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RESUMEN

RESUMEN

Recientemente los nanosistemas SBA-15/magnetita, estan emergiendo como uno de los candidatos mas
atractivos para producir nuevos nanodispositivos, se componen de dos materiales que por separado,
cada uno posee un gran potencial y diversas aplicaciones. Entre las aplicaciones biomédicas de estos
nanocomposites (NCs) se incluyen: MRI, hipertermia, sistemas de liberaciéon controlada y selectiva de
farmacos/biomoléculas, andamios para ingenieria de tejido &seo, dispositivos para tratamiento de
cancer, entre otros. Por su parte, la cerdmica mesoporosa de silice tipo SBA-15 ostenta una elevada area
superficial, grandes volumenes de poro, estrecha distribucidn de tamafio de poro, una alta reactividad
debida a la presencia de grupos silanol (Si-OH) y la facilidad de modificar orgdnicamente su superficie
con diversos grupos funcionales; cualidades que la dotan para ser una excelente matriz de soporte
catalitico, de proteccion de sustancias labiles (vitaminas, enzimas, genes...) y un sistema eficiente de
liberacion controlada de farmacos/moléculas. Mientras que las nanoparticulas (NPs) de magnetita se
destacan por su caracter superparamagnético, su tamafio capaz de atravesar barreras fisioldgicas, su

biocompatibilidad y su funcionalizacién.

En esta tesis se presenta la sintesis, la caracterizacién fisicoquimica, estructural y magnética, asi como
algunas aplicaciones biomédicas de las cerdmicas mesoporosas SBA-15 y los NCs SBA-15/magnetita. En
las micrografias de MEB se observaron las distintas morfologias obtenidas debidas a la variacion de los
parametros de sintesis, mediante MET, los NCs evidenciaron la presencia de una disposicion hexagonal y
un sistema de canales ordenados de poros aun tras el anclaje de la magnetita. Los difractogramas de
rayos X de policristales y de dngulo bajo mostraron la presencia de los picos caracteristicos de la
magnetita cristalina, y las reflexiones convencionales de un material SBA-15 ordenado, respectivamente.
El analisis por BET exhibié grandes &reas superficiales por encima de los 150 m?/g y estrechas
distribuciones de poro con didmetros entre 2-18 nm. La caracterizacién magnética se realizé por VSM,
revelando el comportamiento superparamagnético. Asi mismo, la caracterizacion mediante hipertermia
magnética presentd dos tipos de respuesta, sin aumento de temperatura o un incremento relativo de la

misma, lo que dependid de la ubicacién de las NPs en la nanoestructura.

Zulema Vargas Osorio 1



RESUMEN

En cuanto a las aplicaciones biomédicas, se disefiaron y desarrollaron nuevos andamios 3D (polimeros
naturales/SBA-15/magnetita) para ingenieria de tejido 6seo que presentaran los tres niveles de
porosidad (macroporos, mesoporos y microporos), para propiciar una buena adhesion y proliferacién
celular, ademas de mantener un transito adecuado de nutrientes y sustancias de desecho. A partir de
ellos se realizé la liberacién de simvastatina, mostrando la capacidad de estos sistemas para liberar
farmacos de forma controlada y prolongada. Los ensayos de MRI y marcaje celular se hicieron con los
sistemas core-shell (Fes0;)n@C y con el NC MNCN1yp, para el primero, el marcaje celular se realizd en
presencia y ausencia de poli-L-lisina (PLL) para estudiar la implicacion de este polimero en la
internalizacién de las NPs por las células, obteniéndose que la PLL ayuda al proceso de internalizacién
aun a altas concentraciones de NPs. En el caso del NC MNCN1,,, ademds se estudiaron su
biocompatibilidad in vivo y su citotoxicidad mediante el ensayo por analisis de la lactato deshidrogenasa
(LDH), comprobandose su excelente biocompatibilidad y confirmando su potencial para aplicaciones
biomédicas en cerebro. En cuanto a la respuesta por MRI, el valor de la velocidad de relajacién
transversal (r,) de los sistemas core-shell (Fe;0,)n@C fue de 218 mM™s™, mostrando un valor superior a
los productos comerciales tales como Resovist o Endorem, en el caso del material MNCN1, este valor
fue r, = 113.7 mM™s™, menor al de las NPs core-shell, sin embargo alto considerando que este material

sélo posee el 5% en peso de Fe.

En resumen, las cerdmicas mesoporosas tipo SBA-15 y los nanocomposites magnéticos mesoporosos
SBA-15/Fe;0, fueron sintetizados por diferentes rutas, variando distintos parametros quimicos y fisicos
para obtener propiedades fisicoquimicas, morfoldgicas y magnéticas, deseables en un amplio rango de

aplicaciones biomédicas.

Zulema Vargas Osorio 2



ABSTRACT

ABSTRACT

Multifunctional nanocarriers, integrating diagnostic and therapeutic functions, have attracted increasing
scientific attention recently. Magnetic-mesoporous silica nanocomposite materials are emerging as one
of the most appealing candidates to produce novel nanodevices for personalized medicine, theranostic
carriers, celular and diagnostic MRI in vivo, magnetofection, hyperthermia, magnetic bioseparation,
molecular diagnostics, magnetic-controlled drug release systems and osseous regeneration devices. The
main driving force for this trend is connected to the possibility of combining synergistic magnetic,
mesoporous, and biological entities and functions in a well-defined host matrix, also looking for tissue
engineering constructs capable of combining the replacement of damaged parts with local cancer
treatment. The synthesis of mesoporous silica materials with controlled physicochemical characteristics
like large pore volume, high surface area, narrow pore size distribution, tunable pore size and high
hydrothermal stability, is of large interest due to its inert, harmless, and inexpensive character and their
ever-expanding list of applications. The incorporation of magnetic nanoparticles (MNPs) into these
biocompatible mesoporous scaffold formulations provides final materials with additional magnetic
functionality and reinforced mechanical properties for bone tissue engineering applications. Magnetic
functionality comprise different beneficial effects like magnetic stimulation on biological media (i.e.,
enhancement of cell adhesion/proliferation), guiding of growth factors loaded magnetic nanocarriers, or
the in vivo localized heat release by magnetic hyperthermia with the help of an externally applied

alternating magnetic field.

So the aim of this study was conducted by the synthesis, the structural and physicochemical
characterization and the applications as scaffolds for bone tissue engineering; soft, hard hyperthermia
devices for cancer treatment, and nanosystems for MRI and cells labeling of magnetic-mesoporous silica

nanocomposite materials.

In the present work we report the synthesis procedure of magnetic mesoporous SBA-15 ceramics with
controlled morphology. Different procedures and synthetic parameters are varied in order to control the

physico-chemical, textural and magnetic properties of these materials.

Zulema Vargas Osorio 3



ABSTRACT

Our results show that magnetic mesoporous silica presents a flat two-dimensional hexagonal symmetry
with the presence of mesoporous ordination cylindrical geometries, opened at both ends, with
magnetite nanoparticles anchored on their surface and in the channels as shown by TEM and SEM
micrographs. Measured by BET, these materials show a surface area above 150 m”/g, which assures a
higher ability to be loaded with different molecules than conventional ceramics. The presence of
crystalline magnetite is corroborated by the XRD spectra which reveals the typical iron oxide crystalline
pattern peaks. Magnetic characterization was performed with a vibrating sample magnetometer (VSM),
where field dependent magnetization cycles were performed at room temperature for the samples. The
magnetization cycles show no hysteresis or coercive forces, which is highly desirable for biomedical
applications to avoid magnetic agglomeration of particles. In addition hyperthermia characterizations
have been performed to assess the magneto-thermal abilities of the samples. The hyperthermia
response can be tuned by varying the content of magnetite as evidenced, where negligible temperature
increase or a high increase of about 40 °C in only one minute can be obtained depending on the
physicochemical properties of the ceramic and the magnetite content and location. This tunable
response can be an advantage for different tissue engineering purposes since it allows for magnetic
enhancement of bone cell growth and differentiation (low thermal increase) or locally killing cancer cells
(high thermal increase) with magnetic hyperthermia by selecting the proper magnetite doping. In
addition the porous character of SBA-15 ceramics allows to functionalize the material with growth

factors, specific antibiotics or therapeutic drugs to promote regeneration and healing in bone diseases.

In summary, magnetic mesoporous SBA-15 ceramics have been synthesized by different routes and
varying chemical and physical parameters to obtain tunable physicochemical, morphological and

magnetic properties suitable for different biomedical applications.
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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

NOMENCLATURA GENERAL

NC: nanocomposite

NP: nanoparticula

NPM: nanoparticula magnética

PLL: poli-L-lisina

PAA: acido poliacrilico

PEIl: polietilenimino

OA: 4cido oleico

SBA-15: ceramica o matriz mesoporosa de silice que se obtiene por un proceso similar al sol-gel
Fe;0,: magnetita

Core-shell: nlcleo-capa, nucleo-recubrimiento, hueco-cubierta (por sus siglas en inglés)
IT: Ingenieria de Tejidos

MMS: materiales mesoporosos de silice, en la mayoria de los casos son sistemas de canales ordenados
TLCT: Cristal liquido o True Liquid Crystal Templating

AC: agentes de contraste

By: campo magnético

M,: relajacion magnética componente longitudinal o magnetizacion longitudinal

Myy: relajacién magnética componente transversal o magnetizacion transversal

T1 o T,: Tiempo de relajacién longitudinal

T2 o T,: Tiempo de relajacién transversal

R, o r,: Velocidad de relajacién transversal

Bg¢: frecuencia de Larmor de los protones

BOLD: dependencia del nivel de desoxigenacion de la sangre (blood desoxygenation level dependent por sus siglas en
inglés)

Tc: Temperatura de Curie

M: magnetizacion

Mjs: magnetizacidn de saturacién

M,: magnetizacidon remanente

H: campo magnético

H¢: campo coercitivo o coercitividad

K., 0 K: constante de anisotropia

V: Volumen

KV: energia de anisotropia

kT: energia térmica

D.: tamafio critico

D,: didmetro de poro

Dg,: didmetro de poro por el método BJH

W,: masa de simvastatina liberada a tiempo t

W,: masa de simvastatina liberada a tiempo 0

K,: constante cinética primera exponencial a las 9h de ensayo

K,: constante cinética segunda exponencial de las 9h hasta la conclusién del ensayo
PSper: tamaiio de poro por el método NLDFT

MSCs: células troncales mesenquimales (mesenchymal stem cells, por sus siglas en inglés)
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ABREVIATURAS

LDH: lactato deshidrogenasa
PBS: es un buffer salino de fosfatos, solucién cominmente usada en biologia (phosphate buffered saline, por sus siglas en

inglés)
MATERIALES
c‘JH
Ho/Si\\/\/NHZ
N1: 3-aminopropil-metil-dietoxisilano (CgH,;NO,Si), CH,

OH
| H
PN L e

HO
N2: N-[3-(trimetoxisilil) propil] etilendiamina (CgH,,N,03Si), OH NH;

(")H
Ho/Si\\/\/NH2
N3: 3 aminopropil-trietoxisilano, OH
N: igual a N2
CH,
L CH,
o[

(Q'la o~ CH; |_O
ofsli/\/\s/s\s/s\/\/S'\o/\CH3
S: Bis [3-(trietoxisilil)propil] tetrasulfuro (C;gH4,065,Si5) Hy ¢ _©
SBA-15: material SBA-15 sintetizado a baja temperatura
SBA-15Na: material SBA-15 sintetizado a baja temperatura en presencia de NaCl
SBA-N1: material SBA-15 sintetizado a baja temperatura, funcionalizado con el 2.5% de N
SBA-N2: material SBA-15 sintetizado a baja temperatura, funcionalizado con el 5% de N
SBA-N3: material SBA-15 sintetizado a baja temperatura, funcionalizado con el 7.5% de N
SBA-S1: material SBA-15 sintetizado a baja temperatura, funcionalizado con el 2.5% de S
SBA-S2: material SBA-15 sintetizado a baja temperatura, funcionalizado con el 5% de S
SBA-S3: material SBA-15 sintetizado a baja temperatura, funcionalizado con el 7.5% de S
SBA-NaN: material SBA-15 sintetizado a baja temperatura en presencia de NaCl, funcionalizado con el 10 % de N
SBA-NaS: material SBA-15 sintetizado a baja temperatura en presencia de NaCl, funcionalizado con el 10 % de S
SBA-NaNS;;: material SBA-15 sintetizado a baja temperatura en presencia de NaCl, funcionalizado con el 5% de Ny el 5
% deS
SBA-NaNS;;: material SBA-15 sintetizado a baja temperatura en presencia de NaCl, funcionalizado con el 7.5 % de Ny el
25%S
Core-shell (Fe;0,)n@C: nanoparticulas esféricas con multiples nicleos de magnetita que conforman el core, protegidos
por una capa de carbono amorfo (shell)
$15,: matriz mesoporosa ordenada de silice tipo SBA-15 sintetizada con una disolucién de HCI
$15,,: matriz mesoporosa ordenada de silice tipo SBA-15 sintetizada con una mezcla de HCI/H;PO,
S$15G,;: matriz mesoporosa ordenada de silice tipo SBA-15 sintetizada con glicerol y una disolucion de HCI
$15G,p: matriz mesoporoso ordenada de silice tipo SBA-15 sintetizada con glicerol y una mezcla de HCI/H;PO,
H: NCs mesoporosos magnéticos (SBA-15/Fe;0,) provenientes de S15,,0 S15Gy
HP: NCs mesoporosos magnéticos (SBA-15/Fe;0,) provenientes de S15,,0 S15G,
NCPAA: NCs mesoporosos magnéticos de S15 y NPs de magnetita funcionalizadas con PAA sintetizadas en el interior de
los canales de poros de los materiales S15
NCHPAA: el mismo material que NCPAA, pero con un mayor porcentaje de magnetita funcionalizada.
NCPEI: NCs mesoporosos magnéticos de S15 y NPs de magnetita funcionalizadas con PEI, sintetizadas en el interior de los
canales de poros de los materiales S15
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ABREVIATURAS

MOA: NPs de magnetita recubiertas con acido oleico estabilizadas en ciclohexano

LMNC: NCs mesoporosos magnéticos de S15 y NPs de magnetita ancladas covalentemente a la superficie externa del S15
mediante un recubrimiento nanométrico de SiO, amorfa

HMNC: el mismo material que LMNC, pero con un mayor porcentaje de magnetita

MANC: NCs mesoporosos magnéticos de S15 y agregados de NPs de magnetita con una capa de carbono amorfo,
anclados covalentemente a la superficie externa del SBA-15

CSNC: NCs mesoporosos magnéticos de S15 y estructuras core-shell (Fe;0,)n@C, ancladas covalentemente a la superficie
externa del S15.

MNCN1: NCs mesoporosos magnéticos de S15G y NPs de magnetita ancladas covalentemente a la superficie externa del
S15G mediante un recubrimiento nanométrico de SiO, amorfa funcionalizada con N1

MNCN2: mismo material que MNCN1 pero funcionalizado con N2

MNCN3: mismo material que MNCN1 pero funcionalizado con N3

Fe;0,@0A: MOA

SBA-15/Fe;0,@PAA: NCPAA y NCHPAA

SBA-15/Fe;0,@PEl: NCPEI

SBA-15/Fe;0,@Si0,: LMNC y HMNC

SBA-15/(Fe;0,)n@C: MANC Y CSNC

SBA-15@glicerol/Fe;0,@Si0, funcionalizado con NH,: MNCN1, MNCN2 Y MNCN3

Andamio 3D: biomaterial elaborado a partir de una mezcla de polisacaridos naturales/SBA-15 o polisacaridos
naturales/SBA-15/Fe;0,

HA: hidroxiapatita

Scl: andamio 3D que contiene 70% de HA y 30% del material S15;

Sc2: andamio 3D que contiene 50% de HA y 50% del material LMNCp

Sc3: andamio 3D que contiene 50% de HA y 50% del material MANCy

Sc4: andamio 3D que contiene 100% del material S15y

Sc5: andamio 3D que contiene 100% del material NCPEI,

Sc6: andamio 3D que contiene 100% del material LMNC,

Sc7: andamio 3D que contiene 100% del material HMNC,,

Sc8: andamio 3D que contiene 100% del material NCPAA,»

TECNICAS DE CARACTERIZACION

DRX: difraccidn de rayos X (por sus siglas en espafiol)

AQE: analisis quimico elemental (por sus siglas en espariol)

IR-TF: microscopia infrarroja por transformada de Fourier (por sus siglas en espafiol)

TGA/DTG: termogravimetria y primera derivada de la curva de termogravimétrica

BET: porosimetria de adsorcidn de N, por el método de Brunauer-Emmett-Teller

BJH: Didmetro de poro por el método de Barrett-Joyner-Halenda

NLDFT: Tamaiio de poro por el método Non-Local Density Functional Theory (por sus siglas en inglés)

MEB: microscopia electrénica de barrido (por sus siglas en espafiol)

MET: microscopia electrénica de transmision (por sus siglas en espariol)

RMN->°Si: resonancia magnética nuclear de silicio 29 (por sus siglas en espariol)

MAS: técnica de RMN conocida como rotacidn en el dngulo mdgico, utilizada para realizar experimentos en estado sélido.
VSM: magnetometria de muestra vibrante (por sus siglas en inglés, vibrating sample magnetometer)

RMI: imagen por resonancia magnética

fMRI: imagen por resonancia magnética funcional (Functional magnetic resonance imaging or functional MRI por sus
siglas en inglés)

PIM: porosimetria de intrusién de mercurio
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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Uno de los grandes retos de la medicina en este siglo, es el desarrollo de técnicas de diagndstico precoz
para numerosas enfermedades; asi como, el disefio y desarrollo de una nueva generacién de
nanosistemas destinados a la regeneracion de érganos, tejidos y funciones dafiadas dentro del cuerpo
humano; dado que la pérdida parcial o total de los mismos representa uno de los problemas mas
costosos, dificiles y de mayor gravedad que ha enfrentado la humanidad en los Ultimos afios, el cual se
ha incrementado aceleradamente debido al estilo de vida, el crecimiento poblacional, las demandas
sociales, las necesidades clinicas, el desarrollo tecnoldgico, entre otros. De esta forma, encontrar una
solucidn adecuada a estos retos podria tener una gran repercusién en nuestra sociedad en un futuro
cercano, por lo tanto, el objetivo que se persigue al utilizar biomateriales vanguardistas, es salvar vidas,
mejorar la calidad de vida, reducir el sufrimiento y contribuir a llegar en mejores condiciones fisicas y

mentales al final de nuestra vida.

El SBA-15 representa un interesante campo de investigacion y desarrollo para la obtencién de
biomateriales de tercera generacidn destinados a inducir la regeneracion de los tejidos, proporcionando
un andamiaje apropiado para las células. Debido a sus propiedades sobresalientes y a la posibilidad de
funcionalizar y nanoestructurar de manera fisicoquimica y topografica su superficie, es posible disenar
nuevas ceramicas como punto de partida para ensayos mecdnicos, estudios en cultivos celulares,
ensayos in vitro e in vivo, que conduzcan a la fabricacién de implantes con el valor anadido de poder
incluir farmacos tales como antibidticos, antiinflamatorios, anticancerigenos, entre otros, para ser
posteriormente liberados de forma gradual. Sin duda alguna, si la distribucién de poros de la matriz
ceramica es ordenada, la adsorcidn y liberacién del farmaco correspondiente serd homogénea teniendo
el valor afiadido de lograr resultados reproducibles, la adsorcidon y la liberacién también dependera de

las propiedades texturales, estructurales y quimicas de la matriz ceramica.
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1. INTRODUCCION

Los nanosistemas de silice mesoporosa/NPs magnéticas aplicados a bionanotecnologia y nanomedicina
representan un prometedor progreso, integrando tanto funciones terapéuticas como de diagnéstico, su
desarrollo esta motivado por la busqueda de nanomateriales para medicina personalizada. Entre los mas
novedosos nanotransportadores multifuncionales, las NPs magnéticas de silice mesoporosa son una de
las plataformas terandsticas de mayor potencial, no sélo poseen tamafios a nanoescala que cumplen con
los requisitos para aplicaciones in vivo, sino que también son un nanocomposite capaz de provocar
efectos sinérgicos a través de las nanoparticulas superparamagnéticas y la nanoestructura mesoporosa
con canales de poro modulables. En este sentido las NPs magnéticas proporcionan una mejora del
contraste para resonancia magnética de imagen (MRI), las cuales ademas pueden ser magnéticamente
dirigidas mediante la aplicacion de un campo magnético adecuado. Por su parte la silice mesoporosa

funge como sistema de liberacidn controlada de farmacos y como una estructura soporte.
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2. ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES

2.1. NANOTECNOLOGIA

La investigacion del comportamiento de la materia a escala nanométrica abre una prometedora
perspectiva de nuevos conocimientos. Cuando las dimensiones de las particulas de un sdlido tienen
una dimension del orden de 100 nandmetros, equivalente aproximadamente a un millar de atomos,
la mayoria de ellos se encuentran situados en la superficie de las particulas; por lo tanto, las
propiedades fisicas de estas particulas son muy distintas de las que se observan en un sélido de
tamafio normal o macroscépico con la misma composicién quimica. Hoy en dia, es habitual utilizar
técnicas experimentales que permitan fabricar, caracterizar y manipular materiales de tamafio
nanométrico como: nanoparticulas, nanocomposites, nanosistemas, nanocristales, nanoldminas,

entre Otl’OSl.

La nanotecnologia surge como una disciplina poderosa capaz de proporcionar soluciones originales y
novedosas en distintos campos de la ciencia (biomedicina, 6ptica, materiales, quimica, fisica,
biologia, de alimentos, energética...), la ingenieria y la tecnologia. Particularmente en el ambito de la
biomedicina, los nanomateriales han adquirido recientemente un gran interés debido a la gran
variedad de aplicaciones que pueden llegar a tener. La utilizacién de nanomateriales en biomedicina
como area multidisciplinaria, requiere del trabajo conjunto de especialidades aparentemente muy
alejadas entre si, que pueden ir desde la fisica, las ingenierias, la ciencia de materiales hasta la
medicina, la biologia y la quimica. Los nuevos nanomateriales poseen multiples aplicaciones
relacionadas tanto con el diagndstico como con la terapia de enfermedades neurolégicas, musculo-

esqueléticas, distintos tipos de cancer, entre otras’.

2.2. INGENIERIA DE TEJIDOS

El dafio total o parcial de tejido y la pérdida de la funcién de un dérgano se encuentran entre los
problemas mas graves y costosos de la salud humana. Inicialmente, esos problemas se han abordado
mediante el trasplante de drganos y tejidos alogénicos, sin embargo, esta opcidn se ve limitada por la
baja disponibilidad de donantes®. Segtin el Centro Nacional de Trasplantes (CENATRA), en el primer

trimestre del 2016 se registraron en México 20,320 pacientes en espera de algun tipo de trasplante,
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2. ANTECEDENTES

no obstante, es sabido que cada afio muere un gran nimero de pacientes en listas de espera

(alrededor de un 40 %) y, mas grave alin, muchos otros no llegan siquiera a integrarlas®>.

Esta creciente necesidad de drganos ha llevado a los investigadores a plantear la posibilidad de
utilizar células y materiales de diversa naturaleza para la reconstrucciéon de érganos vy tejidos, para
dar asi nacimiento a una disciplina conocida hoy como Ingenieria de Tejidos (IT)%, la cual se define
como el uso de los principios y métodos de la ingenieria, la biologia y la bioquimica orientados a la
comprension de la estructura y la funcién de los tejidos normales y patoldgicos de los mamiferos, vy el

consecuente desarrollo de sustitutos biolégicos’.

