptables para poder atravesar barrera
hematoencefélica y poder liberar agentes citotoxicos. Sin embargo es evidente

gue se requieren estudiosfmas especificos.

5.1Perspectivas del trabajo

Para poder consolidar los«resultados de,esta investigacion, se requiere de un
estudio mas profundo de los siguientesaspectos.
e Evaluar diferentes concentraciones'de'complejo en las nanoparticulas.
e Realizar pruebas de liberacién.del complejo in vitro.
e Evaluar la bicompatibilidad de das nanoparticulas en especies animales
menores.
e Evaluar la actividad en otras lineas celulares provenientes de tumores del
SNC.
e Estudiosin vivo de la accion de los sistemas de entrega,.en donde también
se evalle las capacidad de las nanoparticulas para lleganhasta el cerebro,

mediante inyeccion peritoneal.
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<

A.l

ANEXOS

ACTERIZACION DE LA ESTRUCTURA DEL COMPLEJO DE ZINC

Tabla 1 TaEI@Ll base de datos de rayos-X de monocristal del complejo.

0

Datablock: €xp. 77

0.0023 A

Bond precision :Q—

g

AhsCorr

MULTI-SCAN

Data completeness= 0.872

R{reflections)= 0.0307( 2137)

8 1.044

Hpar=

Cell: =15.5%55 (15} b=10.1621 (&) c=12.5920(8)

alp‘z_)S beta=90 gamma=90
Temperature: 140 6

-
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Volume 1993.1(3) 1233.1(3)
Space group Pbcn ® Pbcn
Hall group -P 2n Zab e -P 2Zn Zab
Moiety formula C22 H22 4 En C22 H22 N2 04 En
Sum formula C22 HZ Zn—y C22 H22 N2 04 En
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z 4 z 4
Mu (mm-1) 1.264 /‘ O—1.254
FOOO 920.0 20.0
FOOO’ 921.448 O é
h,k,lmax 21,14,17 o 4,17
Nref 2796 . 2@
Tmin, Tmax 0.551,0.777 0. QL. 000
Tmin’ 0.52c %

Correction method= # Reported T Limits: Tmin=0.9
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(210615)

PLATON-Oct 24 14:40:54 2015

M~

Figura A.1.1 Estructura molecular del complejo bis(acetylacetonato-K2 O,07)(1,10-fenantrolina-K2 N,N")
zinc(ll).
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A.2 FECNICAS DE CARACTERIZACION

A 2.17Resonancia Magnética Nuclear

La espectrometria de resonancia magnética nuclear es una técnica que utiliza las
propiedades magnéticas de los nucleos de ciertos elementos para darnos
informacion impertante acerca de su estructura quimica y propiedades. Cuando
un grupo de nucleos de espin %2 se pone en interaccién con un campo magnético,
los estados de espin‘Correspondiente se separan en energia. La intensidad de la
transicion que puedeocurrir entre los diferentes niveles es proporcional a la
poblacion del nivel electronico mas bajo y la absorcion de energia se puede
detectar, amplificar y registraren una linea espectral que es conocida como sefal
de resonancia.

Bajo este principio, un espectro puede generarse por un compuesto que contiene
atomos cuyos nudcleos no_tienhen momentos magnéticos iguales a cero. Entre
estos se encuentran el protonAH, °F, isétopos de nitrégeno N y °N y a muchos
otros de interés. Sin embargo, los/nlicleos”de: 1°C, que son de gran importancia
en la quimica organica, no poseen un nucleo con momento magnético, por lo que,
se hace uso del is6topo 3C para poder obténer informaciéon de éste tipo de
compuestos [1]. Dado que esta técnica puede ser empleada para elucidar la
estructura quimica de un compuesto, resulta de gran utilidad en la caracterizaciéon

de complejos organometalicos.

A 2.2 Difraccién de rayos X de polvos

El fendmeno de difraccion es la interferencia entre las ondas quersesgenera
cuando hay un o varios objetos en su trayecto, los cuales son capaces de
dispersar la onda y estan separadas por distancias comparables en magnitud a
la longitud de onda. La difraccién es una consecuencia de las relaciones entre

fases especificas, entre dos 0 mas ondas dispersadas por los obstaculos.
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LLa difraccion de rayos X se produce al bombardear un metal con electrones de
alta energia. Cuando los electrones penetran en el metal se desaceleran y emiten
radiacion en un intervalo de longitudes de onda.