La IT tiene como estrategia la regeneracion de partes dafadas del organismo, la cual es claramente
distinta a la de los implantes biomédicos tradicionales utilizados en la actualidad. De esta forma, la
reparacion del cuerpo humano pasa de enfocarse en una aproximacion bidnica a hacerlo en una
aproximacién a la medicina regenerativa con dos vertientes, la ingenieria de tejidos y la terapia
celular, que utilizan biomateriales de tercera generacién. Buscando como objetivo el desarrollo de
compuestos bioldgicos y biomateriales implantables en el organismo, con intencién de regenerar,

reparar, mantener o mejorar la funcién de érganos vy tejidos®.

Particularmente, la Ingenieria de tejido éseo se sustenta en tres pilares, las células responsables de la
osteogénesis (capacidad de producir tejido dseo), los factores bioquimicos: sefales y factores de
crecimiento responsables de la osteoinduccion (capacidad para promover la formacion de hueso), y
los andamios, fabricados con biomateriales naturales y/o sintéticos, responsables de la
osteoconduccidn (capacidad para permitir y favorecer el crecimiento y organizacién del tejido 6seo)?,

como se muestra en la figura 2.1.

Lo mas sencillo para la Ingenieria de tejidos es implantar directamente el andamio con los Unicos
requisitos de ser biocompatible, poroso, biodegradable o reabsorbible, osteoconductor y con unas
propiedades mecanicas minimas; sin embargo, lo que en realidad se busca, es sembrar células del
propio paciente previamente en el andamio, antes de implantarse. Otras dos opciones de la IT serian,
implantar el andamio funcionalizado con diversas moléculas como factores bioquimicos, o implantar
el andamio donde estén incluidas tanto sefiales como células. Estos andamios tridimensionales
deben tener una porosidad con un tamafio de didametro que permita la entrada de las células que va

alojar.
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2. ANTECEDENTES

p Factores
Células

bioquimicos
3 " {

N \: / :
. Andamio - i SN
\ 'J, Andamio >3

funcionalizado

Figura 2.1. Esquema representativo de los 3 pilares en los que se sustenta la Ingenieria Tisular.

Los andamios ideales para ingenieria de tejidos deben ser biocompatibles, proporcionar un soporte
mecdnico que pueda sostener temporalmente la carga mecanica del tejido a considerar, tener una
tasa de degradacion apropiada, equivalente a la del proceso de regeneracidon del tejido y una
porosidad interconectada con una elevada area superficial y una distribuciéon de tamafio de poro
adecuada que promuevan la adhesién, migracion, proliferacion, diferenciacién celular y el trafico de
metabolitos. Si ademas permite adsorber y liberar de forma controlada fdrmacos, factores

morfogénicos, entre otros, seria mas que ideal®.

2.3. BIOMATERIALES

El término biomaterial fue por primera vez definido en el afio de 1976 en la primera Conferencia de
la Sociedad Europea de Biomateriales, siendo el siguiente: “un biomaterial es todo aquel material
usado como dispositivo médico destinado a interaccionar con los sistemas bioldgicos”, esta definicién
cambio rapidamente a “material destinado a interactuar con sistemas bioldgicos para evaluar, tratar,
aumentar o reemplazar cualquier tejido, érgano o funcion del cuerpo” °. Sin embargo, la gran
importancia que han cobrado los biomateriales uUltimamente en el campo biomédico ha llevado a la
publicacion de una nueva definicién: “un biomaterial es una sustancia que ha sido disefiada para
tomar una forma definida, la cual por si sola o como parte de un sistema mds complejo, es usada
para dirigir mediante el control de las interacciones con los componentes de los sistemas vivientes,
el curso de cualquier procedimiento terapéutico o de diagndstico en la medicina humana o

veterinaria” *°.
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2. ANTECEDENTES

Al implantarse un biomaterial se genera una reaccion en los tejidos vivos receptores, produciéndose
un proceso inflamatorio, mismo que puede estar influenciado por otros procesos como: corrosion,

9, 11, 12

degradacién, abrasion, entre otros . Sin embargo, también la respuesta de los tejidos puede

favorecer la incorporacién del material, interactuando directamente con los componentes del tejido,

resultando en la reparacion del defecto o acelerando el proceso de regeneracion de una lesion'® 2.

Un estudio detallado de cualquier biomaterial debe considerar la valoracién de los siguientes

aspectos:

# las caracteristicas fisicoquimicas del material, tales como, composicién, densidad,

microestructura, propiedades termodinamicas, entre otras.

@

Las propiedades mecdnicas principales como elasticidad, resistencia y dureza.

&

La estimacién en un banco de pruebas de desgaste, friccidon, fatiga, corrosidon vy
envejecimiento del biomaterial.

# La evaluacion bioldgica, que comprende el estudio de la biocompatibilidad del material.

Previo al empleo de cualquier biomaterial en la clinica humana es fundamental determinar su
biocompatibilidad. Este concepto hace referencia al grado de aceptacion de un material por parte del

organismo™***; misma que puede estudiarse evaluando los siguientes eventos:

# Lainteraccion entre los biomateriales y tejidos receptores.
# La reaccion resultante de la degradacion del material.

# Los factores mecanicos involucrados.

El objetivo principal de los estudios de biocompatibilidad es analizar las posibles respuestas adversas,
tales como, inflamacién, pirogenicidad, toxicidad sistémica, sensibilizacion, mutagenicidad y
carcinogenicidad. Ademads, estos ensayos permiten determinar el comportamiento y actuacion de los
nuevos materiales. El riesgo bioldgico de la utilizacion de los biomateriales depende de Ia
composicion quimica del material, de su actividad especifica, de la concentracién y de la frecuencia
y/o del tiempo de exposicion. Los ensayos de biocompatibilidad deben llevarse a cabo en

condiciones similares a su aplicacién en la clinica humana®®.
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2. ANTECEDENTES

Los factores que influyen en la biocompatibilidad de un material son los siguientes:

Factores quimicos: La composicion del material determina en gran medida su potencial
toxicidad. Por ejemplo, los polimeros pueden ser téxicos por si mismos o por la accién de sus
productos de degradacién.

Factores eléctricos: Las corrientes de polarizacion anddica o catddica que presentan los
metales condicionan su corrosion. Por ejemplo, la polarizacidn anddica provoca la disolucién
de iones metdlicos en el organismo.

Factores superficiales: La superficie de un material puede tener caracteristicas hidrofilicas o
hidrofébicas, lo que condiciona la aptitud de las proteinas para la adsorcion v,
secundariamente, su tolerancia. En general, los materiales de superficie hidréfila son mejor
tolerados, debido a que el agua es el principal componente del cuerpo humano.

Factores mecanicos: Las interacciones en la interfase entre el tejido y el biomaterial
condicionan la respuesta tisular. Es el caso de los implantes intradseos en que se puede
producir la formacién de tejido fibroso mediado por fuerzas de traccion o de cizallamiento, o
de tejido dseo, por interaccion de compresion.

Factores geomeétricos: La respuesta a un mismo material depende de la granulometria,
geometria y cantidad de éste, de tal manera que la reaccidén es distinta si la formulacion es
compacta o particulada. En general, el implante en forma de particulas genera una respuesta

cuantitativamente mayor“.

2.4. ANDAMIOS 3D

Los "Andamios" 3D, son biomateriales de alta porosidad que actlan como patrones para la
regeneracion, guiando el tejido en su crecimiento. En este apartado se explicaran de forma resumida

los requerimientos funcionales, tipos y materiales utilizados en la elaboracién de estas estructuras®’.

El término de andamio fue considerado debido a su significado como una estructura de soporte para
construccion. Dependiendo del tipo de tejido a reparar o regenerar, habra un nimero determinado
de consideraciones a tener en cuenta en el disefio y determinaciéon del andamio mas adecuado,

como son®:

a) Biocompatibilidad: anteriormente discutida, es el primer y mas importante criterio a cumplir,

ya que las células deben adherirse a él, funcionar normalmente y migrar sobre la superficie o
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c)

d)

3D para ingenieria de tejidos, se utilizan tres tipos bdsicos de materiales de partida

2. ANTECEDENTES

a través de ella. De esta forma un andamio biocompatible no presentara una respuesta
negativa inmunitaria, inflamaciones o rechazo.

Biodegradabilidad: Los andamios no son entendidos como un implante permanente, por lo
gue deben ser biodegradables de modo que permitan a las células desarrollar sus propias
matrices de crecimiento. Los productos resultantes de esta degradacidn, por supuesto,
deberan ser no-tdxicos.

Propiedades mecdnicas: De una forma ideal, el andamio deberd poseer propiedades
mecdnicas en consecuencia con el sitio donde va a ser implantado, siendo lo suficientemente
fuerte como para soportar los esfuerzos mecanicos durante su implantacion y durante el
proceso de reconstruccion del tejido. En este punto el reto estd en dotar al andamio de un
equilibro entre unas buenas propiedades mecanicas y una arquitectura porosa que permita
la infiltracidon de las células y la vascularizacion, aumentando las posibilidades de éxito.
Arquitectura del andamio: Los andamios deben tener una estructura porosa interconectada
para asegurar la penetracion celular y una adecuada difusién de los nutrientes a las células
dentro de la estructura y a la matriz extra-celular formada por las mismas. Ademads, una
estructura porosa interconectada no sélo permite una adecuada difusién, sino también la
evacuacioén de los productos fruto de la degradacion, impidiendo que influyan negativamente
en otros érganos o tejidos circundantes del cuerpo. Un factor clave es el tamaifio medio de
poro, lo suficientemente grande como para permitir la migracién de células dentro de la
estructura, donde eventualmente se uniran a los ligandos grupos quimicos con los que las
células podran interactuar sobre la superficie del material. Ademas, el tamafio de poro debe
ser el adecuado para tener una suficiente superficie especifica que lleve a una eficiente unién
de un numero critico de células. Para cada andamio, existird un tamafio de poro critico que
va a depender del tipo de células usadas y del tejido a tratar.

Tecnologia de fabricacién: Para que un andamio o tejido particular sean considerados como
viables desde un punto de vista clinico y econdmico, deberia ser posible fabricarlos en un

laboratorio de produccién a pequeia escala con costes asumibles.

El punto clave es la eleccidén de los materiales de partida con los cuales se fabricara el andamio, que

determinaran cualquiera de los criterios expuestos en este apartado. Para la fabricacién de andamios

18,19,

4 Cerdmicas.
# Polimeros sintéticos.

# Polimeros naturales.
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Los andamios cerdmicos se caracterizan por una alta rigidez mecanica, baja elasticidad y una
superficie fragil y dura. Desde el punto de vista de la ingenieria de tejidos 6seos, muestran una
excelente biocompatibilidad por su similitud quimica y estructural. Las interacciones entre las células
osteogénicas con la ceramica son importantes para la regeneracion ésea, ya que las cerdmicas son

conocidas por mejorar la diferenciacion y la proliferacién osteoblastica'”2* %,

En el caso de los polimeros sintéticos, muchos han sido usados para produccién de andamios, como
poliestireno, acidos: polilactico (PLA), polilactico-co-glicélico (PLGA), poliglicélico (PGA), etc. Estos
materiales son altamente utilizados, debido a que son muy moldeables y se adaptan facilmente a
cualquier arquitectura. Ademds se puede controlar el tiempo de degradaciéon de los mismos,
variando la cantidad, la composicién, el grado de polimerizacidn... del o de los polimeros
involucrados en la elaboracidon de un andamio. Sin embargo los procesos de degradacion de algunos
polimeros pueden ser téxicos, por ejemplo la degradacién del PLA y el PGA se producen mediante
hidrdlisis, generando didéxido de carbono, lo que disminuye el pH local, por lo que existe el riesgo de

necrosis del tejido™ 2.

La tercera posibilidad es la utilizacién de polimeros biolégicos como el colageno, los proteoglicanos,
sustratos de base alginato, quitosano, los carragenatos, entre otros. A diferencia de los polimeros
sintéticos, los naturales son biolégicamente activos y muestran una excelente adhesién vy
proliferacion celular. Ademas, son biodegradables, lo que permite a las células huésped producir sus
propias matrices extracelulares y reemplazar el andamio degradado. Sin embargo la fabricacién de
andamios basados en polimeros naturales con propiedades homogéneas y reproducibles presenta
muchas dificultades. Ademas, de que ostentan bajas propiedades mecanicas, lo que limita su uso,

por ejemplo, en aplicaciones ortopédicas® ** 2.

Los problemas expuestos han tratado de ser solucionados fabricando andamios a partir de
nanocomposites, desarrollandose combinaciones donde se introducen cerdmicas en andamios de
base polimérica u otras donde se combinan polimeros sintéticos con naturales, para mejorar la
capacidad bioldgica y mecanica. Ademas existe la posibilidad de incorporar farmacos/agentes
biolégicos en los biomateriales disefiados para la reconstruccién o regeneracién de tejidos

contrarrestando asi a nivel local posibles respuestas inflamatorias, infecciosas, entre otras®™°.
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2.5. MATERIALES MESOPOROSOS DE SILICE (MMS)

2.5.1. Solidos Porosos

Un gran numero de procesos y reacciones quimicas de interés tienen lugar en la interfase entre un
medio fluido y un sdélido poroso, el resultado final de la interaccién entre ambas depende, en buena
medida, de las caracteristicas del sistema poroso del sélido. Este hecho ha conducido al desarrollo de
metodologias especificas para la sintesis de materiales con la porosidad mas adecuada para la
funcién que se desea que cumplan. Ejemplos bien conocidos son el carboén activado, la alimina y la
silice, cuyas caracteristicas porosas pueden modificarse, dentro de ciertos limites, mediante el
control adecuado de sus respectivos procedimientos de preparacién® ** 2%, EI comportamiento de
esos materiales se encuentra también limitado por la presencia de una ancha distribuciéon de
tamafios de poros, que pueden variar desde un nandmetro (e incluso inferiores) hasta varias micras,
lo cual impide, por ejemplo, su aplicacién efectiva en procesos en los que se requiera la adsorcién
selectiva de ciertas moléculas en funcidén de su tamafio. Por el contrario, esta funcion la cumplen de
manera muy eficaz una familia de silicatos llamada Zeolitas, que actian como tamices moleculares al
adsorber sélo aquellas moléculas lo suficientemente pequefias como para penetrar en un sistema de
poros, que es accesible Unicamente a través de aperturas que tienen un didmetro de unos pocos

Angstromzs.

La Uniodn Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) establece una clasificacién del tamafio de

los poros, seglin sea el valor de su didgmetro promedio, distinguiéndose asi tres grandes grupos®:

@* Microporos: poros con didmetros medios inferiores a 2 nm
@® Mesoporos: con didmetros medios comprendidos entre 2 y 50 nm.

@® Macroporos: con didmetros medios superiores a 50 nm.

La sintesis, modificacién y funcionalizacion de los diversos nanosistemas condicionan la arquitectura
final del sélido, asi como la manera en la que estas piezas se organizan en estructuras mas
complejas®. En los ultimos afios, una de las dreas que mas ha llamado la atencién de la comunidad
cientifica, ha sido el control de las estructura de sdélidos porosos a varias escalas®, debido a sus

2% 25 para

interesantes aplicaciones en catalisis, separacion, adsorcién, sensores y biomedicina
conseguir un control preciso de la organizacion de estos sélidos, ha sido necesario desarrollar nuevas
técnicas sintéticas y biomiméticas, y la utilizacion conjunta de precursores inorganicos y

biomateriales.
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2.5.2. Origen de los MMS

El descubrimiento de los materiales mesoporosos ordenados de silice se origind en 1992 por
investigadores de la compafia Mobil Oil, dando lugar a lo que se conoce como la familia de
materiales M41S, donde se sitidan el MCM-41, MCM-48 y MCM-50%7-2%2% p posteriori se sintetizaron
otras familias de materiales mesoporosos, como las series SBA, desarrolladas en 1998, por Zhao y
colaboradores, cientificos de la Universidad de Santa Barbara®’; MSU (Michigan State University)31;
KIT-1 (Korea Advanced Institute Of Science and Technology n21)* y FSM-16 (Falded Sheet Material
n216)*. Todos estos materiales se caracterizan por tener propiedades sobresalientes, tales como una
mesoestructura estable, elevadas areas superficiales, grandes volumenes de poro, estrechas
distribuciones de tamafio de poro y sistemas de canales de poro homogéneos y ordenados,
organizados en mesoestructuras hexagonales (2D), entre los que se encuentra el SBA-15, o cubicas
(3D). Las propiedades texturales y estructurales de los materiales mesoporosos pueden ser

modificadas mediante la seleccion del método de sintesis apropiado®.

2.5.3. Sintesis de los MMS

La sintesis estd basada en la utilizacién de moléculas organicas a modo de "plantillas", que dirigen la
formacidn de sélidos a su alrededor. Tales plantillas se caracterizan por conservar su forma y tamafio
original durante la sintesis del material nanoestructurado, para posteriormente ser eliminadas en un
proceso que da lugar a materiales con una porosidad controlada. Para que un compuesto organico

pueda ser considerado como una plantilla molecular, debe poseer® **:

a) Estabilidad quimica en el medio de reaccion.
b) Interaccidon especifica con el precursor del sélido.

c) Posibilidad de ser eliminado una vez finalice la reaccion de sintesis.

Las moléculas de surfactante cumplen con el criterio anterior, actuando como agentes directores de
la formacion de la estructura de silice en disolucidn acuosa. Los surfactantes se definen como
sustancias anfifilicas, es decir, que poseen una doble afinidad que desde el punto de vista
fisicoquimico, se define como una dualidad polar-apolar. La molécula anfifilica tipica consta de dos
partes; por un lado, un grupo polar o cabeza, que contiene heterodtomos como O, S, P, o N, los
cuales se encuentran en grupos: alcohol, acido, sulfato, sulfonato, fosfato, amina, amida...; y por
otro, un grupo apolar o cola, que suele ser un grupo hidrocarbonado de tipo alquil o alquil benceno

34, 35

que puede contener, eventualmente, atomos de halégeno u oxigeno . De esta forma, la parte
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polar tiene afinidad por los solventes polares, agua en particular, denomindndose comidnmente
como parte hidrdfila o hidrofilica; mientras, que la parte o grupo apolar se denomina parte hidréfoba

o hidrofdbica. Asi, los surfactantes pueden clasificarse en funcién de su carga, figura 2.2, en:

# |6nicos: Presentan una o mas cargas en su cabeza polar.
Anidnicos: Cargados negativamente.
Catidnicos: Cargados positivamente.
Anféteros: Presentan una carga positiva y una negativa. Su carga neta es cero.
# No idnicos: No presentan cargas superficiales, como es el caso del Plurinic® 123, plantilla

precursora en la formacién del SBA-15.

(CXC)
/\/\/\/\/\/\/503 Na
o0®
/\/\/\/\/\/\/COO Na

/\/\/\/\/\/\CIHZ
N@\ ©Br  CATIONICOS

WOMOH » NO IONICOS
n

coo® )
/\/W ANFOTEROS

NH,

> ANIONICOS

J

Figura 2.2. Tipos de surfactantes segun su carga.

Debido a esta doble afinidad, la molécula anfifilica se encuentra en una disyuntiva dentro de un
solvente, puesto que siempre existird una interaccién que no sera satisfecha. Para minimizar este
efecto, estas moléculas muestran una fuerte tendencia a migrar a las interfases, de modo que el
grupo polar se sitia dentro del agua y el grupo apolar queda orientado hacia un solvente organico o
hacia la superficie. Cuando la concentracion del surfactante alcanza un valor umbral conocido como
concentracion micelar critica, las moléculas tienden a formar agregados denominados micelas®,
donde su forma y tamafio depende de la naturaleza y composicién quimica de la molécula del
surfactante, de su concentracién y de la temperatura. Otros factores como el pH de la disolucién y la
concentracién salina total también influyen en el proceso de agregacién. La asociaciéon de moléculas
anfifilicas se da con el objetivo de reducir la superficie de contacto de las regiones hidrofdbicas con el
solvente acuoso®. Las moléculas descritas pueden formar las estructuras mostradas en la figura 2.3,

en funcidn de su forma y caracteristicas.
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Figura 2.3. Tipos de arreglos micelares®.

Particularmente para la formaciéon de las MMS, las micelas tenderdan a agregarse para formar
estructuras supramicelares determinando su estructura final; en funcién de las condiciones sintesis,
éstas seran hexagonales, cubicas o laminares®. El parametro de empaquetamiento g* vy el tipo de

surfactante pueden definir el tipo de estructura a obtener. El parametro de empaquetamiento se

-5z
g= ap * e

donde V se define como el volumen total de la porcién hidréfoba del surfactante, a, el area

define como:

superficial del grupo que forma la cabeza del surfactante y I. es la longitud de la cadena hidréfoba
(figura 2.4). Segun el resultado, la estructura del surfactante sera de un tipo u otro, si g < 1/3 se
formaran fases hexagonales o cubicas; si 1/3 < g < 1/2 se formaran micelas cilindricas que dan como
resultado estructura hexagonal plana, como es el caso del SBA-15, y si g > 1/2 se obtendran fases

laminares.

Cabeza
polar

ol

V  — |

Cola
hidrofébica

=T v

Figura 2.4. Esquema de los parametros de empaquetamiento.
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La sintesis del SBA-15 es relativamente sencilla y da lugar a un material mesoestructurado
biocompatible, lo que unido a su coste y ausencia de toxicidad lo hace muy interesante, sobre todo
en aplicaciones biomédicas®®, a diferencia de otras MMS que presentan estructura ordenada
hexagonal 2D y caracteristicas similares como es el caso del MCM-41, el SBA-15 posee un sistema de
canales de poros interconectados, lo que lo asemeja mas a la arquitectura de los huesos,
permitiéndole con mayor facilidad el flujo de sustancias como farmacos, nutrientes, metabolitos,
moléculas de desecho, entre otras. Por otra parte, el uso del copolimero tribloque (Pluronic P123°®)
conlleva a la obtencion de didmetros de poro grandes (8-9 nm) y paredes gruesas (5 nm), lo que

genera un material muy estable*” *

, en comparacion con el MCM-41 con un D, de 1-3 nm y paredes
de 2-3 nm. Asi mismo, el SBA-15 presenta una baja microporosidad, alta mesoporosidad ordenada y
monodispersa y una alta superficie especifica, caracteristicas que pueden ser modificadas en funcién

de los parametros de sintesis utilizados*>***,

2.5.4. Mecanismos de formacion de los MMS

Hay dos mecanismos propuestos para la formacidn de los materiales mesoporosos de silice, figura

2.5:

# Cristal liquido (TLCT): donde el surfactante es el director de la estructura sin que el precursor
de silice inorganico intervenga en el proceso.

% Interacciones organico-inorganico: postula que las interacciones organico-inorganico de tipo
electrostatico entre la fase inorgdnica de silice y la fase micelar en medio acuoso, son las

determinantes de los distintos tipos de interacciones existentes.

Mesoestructura
Fase cristal inorganica Material
Micela liquido L so6lido/surfactante mesoporoso
cilindrica
Micela Extraccion
:’\b\\%/ﬁ surfactante

=

( /\O/Si\

(o]
Precursor
o B
de silice

Figura 2.5. Formacion de materiales mesoporosos: A) mecanismo de cristal liquido (TLCT) y B) interacciones
orgdanico-inorganico.
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Al ser el segundo método el mas aceptado, con una correcta eleccidon del surfactante y de las
condiciones de sintesis, es posible controlar las interacciones entre la pared inorgdnica y la parte

polar del surfactante para lograr la ionizacién del precursor inorganico. Estas interacciones se pueden

clasificar de la siguiente forma (figura 2.6)***.

Figura 2.6. Interacciones entre las especies inorganicas y el grupo de cabeza del surfactante (S:
Surfactante; I: especie inorganica).

a) S'I: La reaccién tiene lugar en medio basico y un surfactante catidnico. De este modo las

especies de silice se encuentran como aniones (es el caso de los mesoporosos de la familia
M415S).

b) S*X1": Se lleva a cabo bajo condiciones acidas (pH<2) por debajo del punto isoeléctrico de la

silice, para que estas especies se puedan protonar. Se produce una interaccién con el
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surfactante catidnico y por ello es necesaria la presencia de un contraién X, normalmente un

haluro.

c) SM'I: Cuando se trabaja con surfactantes cargados negativamente es posible trabajar en

medio alcalino, pero es necesario el uso de un mediador alcalino M".
d) ST1':Se emplean surfactantes aniénicos y paredes inorganicas catiénicas en medio acido.

e) SY%NC°°: se emplean surfactantes neutros y las interacciones se producen por enlaces de
hidrégeno entre los dtomos del surfactante y la silice hidroxilada sin carga.(S°: amina de
cadena larga; N°: Polioxietileno)

f)  S%XI°): se produce por formacién de pares i6nicos actuando el anién X  como mediador
catalizando la hidrélisis de los alcoxisilanos, es el caso de la sintesis de SBA-15 en presencia

de CI™.

Una vez sintetizado el material, se debe eliminar el surfactante para dotar al material mesoporoso

resultante de las propiedades texturales finales.

2.5.5. Funcionalizacion de los MMS

La complejidad de estos sistemas hibridos ha permitido la adaptacién de sus propiedades en funcidn
de sus necesidades especificas. En mucho de los casos, principalmente en el drea biomédica y en lo
que respecta a la liberacién selectiva y controlada de farmacos, es necesario modificar
organicamente la superficie interna y externa de las paredes de los mesoporos de silice a través de la
unién covalente de uno o varios grupos funcionales. Gracias a que los materiales mesoporosos de
silice presentan una elevada concentracién de grupos silanol (Si-OH) en su superficie, como
consecuencia de la existencia de defectos estructurales® ' 7; es facil incorporar un funcionalizante
trialcoxisilano que posea una estructura similar al precursor inorganico. De esta manera, los
componentes organicos modificaran las propiedades superficiales, texturales y bioldgicas de los

materiales de acuerdo a su aplicacion, proporcionando a su vez flexibilidad al esqueleto, mientras

que las paredes inorganicas de silice ofrecen estabilidad térmica, mecanica y estructural.

Dos de los métodos mas usados para la sintesis de materiales mesoporosos funcionalizados con

98,49,30,31. 3) la condensacién simultanea del correspondiente compuesto

compuestos organicos son
de silice y el precursor orgdanico, llamado método de co-condensacién, y b) método de post-sintesis,
cuando la modificacién se produce en los poros del material inorgdnico una vez se ha eliminado el

surfactante.
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2.5.5.1. Método de co-condensacion

Este método de funcionalizacion consiste en la condensacién conjunta de las especies precursoras
organicas (trialcoxisilanos (R’0)sSiR) y los precursores siliceos (tetraalcoxisilanos, TEOS 6 TMOS). Asi,
en presencia de los agentes directores de la estructura, los residuos orgdnicos se unen
covalentemente a las paredes de los poros. La principal ventaja de este método es que no se
necesitan tratamientos posteriores y los grupos organicos quedan distribuidos e incorporados
homogéneamente a lo largo de la superficie de los poros, evitando el bloqueo de los poros del

% 4% %0 Sin embargo, cada funcién

material mesoporoso, como se muestra en la figura 2.7
incorporada a la matriz sélida representa un defecto en la red, la estabilidad de la mesofase puede
ser un problema; como resultado, el porcentaje de modificacidn orgdnica es limitado, ya que altas
. . . . . . . 52 , .
grados de funcionalizacidon pueden producir materiales estructuralmente inestables’, asi mismo, la
distribucidon de poro es menos homogénea segun se va aumentando la cantidad de trialcoxisilanos.

La eliminacién del surfactante se realiza mediante la extraccion con disolventes, la calcinacién no es

apropiada debido a que ocasionaria la pérdida del grupo orgdnico. Los materiales presentan

53,54

propiedades cataliticas y de adsorcién

TEOS Extraccion
+ el O {
R=-Si(OR'), i =0
~o07] ™0

Figura 2.7. Modificacion organica de un mesoporoso de base silice por el método de co-condensacion.

2.5.5.2. Método de post-sintesis

La funcionalizacidon por post-sintesis se produce por la reaccion de compuestos organosilanos
((R’0O)sSiR) con los grupos silanol libres que hay en las superficies del poro (figura 2.8). Este anclaje
puede ser por una unidn covalente o de coordinacidn. Por este método, todos los grupos organicos
guedan expuestos en la superficie mas externa y el grado de funcionalizacién de los MMS depende
exclusivamente de los lugares de anclaje disponibles que tenga la molécula funcionalizante. La
eliminaciéon del surfactante por calcinacién reduce enormemente la cantidad de grupos silanol

disponibles para una posterior funcionalizacién®*>* %>
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Figura 2.8. Método de post-sintesis para la modificacién organica de un material mesoporoso.

Esta funcionalizacion se puede llevar a cabo con una gran variedad de grupos orgdnicos y en un
porcentaje alto. Por este método la mesoestructura final no presenta alteracidn; sin embargo, se
reduce la porosidad y notablemente el didmetro de poro del material, asi mismo, la distribucién de
los funcionalizantes es poco homogénea. Estos compuestos presentan propiedades adsorbentes y en
catdlisis. Ademds hay estudios que demuestran sus propiedades como sensores Opticos o

controladores fotoquimicos®> > .

2.5.6. Aplicaciones biomédicas de los MMS
2.5.6.1. Sistemas de transporte y liberacion controlada de farmacos y otras entidades bioldgicas

Cualquier cerdmica que disponga de numerosos poros con un tamano adecuado para alojar a las
moléculas de farmaco que se deseen incluir, son buenas candidatas para utilizar en liberacidon
controlada. El primer paso para obtener una ceramica apta, requiere del control en el numero,
tamario, forma, distribucién, conectividad y la posible funcionalizacién de los poros, en funcién del

4738 nor ejemplo, el ibuprofeno en su dimensién mas larga mide 1 nm,

farmaco que se quiera utilizar
la gentamicina 0.9 nm vy el cis-platino 0.5 nm, como se observa en la figura 2.9. Una gran cantidad de
farmacos tiene un tamaio del orden del nanémetro; por tanto, cualquier material poroso puede

albergar facilmente estas moléculas si sus poros tienen tamafios superiores al nanémetro®” %9,

Antibidtico

Antitumoral

T Antiinflamatorio Antibiético bR
. (= o, J " Antitumoral
A ,'_ v )\}8 u“ 1 By &
1.2nm 1.1 nm m 1nm 0.9 nm 0.8 nm 0.5 nm

Eritromicina Amoxicilina Ibuprofeno  Nitrofurazona Gentamicina Dacarbazina Cis-platino

' N‘ ) Antibidtico Antibidtico

Figura 2.9. Moléculas de varios farmacos y sus dimensiones.
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Ahora, si la distribucién de poros de la matriz es ordenada, la adsorcién y liberacién de moléculas
serd homogénea y mas eficiente, obteniéndose resultados reproducibles en comparacién con un
material con un arreglo de poros desordenado. Sin embargo, la adsorcion y posterior liberacién de
entidades de interés biomédico/biolégico no sélo depende de la cerdamica, sino también de la
solubilidad de las moléculas, de la interaccion que se lleve a cabo entre éstas y los grupos funcionales
que componen las paredes de los poros de la matriz, del disolvente usado, del valor del pH durante el
proceso y de la concentracion de las moléculas en la disoluciéon. Finalmente, la velocidad con la que

se produce la liberacién depende del conformado del material®® ®

. Todos estos aspectos son
cruciales para ajustar las condiciones y obtener el control deseado en ambos procesos. Control que
se obtiene con los materiales mesoporosos de silice, en gran parte por su versatilidad quimica, al
funcionalizar su superficie con una amplia variedad de moléculas quimicas, modificando su capacidad
de adsorcidn a conveniencia, lo que permite alojar distintas moléculas y cederlas de manera

60, 61

sostenida durante periodos de tiempo prolongados en un medio apropiado . Existen muchos

ejemplos ya reportados en la literatura que corroboran las propiedades de las ceramicas

mesoporosas de silice como sistemas aptos para la liberacién controlada de farmacos®* &% 6% &% 66,

El entendimiento de la biocompatibilidad de los sistemas mesoporosos de silice dentro del contexto
biolégico requiere el conocimiento no sdélo de las caracteristicas fisicoquimicas de los
nanomateriales, sino también de las condiciones especificas en las que las interacciones bio-nano se
llevardn a cabo. Por un lado, las MMS pueden obtenerse con diferentes dimensiones de particula,
formas, tamafios de poro, topografia de la superficie, cristalinidad, mesoporosidad y funcionalidad,
cada una de estas variaciones pueden resultar en arreglos con diferentes propiedades estructurales y
superficiales. Por otro lado, la complejidad de las condiciones bioldgicas en las que se aplican las NPs
mesoporosas de silice, también pueden conducir a distintas respuestas bioldgicas impredecibles,
como especificamente estos procesos se ven afectados por las MMS o cdmo las MMS interactian
con los sistemas bioldgicos varia en funcidon del tipo de célula o MMS en cuestién. La posible
citotoxicidad de una MMS puede observarse tras la internalizacidn de las NPs en el cuerpo humano o
animal, pudiéndose manifestar en forma de alteraciones en el pulmén, cerebro, piel, el sistema
inmunolégico, en la circulacion sanguinea, etc. Asi, al conjuntar todas las variables tanto de las MMS
como de los sistemas bioldgicos, un complejo set de escenarios entorno a la biocompatibilidad se
puede esperar. Sin embargo, a pesar de estas complejidades, debido a las prometedoras aplicaciones
de las MMS en los campos biolégicos y médicos, es de vital importancia seguir investigando su

biocompatibilidad y comportamiento para un estudio clinico mas avanzado®” .
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2.5.6.2. Aplicacion en ingenieria de tejido 6seo

En los ultimos afios, los materiales mesoporosos ordenados de silice han atraido la atencion de los
investigadores del drea biomédica debido a su aplicabilidad como sistemas de liberacién controlada y
como excelentes materiales de partida para la elaboracién de andamios 3D para ingenieria de tejido
6seo™®. Jerarquicamente los materiales macroporosos con poros interconectados con un tamafio del
orden de los micrometros, son apropiados para ser utilizados como andamios. Aun asi, el reto es
obtener andamios que combinen la macroporosidad responsable de la oxigenacion y vascularizaciéon
Osea, con la mesoporosidad permitiéndoles adsorber y liberar moléculas/farmacos para distintas
aplicaciones, siendo el objetivo principal, disefiar materiales que puedan aumentar y mejorar las
propiedades de regeneracion en el cuerpo humano, no sélo recuperando la estructura del tejido
dafiado, sino también su funcién. Por lo tanto, la posibilidad de usar materiales mesoporosos en el
proceso de manufactura de los andamios anade gran valor al material final, debido a su capacidad
para almacenar moléculas de interés biomédico para el tratamiento local de patologias éseas como:
infecciones dseas, osteoporosis, cancer, entre otras®. Desde el punto de vista biomédico, la superficie
de estos materiales, principalmente los grupos quimicos que la componen, regirdn las interacciones
con el cuerpo vivo. Estas matrices mesoporosas estan compuestas de una red de silice cubierta de un
alto porcentaje de grupos silanol tanto en la superficie interna de los poros como en la superficie
externa de las particulas, tomando en cuenta que poseen una superficie quimica similar a los
biovidrios, éstas deberian ser capaces de desarrollar una capa de nanoapatita, de similar cristalinidad
a la apatita del hueso natural, al estar en contacto con fluidos fisiolégicos; en consecuencia, el
material implantado podria enlazarse fuertemente con el tejido éseo del cuerpo, siendo materiales
muy atractivos para ser aplicados en tecnologias de regeneracion dsea al presentar un

comportamiento bioactivo®”°.

2.6. NANOPARTICULAS MAGNETICAS CON APLICACIONES BIOMEDICAS
2.6.1. Nanoparticulas

Las nanoparticulas se definen como dispersiones de particulas o particulas sélidas con un tamafio en

L1 La IUPAC las define como

el intervalo de 3 a 100 nm o con una o varias dimensiones a nanoescala
particulas de cualquier forma con dimensiones en el rango de 1 x 10° y 1 x 10”7 m. Esta definicién
incluye varios tipos de materiales como: NPs de carbono (fulerenos, nanoldminas de grafeno,
nanotubos, nanofibras y nanoespumas), NPs inorganicas tanto metalicas como de éxidos metalicos

(tales como Fe;0, magnetita); y puntos cudnticos (Quantum Dots, QDs)’2. De igual forma estan
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consideradas en este concepto las particulas organicas y biolégicas como liposomas, polimeros a

nanoescala, entre otros’>.

Las NPs se utilizan exitosamente en diversos sectores industriales con la finalidad de mejorar las
propiedades o el desempefio de sus productos, aplicAndose ampliamente en la industria automotriz,
guimica, electrdnica, cosmética, de salud y vivienda. Las NPs también representan gran potencial en
nanomedicina, proteccién al medio ambiente, catalisis y energia’®. De esta forma, las NPs poseen
varias propiedades gracias a su organizacidén a escala nanométrica. Dada la gran fraccién de atomos
superficiales en relacion al volumen, F = S/V, las propiedades de las NPs estan fuertemente influidas
por sus propiedades superficiales, lo que quimicamente se traduce, por ejemplo, en una mayor
reactividad, solubilidad y actividad catalitica. Ademas, debido a su tamafo pueden estar involucradas
en experimentos bioquimicos exclusivos, dado que la mayoria de los procesos biolégicos se producen

a escala nanométrica”™ 74,

2.6.2. Nanoparticulas magnéticas (NPMs)

Las nanoparticulas magnéticas (NPMs) son de gran interés para los investigadores de una amplia
gama de disciplinas, incluyendo fluidos magnéticos, catalisis, biotecnologia/biomedicina, imagen por
resonancia magnética, almacenamiento de datos, y remediacion ambiental”. Si bien, se han
desarrollado una serie de métodos adecuados para la sintesis de NPMs de varias composiciones, su
aplicacién exitosa en las dreas anteriormente mencionadas, dependerd en gran medida de su

estabilidad bajo un amplio rango de condiciones.

Especificamente, para aplicaciones in vivo se requiere que las particulas no presenten agregacion
magnética para evitar que el sistema inmune capte esos grandes agregados y los eliminen del
torrente sanguineo. Por ello, se busca que el tamafio de las NPs esté por debajo de un valor critico,
que es dependiente del material, tipicamente alrededor de 10 a 20 nm’®, para asegurar que las

particulas se encuentren en el rango superparamagnético (SPM).

Los principales tipos de NPMs estan basados en tres elementos: hierro, cobalto y niquel’’. La mayoria
de las NPMs de hierro consisten en NPs de hierro puro y NPs de 6xidos de hierro, tales como: a-Fe, y-
Fe, las de Fe amorfo, a-Fe,0; (hematita), Fes0, (magnetita), FeO (wustita) y a -FeOOH (goetita). Las
NPs de cobalto puro, Cos0, v las cubicas de éxido de cobalto (CoO); finalmente, las NPs de niquel

puro’’y éxido de niquel (NiO).
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2.6.3. Magnetita

La magnetita (Fe;04, Oxido férrico-ferroso) se trata de una ferrita de hierro con una estructura
cristalina de espinela inversa (B[AB]O,, Fe*'[Fe*'Fe®*]0,), de grupo espacial Fd3m, que presenta una
estructura cristalina ctbica compacta centrada en las caras formada por oxigenos’®. El valor del
parametro de red "a" de 8.396 A, determina el tamafio de la celda unitaria, misma que esta formada
por 8 unidades. La temperatura de Curie a la cual ocurre la transicidon hacia el paramagnetismo, es
847 K. La magnetita es un mineral de origen natural, estd considerada como el material mas
magnético de la tierra, se encuentra presente a lo largo del planeta y representa la fuente de
magnetismo para la mayoria de los sistemas magnéticos bioldgicos’, razén por la cual ha sido

estudiada profundamente durante décadas.

Los iones de hierro dentro de la magnetita ocupan dos posiciones distintas. EI Fe** ocupa las
posiciones tetraédricas, tetracoordinado por oxigenos; mientras que en las posiciones octaédricas se
encuentran distribuidos de manera equivalente iones Fe** y Fe*', hexacoordinadas por oxigenos
(figura 2.10). Los iones en posiciones octaédricas interactian a través de los oxigenos con los iones
de las posiciones tetraédricas, alineandose los momentos magnéticos de forma antiparalela a los
anteriores, dando lugar a un comportamiento ferrimagnético por la cancelacién parcial de los

momentos78.

——

g e

Figura 2.10. Estructuras cristalinas tipo espinela inversa de la magnetitaso.
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2.6.4. Propiedades de las NPMs

El magnetismo es un fendmeno que resulta de la combinacién de interacciones de origen cuantico
(interaccién de intercambio y campo de anisotropia cristalina) y de interacciones macroscopicas
(campo desmagnetizante, interaccion de Zeeman e interaccidén dipolar), da lugar a materiales sin
magnetizacién espontanea (diamagnéticos y paramagnéticos) y con magnetizacion espontdnea

(ferromagnéticos, ferrimagnéticos, y anti-ferromagnéticos).

La construccidn de las propiedades magnéticas de los materiales viene gobernada por la estructura
electrénica de los mismos y la geometria de su red cristalina. Los materiales alcanzan la estabilidad
magnética cuando se organizan en distintos dominios magnéticos de diferente direccién de
magnetizacién, separados por paredes de dominio donde la magnetizacién varia suavemente de una
a otra direccion de los dominios fronterizos. A medida que los materiales magnéticos son sometidos
a temperaturas cada vez mas altas se introduce desorden en el orden magnético, la magnetizacién se
reduce y se hace nula a una temperatura llamada temperatura de Curie, Tc. En el caso de materiales
macroscépicos, sus propiedades magnéticas (saturacidon, Ms, campo coercitivo, H¢, constante de
anisotropia, K, etc.) dependen solo de la composicién del material, sin embargo en el caso de las

particulas éstas dependen ademas del tamafio de manera muy decisiva.

Para el caso de la magnetita, desde un punto de vista biomédico es recomendable un tamafio en el
rango de entre 10 y 20 nm, dado que a estos tamainos desaparecen las fuerzas coercitivas y el
material muestra un comportamiento superparamagnético cuando la temperatura se encuentra por

encima de la temperatura de "bloqueo"®!.

2.6.4.1. Tamaiio de particula

El tamafio de particula es una de las variables que influyen en la capacidad de magnetizacion®. En la
siguiente figura se puede observar como varia el campo coercitivo con respecto al tamano de
particula. En particulas grandes la configuracion magnéticamente mas estable se alcanza mediante Ia
formacion de varios dominios magnéticos, separados por paredes de dominio. En esta situacién la
aplicacién de un campo magnético produce el crecimiento de aquellos dominios alineados con el
campo en detrimento de los que no lo estan, requiriéndose la aplicacion de un campo coercitivo no

nulo para desmagnetizar el material.

Zulema Vargas Osorio 30



2. ANTECEDENTES

|
4—}—»
| T superparamagnetismo |
© O: (o]
2 £ E
o o EIE
2 E Q1! o
B ) T 1T
(3] Pl [l
S Q ) E
g = o, 2
o S £ €
2 £ i
g e (mod let i
3 8 modo completo i
o de inversion) :
-— :
| | I |
0 20 40 60 80 100 0

Didmetro de particulas (nm)

Figura 2.11. Campo coercitivo en funcion del tamaio de partl'culass.

La estructuras en dominios magnéticos de los materiales ferro-ferrimagnéticos se deben a la
interaccion de intercambio entre los electrones desapareados; la energia de anisotropia; la energia
magnetostatica (el campo desmagnetizante; la energia magnetoelastica, etc.), que se equilibran
buscando el minimo de energia y eso produce que las particulas se arreglen formando dominios
magnéticos separados por paredes de dominios. Al ir disminuyendo el tamafo de particula, las
paredes de dominio se irdn aproximando, de manera que las interacciones se incrementan,
aumentando la resistencia a la movilidad (requiriéndose un mayor campo magnético para orientar
todos los momentos magnéticos y alcanzar la magnetizacidn de saturacién). Cuando las particulas se
reducen a tamanos muy pequefios (entre algin nandmetro y decenas de nandmetros, dependiendo
del material), el equilibrio energético se logra con la estructura de un solo dominio (monodominio),
en el cual, |a resistencia a la alineacidn de los momentos magnéticos que lo componen, es maxima.
Cuando se llega a un tamaio por debajo del tamafio critico, el campo coercitivo se hace nulo y la

particula presenta una remanencia nula®®® figura 2.12.

multidominio

A particula
) — monodominio
AN = 100w (/

magnético ;/ A X >\Mh pa\ranf::::ﬁsmo

Figura 2.12. Tamafio de particula, evolucidn de la estructura multidominio hasta la monodominio de un
material magnético.
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En el monodominio, los momentos atémicos se alinean en una Unica direccién a modo de un espin
Unico y gigante. El espin se refiere a una propiedad fisica de las particulas subatdmicas, las cuales
tienen un momento angular intrinseco de valor fijo, dicho de otra forma, el espin, son los momentos
magnéticos resultantes de los electrones no apareados, que ademas son poseedores de una carga
eléctrica negativa, que al girar sobre su propio eje generan un campo magnético. Por su parte, las
NPs que cumplen las caracteristicas para convertirse en un monodominio, muestran un
comportamiento superparamagnético por debajo de un cierto tamafio, con un gran momento
magnético constante, rapida respuesta a campos externos aplicados, y despreciable magnetismo

remanente y coercitividad, resultando en un atomo gigante paramagnético76.

Estas caracteristicas hacen a las NPs superparamagnéticas tremendamente interesantes para su
aplicacion biomédica, ya que el riesgo de formacion de aglomerados es despreciable a temperatura

ambiente” ®

. Sin embargo, un problema dificil de evitar asociado a estos tamafios y escalas, es la
inestabilidad intrinseca que muestran las NPs después de un largo periodo de tiempo, ya que tienden
a aglomerarse para reducir la energia asociada con una gran superficie con respecto al volumen. Para
muchas aplicaciones es vital el desarrollo de métodos para la proteccion de las NPMs que tiendan a

su estabilizacién a largo plazo, evitando su degradacion durante o después de la sintesis® 2.

2.6.4.2. Temperatura

Otro factor a tener en cuenta con respecto a la capacidad de magnetizacion es la temperatura, que
tiende a introducir desorden en la estructura magnética. Este efecto se traduce en la disminucién de
la magnetizacion de saturacidon que los materiales presentan a temperaturas elevadas. Cuando la
energia térmica es mayor que la energia magnética, los momentos magnéticos individuales pueden
orientarse al azar y el material pierde su magnetizacién. Esto sucede en la llamada temperatura de

Curie, que para la magnetita ocurre a 847 K.

Para particulas monodominio suficientemente pequefias, la energia de anisotropia, que depende
directamente del volumen, es menor que la energia térmica, incluso a temperatura ambiente, en
esta situacién su momento magnético fluctia presentando una magnetizacidon neta nula. En estas
condiciones se dice que la particula se encuentra en estado superparamagnético. Al bajar la
temperatura, la energia magnética empieza a dominar frente a la energia térmica, de tal manera que
a una determinada temperatura denominada de bloqueo, la particula presenta un momento
magnético permanente. La temperatura de bloqueo que marca la transicion entre el estado

bloqueado y el estado superparamagnético, ocurre cuando la energia térmica y la energia de
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768 por lo tanto

anisotropia cristalina son comparables y por ello depende del tamafio de la particula
la temperatura de bloqueo y la energia de anisotropia disminuyen conforme decrece el tamano
(volumen) de las NPs, consiguiendo que el momento magnético cambie de orientacion (fluctue)

aplicando una energia térmica mas pequena (temperatura de bloqueo menor).