La difrac€ioh de las ondas electromagnéticas se genera debido a que los
elementos de una rejilla, absorben la radiacion y estos a su vez actian como

fuentes secundarias remitiendo la radiacion en todas direcciones [2, 3, 4].

espectro visible por el ojo humano (Luz)

400nm  |450nm  Is00nm  |550nm  [600nm 1650 nm 700 nm

llplll lqm l'l\
I T I I

Longitud 15 014 o g 3 ] 4 .3 .2 .1 0
deonda(m) 10 107 107 10 : 107 107 107 107 100 10

1 I, 1 1 I 1 1 1
Fecuencia (Hz) 307 307 107 10%° 102 10" 10° 10° 120 10
(1Zetta-Hz) - (Tera-Hz) (1 Giga-Hz) (1 Mega-Hz)

Figura A 2.1 Espectro de los diferentes tipos‘de radiacién electromagnética y sus correspondientes
frecuencias y/longitudes de onda [5].

A 2.3 Espectroscopia Infrarroja con Transformada.de Fourier (FTIR)

La espectroscopia Infrarrojo es una de las técnicas de caracterizacion de gran
utiidad para obtener informaciéon cualitativa de las moléculas organicas e
inorganicas.

La radiacion infrarroja es la radiacion electromagnética con longitudes de onda
mas altas, es decir de menor frecuencia que los Rayos-X; una longitud-de onda
de este tipo de radiacién es de alrededor de 1000 nm, esta longitud @de)onda
corresponde a una frecuencia de unos 3X10* Hz, y a su vez esta es comparable
a la energia con la cual las moléculas vibran. Las vibraciones en las moléculas

son excitadas por la absorcion de los fotones. Los fotones de la luz infrarroja no
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;éeen la energia suficiente para generar transiciones electronicas, pero si
pued oducir que los grupos de atomos vibren respecto a los enlaces que los
coneéfestas vibraciones corresponden a distintas energias y las moléculas
absorben@iiacién infrarroja solo a ciertas longitudes de onda y frecuencia [4].
Las moIéCLﬂa,\ oseen niveles discretos de energia de rotacion y de vibracion.
Las transicior@@‘tre niveles de vibracién se producen por absorcion de fotones

con frecuencia v rango del infrarrojo medio. La radiacion infrarroja se puede

dividir en tres regio cuales se muestran en la tabla 3.1:

1000-1

1000-50 z .
®‘

50-2.5

10-10000
10-200 Vibraciones
de red

@ 200-4000  Vibraciones
/ 6‘ moleculares
2.5-1 4@240

_ O dooo-loooo Armonicos

Ve ‘ - -7 - - -
Para que una molécula pueda absorber radiacion infrarroja, esta debe de sufrir

un cambio en el momento dipolar cuando vibra o gir enlace con momento
dipolar es aquel que se puede visualizar como una ca@ positiva y una carga
negativa separadas por un muelle (energia de deformacion); si este enlace se
coloca en un campo eléctrico, se puede comprimir o alargar,@pe diendo de la
direccion del campo eléctrico. Unicamente en estas condicimés\ el campo
eléctrico alternante de la radiacion puede interaccionar con I@gcula y

9290
Q

modificar la amplitud de alguno de sus movimientos [6, 7, 8].
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A 2.4 Espectroscopia Ultra violeta-Visible (UV-Vis) por reflectancia difusa.

La espéctroscopia por absorcién molecular en las regiones ultravioleta y visible
del espectro electromagnético su utiliza ampliamente en la determinacion
cuantitativauna amplia cantidad de especies inorganicas, organicas y bioldgicas.
La frecuencia.gue torresponde a la longitud de onda del ultravioleta es méas corta
y a energias mucho'mas altas en comparacion con el infrarrojo. La region del UV
se encuentra en-dn intervalo de frecuencia encima del visible. Los
espectrofotometros desUV se encuentran entre el rango de 200 y 400 nm, los
cuales corresponden a la-€energia de un fotén de 70 a 140 Kcal/mol. Las energias
UV-visible corresponden a transiciones electronicas (energia necesaria para
excitar un electron desde un orbital molecular a otro). Las longitudes de onda de
la luz UV absorbida por una molécula se determinan por las diferencias de
energia electrénicas entre los orbitales de la molécula.