2.6.4.3. Cristalinidad

Ademas de la influencia del tamafio de particula y la temperatura, la cristalinidad es otro factor
importante, ya que la anisotropia morfolégica tiene un efecto considerable sobre el magnetismo. En
la superficie de las particulas de escala nanométrica, se presenta un mayor desordenamiento de
momentos magnéticos, rompiéndose la simetria del cristal en estas regiones. Debido a la elevada
relacion superficie/volumen, el efecto de la superficie tiene gran influencia sobre la magnetizacidn,
aumentando la susceptibilidad en determinadas direcciones cristalograficas a causa de la anisotropia.
En el caso ideal, se esperarian particulas de menor tamano con una mayor cristalinidad, dado que,
una mayor cristalinidad repercute en una mejor magnetizacién® ¥. De esta forma, la saturacién se
mejora de dos maneras: una, procurando que la capa muerta superficial no sea ancha, es decir
evitando lo mas posible la oxidacién de la superficie; y dos, mejorando la estructura cristalina de la
particula, mediante procesos de sintesis adecuados. En el caso de la magnetita, todos los iones hierro
y oxigeno tendrian que estar situados en las posiciones de la red cristalina que les corresponde, para
conseguir que el orden de sus momentos magnéticos, sean lo mas parecido a la estructura ideal de la

red cristalina’” 8,

2.6.4.4. Curva de Histéresis

Para caracterizar el comportamiento magnético de diferentes materiales magnéticos, se miden sus
ciclos magnetizacion entre campo +H y —H. Cuando la magnetizacion (M) de un material en funcién
de un campo magnético (H) aplicado en direcciones tanto positivas como negativas, sigue dos
trayectorias distintas de magnetizacion y desmagnetizacion, se dice que el material presenta
histéresis magnética. A campos muy grandes los momentos magnéticos se alinean practicamente en
su totalidad y la magentizacidn se aproxima a un valor maximo, llamado magnetizacién de saturacidn
(Ms). Los materiales magnéticos en un estado ferromagnético tienen una magnetizacion residual a
campo cero, llamada magnetizacién remanente (M,). La coercitividad (H¢) caracteriza a la fuerza de
campo inverso necesaria para reducir la magnetizacidn a cero. Por tanto, las medidas de histéresis
permiten obtener informacidn acerca de la coercitividad, magnetizacién remanente y magnetizacion

de saturacién de un material dado (figura 2.13)7% 387,
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Figura 2.13. a) Representacion de la rotacion de los momentos magnéticos y variacion de las paredes de
dominio al modificar el campo magnético aplicado; b) Descripcién de un ciclo de histéresis, representando la
magnetizacion M frente a campo magnético H.

2.6.4.5. Superparamagnetismo

Por debajo de la temperatura de Curie de un ferromagneto o ferrimagneto, todos los spins estan
interactuando magnéticamente dando lugar a un momento magnético permanente. Este momento
viene determinado por la anisotropia de volumen y la superficie de la nanoparticula, de manera
efectiva esta energia de anisotropia KV, depende del volumen de la particula (V) y de la constante de
anisotropia efectiva (K). Conforme se reduce el tamafio de las particulas, KV disminuye hasta ser
superado por la energia térmica (kT) y el momento magnético total (u, = M,V) fluctia produciendo
un momento neto cero. Este tamafio se denomina tamafio critico D, y en la magnetita se encuentra
entre 20-30 nm. El momento u, puede ser bastante grande, miles de magnetones de Bohr; de forma
que al aplicar un campo, éste tenderia a alinearlo, pero kT trataria de contrarrestar el alineamiento
de igual forma que lo haria en un material paramagnético, a este fenémeno se le conoce como

superparamagnetismo’®®* figura 2.14.

Por lo tanto, el superparamagnetismo es un efecto que sélo se produce en materiales de
dimensiones por debajo del tamafio de monodominio y a una temperatura superior a la temperatura
de bloqueo, caracterizdndose porque la nanoparticula carece de remanencia y campo coercitivo. Por
su parte, el paramagnetismo electrénico ocurre cuando a escala atémica el ion tiene una capa
incompleta con algun electrén desapareado, estos electrones ademas, no interactian con ningun

vecino a través de la interaccidon de intercambio, esto es, no se ordenan en ausencia de campo
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magnético, sélo lo hacen cuanto se les aplica uno. Por eso su susceptibilidad magnética es pequefia,

positiva y lineal (es proporcional al campo aplicado).

4

M
Mg
-- Mg :
Diamagnetismo
=———n i
| X S Ferromagnetismo

H wes  Paramagnetismo

—  OUperparamagnetismo
I
» Elevada magnetizacion de saturacion, M
|_'_)' agn - S
Hc ® Sin magnetizacion remanente, M =0

Fig. 2.14. Estados magnéticos y su curva M-H caracteristica.

2.6.5. Recubrimientos de las NPMs

El recubrimiento de NPMs consiste basicamente en el injerto de especies orgdnicas, que incluyen
surfactantes, polimeros u otras especies, o bien, la formacidon de una capa inorgdnica de silice o
carbono®. Estos recubrimientos sirven como estabilizantes y barreras de proteccién, proveyendo al
mismo tiempo a las nanoparticulas de una funcionalizacién. Por otra parte, los efectos superficiales
pueden llevar a una disminucién de la magnetizacién de las NPs. Esta reduccidén esta asociada con
diferentes mecanismos, tales como la existencia de una capa magnéticamente muerta en la

superficie de las particulas’.

Para aplicaciones bioldgicas y biomédicas, se requiere producir nanoparticulas que sean tanto
estables en agua como biocompatibles’. De esta forma, la sintesis de NPs de 6xido de hierro

%091 “holi-etilenimino®®

(magnetita) recubiertas con diversas moléculas, por ejemplo, acido poliacrilico
9 4cido oleico, acido laurico®, acido glucénico, acido lactobidnico, entre otros®, obtenidas mediante
distintos métodos, principalmente por co-precipitacion, tendran un gran potencial en numerosas

aplicaciones biomédicas.

2.6.6. Sintesis de NPMs

Para la sintesis de NPMs, es fundamental poder controlar las variables asociadas al proceso, siendo

cruciales el control del tamafio de particula y la cristalinidad, dichas variables determinaran sus

propiedades’® .
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Al disminuir el tamano de particula, la cristalinidad de la misma tiende a disminuir. Se ha
comprobado que la anisotropia morfolégica puede influir en las propiedades fisicas y magnéticas,
pudiendo tener relevancia en las aplicaciones posteriores. En los ultimos afios el nimero de métodos
disponibles para la sintesis de NPs de éxido de hierro se ha incrementado de una manera
importante. Para esta tesis se ha optado por los métodos de coprecipitacion, microemulsién y

solvotermal; ampliamente utilizados en aplicaciones biomédicas’ ’®”’.

2.6.6.1. Coprecipitacion

El método de coprecipitacion consiste en la mezcla de iones férrico y ferroso en proporcién molar 2:1
en disolucidn acuosa. El tamafo de las NPs obtenidas, ademas de su forma, van a depender del tipo
de sal empleada (cloruro, sulfato, nitrato...), de la proporciéon de iones férrico y ferroso, de la
temperatura de reaccion, de los valores de pH, de la fuerza iénica del medio y de otros parametros

de reaccién como la velocidad de agitacion y la velocidad de adicién de la disolucién basica®.

Las propiedades fisicas y quimicas de las NPs resultantes se veran muy afectadas por pequeias
modificaciones en los pardmetros descritos, especialmente por la temperatura de reaccion. Los
valores de la magnetizacidn de saturacion de las NPs varia entre 30-80 emu/gre30s, Siendo menores
que los presentes en los materiales macroscépicos (alrededor de 90-95 emu/gre304), |0 cual pudiera
estar asociado a un proceso de oxidacién de la magnetita a maghemita (y-Fe,0s), provocando que la

M; caiga hasta 70 emu/g, cuando se disminuye el tamafio de las NPs por debajo de 10 nm.

Por coprecipitacién suelen obtenerse particulas polidispersas con diametros que van de los 2 a los 20
nm con cristalinidad variable. Sin embargo, posee la ventaja de ser un método fécil, rapido, que no
requiere de instrumentacidn especializada, barato y que es ampliamente utilizado para aplicaciones
biomédicas, debido a que se obtienen materiales funcionalizados e hidrofilicos, por lo tanto, estables

en medios aCUOSOSQO' %, 95.

2.6.6.2. Microemulsion

El método de microemulsidn consiste en utilizar una dispersidn isotrépica termodinamicamente
estable de dos fases inmiscibles (agua y disolvente organico) en presencia de un surfactante. Las
moléculas de surfactante forman una monocapa en la interfase entre el agua y la fase orgdnica, de

modo que la parte apolar del surfactante queda disuelta en la fase hidréfoba y la parte polar
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(cabezas hidrofilicas) en la fase acuosa. La sintesis por microemulsion permite obtener NPs

monodispersas y con comportamiento superparamagnético ¥ %,

2.6.6.3. Solvotermal

El método solvotermal estd basado en el mismo concepto que el método hidrotermal’™ %, |

a
diferencia consiste en usar un componente orgdnico como solvente en lugar de agua. Los
precursores de Fe utilizados, deberdn ser completamente solubles en el solvente organico elegido
para la sintesis, misma que se llevard a cabo en condiciones de alta temperatura y presion, por lo que
se requerird el uso de una autoclave. Dependiendo del control de las condiciones, este método
permite obtener NPs monodispersas de alta cristalinidad, principalmente con morfologia esférica, las
cuales suelen presentar desviaciones estdndar o < 5% didmetro y una mayor M; que las sintetizadas

por coprecipitacién. La sintesis de estas particulas monodispersas se basa en una rapida nucleacion

seguida de un crecimiento lento controlado®.

2.6.7. NPMs aplicadas a biomedicina

Particularmente en el campo multidisciplinario de la nanomedicina, las nanoparticulas magnéticas,
sobre todo las basadas en Oxidos de hierro (con estructura tipo espinela), son especialmente

75, 78, 80

prometedoras, tanto por su tamafio como por sus propiedades magnéticas , usdndose mas

concretamente como agentes de contraste para imagen por resonancia magnética en Medicina

3. como material de

Nuclear®; como medio de transporte de moléculas con actividad bioldgica® ’
partida para la sintesis de nanocomposites multifuncionales que puedan ser utiles tanto para
diagndstico como para terapia; ademas de presentar hipertermia magnética, la capacidad para
generar calor cuando son sometidas a la accién de un campo magnético alterno, este fendmeno

posibilita su uso como agente terapéutico’™ **.

Las NPMs basadas en éxido de hierro, han sido investigadas durante los ultimos 40 afios con diversos

8. 88 gjp embargo, el nuevo reto de la biomedicina es su

recubrimientos para diagndstico in vitro
s sa ..o 99,100, 101 : . x :

aplicacién in-vivo , debido a su reducido tamafio son susceptibles de ser transportadas por el

torrente sanguineo o por el sistema linfatico (para lo cual deben estar unidas a receptores de las

células o bien incorporadas dentro de células para su transporte), asi mismo poseen la capacidad de

ser combinadas con genes o medicamentos haciéndolas extremadamente atractivas para la industria

farmacéutica. No obstante, queda la incdgnita de los posibles efectos secundarios que puedan tener
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estas particulas al pasar a través del cuerpo humano y la necesidad de que sean rapidamente
interiorizadas por las células diana (unido a otras necesidades mas genéricas como la especializacion

67, 68

o la eficiencia del proceso) . Para la adecuacion de las NPMs a las aplicaciones biomédicas hay

varios aspectos a tener en cuenta y que deben resolverse” ”’:

a) Latendencia a agregarse debido a su gran relacion superficie/volumen.

b) La corta vida media de las particulas en el torrente sanguineo, ya que son eliminadas
del flujo sanguineo por macréfagos del sistema fagocitico mononuclear antes de llegar
a la célula diana.

c) La baja eficiencia del proceso de captacion intracelular.

d) Laorientacion o direccion no especifica.

Para hacerlas coloidalmente estables y prevenir su oxidacién por el oxigeno (principalmente en NPs
de Oxidos metdlicos), corrosidn por acido o bases y agregacidn espontanea; varias técnicas de
proteccién han sido establecidas. Estas estrategias de estabilizacién son de diferente naturaleza,
pero todas basadas en el principio de armadura del ndcleo. Estas protecciones se encaminan a
retener la estructura de dominio simple de las NPs, para preservar sus propiedades magnéticas.
Dicho de otro modo, las corazas no solo sirven para proteger a las particulas magnéticas contra la
degradacidn, sino también pueden ser usadas para la funcionalizacion con componentes especificos
como especies cataliticas activas, medicamentos u otros grupos funcionales, dependiendo de las

aplicaciones deseadas.

2.6.7.1. Agente de contraste para imagen por resonancia magnética (RMI)

La imagen por resonancia magnética (RMI) se ha convertido en una poderosa herramienta no
invasiva en la asistencia al diagndéstico médico debido a su gran resolucidon en contraste y a su
radiacion no ionizante. El contraste en estas imdagenes se puede modificar empleando algunas

sustancias magnéticas llamadas Agentes de Contraste (AC)*® 1%

La imagen por resonancia magnética es una técnica en la que se fuerza de manera selectiva a que los

protones de las moléculas de agua, ubicuas en el cuerpo humano, efectien relajaciones magnéticas

discernibles espacialmente para poder reconstruir una imagen 3D"®.
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El fundamento de la técnica comienza en los afios 40, con los trabajos de Purcell y Bloch'®

, que
cuantificaron el fendmeno de la resonancia magnética nuclear en medios materiales. Cuando un
protdn es expuesto a un campo magnético B, empieza a precesar en torno a él con la frecuencia de
Larmor, que depende del radio giromagnético del protdn (42.6 MHz/T) y del campo By, consiguiendo

de esta manera minimizar su energia, figura 2.15.

Los protones del hidrogeno en las moléculas de agua se alinearan de manera paralela o antiparalela a
este campo, produciendo una magnetizacién longitudinal apreciable, M, y estatica que no permite

su aprovechamiento para producir informacidn espacial util.

Fue Lauterbaur®, en los inicios de los afios 70, el primero en generar una imagen 2D mediante el
uso adicional de campos con gradiente magnético para perturbar selectivamente a los protones. A
partir de ahi la técnica se ha ido afinando hasta llegar a los equipos actuales que combinan

gradientes y pulsos de radiofrecuencia y permiten reconstruir imagenes de gran resolucién en 3D.

Actualmente, se aplican pulsos magnéticos de radiofrecuencia sintonizados para oscilar a la
frecuencia de Larmor de los protones (Bg:). De esta manera los protones absorberan esa energia
entrando en resonancia y su magnetizacién efectuard un recorrido complejo entorno a ambos

campos'®, tal y como se indica en la figura 2.15 (en el centro y derecha).

Figura 2.15. Esquema de la magnetizacidn de un proton sometido a un campo magnético estatico By, en primer
lugar, y combinado con pulso de radio frecuencia a 180° en el centro, y con un pulso de radio frecuencia a 90°
al final.

En cuanto cesan los pulsos, los protones devuelven esa energia absorbida mediante un proceso de
relajacion magnética donde la componente transversal, Myy, ira desfasandose hasta desaparecer y
reaparecera la componente longitudinal, M;. Los tiempos que tardan en relajar la componente

transversal y longitudinal, respectivamente T2 y T1, son diferentes para cada tipo de tejido y
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dependen del entorno magnético de cada molécula, su libertad para difundir entre los tejidos, la

inhomogeneidad del campo magnético a su alrededor, etc'®.

El contraste de las imagenes obtenidas depende de los valores de los tiempos de relajacion en cada
tejido, ya sea en los modos de medida T1 o T2. Para realzar este contraste se requiere el uso de
agentes especificos, que alteren magnéticamente el entorno de zonas o tejidos de interés e induzcan

un cambio en los tiempos de relajacion™®.

receptor
Z
o 7
M, \ Mx
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63% e, NTT
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. 37%
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s SN x T2 tiempo

Figura 2.16. Esquema de la relajacion magnética de un proton después de un pulso, en el centro, relajacion de
su componente longitudinal a la izquierda, y la transversal a la derecha.

La relajacion del momento magnético produce una sefial que se induce en un receptor, (figura 2.16
centro) y se relaciona con la configuracidn de medida del equipo (situacién de los pulsos, gradientes

y receptores), para distinguir su localizacidn espacial y recomponer una imagen 3D.

Una actualizacion de esta técnica denominada MRI funcional (fMRI), permite registrar la funcién
cerebral o de otros tejidos basandose en el incremento del flujo de sangre en la vasculatura local que
acompana a la actividad neuronal o celular. El aumento del flujo sanguineo es la respuesta a un
incremento del metabolismo que requiere mayor cantidad de oxigeno en la zona activa y el hierro
contenido en la hemoglobina funciona como agente de contraste que reduce T, a nivel local®. El
decaimiento T,, se refiere a una disminucidon exponencial en Myy, es detectada por la bobina
receptora tras la finalizacién del pulso de induccidn, presenta una magnitud mucho mayor que T2 en

los tejidos debido a la falta de homogeneidad inherente del campo magnético.

La sangre arterial oxigenada contiene a su vez hemoglobina oxigenada que tiene sefial diamagnética

y por tanto una baja susceptibilidad magnética, mientras que La sangre desoxigenada es
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paramagnética y altera la sefial de la imagen de resonancia magnética T,. La T, total, critica para el
contrate en fMRI, viene determinada por la proporcién de hemoglobina oxigenada y desoxigenada
en cada voxel ( constituye la unidad minima procesable de una matriz tridimensional y es, por tanto,
el equivalente del pixel en un objeto 2D), que a su vez es funcidon del flujo sanguineo. Como
consecuencia de todo esto, el efecto de la dependencia del nivel de desoxigenacién de la sangre
(BOLD) se puede observar mediante resonancia magnética a campos elevados y esta diferencia se
utiliza como hecho identificador y permite construir mapas de las funciones cognitivas de las

diferentes regiones asociadas con la percepcién visual, el lenguaje, la memorial'®1%...

La caracteristica mdas importante de las NPs magnéticas cuando se emplean como agentes de
contraste en RMI, es su didmetro, ya que éste define en gran medida la relajacién y eficacia del AC.
La mayoria de las aplicaciones exige el transporte de los agentes de contraste por via intravenosa, lo
gue determina el tamafio de particula. Para una aplicacién satisfactoria, las particulas deben
atravesar la pared capilar, dependiendo del tamafio, carga y configuracion del recubrimiento, estas
particulas son metabolizadas por el sistema fagocitico mononuclear, que consiste en macréfagos y
monocitos, células que son acumuladas en los nddulos linfaticos, bazo e higado. Las particulas mas
pequenas generalmente son asimiladas por el sistema linfatico y la médula dsea, mientras que
aquellas de mas de 50 nm son asimiladas por células del higado. Si las particulas no son enteramente
capturadas por el higado o el bazo, esto puede ser evaluado como un marcador de inflamacion para
el diagndstico de inflamaciones y trastornos degenerativos asociados con una alta actividad

fagocitica de los macréfagos en isquemias cerebrales™® %,

2.6.7.2. Liberacion de medicamentos

La investigacion en la liberacién de medicamentos y la transfeccion genética® estd motivada por la
necesidad clinica de una liberacion controlada y selectiva de medicamentos, especialmente para
aquellos farmacos que muestran una baja biocompatibilidad, solubilidad o tiempo medio de
circulacion. En este sentido las NPMs constituyen una buena alternativa, en especial las que puedan
evitar a los macréfagos, el sistema fagocitico mononuclear en tejidos, sistema linfatico y circulatorio,
para que esto ocurra, las NPs se funcionalizan con diversas moléculas, lo que les permite ser

reconocidas como sefial para las células diana®.
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2.6.7.3. Transfeccién genética

Un amplio nimero de trastornos pueden ser explicados mas detalladamente a través de la
informacién genética, que puede ser utilizada para la deteccién temprana o para el tratamiento
posterior. Durante muchos afios se han intentado métodos para la liberacién dirigida de genes por

. . . . . 80, 86
medios virales o no virales (aunque en el caso de los virales, con potentes efectos nocivos) .
Recientemente se ha optado por tratamientos mediante NPs complementadas con ADN para
penetrar la membrana celular o bien dotando a la superficie celular de un receptor que brinde un

vector dentro de ella. Sin embargo, la pobre eficiencia de la transfeccion en comparacién con los

métodos virales esta limitando la aplicacién de estas terapias in vivo®®.

2.6.7.4. Tratamiento del cancer

La deteccidon de células tumorales de metdstasis con precocidad y la minimizacion de los efectos
téxicos de la quimioterapia son dos de los aspectos a investigar mas relevantes en la biomedicina
actual”®. El uso de mecanismos de liberacion dirigida basados en NPs evita los problemas
anteriormente expuestos, ya que el medicamento es dirigido en contra de las células cancerigenas,
protegiendo el resto de los tejidos de la toxicidad del mismo, asi como al farmaco de una
degradacion temprana®. Por otra parte, las NPMs unidas a medicamentos, tienen el valor afiadido
de poder ser endosadas al objetivo mediante un campo magnético externo, aunque al dia de hoy no
es realista pensar en una combinacion de NPMs y moléculas como proteinas o anticuerpos, que
puedan ser perfectamente dirigidas a cualquier célula, por la imposibilidad de tener un campo
magnético lo suficientemente intenso como para guiar las particulas por el torrente sanguineo®. Sin
embargo, estas NPs funcionalizadas son capaces de ser visualizadas por resonancia magnética en el
tejido objetivo, lo que es realmente Util en diagndstico temprano®, otra limitante estarfa relacionada

con el periodo de tiempo en el que liberan el medicamento, asi como la cantidad que son capaces de

liberar.

2.6.7.5. Hipertermia

Una de las potenciales aplicaciones en nanotecnologia que se ha venido estudiando, desarrollando, y
de la cual se espera una amplia aplicacién futura, es la hipertermia mediante campos magnéticos
alternos’. La respuesta de las NPs magnéticas al campo magnético provoca varios fenémenos fisicos,

los cuales suministran energia térmica al organismo estudiado, produciendo sobrecalentamiento en
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el mismo. Este tipo de técnica es empleada para la eliminacién de tejido canceroso y para la
liberacién controlada de farmacos, recientemente se esta estudiando su potencial aplicacién en el
campo de la ingenieria de tejidos, observandose que la presencia de NPs magnéticas en sistemas mas
complejos favorece la adhesion celular/proliferacion, mediante la aplicacion de estimulos

magnéticos®'.

El tratamiento eficiente para la eliminacion de tejido canceroso, mediante hipertermia, requiere de
alcanzar un rango de temperatura entre 45 y 56 °C para causar la muerte de las células tumorales por
ablacién, o bien provocar una leve calefaccidn para desencadenar debilidad bioldgica, T = 40-45 °C”.
En el caso de la técnica de liberacién controlada de farmacos, lo indispensable es conocer las
condiciones adecuadas dependientes de la frecuencia e intensidad del campo, para liberar la

cantidad deseada de farmaco a estudiar, sin que la temperatura afecte su efectividad'?’.

La hipertermia es producida por la excitacion de las NPMs que se encuentran embebidas en la
muestra a una determinada cantidad de energia, la cual es definida por la magnitud del campo
magnético a una cierta frecuencia. La temperatura alcanzada depende de la excitacién magnética
externa y de las propiedades magnéticas de las NPMs, y de la viscosidad del medio donde se
encuentran inmersas las mismas, es decir, del ferrofluido en conjunto. Los valores de frecuencia y
campo magnético aptos para este tipo de tratamientos no deben exceder el limite de seguridad,

H*f<4.85X10® Am™ s™, cuando se trabaja con muestras celulares >,

2.7. NANOCOMPOSITES MAGNETICOS (SILICE MESOPOROSA/Fe;0,)

El disefio y la fabricacidon de materiales avanzados biocompatibles y bioabsorbibles capaces de imitar
los tejidos bioldgicos o solucionar los problemas presentes en el cuerpo humano, constituye un reto
importante en el campo de la biomedicina. Las propiedades dependientes del tamano que exhiben
los materiales a nanoescala, como consecuencia de su mayor relacion superficie-volumen, han
abierto una amplia gama de oportunidades para aplicaciones en casi todos los campos imaginables.
Respecto a esto, la incorporacién de NPMs en formulaciones de andamios/nanocomposites
biocompatibles proporciona materiales finales con multifuncionalidad adicional y propiedades
mecdnicas reforzadas para aplicaciones en ingenieria de tejidos y medicina regenerativa, en adicion a
esto, debido a su caracter magnético presenta otras implicaciones bioldgicas, es decir, los estimulos

magnéticos favorecen la adhesidn celular y la proliferacion, entre otras actividades bioldgicas®.
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Durante décadas se han estudiado las micro y nanoparticulas organicas (NPs) para ser aplicadas a
este campo, principalmente los liposomas y las elaboradas a partir de polimeros, encontrado su lugar
en el mercado; mientras que sus contrapartes inorgdnicas recientemente han sido objeto de un
creciente interés en el area biomédica. Clasicamente, los materiales inorgdnicos estructurados eran
considerados principalmente en aplicaciones tales como catdlisis y separacién, que requerian
resistencia mecanica o quimica, la cual era proporcionada por las matrices inorgdnicas, y que no se

18 Una vez que se dieron cuenta de que estas matrices podian

alcanzaba con materiales orgdnicos
utilizarse en la proteccion de farmacos y biomoléculas especialmente sensibles, tales como proteinas
(péptidos, enzimas, anticuerpos) o acidos nucleicos (ADN, ARN, plasmidos), de la degradacién o
pérdida de actividad fisioldgica o de otras deficiencias debidas a ambientes severos; estos materiales
se convirtieron en un gran campo de estudio en el area biotecnoldgica, gracias a sus parametros
estructurales controlables en combinacidon con su alta reactividad y su capacidad de modificar
organicamente su superficie con diversos grupos funcionales para crear materiales compuestos
hibridos organico-inorganico® '°. Desde el descubrimiento de los materiales M41S en 1992 por
cientificos de Mobil, las ceramicas mesoporosas ordenadas de silice (MMS) han recibido mucha
atencién debido a sus propiedades superiores, como elevada area superficial, volimenes de poro
grande, estrechas distribuciones de tamaio de poro en el rango de 2-30 nm, siendo aplicadas en
catalisis, separacion, laseres, sensores, celdas solares, etc. Una década después estos materiales
dieron un salto al campo biomédico. Con el avance de las investigaciones, hoy en dia es posible tener
control en la morfologia, lo que permite la sintesis de particulas de silice mesoporosa de tamaiio
nanométrico, siendo susceptibles y eficientes a la adsorcion celular, el trafico intracelular y la

circulacién en el cuerpo®.

Por su parte las NPMs, principalmente, las de 6xido de hierro, también han recibido considerable
interés debido a su amplia gama de posibles aplicaciones en electrdnica, catdlisis, energia, como
dispositivos magnéticos y en aplicaciones in vitro/in vivo. En este Ultimo aspecto, la capacidad de
algunos NCs superparamagnéticos para mostrar simultdneamente hipertermia magnética cuando un
campo magnético externo dinamico es aplicado, se convierte en una herramienta prometedora para
el tratamiento de diversos canceres malignos, a través de una terapia combinada que consiste en el

aumento de temperatura y liberacién de farmacos activados térmicamente®®.

De esta forma el ensamblaje de diferentes materiales en una sola nanoestructura puede
proporcionar propiedades superiores y versatiles, a veces sin precedentes, al obtenerse

funcionalidades multiples derivadas de los compuestos involucrados, determinando asi, sus

110

aplicaciones futuras™. Asi, los nanocomposites magnéticos NPMs/MMS, han sido el foco de
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atraccion de muchos investigadores en los ultimos afios, combinando las ventajas tanto de las
matrices mesoporosas ordenadas de silice como de las NPs de magnetita superparamagnética,
abriendo nuevas oportunidades para generar plataformas multifuncionales para ser aplicadas en

situaciones complicadas, por ejemplo, liberacidn controlada y selectiva de farmacos.

En general, los nanocomposites Fe;0,/MMS se pueden sintetizar mediante las siguientes vias:

1) Dentro de los poros de la silice mesoporosa mediante impregnacién de sales de hierro, por
ejemplo, Fe(NO,)s, seguido por una pirdlisis u otro proceso**" 112113,

2) La adsorcidn de nanocristales de 6xido de hierro uniformes en los poros funcionalizados de
las matrices mesoporosas de silice™*.

3) Formacién de estructuras core-shell, en las cuales el recubrimiento o encapsulado esta
conformado por un material de silice mesoporosa que rodea un nucleo o varios nucleos de
nanocristales magnéticos de dxido de hierro magnético. Estas estructuras son una de las mas
reportadas en la literatura para este tipo de nanocomposites™® 11> 116117,

4) Deposicién de la silice mesoporosa sobre las NPs, o la impregnacion de las NPs con los
precursores de la silice mesoporosa o bien mediante la posterior sintesis de la MMS en
presencia de las NPs. Al igual que en el caso anterior, también se pueden encontrar muchos
ejemplos de estos materiales reportados en la literatura'® 19 120: 121,

5) Emulsion combinada y evaporacion de disolventes u otras técnicas para crear

nanocomposites con nanocristales incrustados en las paredes de la silice mesoporosa*?.

2.8. ESTRUCTURAS CORE-SHELL (Fe304)n@C

Las NPs core-shell con propiedades superparamagnéticas han atraido mucha atencién en los ultimos
afos debido a sus posibles aplicaciones en catdlisis, separacion de contaminantes ambientales,
bioseparacién, administracion de farmacos, tecnologia médica (agentes de contraste), alimentos y
biomedicina. Tales NCs se componen de NPMs embebidas o encapsuladas en una matriz
inorganica'®. En particular, los materiales basados en cimulos de nanocristales de magnetita
superparamagnéticos con alta solubilidad en agua y gran respuesta magnética, han sido muy
importantes. Una suspensién coloidal de NPs de tamafio nanométrico posee un alto momento
magnético permanente. Con el fin de contrarrestar las atracciones de Van Der Waals y el momento

dipolar magnético, la estabilidad coloidal de la suspension magnética requiere una repulsién
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adicional entre las particulas. Esto puede lograrse a través de un impedimento estérico, recubriendo

las particulas, o bien mediante repulsion electrostatica.

El recubrimiento de la superficie con polimeros o SiO, de agregados magnéticos, es un ejemplo
exitoso de la introduccién de un impedimento estérico, mejorando la estabilidad y la tolerancia a las
variaciones ambientales, tales como fuerza idnica e hidrofobicidad. En comparacion con los
recubrimientos poliméricos y de silice, los de carbono exhiben mucho mayor estabilidad en diversos
entornos quimicos y fisicos, tanto en medio acido como bdsico, asi como a altas temperaturas y
presiones®. El recubrimiento o encapsulamiento de las particulas de magnetita con carbono y la
creacion de grupos carboxilo a partir de la oxidacién del carbono en la superficie, confiere a los NCs
de impedimento estérico y de repulsion electrostatica. EI encapsulado protege a los nucleos de
magnetita de la oxidacidn, mientras que la carboxilacidn de la superficie mejora la estabilidad de las
suspensiones coloidales debido a que la presencia de estos grupos conduce a la aparicién de un alto

potencial zeta negativo'?.

Varios enfoques han sido desarrollados para la sintesis de las nanoestructuras core-shell (Fe;O4;)n@C.
La mds comun es usando el proceso hidrotermal, sin embargo existen otros como deposicién quimica
de vapor, método hibrido laser-magnetrén y por microondas, sin embargo, la mayoria pueden llegar

a ser complicados, ya que requieren de equipo especial y de un alto consumo de energia®?®.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS

El disefio, sintesis y caracterizaciéon de los materiales mesoporosos de silice tipo SBA-15, permitira
obtener biomateriales de tercera generacién destinados a inducir la regeneracién de los tejidos y que
conduzcan a la fabricacién de implantes con el valor afadido de poder incluir moléculas de interés
biomédico/bioquimico para ser posteriormente liberados de forma gradual, por otra parte, la
incorporacién de NPs superparamagnéticas de magnetita en la estructura del SBA-15 mediante diversas
rutas sintéticas, dara origen a una nueva generacion de nanodispositivos magnéticos mesoporosos con
multiples funcionalidades que podran ser utilizados en aplicaciones tanto de diagndstico como

terapéuticas.

3.2. OBJETIVOS

La presente tesis tiene tres objetivos fundamentales.

@ El objetivo principal fue disefiar, sintetizar, funcionalizar y caracterizar tanto estructuralmente

como fisicoquimicamente materiales tipo SBA-15.

4 El segundo objetivo consistid en disefiar, sintetizar y caracterizar nanocomposites magnéticos

mesoporosos (SBA-15/Fe;0,) innovadores.

@ E| tercer y ultimo objetivo se basé en estudiar las aplicaciones biomédicas de los
nanocomposites magnéticos mesoporosos (SBA-15/Fe3;0,). Principalmente radicé en disefiar,
desarrollar y caracterizar andamios 3D de Ultima generacidn para ser aplicados en ingenieria de
tejido éseo y medicina regenerativa; y probar su efectividad como sistemas de liberacion

controlada de farmacos.
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3.1.1. Objetivos especificos

#® Disefiar y sintetizar a baja temperatura materiales mesoporosos de silice tipo SBA-15
organicamente modificados utilizando N-(2-aminoetil)-3-aminopropiltrimetoxisilano (N) y Bis
[3-(trietoxisilil)propil] tetrasulfuro (S) como agentes funcionalizantes. Utilizar NaCl como
modificador de la red de silice en la sintesis de matrices mesoporosas. Llevar a cabo el proceso

de funcionalizacion por el método de co-condensacion.

# Por el método de co-condensacién; utilizar diferentes relaciones molares N/TEOS, S/TEOS y
N+S/TEOS durante la sintesis del SBA-15 para obtener distintos grados de funcionalizacion y
diversas morfologias. Una vez sintetizados los materiales, eliminar el surfactante mediante
extraccién con disolventes. Optimizar el método de extracciéon con el fin de minimizar la

cantidad de surfactante residual.

# Disefiar y sintetizar materiales mesoporosos ordenados de silice tipo SBA-15, que sirvan como
ceramicas precursoras para elaborar nanocomposites mesoporosos magnéticos (SBA-15/Fe;0,)
con multiples funcionalidades. La magnetita se podra sintetizar tanto en el interior de los
canales de poros del SBA-15, como anclarse covalentemente a la superficie externa de los

mismos.

# Utilizar diversas técnicas de caracterizaciéon como son andlisis quimico elemental (AQE), analisis
termogravimétrico y su primera derivada (ATG/DTG), espectroscopia infrarroja por
Transformada de Fourier (IRTF), difraccidon de rayos-X (DRX), porosimetria de adsorcion de N,
(BET), microscopia electronica de barrido y de transmisién (MEB y MET), resonancia magnética

nuclear (RMN-2°Si) y magnetometria de muestra vibrante (VSM).

# Estudiar su aplicacién como nanodispositivos de hipertermia magnética. Para los materiales
core-shell (Fe;04)n@C y MNCN1,p, estudiar sus propiedades tanto como agentes de contraste
para MRI, como marcadores celulares, en el caso del ultimo, también se realizar un ensayo de

citotoxicidad por LDH.
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# Desarrollar y elaborar andamios 3D de ultima generacién utilizando polimeros naturales para
facilitar la adhesion y el anclaje de los NCs (SBA-15/Fe;0,4). Determinar sus propiedades
mediante diversas técnicas de caracterizacién como son porosimetria de intrusién de mercurio
(PIM), BET, MEB e IR-TF. Obtener con el software Pore Core, diversos modelos 3D simulados
del sistema de poros de los andamios, usando los datos obtenidos por PIM. Asi mismo, realizar
estudios de adsorcion y liberacidon de simvastatina a partir de los andamios 3D sintetizados.
Tras adsorcidén de la simvastatina bajo agitacion orbital, caracterizar los biomateriales mediante
IR-TF. Finalmente monitorizar la concentracion de farmaco liberado en funcién del tiempo
mediante espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis) y obtener las cinéticas de liberacion

ajustandolas a los modelos matematicos correspondientes.
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En este apartado se describe la parte experimental correspondiente a la sintesis a baja temperatura de
SBA-15, SBA-15/NaCl, asi como su modificacién orgéanica con grupos tetrasulfuro y etilendiamino.
Asimismo, se describen las sintesis de distintos nanocomposites magnéticos de innovacién propia
elaborados a partir de cerdmicas mesoporosas ordenadas de silice tipo SBA-15 y nanoparticulas de
magnetita (Fe;0,), también se muestra la sintesis de nanocomposites magnéticos funcionalizados con
diversos grupos amino, partiendo de matrices SBA-15 ordenadas modificadas en presencia de glicerol.
Por udltimo se describen las técnicas experimentales empleadas para la caracterizacién quimica vy

estructural de los materiales resultantes.

4.1. MATERIALES

Para la sintesis de los materiales se emplearon los siguientes reactivos: tetraetilortosilicato (TEOS,
CgH,0Si0, 98%, Aldrich); N-[3-(trimetoxisilil) propil] etilendiamina (CgH,,N,03Si 97%, Aldrich); 3
aminopropil-trietoxisilano (APTES Aldrich); 3-aminopropil-metil-dietoxisilano (CgH,;NO,Si > 97%, Aldrich);
Bis [3-(trietoxisilil)propil] tetrasulfuro (CigH4,06S4Si; 90%, Aldrich); copolimero en bloque polioxietileno-
polioxipropileno (PEO20-PPO70-PEQ20, Pluronice P123) suministrado por Aldrich; cloruro de sodio (NaCl >
99%, Aldrich); cloruro de hierro (Ill) hexahidratado (FeCl;«6H,0 97%, Sigma Aldrich); sulfato de hierro (Il)
heptahidratado (FeSO4+7H,0 99%, Fluka Analytical); acido clorhidrico (HCl 37%, Sigma Aldrich); acido
fosférico (HsPO, 85%, Sigma Aldrich); hidréxido de amonio (NHs in H,O 28%, Fluka Analytical); 4cido
poliacrilico [(C3H40,), average Mw 2000, Aldrich]; polietilenimina ramificada (average Mw 25,000,
Aldrich); acido oleico (extra puro, Merck); ciclohexano (C¢Hi; >99.8%, Aldrich); Igepal CO-520
(Polioxietileno (5) nonilfeniléter, ramificado, Aldrich); ferroceno [(CsHs),Fe 98%, Aldrich]; perdxido de
hidrégeno (H,0, 30%, Panreac); acetona (CsHgO, CHROMASOLV, para HPLC, >99.9%, Aldrich); 2,2,4
trimetilpentano (CgHig 299%, Aldrich); 2-propanol (C3HgO >99.5%, Aldrich); etanol grado QP (C,HsOH
99.9%, Scharlau); acetona QP (C3HgO >99%, Scharlau); el agua desionizada (resistividad 18.2 MQ'm) se

obtuvo con un sistema de agua ultrapura Milli-Q de Milliporee
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4.2. SINTESIS DE CERAMICAS MESOPOROSAS DE SiLICE A BAJA TEMPERATURA

4.2.1. Sintesis de SBA-15

El material SBA-15 se sintetizd por el método sol-gel siguiendo el procedimiento descrito por Zhao y
col’. En una botella vidrio de 500 mL se incorporaron 8 g de Pluronic 123® a 276 mL de H,0 desionizada,
la mezcla se colocd en un bano a 45°C, bajo agitacién magnética vigorosa se adicionaron 20.6 mL de HCI
(37%), una vez disuelto completamente el surfactante se afiadieron 16.4 mL de TEOS, obteniéndose una
composicion molar de 1.0 TEOS / 0.017 P-123 / 208 H20 / 3.4 HCl. La reaccidn se dejo durante 24 h a
45°C, concluido este tiempo se suspendid la agitacién y se introdujo en una estufa a 72 °C por un periodo

de 24 h. Finalmente, el material resultante se filtré a vacio y se secé 24 h a 60 °C.

4.2.2. Sintesis de SBA-15/NacCl

Para comprobar el efecto que tendria la inclusion de NaCl en la reaccion, se sintetizaron una serie de
materiales SBA-15/NaCl. El procedimiento utilizado fue el descrito anteriormente, la variante consistid
en incorporar 20 g de NaCl tras la adicidn del acido clorhidrico durante la disolucidn del surfactante,

qguedando una composicion molar de 1.0 TEOS / 0.017 P-123 / 208 H20 / 3.4 HCI / 4.6 NaCl.

4.2.3. Sintesis de SBA-15 funcionalizadas por co-condensacién con grupos etilendiamino y tetrasulfuro

La funcionalizacién del SBA-15 por el método de co-condensacién se llevé a cabo adicionando gota a
gota el funcionalizante 20 minutos después de haber incorporado el TEOS a la disolucién. El
funcionalizante se disolvié previamente en isopropanol en una relacién 1:5. Las cantidades de TEOS y de
agente funcionalizante se calcularon con el fin de obtener una relacién molar de funcionalizante del 2.5,
5, 7.5y 10 % (respecto a los moles totales de los alcoxisilanos). Las distintas muestras se sintetizaron

siguiendo el procedimiento descrito para el SBA-15, como se observa en las tablas 4.1 y 4.2.
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Tabla 4.1. Cantidades de reactivos empleadas y composiciones molares para la sintesis de los materiales SBA-15
funcionalizados con los grupos etilendiamino y tetrasulfuro al 2.5, 5y 7.5%.

TEOS N S Composicion
(mL) | (mL) | (mL) Molar

16.40 1 TEOS

SBA-N1 16.05 0.40 0.975TEOS: 0.025 N

SBA-S1 16.05 0.92 0.975 TEOS: 0.025 S
15.64 0.81 0.95TEOS: 0.05 N
15.64 1.84 0.95TEOS: 0.05 S
15.23 1.22 0.925 TEOS: 0.075 N
15.23 2.76 0.925 TEOS: 0.075 S

Tabla 4.2. Cantidades de reactivos empleadas y composiciones molares para la sintesis de los materiales SBA-15 en
presencia de NaCl, funcionalizados al 10 % y bifuncionalizados en relacién 1:1y 3:1 con los grupos etilendiamino y
tetrasulfuro respectivamente.

A <
(mL) (g) | (mL) | (mL) Molar
16.40 20 1 TEOS: 4.6 NaCl

1480 20 1.63 0.9 TEOS: 4.6 NaCl: 0.1 N

14.80 20 3.68 0.9 TEOS: 4.6 NaCl: 0.1 S

1480 20 0.81 1.84 0.9 TEOS: 4.6 NaCl: 0.05N:0.05S

SBA-NaNS;;, R0 20 1.22 092 0.9TEOS: 4.6 NaCl: 0.075 N: 0.025 S

4.3. SINTESIS DE NANOCOMPOSITES MAGNETICOS (SBA-15/Fe;0,)

Se desarrollaron procesos innovadores para la obtencién de nanocomposites magnéticos con un amplio
rango de aplicaciones. Cabe mencionar que un paso clave fue la sintesis previa de nanoparticulas de
magnetita por diferentes métodos, permitiendo conocer los parametros y propiedades de las mismas,
para ser modificados, optimizados y aplicados en las sintesis de las ceramicas magnéticas ordenadas de

silice.

4.3.1. Sintesis de cerdmicas mesoporosas ordenadas tipo SBA-15

Se sintetizaron dos ceramicas mesoporosas ordenadas como precursoras de los nanocomposites
magnéticos. La sintesis se llevd a cabo siguiendo el procedimiento planteado en el apartado 4.2.1., sin
embargo, la temperatura del proceso hidrotermal se modificé a 100°C. La composicién molar fue 1.0

SiO, / 0.017 P123 / nH;PO,/ 3.4 HCl / 208 H,0, con n=0 para la muestra S154 y n=2.2 para la muestra
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S$15,5. En el caso del material S154p, tras la adicion del TEOS la reaccién se dejo bajo agitacién vigorosa

127

durante 2h y posteriormente se adicioné del H;PO, ™, ver tabla 4.3.

Tabla 4.3. Cantidades de reactivos empleadas para la sintesis de los materiales mesoporosos ordenados de silice
tipo SBA-15.

et | T | | |
(°C) (g) (mL) (mL) (mL)
100 16 552 41.2 0 32.8

S154p 100 16 552 41.2 22 32.8

4.3.2, Sintesis de nanocomposites magnéticos (SBA-15/Fe;0,@PAA) y (SBA-15/Fe;0,@PEl)

En un matraz bola de tres bocas se colocd una soluciéon de HCl 0.01M, bajo agitacion mecanica se
afadieron FeCl;¢6H,0 y FeS04+7H,0, pasados 15 minutos se adiciondé la cerdmica mesoporosa tipo SBA-
15 (S15), la dispersidén se dejo a temperatura ambiente bajo agitacién mecanica vigorosa durante 30
minutos, posteriormente la mezcla se llevé a una temperatura de 60 °C, alcanzada la temperatura se
adiciond NH,OH, por lo que la muestra pasé de color castafio-marrén a negro cristalino indicando la
formacién de la magnetita, transcurridos 30 segundos se incorporé en la reaccion acido poliacrilico (PAA)
o polietilenimina (PEl) segun fuera el caso. Finalmente la reaccién se llevd a cabo durante 1 hora. Las
cantidades anadidas se muestran en la tabla 4.4. Concluida la reaccién se dejo enfriar hasta alcanzar la

temperatura ambiente.

Bajo agitacion mecdnica se acidificd con HCI al 9% hasta conseguir un pH en torno a 4, separandose el
precipitado con ayuda de un iman. Para lavar la muestra se agregd la misma cantidad de agua que el
sobrenadante retirado y se agitd mecdnicamente durante 15-20 min, posteriormente se colocd
nuevamente sobre un imdn para separar el agua de lavado, este proceso se repitié 3 veces. Finalmente

el material obtenido se filtré a vacio y se secé a 60 °C durante 24h.
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Tabla 4.4. Cantidades afiadidas de reactivos en la sintesis de nanocomposites magnéticos sintetizados por el
método de coprecipitacion.

(°C) (g) (g) (mL) (mL) (g)
60 1.2 0.8 19 3.5 0  0.195
60 1.2 0.8 19 3.5 0  0.195

1
1
60 1.2 0.8 19 35 0195 O 1
1
1
1

NCPAA,p 60 1.2 0.8 19 3.5 0.195 0
NCHPAA, 60 1.8 1.2 25 5.2 0.292 0
0

NCHPAA,p 60 1.8 1.2 25 5.2 0.292

4.3.3. Sintesis de nanocomposites magnéticos (SBA-15/Fe;0,@Si0,)

La sintesis innovadora de estos materiales se basé en el anclaje covalente de nanoparticulas de
magnetita a la superficie de las matrices mesoporosas de silice, mediante un recubrimiento de SiO,. Para

lo cual fue necesaria la sintesis previa de las NPs de magnetita recubiertas con acido oleico.