La espectroscopia UV-Vis por reflectancia difusa es de gran utilidad para obtener
informacion sobre materiales cuyas superficies son rugosas, como en el caso de
polvos. Esto es porque a diferencia de las supgrficies lisas, la componente difusa
es mas fuerte que la especular por le.que la infermacion que nos proporciona es

mas adecuada [7, 8].

Reflexion especular Reflexion difusa

Figura A 2.2 Diferencia entre la reflectancia especular y difusa [9].
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A 2.5'Anédlisis térmico

El analisis térmico es el conjunto de técnicas analiticas que permiten el estudio
del compartamiento de los materiales frente a variaciones de temperatura,

mismas quespueden inducir diferentes cambios en los materiales.

A 2.5.1 Analisisitermogravimétrico (TGA)

La termogravimetria es/tina técnica que proporciona una medicién cuantitativa,
con la cual se determina-la pérdida o ganancia de masa de una muestra en
funcion de la temperatura,~con respecto a una referencia. Las curvas
termogravimétricas son caracteristicas de un material dado, debido a la
secuencia unica de las transformaciones fisicas y a las reacciones quimicas que
pueden tener lugar. Los cambios de peso en el material se deben a la formacién
o rompimiento de los enlaces-fisicos o\guimicos a temperaturas elevadas. Una
de las formaciones mas comunes ‘que puede ocurrir al realizar esta
caracterizacion es que debido a las altas temperaturas puede existir la formacién
de productos volatiles y por ello la pérdida de peso,aunque también puede ocurrir
una reaccion quimica con lo que también existirja un cambio en el peso de la
muestra, esto también dependera de la atmdsfera en que se realice. El intervalo
de la temperatura usualmente para el TGA va desde temperatura ambiente hasta

los 1200°C, tanto en atmosfera inerte como reactiva.

A 2.5.2 Calorimetria de barrido diferencial (DSC)

La calorimetria de barrido diferencial (DSC) una técnica cuantitativa que’permite
conocer la temperatura a la cual tiene lugar el cambio energético en el praceso
de estudio, asi como también el calor que esta involucrado dentro del mismo

proceso.
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Mide”las diferencias en la cantidad de calor aportado a una muestra y una
sustancia de referencia en funcién de la temperatura de la muestra, estando las

dos sometidas a un programa de temperatura controlado.

Se utilizan.dos tipos de métodos para obtener los datos de calorimetria de barrido
diferencial: DSC: de potencia compensada y DSC de flujo de calor.

Con el método de DSC de potencia compensada, se miden las compensaciones
de potencia efectuadas _para que tanto la muestra en estudio como la referencia
se mantengan a la misma temperatura, al someter a ambas a un programa de
temperatura bajo atmosfeta’controlada. Mientras que el método de DSC de flujo
de calor, mide la diferencia’de’cantidad de calor de la muestra y la de referencia
cuando la temperatura de la primera se aumenta o disminuye linealmente. Cabe

destacar que ambos métodos generan la misma informacion [4, 10, 11,12].

A 2.6 Adsorcion de nitrégeno

El término de adsorcion de acuerdo eon la definicion de la IUPAC es la adsorcion
positiva 0 negativa de uno o mas ‘componentes, en una capa interfacial. La
adsorcion implica el enriqguecimiento~de un componente (adsorbato) en la
superficie de otro (adsorbente). La adsorcion se establece debido a las fuerzas
de atraccion entre las moléculas de un fluido y la superficie solida.

El area superficial de los materiales se obtiene por medio.de las medidas de
adsorcion fisica, uno de los métodos més utilizado es_.el método BET,
desarrollado por Brunauer, Emmet y Teller. Este método se basa en la medida
de sucesivos volimenes de un gas no polar, por lo general nitrbgeno o gases
nobles, adsorbidos sobre la superficie interna de los poros del solido@la.\vez que
se mide la presion de las moléculas que se adsorben, hasta que se~l0gra la
saturacion de la superficie. De acuerdo con la clasificacion de la IUPAC, que'los
clasifica en base al tipo de superficie y porosidad del material, se presentan‘seis

tipos distintos de isotermas de adsorcion [13].
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Figura A 2.3 Tipos de isotermas e histéresis'de‘acuerdo con laclasificacion de la IUPAC [14].