La sintesis de las NPMs se llevo a cabo por el método de coprecipitacion, se eligio acido oleico (OA) para
funcionalizar la superficie de las nanoparticulas para conferirles estabilidad en disolventes organicos
(Tabla 4.5). En un matraz bola de tres bocas se colocd una solucion de HCl 0.01M, bajo agitacion
mecanica se anadieron FeCl;6H,0 y FeS04+7H,0, la mezcla se llevé a una temperatura de 60 °C,
alcanzada la temperatura se adiciond NH,OH, por lo que la muestra pasd de color castafo-marrén a
negro cristalino indicando la formacién de la magnetita, transcurridos 30 segundos se incorporé el acido
oleico. Terminada la reaccién la muestra se trasvasé a un vaso de precipitado y se colocé sobre una placa
calefactora a 100 °C con agitacion magnética (sin usar barra agitadora) hasta que se produjera
floculacién (aproximadamente 10 - 40 min), la muestra se separd del sobrenadante usando un iman.
Para lavar las NPMs se utilizaron 300 mL de agua desionizada, la dispersion se agité mecdnicamente, al
cabo de 15-20 min se colocd en la placa, retirdndose el sobrenadante nuevamente, este procedimiento
se realizd tres veces. Sin secar por completo las particulas se redispersaron en ciclohexano (CHX) para
obtener una solucidon organica final de magnetita recubierta con acido oleico estabilizada en CHX
(Fes0,@0A en CHX, MOA) de 17.4 % en peso de Fe;0,@0A 6 12.1 % en peso de magnetita. El agua

ocluida se elimind separando la fase orgdnica-magnética de la fase acuosa.
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Tabla 4.5. Cantidades de reactivos utilizadas en la sintesis de nanoparticulas de magnetita recubiertas con acido
oleico por el método de microemulsion.

(°C) (g) (g) (mL) (mL) (g)
fvmoA D) 200 60 4.0

24.3 16.7

Una vez sintetizadas las NPs se procedié al anclaje de las mismas sobre la superficie de los materiales
mesoporosos de silice, la sintesis se disefid aprovechando las propiedades que tienen las NPMs de
formar estructuras core-shell (Fes0,@Si0,). En base a esto se recubrié la superficie con una capa

nanométrica de SiO, amorfa, lo que permitié conservar las propiedades de las NPMs.

El nanocomposite magnético (SBA-15/Fe;0,@Si0,), se prepard en un matraz bola de tres bocas al cual se
afadio ciclohexano e Igepal, la mezcla se mantuvo en agitacién mecdnica durante 15 minutos con la
finalidad de homogeneizarla. A continuacién se adiciond la solucion de NPMs (MOA). La mezcla se dejé
bajo agitacion mecdnica vigorosa durante 30 minutos, transcurrido este tiempo se incorporé NH,OH,
pasado un minuto se agregd la ceramica mesoporosa correspondiente (S15), la dispersion se dejé
agitando durante 20 minutos antes de la adiciéon del TEOS. Terminada la reaccién se agregd alcohol
isopropilico (IPA) para precipitar el material, la mezcla continué en agitacion por 15 minutos,
transcurrido este tiempo se separd el nanocomposite resultante del sobrenadante con ayuda de un
iman. Se realizaron cuatro lavados subsecuentes con etanol (EtOH) agitando vigorosamente la muestra a
temperatura ambiente y separandola de la misma forma, posteriormente se llevaron a cabo cinco
lavados con H,0 desionizada, dos bajo agitacion mecanica, y tres en un bafio ultrasénico de 20 min, la
separacion fue magnética en todos los casos. Tras los lavados el nanocomposite se filtré a vacio y se secd

a 60°C por 24h, las cantidades se presentan en la tabla 4.6.

Tabla 4.6. Cantidades de reactivos empleadas en la sintesis de nanocomposites magnéticos (SBA-15/Fe;0,-Si0,).

RS R
dil. 1:5 (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) | (mL) | (mL) | (mL) (g)
4.8 0 56 3.6 1.0 0.4 46 40 40 1
4.8 0 56 3.6 1.0 04 46 40 40 1
0 4.8 56 3.6 1.0 04 46 40 40 1

1

HMNCp 0 4.8 56 3.6 1.0 0.4 46 40 40
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4.3.4. Sintesis de nanocomposites magnéticos [SBA-15/(Fe;0,)n@C]

En una botella de vidrio de 30 mL se disolvié ferroceno en acetona de alta pureza, la solucién se dejo
durante 30 minutos bajo agitacién magnética vigorosa a temperatura ambiente, transcurrido este
tiempo se agregd perdxido de hidrégeno, manteniéndose en agitacion durante 30 minutos.
Posteriormente la solucién se trasvasé a un recipiente de teflon de 40 mL, la ceramica mesoporosa (S15)
fue incorporada en esta fase del proceso, una vez disperso el material en la solucién preparada, se
introdujo en una autoclave de acero inoxidable, la reaccién se llevo a cabo a una temperatura de 210°C
por un periodo de 96 h. Finalizada la sintesis, el reactor se dejoé enfriar hasta alcanzar la temperatura
ambiente. El nanocomposite de color negro se separdé del sobrenadante con ayuda de un iman, la
muestra se lavo repetidas veces con acetona. Una vez realizados los lavados con acetona, el

nanocomposite resultante se filtré a vacio y se secé a 60°C por un periodo de 24h, tabla 4.7.

Tabla 4.7. Cantidades de reactivos empleadas en la sintesis de nanocomposites magnéticos [SBA-15/(Fe;0,)n@C].

sl
(g) (mL) (g)
0.24 20 12 050
0.24 20 12 050
0.24 20 12 025
0.24 20 12 025

4.3.5. Sintesis de cerdmicas mesoporosas ordenadas tipo SBA-15 en presencia de glicerol

Con la finalidad de modificar el tamafo de particula y la morfologia de las cerdmicas mesoporosas
ordenadas de silice, se sintetizaron dos nuevas matrices. La sintesis se realizd basada en el apartado
4.2.1., modificando algunos parametros. Tras la adicidn de la solucion acida al recipiente de vidrio que
contenia el Pluronic, se incorpord glicerol™?® bajo agitacion magnética vigorosa. Una vez completamente
disuelto el surfactante, se afiadié TEOS a la solucidn, la nueva mezcla se mantuvo en agitacién durante
24h, posteriormente se suspendiod y se dejo estatica durante 24h, las cantidades se muestran en la tabla

4.8.
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Tabla 4.8. Cantidades de reactivos empleadas para la sintesis de los materiales mesoporosos ordenados de silice
tipo SBA-15 modificados con glicerol.

(°C) () (mL) (mL) (g) (mL)
S15Gy 100  7.83 300 0 7.83 18

S15G,p 100 7.83 200 100 7.83 18

4.3.6. Sintesis de nanocomposites magnéticos (SBA-15@glicerol/Fe;0,@Si0, funcionalizados con NH,)

La sintesis se llevd a cabo siguiendo el procedimiento descrito anteriormente en el apartado 4.3.3. Para
la obtencién de estas muestras se utilizaron los materiales mesoporosos sintetizados en presencia
glicerol (S15G). La modificacidn consistio en sustituir el TEOS por los funcionalizantes amino N1, N2 o N3

(ver glosario). Las cantidades se exponen en la tabla 4.9.

Tabla 4.9. Cantidades de reactivos empleadas en la sintesis de nanocomposites magnéticos (SBA-15/Fe;0,@Si0,)
funcionalizados con grupos aminos.

MOA CHX Igepal NH,OH | N1/N2/N3 IPA EtOH, | H,O, | S15G
dil. 1:5 (mL) | (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) | (mL) | (mL) (g)
2.4 28 1.8 0.5 50 50 50 0.5

MNCN1y . . . 0.315
MNCN1,, 24 28 1.8 0.5 0.315 50 50 50 0.5

2.4 28 1.8 0.5 0.292 50 50 50 0.5
2.4 28 1.8 0.5 0.292 50 50 50 0.5
2.4 28 1.8 0.5 0.283 50 50 50 0.5
2.4 28 1.8 0.5 0.283 50 50 50 0.5

4.4. TECNICAS EXPERIMENTALES DE CARACTERIZACION

Una vez obtenidos los materiales se procedidé a su caracterizacién fisicoquimica y estructural utilizando
diferentes técnicas: difraccion de rayos-X (DRX), analisis quimico elemental (AQE), espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (IR-TF), andlisis termogravimétrico y su primera derivada
(ATD/DTG), porosimetria de adsorcion de N, (BET), microscopia electronica de barrido (MEB),
microscopia electrénica de transmisién (MET), resonancia magnética nuclear de *°Si (RMN 2°Si),

magnetometria de muestra vibrante (VSM).
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4.4.1. Difraccion de rayos-X (DRX)
4.4.1.1. Difraccion de rayos X a bajo angulo

La caracterizacidn estructural mediante DRX de las matrices mesoporosas de silice, asi como de los
nanocomposites se llevé a cabo en un difractémetro PANalytical X'Pert Powder Empyrean a 60 kV y 4
kW. Los difractogramas se obtuvieron a bajo angulo, es decir, para 26 entre 0.25 — 6° y un paso de 0.01°
(5 s/paso). Esto se debe a que los materiales mesoporosos presentan periodicidad de los poros en este
rango y son amorfos a escala atémica. Ademds carecen de periodicidad longitudinal por lo que son

faciles de identificar gracias a la presencia de reflexiones (hk8).

El SBA-15 presenta una estructura hexagonal 2D. Por tanto, el espacio interplanar se define como:

1 4 (h®>+k?+hk |2
= 4
d? 3 a’ c?

Como se dijo anteriormente =8 entonces se puede definir el pardmetro de celda con un Unico valor, ag:

2'dloo
J3

a, =

4.4.1.2. Difraccion de rayos X de polvos

El estudio de las fases cristalinas de los nanocomposites magnéticos mesoporosos se realizaron en un
difractometro de polvos Philips equipado con una unidad de control Philips "PW1710", gonidmetro
vertical Philips "PW1820/00" y un generador de Enraf Nonius FR590. El instrumento estaba equipado con
un monocromador de haz difractado de grafito y una fuente de radiacién de cobre (A (K)= 1.54186 A),
que funciona a 40 kV y 30 mA. El patréon de difraccion de polvos de rayos X (XRPD) fue colectado
midiendo la respuesta de centelleo a la radiacion Cu Ka en comparaciéon con el valor de 20 a lo largo de
un intervalo de 26 de 10 - 80°, con un paso de 0.02° y un conteo de 10 s por paso. Un factor importante
en la calidad de los difractogramas de polvos, fue pulverizar las muestras hasta obtener un tamafio de

particula alrededor de 1-5 um para asegurar que las particulas quedaran orientadas al azar, evitando una
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orientacién preferente. Al colocar una cantidad suficiente de material en el portamuestras, se garantizo

una mayor exposicion de orientaciones posibles a la radiacidn incidente.

Si la red cristalina esta libre de deformacidn y los cristales predominan de manera general en la muestra

entonces se puede estimar el tamafio promedio de cristal empleando la férmula de Scherrer'?:

KA
p(26)= FWHM (S) cos 6

donde B es el tamafio promedio de cristal; K es el factor de forma del cristal y su valor es de 0.9-1.0; A es
la longitud de onda de la radiacién utilizada (ACu); 8 es la posicion del pico de difraccion y FWHM (S) es el

ancho a la altura media del pico de difracciéon de la muestra.

Para calcular el ancho a la altura media del pico de difraccidn se usa la férmula:
D D D
FWHM(S )MUESTRA = FWHM(M )MEDIDO - FWHM(I )INSTRUMENTAL

donde FWHM(S) es el ancho a la altura media del pico de difraccién de la muestra. D es el parametro de
deconvolucion, cambia de acuerdo al tipo de perfil del pico de difraccién, para un perfil Gaussiano D = 2
y para un perfil Lorentziano D = 1; FWHM(M) es el ancho a la altura media del pico de difraccion medido
en el difractdmetro. FWHM(I) es la contribucién del ancho a la altura media originado por el instrumento

y se calcula mediante la funcién instrumental del equipo de rayos-X.

Para calcular el tamafio de cristal se debe escoger un pico de difraccién resuelto y hay que asegurarse de
que el valor de FWHM (S) esté convertido a radianes para que el tamafio de cristal tome las unidades de
la longitud de onda del anodo utilizado. Nota: Si se escoge el area integral para estimar el tamafio de

cristal se debe de colocar el valor de D cercano a 1.0.
4.4.2. Analisis quimico elemental (AQE) y espectroscopia de absorcidon atomica con llama (FAAS)

Esta técnica permitio el analisis de forma rapida y simultanea del contenido total de carbono, hidrégeno,
nitrégeno, oxigeno y azufre, presentes en los compuestos organicos e inorganicos, tanto en estado sdlido
como liquido. El microanalisis o AQE se basé en la oxidacién total de la muestra mediante una

combustidn instantdnea y completa. Esta técnica fue empleada para conocer la composiciéon de las
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muestras funcionalizadas con diversos grupos organicos y asi calcular el porcentaje de funcionalizaciéon
de cada una. El microanalisis elemental de C, H, N y S se realizé en un termo analizador elemental LECO
CHNS-932 perteneciente al servicio del Centro de Apoyo Cientifico y Tecnoldgico de la Universidad de

Santiago de Compostela.

En la espectroscopia de absorcion con llama (FAAS), la muestra en solucién fue nebulizada e introducida
dentro de la llama, en donde fue desolvatada, vaporizada y atomizada, todo esto en rapida sucesién. Se
hizo pasar un haz de luz con longitudes de onda que son absorbidas por los atomos en el estado
fundamental y se midid la pérdida de intensidad de luz. Con el FAAS fue posible obtener el porcentaje de
hierro (Fe) presente en los nanocomposites magnéticos. La caracterizacion se llevé a cabo en el equipo

Perkin Elmer 3110.

4.4.3. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (IR-TF)

La identificacién de los grupos funcionales presentes en los materiales se realiz6 mediante IR-TF. Estas
medidas se llevaron a cabo en un espectrofotometro Thermo Nicolet Nexus en modo transmisién entre
400 y 4000 cm™. Se adaptd el sistema de reflectancia total atenuada (ATR) que dispone de un soporte

con cristal de diamante, permitiendo realizar las mediciones de manera facil y rapida.

4.4.4. Analisis Termogravimétrico (TGA/DTG)

Durante el proceso de anadlisis mediante TGA de las distintas muestras se produjeron pérdidas de peso
que permitieron determinar la cantidad de materia organica presente en los materiales analizados. El
analisis mediante TGA/DTG de las ceramicas mesoporosas de silice sintetizadas a baja temperatura se
realizé en una termobalanza SDT Q600-TA de Thermal Analysis Instruments entre 40 y 1000 °C con un
flujo constante de argdén de 100 mL/min, y una rampa de calentamiento de 10 °C/min. Mientras que
para los nanocomposites magnéticos y sus cerdmicas precursoras, la caracterizacion se llevé cabo en una
balanza termogravimétrica Perkin Elmer TGA7 entre 40 y 850 °C con un flujo constante de N, o O, de 20
mL/min, y una rampa de calentamiento de 10 °C/min. Para estos ensayos se utilizaron crisoles de platino

y a-alimina como referencia.
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4.4.5. Porosimetria de Adsorcion de N, (BET)

Para conocer las propiedades texturales de los materiales obtenidos (superficie especifica, volumen de
poro y didmetro de poro) se recurrid a la adsorcién y desorcién de gases inertes, en este caso N,. Para
realizar estas medidas se empled un porosimetro de adsorcién de N, Quantachrome Autosorb 1Q2
operando desde 10 a 127 kPa a la temperatura de N, liquido, (-196 °C). Antes de realizar las medidas se

desgasificaron a vacio a una temperatura de 60 °C durante un periodo de 10 h.

Uno de los parametros que se obtuvieron con esta técnica fue el area superficial que se calcula con la

ecuacion de Brunauer-Emmett-Teller (BET)™:

p/po _ 1 (C_l) 0
n@-p/p°) n,C  nC (o/p?)

donde n es la cantidad especifica adsorbida a la presidn relativa p/p° y nm es la capacidad especifica de

la monocapa adsorbido.

De acuerdo con la teoria BET, el parametro C estd exponencialmente relacionado a la energia de
adsorciéon de la monocapa. En la actualidad se ha acordado que el valor de C provee una indicacién util

de la forma de la isoterma en el rango BET.

A partir de las isotermas de adsorcion y desorcidn se pudo conocer la distribucién de tamafios de poro.

131

Para ello se usa la ecuacidn de Barrett-Joyner-Halenda (BJH)™" en la rama de desorcion. Para calcular el

tamaio de mesoporo se empled la siguiente relacion:

b
w=c-d- P—Vp
(1+p'VP)

%
donde ¢ 2(8j , pesladensidad de la pared, d es la distancia interplanar obtenida por DRXy V; es
32

el volumen de poro obtenido mediante adsorcion de N, (t-Plot).
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El tipo de isoterma de adsorcidn que se obtuvo para los materiales mesoporosos SBA-15 fue del tipo IV,

segun la IUPAC™? se distinguen cinco zonas (Figura 4.1):

@ Zona I: Formacién de una monocapa sobre la superficie.

@ Zona ll: Formacién de multicapas sobre la monocapa inicial.

@ Zona Ill: Condensacién capilar en el interior de los canales. La presidon relativa estd
relacionada con el didmetro de poros. El tamafo de poro es mas homogéneo cuanto mas
estrecha y mayor pendiente tenga.

@ Zona IV: Adsorcién multicapa de la superficie externa.

@ Zona V: Llenado del espacio entre particulas debido a la condensacién. Esta zona aparecera

a menores presiones relativas cuanto menor sea el tamafio de particula.
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Figura 4.1. Zonas de una Isoterma de Adsorcion de N,.

También se empled el método de Non-Local Density Functional Theory (NLDFT, por sus siglas en inglés).

Este método se basa en la construccidn de un potencial funcional Q [p (r)] de la densidad del fluido p (r):
20pu0] = Flou @1+ [ drpy () Ve —

donde F [p (r)] es la energia libre de Helmholtz “intrinseca” del fluido, V.. es el potencial externo

provisto por el sélido, u es el potencial quimico y la integracion es sobre todo el volumen. F [p (r)] se
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escribe como la suma de Frepuisiva + Fatractiva; 1@ parte repulsiva se aproxima a la energia libre de un fluido
de esferas duras, para obtener el perfil de densidad en equilibrio se minimiza el potencial funcional

respecto de la densidad, es decir:

6Q2[p,(r)]
5p, (1)

Estos potenciales consisten en términos que describen las partes repulsivas y atractivas de las

interacciones fluido-fluido y fluido-sdlido. Asi el método NLDFT provee una vision mas realista y una
descripcidon adecuada del comportamiento de un fluido confinado en poros de diversas geometrias, las
distribuciones de tamafio de poro que de el se obtiene son correctas, pero su aplicacidn estd limitada a

estructuras porosas compuestas de poros independientes entre si.

4.4.6. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

La morfologia y topografia de los materiales SBA-15, SBA-15/NaCl y de las muestras funcionalizadas
sintetizadas a baja temperatura fueron caracterizadas con un microscopio JEOL JSM-6701F (operando a
15 kV), el resto de los materiales (las ceramicas mesoporosas ordenadas de silice y los nanocomposites
magnéticos) fueron caracterizados con un microscopio Zeiss FE-SEM ULTRA Plus (operando a 5 kV) con el
gue se consiguieron imagenes de mayor resolucién. Para obtener las micrografias de los materiales fue
necesario preparar una dispersion de cada una de las muestras, por lo que se tomd una pequeiia
cantidad de la cerdmica mesoporosa o del nanocomposite magnético con la punta de una espatula y se
colocé en un tubo eppendorf, posteriormente se adicionaron 0.5 mL de etanol o acetona, la mezcla se
sonicd durante 10 minutos hasta la completa dispersidon del material en el medio, para ser depositados
20 pL en un disco de aluminio dejandose secar bajo una lampara, una vez seco el material, el proceso se
repitid tres veces, finalmente las muestras fueron sombreadas con una fina capa de iridio (de aprox. 5-10

nm) antes de ser analizadas.

4.4.7. Microscopia Electronica de Transmision (MET)

La estructura porosa ordenada y desordenada, la disposicién hexagonal y el sistema de canales de poros
de los materiales fueron caracterizados con un microscopio JEOL JEM-1011 (100 kV) y un microscopio de
alta resolucion ZEISS Libra 200 FE OMEGA con EDX (operado a 200 kV) con una resolucion de 0.073 nm

medida a 200 kV. Para obtener las imagenes se requirid preparar las muestras con poco tiempo de
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anticipacién a ser analizadas. Se utilizd la dispersidén anteriormente descrita en 4.4.6., de esta forma, se
depositaron sobre una rejilla de cobre con pelicula de carbono (Electron Microscopy Sciences CF400-Cu),

10 uL de la solucidn (una gota) y se dejaron secar bajo una lampara de luz blanca.

4.4.8. Resonancia Magnética Nuclear de *’Si (RMN-2°Si)

Esta técnica permite principalmente la elucidacion de estructuras moleculares, debido a las propiedades
de algunos nucleos atdmicos (momentos magnéticos distintos de cero) al ser sometidos a un campo
magnético externo, ya que son capaces de absorber radiacidn electromagnética en la regién de las
frecuencias de radio o radiofrecuencias. En el caso de los sélidos en particular las sefiales son muy
anchas, llegando a ser de varios kHz 6 incluso MHz, lo que impide la obtencién de informacion de
manera facil. Este ensanchamiento implica, ademas, una pérdida de sensibilidad, especialmente cuando
se estudian ndcleos poco abundantes. Las unidades del silicio se determinaron mediante resonancia
magnética nuclear (RMN) usando la técnica de rotacion en el dngulo mdgico conocida como (MAS) de
2%5j en estado sélido. Los espectros de RMN se obtuvieron en un espectrémetro Bruker Advance 400 con
una anchura espectral de 32 kHz. Se utilizdé un rotor de 4,0 mm. La velocidad del MAS fue de 5 kHz. Los
espectros de RMN de *°Si MAS fueron referenciados con respecto a tetrametilsilano (TMS) y medidos

durante 8 horas.

4.4.9. Magnetometria de Muestra Vibrante (VSM)

Las curvas de magnetizacién como una funcién del campo magnético aplicado de hasta 10 kOe, se
realizaron a temperatura ambiente con un magnetdmetro de muestra vibrante (VSM) DMS 1660 sobre
las muestras secas en polvo. Los datos de magnetizacién se normalizaron con respecto a la cantidad en
masa de magnetita presente en cada muestra, valor que fue estimado teniendo en cuenta que todo el

hierro presente (determinado por FAAS) existe como Fe3;0,.
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5. METODOLOGIA. APLICACIONES BIOMEDICAS

En este apartado se encuentran descritas las metodologias desarrolladas para algunas potenciales
aplicaciones biomédicas de los materiales sintetizados en el capitulo 4. Se elaboraron andamios 3D a
partir de una mezcla de polimeros naturales con los nanocomposites magnéticos anteriormente
descritos; también se realizaron ensayos de carga y liberacién controlada de simvastatina para
comprobar su capacidad como sistemas de liberacidon controlada de farmacos. Se demostré el uso de
nanoestructuras core-shell (Fes0,@C) como marcadores celulares biocompatibles aptos para resonancia
magnética de imagen (RMI). Se estudié tanto la biocompatibilidad in vitro e in vivo, como la capacidad
para actuar como marcadores celulares del material MNCN1g. Finalmente se estudid el
comportamiento de estos sistemas mesoporosos magnéticos como nanodispositivos para hipertermia

magnética.

5.1. ANDAMIOS 3D

5.1.1. Materiales

Para la preparacidn de los andamios se emplearon los siguientes materiales: k-Carragenato (Gelcarin GP
812NF) suministrado por IMCD (United Kingdom); Quitosano indio (Sinochem quingdao) Co.LTD (China);
Hidroxiapatita Fluka suministrada por Aldrich (Alemania); 1,4- Butandiol-diglicidileter (BDDE)
suministrado por Aldrich (Suiza); Simvastatina suministrada por Fagron (Espafa). El resto de los reactivos

y sustancias empleadas en los diferentes estudios fueron de calidad analitica.

5.1.2. Elaboracion de andamios 3D

Para la elaboracion de los andamios se realizaron dos preparaciones por separado Ay B.

A. Se prepardé una dispersion de K-carragenato en agua desionizada a 70 °C bajo agitacién

magnética vigorosa.
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B. Por otra parte se realizd una dispersidén de quitosano en agua desionizada acidificada con acido
acético glacial, dando como resultado la formacién de un gel viscoso, al que posteriormente se
incorpord bajo agitacion magnética vigorosa hidroxiapatita y/o el nanocomposite mesoporoso

sintetizado anteriormente.

Una vez obtenidas ambas preparaciones, se agregd A sobre B y se homogeneizaron con un Ultraturrax
T25 a 24,000 rpm, hasta observar la misma consistencia en todo el material (aprox. 5 min.). Finalmente

se adiciono el agente reticulante (BDDE).

Para darle forma cilindrica al andamio, se deposité la mezcla homogénea en una jeringa de 10 mL, la cual
se introdujo en un congelador a -20 °C. Una vez congelada se continud el proceso de reticulacién, por lo
que el andamio se desmoldd y sumergié en una solucidn bdsica de cloruro de potasio al 1 % entre 50 y
60 °C durante 24 h. Transcurrido este tiempo el andamio se retird y se lavd con agua destilada para ser
congelado nuevamente a -20 °C, una vez congelado se liofilizd para obtener el producto final. Las

cantidades de los reactivos se muestran en la tabla 5.1.

Tabla 5.1. Cantidades utilizadas para la elaboracién de los andamios.

k-Carragenato | Quitosano | A: H,0 Ac. Acc.etlco HA/NC* BDDE NElEes
(mg) (mg) | (mL) glacial (mg) | (my | PH>?2
g € (mL) g (mL)
100 300 5 5 0.05 335 0.4

*depende del nanocomposite mesoporoso utilizado

En la siguiente tabla se recaban las cantidades (mg) empleadas de cada material mesoporoso, tanto de

las ceramicas, como de los nanocomposites magnéticos.

Tabla 5.2. Nanocomposites magnéticos y cantidades empleadas en la elaboracién de los andamios.

Sc1 | S2 | S3 | sS4 | S5 | Sc6 | Sc7 | S8 |

S15 LMNC MANC
HA“" HA“" HA HP | s15, | NCPEl; | LMNC, | HMNCy | NCHPAAp

10 170 170 335 335 335 335 335
3 165 165 0 0 0 0 0

N
(9}
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5.1.3. Proceso de carga de simvastatina en los andamios 3D

Andamios de @= 1 cm x 1 cm de largo se sumergieron en 10 mL de una solucién de simvastatina en
agua/etanol (1:1) con una concentracion de 3 mg/mL. La carga se llevd a cabo en un incubador a
temperatura ambiente y 180 rpm durante 24 h. Transcurrido este tiempo, las muestras cargadas se
retiraron, se secaron cuidadosamente y se congelaron a 20 °C durante 24 h, antes de ser liofilizadas las
muestras se congelaron con nitrégeno liquido a (-195.8°C). La concentracidn inicial de simvastatina se
determind en el ensayo de liberacion mediante espectrofotometria UV-Vis a 239 nm, sumandose la
cantidad liberada en cada fraccidn recolectada a los tiempos estipulados, el ensayo se llevé a cabo hasta

el 100% de liberacién de simvastatina.

5.1.4. Liberacion de simvastatina

Las pruebas de liberacidon se llevaron a cabo de forma semicontinua, el ensayo se realizé en una
incubadora con agitacién orbital IKA KS 4000ic a 37 °Cy 80 rpm. Los andamios se cortaron para obtener
piezas con un tamafio de 1 cm de didmetro x 0.7 - 0.6 cm de espesor con la finalidad de tener un peso
aproximado de 100 + 10 mg. Cada andamio se colocé en un vial de vidrio de 20 mL y se suspendi6 en 4
mL de una solucién de PBS a pH 7.4, dejdndose bajo agitacién orbital durante un determinado periodo
de tiempo. Cumplido el plazo se recolectaron los 4 mL (con una cantidad x de simvastatina liberada) en
viales eppendorf y se adicionaron nuevamente 4 mL de la disolucién de PBS para continuar con la
liberacion, de ésta forma se recolectaron las fracciones correspondientes a cada tiempo (0.5, 1, 1.5, 2,
25,3,4,5,7,9, 25,49, 75, 98, 125, 148, 172, 195, 217, 313, 362, 388, 480, 506, 552, 582, 648... hasta
1500 h). La cantidad de simvastatina liberada se midi6 mediante espectroscopia UV-Visible a 239 nm,
siendo esta la longitud de onda promedio a la cual se tuvo la maxima absorbancia, para hacer el andlisis

cuantitativo.

Todas las medidas se hicieron utilizando un espectrofotometro UV-Vis de Diodos Specord S600 de
Analytik Jena. Para determinar la cantidad liberada se realizé previamente un calibrado utilizando
estandares de 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08 y 0.1, 0.12, 0.14 y 0.16 mg/mL de simvastatina en una
disolucién de PBS 1 X a pH = 7.04. Asi se obtuvo una recta de calibrado de Abs = 5.55 [simvastatina] con

un factor de regresion de 0.98.
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5.1.5. Técnicas experimentales de caracterizaciéon de los andamios 3D

5.1.5.1. Porosimetria de mercurio

La porosidad de los andamios se analizé usando un porosimetro de intrusidn de mercurio Micromeritics
9305 (Norcross GA, USA) empleando un penetrometro para polvo de 3 mL y presiones de trabajo en el
intervalo 0.004-172.4 MPa. El peso utilizado de las muestras fue aproximadamente 0.25 gramos. La
distribucion de poros se empled para modelizar la estructura porosa de las muestras mediante el
software Pore-Cor™ 6.11 software (Environmental and Fluid Modelling Group, University of Plymouth,

UK).

5.1.5.2. Microscopia electrénica de barrido

Se tomaron muestras al azar de diversos tamanos de cada andamio liofilizado, las cuales se colocaron
sobre discos de aluminio mediante una cinta de grafito, posteriormente fueron sombreadas con iridio
para poder analizar la porosidad interna de los andamios. Tras preparar las muestras se realizaron

micrografias utilizando el microscopio FE-SEM ULTRA Plus (trabajando a 5 kV).

5.1.5.3. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Se obtuvieron los espectros de infrarrojo tanto de los andamios sin cargar, como los cargados con

simvastatina, el procedimiento fue el descrito en 4.4.3.

5.2. MARCAIJE CELULAR Y RESPUESTA RMI A PARTIR DE ESTRUCTURAS CORE-SHELL TIPO (Fe;0,)n@C

El paso clave en la obtencion de los innovadores nanocomposites [SBA-15/(Fe;0,)n@C] fue la sintesis
previa de las estructuras core-shell (Fe;0;)n@C. Sin embargo, las estructuras core-shell por si solas
presentan un gran numero de aplicaciones en el campo biomédico debido a sus propiedades, entre las
gue destacan su biocompatibilidad y sus caracteristicas magnéticas, de alli su importancia en el proceso
de elaboracidon de los NCs. En este punto se muestran las aplicaciones de los sistemas core-shell

(FesO4)n@C tanto para marcaje celular como para MRI.
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5.2.1. Sintesis de las estructuras core-shell (Fe;0,)n@C

En una botella de vidrio de 30 mL se disolvieron 0.3 g de ferroceno en 25 mL de acetona de alta pureza,
la solucién se dejé durante 30 minutos bajo agitacion magnética vigorosa a temperatura ambiente,
transcurrido este tiempo se agregaron 1.5 mL de peréxido de hidrégeno, manteniéndose en agitacién
durante 30 minutos. Posteriormente la solucidn se trasvaso a un recipiente de teflén de 40 mL, el cual se
introdujo en un autoclave de acero inoxidable (Parr Instruments, Acid digestion vessel 4744), la reaccion
se llevd a cabo a una temperatura de 210°C por un periodo de 96 h. Finalizada la sintesis, el reactor se
dejé enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente. El sdélido negro obtenido se separd del
sobrenadante con ayuda de un iman, la muestra se lavd repetidas veces con acetona. Finalmente la

acetona fue reemplazada por agua desionizada.

5.2.2. Técnicas experimentales de caracterizacion de las estructuras core-shell (Fe;0;)n@C

El sistema core-shell (Fe;0,)n@C se caracterizd por diversas técnicas anteriormente descritas en el
apartado 4.4. Con difraccién de rayos X de polvos (4.4.1.2) fue posible calcular el tamafio de dominio
cristalino de las nanoparticulas de magnetita que conforman el core, analizando la informacién obtenida
de las reflexiones 111, 220, 311, 400, 422, 511, 440 con el programa Philips APD - Fit profile y aplicandola
a la férmula de Scherrer. Asi mismo usando las micrografias obtenidas de las microscopias electrénicas
tanto de barrido como de transmisidon (microscopio Zeiss FE-SEM ULTRA Plus (trabajando a 5 kV) y
microscopio JEOL JEM-1011 (100 kV), respectivamente), fue posible a través del software Image J y de
MicroCal Origin realizar la estadistica para obtener la distribucién de tamarfios del espesor de carbono y

del sistema core-shell.

Las curvas de magnetizacion en funciéon del campo magnético aplicado (hasta 25 kOe) se realizaron en un
rango de temperaturas de interés (250, 275, 300, 320 K), utilizando un dispositivo superconductor de
interferencia cuantica (SQUID, por sus siglas en inglés) aplicado a la muestra en sélido. Los datos de
magnetizacién se normalizaron con respecto a la cantidad en masa de magnetita en la muestra, la cual

se cuantificé mediante analisis termogravimétrico (4.4.4).
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5.2.3. Biocompatibilidad, marcaje celular y respuesta MRI de las estructuras core-shell (Fe;0,)n@C.
Experimentos realizados en el Clinical Neurosciences Research Laboratory del Hospital Clinico

Universitario por la Dra. Barbara Arbigay

El experimento se llevd a cabo utilizando células troncales mesenquimales (MSCs) compradas a Cultrex,
Trevigen, las cuales se cultivaron en IMDM (78%), suero bovino fetal (10%), suero de caballo (10%),

penicilina-estreptomicina (1%), todos de Gibco Invitrogen, y anfotericina-B (1%) de Sigma-Aldrich.

Para estudiar la biocompatibilidad y las caracteristicas de estos sistemas como marcadores celulares se

incubaron durante 24h:

200 pg/mL del ferrofluido (Fe;04)n@C en el medio con células MSCs
% 200 pg/mL del ferrofluido (Fe;0;)n@C + 1.5 ug/mL de poli-L lisina (PLL)** en el medio con
células MSCs.

Transcurridas las 24 h se realizaron tres lavados a las células con 1.5 mL de tampdn fosfato salino (PBS
sin Ca** ni Mg**, Gibco Invitrogen) para retirar las NPs que no quedaron adheridas a ellas. Después de los
lavados, se anadid 1 mL de medio fresco a las células y se incubaron durante la noche (12 h) para

permitir la completa internalizacidn de las NPs.

La tincidn con azul de Prusia se llevd a cabo para demostrar la absorcidn de las NPs por las células. Tras
las 12 h, las células se incubaron durante 20 minutos con una mezcla de partes iguales de una solucién
acuosa de HCl al 20 % en peso y una solucién acuosa al 10 % en peso de ferrocianuro de potasio
trihidratado (KFe(CN)g-3H,0, Sigma Aldrich). Después de la incubacion, las células se lavaron tres veces

con PBS.

En un segundo experimento se evalud la necesidad de utilizar Poli-L-Lisina para el marcaje. Usando una
concentracidn constante de PLL (1.5 pg/mL) se estudié el efecto de la concentracién de nanoparticulas
de (FesO4)n@C en H,0 para ser internalizadas por las células, como se muestra en la tabla 5.3. La

internalizacién se evalud por tincién con azul de Prusia.

Todas las fotografias realizadas para estos experimentos fueron tomadas usando un microscopio dptico

invertido (Olympus IX51).
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Tabla 5.3. Volumen estudiado del ferrofluido [(Fe;04)n@C /H,0].

(mb) | (ui)
50

30
10
5

2
1

1
1
1
1
1
1

**Los poliaminoacidos como la poli-L-lisina facilitan la unidn de las células y las proteinas a las superficies
solidas en aplicaciones bioldgicas. En cultivos de células, la unién, la proliferacién, el crecimiento, la
morfologia, la diferenciacién y la motilidad de muchos tipos de células depende de diversos factores y
componentes de la matriz extracelular. Mientras que algunas células son capaces de sintetizar estos
componentes, otras requieren una fuente exdégena como los poliaminoacidos para poder realizar todas

estas actividades.

5.2.3.1. Respuesta RMI de las estructuras core-shell core-shell (Fe;04)n@C

Los halos son utiles para calibrar equipos y para probar secuencias en RMI. Para ser eficaces, el material

usado deberia®3:

Tener tiempos de relajacion similares a los de los tejidos humanos
Tener una relajacién uniforme a lo largo de todo el halo

Ser facil de manejar

> > > >

Ser estable fisica y quimicamente durante periodos de tiempo razonablemente largos

Los halos que tratan de reproducir el comportamiento de tejidos bioldgicos suelen ser disoluciones
acuosas de alguna sal, sin embargo, una alternativa eficaz es el uso de geles, ya que evitan las corrientes
de conveccién y se relajan de una forma mas parecida a los tejidos que los halos liquidos. El agar y la
agarosa han demostrado ser sustancias muy versatiles para preparar halos: son solubles en agua y
sencillos de preparar. Estos geles pueden abarcar un rango amplio de T; y T,, incluyendo los de los
tejidos humanos. Para crear un halo con un T, similar a un tejido humano, es decir, entre 40 y 150 ms, las

concentraciones de agar o agarosa deben estar entre un 0,5% y un 4% en pesom.
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La resonancia magnética de imagen T, y T,* de los sistemas core-shell Fe;0,@C, se realizé en un 9.4 T
(BrukerBiospec). El experimento se llevd a cabo cargando diferentes concentraciones de Fe (de 0.0025 a

0.25 mg/mL) sobre un halo de agar.

5.3. ENSAYO /N VIVO, MARCAIJE CELULAR, CITOTOXICIDAD Y RESPUESTA RMI DEL NANOCOMPOSITE
MAGNETICO SBA-15@GLICEROL/Fe;0,@Si0, FUNCIONALIZADO CON NH, Y CH; (MNCN1,;), PARA SU
APLICACION EN ISQUEMIA CEREBRAL. Experimentos realizados en el Clinical Neurosciences Research

Laboratory del Hospital Clinico Universitario por el Dr. Andrés Alexander Da Silva Candal.

5.3.1. Estudio in vivo

Para realizar el estudio de biocompatibilidad in vivo para la aplicacién del nanocomposite magnético
MNCN1,p en el tratamiento de isquemia cerebral; se utilizaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley
de un peso comprendido entre 325-350 gramos. Los animales se anestesiaron con sevoflurano
vaporizado en una mezcla de N,:0;, 30 %:70 %, se utilizd un 6 % de anestesia para la inducciéon y un 3-4 %
para el mantenimiento del animal. Los animales fueron monitorizados en todo momento con oximetros
para comprobar que los niveles de oxigeno eran estables durante la cirugia. Se mantuvo la temperatura
de los animales estable a 37.0 £ 0.5 °C por medio de sondas rectales acopladas a mantas térmicas. Los

animales fueron alimentados con comida y bebida ad libitum.

5.3.1.1. Administracidn en Yugular

Para acceder a la yugular, se hizo una pequefia incision en la piel, realizdndose una Unica inyeccién
intravenosa de 1 mL de una dispersién del material MNCN1,,, en medio salino a una concentracion de 0.4
mM de Fe. La inyeccidn se hizo con una aguja de bajo calibre (Single-use hypodermic needle 100
Sterican @ 0.30 x 12 mm, 30 G x 1/2", de Braun). Tras la administracidn se suturd la zona de la incision y

se desplazo al animal para realizar las imagenes por MRI.

Se adquirieron secuencias T, y T,* de MRI (9.4 T, BrukerBiospec) de la rata macho, a distintos tiempos:

=» Una vez suturado y colocado en la resonancia (15-20 minutos tras la administracién)

=» 24 horas tras la administracion.
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5.3.1.2. Administracion Intraarterial

Se llevd a cabo una incisidn en el cuello del animal, exponiendo la traquea y la musculatura del cuello del
lado derecho. Cuidadosamente se apartaron los musculos hasta exponer la arteria cardtida comun
derecha. Por medio de una sutura se cortd provisionalmente el flujo de sangre en la arteria carétida
comun derecha y en la arteria carétida interna derecha, y de manera permanente en la arteria carétida
externa derecha (arteria Pterigopalatina derecha). Una vez cortado el flujo sanguineo se hizo una
incisidn en la arteria cardtida externa y se introdujo una canula (Portex Fine Bore Polythene Tubing 30 m,
0.58 mm ID, 0.96 m OD, de Smiths) previamente rellenada con suero salino heparinizado para evitar las
burbujas durante la inyeccion; fijada la cdnula a la carétida externa, se restaurd el flujo en la carétida
comun y en la carétida interna permitiendo el flujo ascendente y el flujo de las nanoparticulas hacia la

vasculatura cerebral.

Restaurado el flujo se inyectaron 350 ul del material mesoporoso magnético (MNCN1.) de
concentracion 0.4 mM de Fe, en un plazo de 10 minutos (35 puL/min). Tras la administracidn se extrae la
canula de la arteria cardtida externa y se cierra de forma permanente anudando una sutura el extremo

seccionado. Se sutura la incision del cuello del animal y se desplaza a la resonancia.

Se adquirieron secuencias T, y T,* de MRI (9.4 T, BrukerBiospec) de la rata macho, a distintos tiempos:
Una vez suturado y colocado en la resonancia (15-20 minutos tras la administracion)

24 horas tras la administracion

5.3.1.3. Administracién intraparenquimal

Para la inyeccién intraparenquimal, se fijé al animal en un aparato esterotaxico, posteriormente se
realizd una incisidn en la linea media de la piel del craneo aproximadamente de 1 cm, hasta exponer el
hueso. Utilizando el punto craneométrico Bregma como coordenadas de referencia, se realizé una
craneotomia en la zona superficial correspondiente al territorio del estriado y ganglios basales del
hemisferio derecho hasta alcanzar la superficie cerebral. Se introdujo cuidadosamente una aguja
Hamilton (SYR 705 N, 50 ul, de Hamilton) acoplada al aparato esterotdxico y a un microinyector
automatico en el parénquima hasta alcanzar la profundidad de la zona de estriado y ganglios basales,

una vez alcanzada, se inyecto la cantidad de 10 pL de la dispersion del NC (MNCN1,5, 0.4 mMg.) a una
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tasa de 1 pL por minuto. Se realizé el mismo procedimiento en el hemisferio izquierdo, pero en este caso
se inyectaron 10 plL de suero salino como control. Una vez concluida la administracién tanto de salino
como de las nanoparticulas, se suturd al animal y se tomaron imagenes por MRI tanto de T, como de T,*

(9.4 T, BrukerBiospec).

5.3.2. Estudio in vitro, para conocer la efectividad del material en el marcaje celular (x cuadruplicado)

Para los experimentos se utilizaron células endoteliales de la microvasculatura cerebral Bend.3 de la casa
comercial ATCC (CRL-2299), asi como, medio DMEM 88 % con suero bobino fetal 10 %, Penicilina-
estreptomicina 1 %, todos de Gibco Invitrogen, y Anfotericina B de Sigma-Aldrich. Se incubaron las
células con el medio y las NPs mesoporosas magnéticas (MNCN1,,) a distintas concentraciones: 400

pg/mL, 200 pg/mL, 100 pg/mLy 50 pg/mL.

Transcurridas 24 h, se realizaron tres lavados a las células con 1 mL de tampdn fosfato salino (PBS sin
Ca’ni Mg”, Gibco Invitrogen) para retirar las NPs que no se hayan adherido a ellas. Después de los
lavados, se afiadid 1 mL de medio fresco a las células y se incubaron durante la noche (12 h) para

permitir la completa internalizacion de las NPs.

La tincidn con azul de Prusia se llevd a cabo para evaluar la presencia de las NPs en el cultivo. Tras las 12
h, las células se incubaron durante 20 minutos con una mezcla de partes iguales de una solucién acuosa
de HCl al 20 % en peso y una solucion acuosa de 10 % en peso de ferrocianuro de potasio trihidratado

(KFe(CN)g3H,0, Sigma Aldrich). Después de la incubacidn, las células se lavaron 3 veces con PBS.

5.3.3. Ensayo de citotoxicidad por andlisis de Lactato Deshidrogenasa (LDH) (x cuadruplicado)

Se realizd un ensayo de citotoxicidad para evaluar el efecto del nanocomposite MNCN1y, a distintas
concentraciones, sobre las células endoteliales. Se utiliz6 el “LDH Cytotoxicity Assay Kit” de Thermo
Scientific. La lactato deshidrogenasa (LDH), es una enzima citoplasmdtica que tras producirse un dafio en
la membrana plasmatica o la lisis total de las células es liberada al medio de cultivo, esta enzima en
contacto con los reactivos del KIT, produce un producto coloreado que permite cuantificarla a 490 nm.

La cantidad del producto coloreado es proporcional a la cantidad de LDH liberado.
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La LDH de las células presente en los cultivos a distintas concentraciones del NC MNCN1,» (ver apartado
5.3.2), se cuantifico tras 36 h (24 h de incubacion de las NPs en el cultivo con células + lavados de las
células + 12 h de incubacion). También se evaludé un grupo control (en ausencia del NC MNCN1,;) y un
grupo de muerte, en el cual las células se trataron con un tampdn de lisis celular para evaluar el maximo

de LDH liberado.

5.3.4. Respuesta RMI el NC MNCN1,,

La resonancia magnética de imagen T, y T,* del NC MNCN1,, se realizé sobre halos de agarenun 9.4 T

(BrukerBiospec) a las siguientes concentraciones (mM) de Fe: 0.2, 0.1, 0.05, 0.02, 0.01 y 0.005.

5.4. HIPERTERMIA DE LOS NANOCOMPOSITES (SBA-15/Fe30,)

Los mecanismos fisicos capaces de generar calentamiento al emplear campos electromagnéticos
alternos y NPMs, pueden ser clasificados en tres tipos, segln el caso de estudio; dichos mecanismos
son: generacion de corrientes Foucault, éste se da cuando las particulas insertadas en el sistema son de
material conductor y de tamafio grande que permite establecer un camino de conduccidn,
(micrometros), por lo que es despreciable a niveles nanométricos. El segundo es cuando hay pérdidas en
el ciclo de histéresis, en éste las NPMs tienen caracteristicas ferromagnéticas, y por lo tanto
multidominios magnéticos. El tercer mecanismo, con mayor relevancia cuando se usan particulas en
estado SPM, es el conocido como pérdidas por relajacién; y a su vez se subdivide en dos fenédmenos
fisicos distintos conocidos como relajacion de Brown (tg) y de Néel (ty). El primero se da cuando la
particula magnética experimenta una rotacion fisica sobre el fluido en el cual se encuentra inmersa; el
segundo se define como la rotacién del momento magnético atdmico de cada particula. 3 y Ty se

expresan de la siguiente manera” %

KoV

L3 _exp(kBT)

B kgt N T KLV
kT

Donde n es el coeficiente de viscosidad del fluido, kg la constante de Boltzmann (1.38X10% J/K), V4 el
volumen hidrodindmico de la particula que se expresa como Vy = [r(D + 28)%/6], & el grosor del

revestimiento de la NP, V el volumen magnético del material (V = D?/6) para particulas con diametro D, T
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la temperatura (T ambiente = 298 K), K,, constante de anisotropia. El tiempo de relajacion total se

expresa como®> %7

1, -1
T=1TN +Tg

Al obtener el tiempo de relajacidn total es posible conocer la energia de disipacidon en funcidn del campo

magnético alterno aplicado, el cual esta dado por la ecuacidn de Rosensweig™*:

H3uo?VMZ  (2mfo)?