A 2.7 Microscopia electronica de barrido de emision-de campo (FESEM)

La microscopia electronica de barrido de emisién de campo”(FESEM), es un
instrumento que al igual que la microscopia electrénica de barrido (SEM) es una
técnica indispensable para la caracterizacion de los materiales capaz de ofrecer
una amplia variedad de informacion procedente de la superficie de‘la muestra,
pero con mayor resolucion y con un rango de energia mayor. ELsprincipio
fundamental de la técnica es igual a la del SEM y es el siguiente: “Un¢haz de
electrones procedentes de un filamento es acelerado y focalizado mediantesina
serie de lentes electromagnéticas hacia una muestra”. A partir de la interaccion

de los electrones con las muestras es que se generan una serie de sefales que
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sonrecogidas y amplificadas por un detector, y permiten obtener informacion de

la morfologia del material asi como también su composicién quimica.

El FESEM.se.diferencia del SEM en cuanto a la generacion de electrones. Este
utiliza como fuente,de electrones un cafién de emision de campo que proporciona
haces de electtones de alta y baja energia focalizados, por lo cual mejora la
resolucion y permite trabajar a muy bajas potencias, (0.02-5 kV). Con estas
caracteristicas del FESEM se logra minimizar el efecto de carga muestras no
conductoras asi como también a evitar dafios en materiales sensibles al haz

electronico [15].

A 2.8 Dispersion de luz dindmiea (DLS) para la determinacién del tamafio
de particulay Potencial Zeta

La dispersion de luz dinamica{Dynamicilight scattering) es una técnica que mide
la difusion de particulas en movimiento,broewniano empleando la relacion de
Stokes-Einstein (la cual establece una relaciénjentre los fendmenos de difusion
y viscosidad), para convertir el valor-ebtenido €n datos de tamafio y distribucién

del mismo.

El potencial Z es una medicion de la magnitud de la‘repulsion o atraccidon entre
las particulas. Su medida proporciona una idea de los mecanismos de dispersiéon
y es la clave del control de dispersion electrostatico. Cuamdo particulas se
encuentran en solucion, la presencia de una carga neta en su(superficie afecta la
distribucion de los iones que se encuentran a su alrededor lo quesesulta en un
incremento de la concentracion de sus contra-iones. La zona sobreda cual existe
esta influencia se llama capa eléctrica doble, la cual se cree que existeé como dos
regiones separadas. Cuando la particula se mueve a través de la solucion ya
sea mediante la accion de la gravedad o la aplicacion de un voltaje, los ionesse
mueven con ella. El potencial zeta es una medicién necesaria para determinarla

estabilidad de particulas en una suspension coloidal. Si las particulas tienen una
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carga negativa o positiva grandes, se repeleran entre ellas y por lo tanto la

suspension sera estable.

A 2.9 Evaluacion bioldgica in vitro
A 2.9.1 Biocompatibilidad de las nanoparticulas de SiO2

Existen diferentes metodologias para evaluar la viabilidad de células cuando
estas se exponem ‘@ agentes extrafios y asi determinar su posible efecto
antiproliferativo. Una‘'de‘las mas comunes es la técnica de exclusion por tincion
con azul de tripano. Esta técnica se basa en el uso de azul de tripano el cual es
un coloide que penetra las/Células que presentan la membrana rota. Con este
meétodo se puede saber la integridad de la membrana celular, dado que las
células con la membrana dafiada se tifien de color azul, mientras que las células

con la membrana integra se observan blancas o brillantes [16].

A 2.9.2 Citotoxicidad de las nanoparticulas:complejo

El procedimiento de la tincion de Gram' consiste“en fijar el material organico a la
superficie del portaobjetos del microscepio ya sea’por calor o con metanol. Cabe
destacar que el metanol preserva la morfologia de las células huésped, asi como
la de las bacterias, ademas que es Util para examinar.muestras de sangre.
Después de la fijacion se prosigue a la tincion con el coldrante principal el cristal
violeta. Luego se aplica el yodo de Gram, para que el colorante.alcalino se una a
la pared celular de las bacterias a través de enlaces quimicos. Ladecoloraciéon
distingue células grampositivas de las gramnegativas. Las células’grampositivas
retiene el cristal violeta y las gramnegativas pierden el colorante [17]
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