P =AUf =
f 3kgTt 1+ (2rft)?

Donde Hqy y f es la amplitud y la frecuencia del campo magnético alterno aplicado, respectivamente; x, es

la susceptibilidad magnética inicial y po la permeabilidad en el espacio libre.

De estos pardmetros fisicos depende la respuesta de los sistemas de NPMs en diferentes medios. Por
ello el estudio de su influencia en los diferentes materiales utilizados permite disefiar aplicaciones con

una respuesta controlada’>?’.

La ecuacién de Rosensweig calcula la potencia disipada en funcién de los pardmetros de la muestra. Por
su parte la tasa de absorcién o calentamiento especifica (SAR, por sus siglas en inglés), es una medida de
la potencia maxima con que un campo electromagnético de radiofrecuencia es absorbido por el tejido
vivo. El SAR se define como la potencia absorbida por la masa de los tejidos, se calcula en funcién de P y

sus unidades son Wattios/gramo, como se muestra a continuacion:

P-Vi; P (m-C+my-C;) AT
cap_ PP _( L) AT
my p my At

Para el célculo de los valores de SAR de los distintos NC magnéticos, no fue necesario calcular P de la ec.
de Rosensweig, sino se aplicd el ultimo término de la ecuacidn del SAR, a los datos de calentamiento
obtenidos a partir del equipo, dado que este calentamiento respecto al tiempo, es una medida

experimental y directa de la muestra.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En este capitulo, se discute la caracterizacién fisicoquimica y estructural tanto de las matrices
mesoporosas de silice sintetizadas a baja temperatura, como de los nanocomposites magnéticos
obtenidos a partir de ceramicas mesoporosas ordenadas de silice tipo SBA-15 y nanoparticulas de
magnetita sintetizadas por distintos métodos. Finalmente se estudian las caracteristicas de los
nanocomposites magnéticos funcionalizados con diversos grupos amino provenientes de las matrices

mesoporosas ordenadas SBA-15@glicerol.

6.1. CARACTERIZACION POR DIFRACCION DE RAYOS X
6.1.1. Difraccidn de rayos X a bajo angulo

En la Tabla 6.1, se muestran los resultados obtenidos de los difractogramas de las matrices mesoporosas

tipo SBA-15 sintetizadas a baja temperatura que presentan un sistema poroso ordenado total o parcial.

Tabla 6.1. Parametros estructurales de las matrices mesoporosas tipo SBA-15 sintetizadas a baja temperatura.

11.034 12.741
8.654 9.993
9.053 10.454

11.479 13.255

11.346 13.101

SBA-15Na 10.264 11.852

Los difractogramas a angulo bajo del SBA-15 y de las muestras de SBA-15 funcionalizadas (con y sin NaCl)
se muestran en las figuras 6.1 (a) y 6.1 (b). Para el material SBA-15 se observa la presencia de las tres
reflexiones caracteristicas de estos sistemas (100), (110) y (200) asociadas a una estructura altamente

ordenada que posee una simetria hexagonal bidimensional plana (P6mm)*?®*®.

Para las ceramicas SBA-S1 y SBA-S2 funcionalizadas con tetrasulfuro se observa un pico de difraccidn bien

definido para la reflexion (100), sin embargo, la ausencia de los picos (110) y (200) corresponde con una
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pérdida parcial de la disposicion hexagonal. Una mayor presencia de grupos tetrasulfuro en la muestra

SBA-S3 coincide con el colapso del sistema poroso.

En contraste, las muestras funcionalizadas SBA-N1 y SBA-N2 mostraron una enorme pérdida en el orden
estructural, aunque la presencia de un pequefio pico asociado a la reflexién (100) demuestra la existencia
de estructuras con porosidad ordenada. El material SBA-N3 que presenta el mayor porcentaje de
funcionalizacién con el grupo etilendiamino mostré una estructura con porosidad desordenada™® 37 1%,
Para las muestras sintetizadas con NaCl, es claro que soélo el material SBA-15Na presenta una ligera

porosidad ordenada, para el resto de las cerdmicas la porosidad es completamente desordenada.

a b
(100)
@ BAL © -~ SBA:15Na
> >
~ | ~
'% "% SBA-NaN
S seAS2|
(7)) (79}
c SBA-S3| C k SBA-NaS
(D) (0]
+— +—
£ k=
\\ | - SBA-NaNS |
SBA-N2|
SBAN3 SBA-NaNS_
1 2 3 1 2
20 / grados 20 / grados

Figura 6.1. Diagramas de DRX a angulo bajo de las muestras (a) SBA-15 y SBA-15 funcionalizadas, (b) SBA-15/NaCl y
SBA-15/NaCl funcionalizadas.

En la tabla 6.2 se resume toda la informacién obtenida del andlisis de los difractogramas de los

nanocomposites magnéticos sintetizados a partir de las cerdmicas mesoporosas ordenadas de silice S15,

515Hp, SlSGH Yy SlSGHp
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Tabla 6.2. Parametros estructurales de las matrices mesoporosas tipo SBA-15 y de los NC magnéticos SBA-15/Fe;0,.

0.82
0.82
0.84
0.855
0.83

0.841
0.84
0.84

0.831

0.831
0.82

0.798

10.765
10.765
10.508
10.324
10.635

10.496
10.508
10.508
10.622
10.622
10.765
11.062

12.430
12.430
12.134
11.921
12.280

12.120
12.134
12.134
12.265
12.265
12.430

12.773

0.811
0.82
0.799
0.821
0.899

0.839
0.9
0.9

0.918

0.84

0.841

0.839

10.884
10.765
11.048
10.752
9.818

10.521
9.81
9.81

9.616

10.508

10.496

10.521

12.568
12.430
12.757
12.415
11.337

12.149
11.328
11.328
11.104
12.134

12.120
12.149

Se observa claramente en los patrones de difraccion de angulo bajo mostrados en la figuras 6.2 (a), (b) y

(c); y 6.4 (a) y (b), la presencia de los maximos de difraccidn caracteristicos de una simetria P6mm

111, 112,

139 correspondientes a las reflexiones (100), (110) y (200) que indican orden de largo alcance y una

estructura con disposicion hexagonal 2D, aun después del anclaje covalente de las nanoparticulas

magnéticas en sus diferentes arreglos, asi como de aquellos nanocomposites que adicionalmente poseen

un alto porcentaje de funcionalizacién con diversos grupos amino.

(100) a
©
3
©
©
©
‘»
c
[¢D]
=

(110)
(200)

HP

S15

H

(100)

Intensidad /u. a.

Intensidad /u. a.

1 2 3
20 /grados

Figura 6.2. Diagramas de DRX a angulo bajo de las muestras (a) SBA-15/HCl y SBA-15/H;P0O,, (b) SBA-15/Fe;0,@Si0,
y (c) SBA-15/(Fe;0,)n@C.
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En el caso de los nanocomposites SBA-15/Fe;0, funcionalizados con PElI o PAA, figura 6.3 (a) y (b),
respectivamente, no se observan claramente las reflexiones (110) y (200)**°, debido a que en el proceso
de obtencidn de las nanoparticulas, gran parte de la sintesis se lleva a cabo en el interior del sistema
poroso de las ceramicas, el resto de las NPs queda formando cimulos, que se alojan aleatoriamente en la

parte externa quedando anclados o no a la superficie del SBA-15, lo que implica cierto grado de desorden.

(100) a

Intensidad /u. a
Intensidad /u. a.

NCPEI

HP

NCHPAA

1 2 1 2
20 / grados 20 / grados

Figura 6.3. Diagramas de DRX a angulo bajo de las muestras (a) SBA-15/Fe;0,@PEl y (b) SBA-15/Fe;0,@PAA

Es importante mencionar que la matriz mesoporosa ordenada de silice S15Gy sintetizada con una mezcla
de HCI/H;P0O, vy glicerol, figura 6.4 (a), presenta picos mas anchos indicando la presencia de una estructura
del orden de los nandmetros mucho mds pequefa que el resto de las ceramicas mesoporosas estudiadas,
ademds es claro que los nanocomposites elaborados a partir de este material muestran el mismo
comportamiento que la matriz predecesora. Por lo que, en general los nanocomposites magnéticos

conservan gran parte de las propiedades de sus cerdmicas precursoras.
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Intensidad /u. a.
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1 N
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Figura 6.4. Diagramas de DRX a dngulo bajo de las muestras (a) SBA-15/HCl y SBA-15/H;PO, con glicerol y (b)
$15G/Fe;0,@Si0, funcionalizadas con diferentes grupos amino.

6.1.2. Difraccion de rayos X por el método de polvos

En la tabla 6.3 se resume toda la informacidn obtenida a partir del analisis de los difractogramas de polvos

los nanocomposites magnéticos, se observa que los parametros de red obtenidos experimentalmente son

similares al parametro de red reportado de la magnetita de 8.396 A.

Tabla 6.3. Pardametros estructurales de los NC magnéticos SBA-15/Fe;0,

LMNC, 35.682 2.516 8.346

HMNCy 35.682 2.516 8.346
MANC, 35.568 2.524 8.371

CSNC, 35.568 2.524 8.371
LMNC,p 35.682 2.516 8.346
HMNC,yp 35.599 2.522 8.364
MANC, 35.568 2.524 8.371
[ 35.568 2.524 8.371
NCPAA, 35.648 2.519 8.353

NCHPAA, 35.711 2.514 8.339

| Muestra | 20() | dsua(A) | ao(A) | Muestra | 20() | du(A) | ao(A) |

35627  2.518 8.350
NETYY 35627 2518 8.350
NIV 35550 25248 8.374
NEZIP 35559 25248 8.374
Il 35675  2.517 8.347
ITCPMll 35675  2.517 8.347
VITEMl 35675  2.517 8.347
Il 35675  2.517 8.347
DS PT  35.675 2.517 8.347
VITEM 35675 2.517 8.347
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Figura 6.5. Diagramas de DRX de las muestras (a) SBA-15/(Fe;0,)n@C, (b) SBA-15/Fe;0,@SiO,, (c) SBA-
15/Fe;0,@PAA y SBA-15/Fe;0,@PEl, y (d) S15G/Fe;0,@SiO, funcionalizadas con grupos amino diferentes. Las lineas
verticales corresponden con las reflexiones principales de la magnetita (Fe;0,4, base de datos ICDD PDF-2 ficha n? 19-

0629).
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Los patrones de difraccidn de los nanocomposites magnéticos pulverizados se muestran en las figuras 6.5
(a), (b), (c) y (d), exhibiendo la presencia de una fase cristalina en todos los materiales sintetizados. Para
corroborar la existencia de la magnetita cada patrén fue comparado con el difractograma tedrico de la
magnetita, teniendo en cuenta, la posicién y las intensidades relativas de los picos principales de las
reflexiones que la conforman. Indicando que la fase magnética principal presente en todas las muestras

111,139, 141 on estructura de espinela inversa (JCPDS 19-0629). Sin

corresponde a una fase de magnetita
embargo es importante mencionar que el comportamiento de los materiales SBA-15/Fe;0,@PAA y SBA-
15/Fe;0,@PEI concuerda con lo descrito anteriormente, al encontrarse la magnetita en el interior de los
poros las bandas correspondientes a esta fase cristalina se traslapan con las bandas de la silice, por lo que
las reflexiones no se observan claramente, razén por la cual fue necesario analizar la informacién de los
picos con el software Philips APD - Fit profile para eliminar la contribucidn de la fase de silice y aplicar la

ecuacién de Scherrer a las reflexiones (311), (400), (511) y (440), con el fin de determinar el tamafio de

dominio cristalino, dando un resultado de 5-6 nm.

6.2. CARACTERIZACION POR ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE FOURIER

Se confirma mediante el andlisis IR-TF la presencia de los grupos funcionales que conforman las cerdmicas
mesoporosas de silice’*® ¥ 1% En |a figura 6.6 se muestran los espectros de IR antes (A) y después (B) de
ser extraido el surfactante con disolventes orgdnicos. En ambos casos se observan las bandas
caracteristicas de los compuestos de silice, en 1037 cm™ y 790 cm™, se encuentran las bandas de tension
asimétricas y simétricas de los enlaces Si-O-Si respectivamente; mientras que en 951 cm™, se halla la
banda de deformacion correspondiente a los grupos silanol (Si-OH). Una banda ancha entre 3400-3200
cm™ y un pico en 1630 cm™, son asignados a la vibracion de tensién y flexiéon de los OH de los grupos
silanol. Para la cerdmica mesoporosa sin extraer se observa la presencia de bandas debidas a los enlaces
C-H pertenecientes a las cadenas hidrocarbonadas del surfactante, entre 2970-2850 cm™, se encuentran
las vibraciones de tensidn asimétrica y simétrica; entretanto en 1450 cm™ y 1380-1345 cm?, estan las
atribuidas a las bandas de deformacién asimétrica y simétrica, respectivamente. Finalmente se observa un
pico ancho de intensidad media en 1732 cm™, tipico de bandas de tensién de compuestos carbonilicos
relacionadas al doble enlace C=0 proveniente de la mezcla agua/acetona con la que se filtré inicialmente
el material, el cual desaparece tras el proceso de extraccidon, asi mismo se observa en el espectro B que
aun se conservan pequeiias bandas debidas a los enlaces C-H, lo que indica una remanencia del

surfactante en los canales de poros.
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Figura 6.6. Espectro de IR-TF tipico de las cerdmicas mesoporosas de silice antes (A) y después (B) de extraerse con
disolventes organicos

En la figura 6.7 (a) y (b) se presentan los espectros de infrarrojo de los nanocomposites magnéticos SBA-
15/Fe;0,@PEI y SBA-15/Fe;0,@HPAA, se observan claramente las bandas caracteristicas de la estructura
mesoporosa de silice, sin embargo la correspondiente al grupo silanol (Si-OH) se encuentra traslapada con
la banda en 1040 cm™, lo que indica que las nanoparticulas se anclan mediante los OH expuestos en la
superficie. Se detectaron las siguientes absorciones importantes: para NCPEI se observa una banda en
1626 cm™ correspondiente al modo de deformacién del enlace N-H de la cadena de polietilenimino. Para
el compuesto NCHPAA alrededor de 1430 cm™ se manifestd la deformacién del enlace C-H; a 1714 cm™, se
presentd la tensidon del enlace C=0; a 2970 cm™, se aprecié una pequefia contribucién de la banda
correspondiente al estiramiento C-H, aunque se traslapa con la banda de estiramiento del enlace O-H a

3220 cm™.
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Figura 6.7. Espectro de IR-TF de los nanocomposites magnéticos (a) SBA-15/Fe;0,@PEI y (b) SBA-15/Fe;0,@HPAA.

En el caso de las sintesis novedosas de los nanocomposites magnéticos, tenemos que para los materiales
SBA-15/Fe;0,@Si0, se aprecia un espectro de IR-TF [figura 6.8 (a)] casi idéntico al mostrado en la figura
6.6 B, sin embargo las nanoparticulas de magnetita se han anclado a la superficie externa de la ceramica
mediante la interaccidén de los grupos silanol de la matriz con el TEOS adicionado durante el proceso de
sintesis de los nanocomposites, dando como resultado la formacién de un recubrimiento nanométrico de
silice amorfo (Si0,), lo que provoca que la banda de deformacion del enlace Si-OH se conserve,
sustituyéndose los silanoles de la cerdmica por los del recubrimiento de SiO,, como se observa en la figura
6.9 (a) y (b). Por su parte la figura 6.8 (b) muestra el espectro IR-TF caracteristico de los nanocomposites
SBA-15/(Fe;04)n@C, donde se observan las bandas analizadas anteriormente, sin embargo, es evidente la
desaparicion de la banda del Si-OH en 951 cm™, lo que reafirma que los grupos silanol son los
responsables del anclaje covalente de las nanoparticulas de magnetita a la superficie, razén por la que
queda descartada la eliminacién del surfactante por el método de calcinacion. Asi mismo las bandas
localizadas en 1702 cm™, y 1440-1360 cm™ son atribuidas a la funcionalizacién de los agregados con

grupos carboxilo como se muestra en la figura 6.10.
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Figura 6.8. Espectro de IR-TF de los nanocomposites magnéticos (a) SBA-15/Fe;0,@SiO, y (b) SBA-15/(Fe;0,)n@C.
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Figura 6.9. Esquemas (a) de las cerdmicas mesoporosas ordenadas de silice, los grupos Si-OH expuestos en la
superficie y (b) de los nanocomposites SBA-15/Fe;0,@Si0, donde los Si-OH de la matriz mesoporosa son
reemplazados por los Si-OH del recubrimiento de silice amorfo.
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Figura 6.10. Esquema de sintesis de las nanoparticulas core-shell (multi-Fe;0,@C funcionalizadas con carboxilos)lzs.
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Por ultimo los nanocomposites SBA-15@glicerol/Fe;0,@Si0, funcionalizados con diferentes grupos amino
se analizaron por IR-TF (figura 6.11), a diferencia de los materiales estudiados en la figura 6.8 (a) que
fueron sintetizados por el mismo método, se observa en este caso, un traslape de las bandas en 1037 cm™
(Si-0-Si) y 951 cm™ (Si-OH), indicando una gran disminucién en la cantidad de silanoles presentes en la
muestra, mostrando que los silanoles presentes en la superficie de la cerdmicas se han condensado con
los grupos trialcoxisilano para recubrir las nanoparticulas anclandolas a la superficie y al mismo tiempo
funcionalizandolas con diversos grupos amino, como el ejemplo exhibido en la figura 6.12. De esta manera
en el espectro aparecen las bandas correspondientes a los grupos amino alrededor de 1630 cm™, asi como
las debidas a los enlaces C-H entre 2970-2850 cm™ y 1450-1385 cm™ correspondientes a las bandas de

tensidn y deformacion, respectivamente.
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Figura 6.11. Espectro de IR-TF de los nanocomposites magnéticos SBA-15@gliceron/Fe;0,@Si0, funcionalizados con
diferentes grupos amino.
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Figura 6.12. Esquema del NC SBA-15@glicerol/Fe;0,@SiO, funcionalizado con N1, donde la mayoria de los Si-OH de
la matriz mesoporosa son reemplazados por los grupos NH, y CH; del recubrimiento de las NPs.
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En el caso de los materiales modificados orgdnicamente con grupos etilendiamino y tetrasulfuro
sintetizados a baja temperatura, el porcentaje de funcionalizacién tan bajo que se obtuvo no permite
observar una diferencia considerable con respecto al espectro presentado en la figura 6.6 B que describe

a las ceramicas mesoporosas de silice.

6.3. CARACTERIZACION POR ANALISIS QUIMICO ELEMENTAL

Los materiales funcionalizados fueron analizados por andlisis quimico elemental para determinar el
contenido de nitrogeno y de azufre presente en los materiales mesoporosos sintetizados a baja
temperatura®®. El calculo del porcentaje de funcionalizacién se basa en la suposicién de que todo el
nitrégeno hallado en los materiales proviene de las moléculas de etilendiamina ancladas covalentemente
a la superficie de la silice mesoporosa; de igual forma todo el azufre se asocio al grupo tetrasulfuro. Para
realizar el calculo fue necesario suponer que todos los grupos etoxi y metoxi presentes en el TEQS, y los
trialcoxisilanos con los grupos organicos anteriormente mencionados, se han hidrolizado durante la
primera fase del proceso de sintesis (reacciones de hidrdlisis), para dar origen a la silice mesoporosa
mediante las subsecuentes reacciones de condensacion. De esta forma es posible calcular el porcentaje

en peso tedrico y experimental de cada material, como se muestra a continuacién:

masa total = Nrgps * Mrgos HiproLizapo + NMFUNcIONALIZANTE * MFUNCIONALIZANTE HIDROLIZADO

.. NruncioNaLizanTE * MFUNCIONALIZANTE HIDROLIZADO
% Peso tedrico = * 100%

masa total

0,
Yo PesogigmenTo * MFUNCIONALIZANTE HIDROLIZADO

% Peso experimental = I
ELEMENTO

Donde 1 son los moles de TEOS o funcionalizante correspondientes a la relacion molar determinada para
cada material; M es la masa molar en g/mol de los alcoxisilanos hidrolizados; Mg emento €S la masa molar
del elemento a analizar presente en la molécula del grupo funcional (nitrégeno/azufre) y el % Pesoeemento
es el porcentaje en peso del elemento obtenido mediante AQE. Los resultados mostrados en las tablas

6.4.y 6.5 permiten comparar los valores experimentales con los tedricos.
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Tabla 6.4. Comparacion de los porcentajes en peso entre los datos tedricos y los resultados obtenidos por analisis
quimico elemental de los materiales SBA-Nn y SBA-Sn.

% % Peso % Peso %
Funcionalizacién tedrico experimental | Funcionalizaciéon

. 4.6 2.4

9.0 3.2

7.5 13.2 6.7 3.79
2.5 9.0 8.9 2.49
5.0 16.9 18.5 5.47
7.5 23.8 26.3 8.28

Tabla 6.5. Comparacion de los porcentajes en peso entre los datos tedricos y los resultados obtenidos por analisis
quimico elemental de los materiales SBA-15/NaCl.

% % Peso % Peso %
Funcionalizacion tedrico Funcionalizacién
m Tedrica Experimental
10.0 17.2 6.0 3.5
10.0 30.0 31.6 10.5
5.0/5.0 7.9/16.3 2.1/215 1.3/6.6
SBA-NaNS;; 75/25 12.4/85 2.8/12.4 1.7/3.7

-NaN
-NaS

En el caso de los materiales modificados con grupos etilendiamino (SBA-Nn), los porcentajes de
funcionalizacion tedricos son mayores a los obtenidos experimentalmente, mientras que para las
muestras que contienen las moléculas de tetrasulfuro (SBA-Sn), los porcentajes son ligeramente
superiores a los tedricos. Ambos grupos funcionales son bases de Lewis, por lo que poseen un par de
electrones libres capaces de poder compartirse para formar un enlace, razén por la cual se protona el
grupo etilendiamina en medio acido, esto significa que la interaccién entre el anidon cloruro derivado de la
disociacion total del HCl en agua tiene mas afinidad con la amina protonada que con el grupo silanol
protonado (precursor de la red de silice), figura 6.13 (b), lo cual afecta directamente la formaciéon del
sistema de canales ordenados, de tal forma que modifica la disposiciéon de los atomos y por lo tanto la
morfologia final de las particulas de silice mesoporosa. Uno de los dos mecanismos propuestos y el mas
aceptado por la comunidad cientifica para la formacién de los materiales de silice mesoporosa, es el
relacionado con las interacciones organico-inorganico de tipo electrostatico entre la fase inorganica de la

silice y la fase micelar en medio acuoso, de esta forma, una correcta eleccidon del surfactante y de las
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condiciones de sintesis ayudard a controlar las interacciones entre la pared inorganica y la parte polar o

no polar del surfactante para lograr la ionizacién del precursor inorganico®, figura 6.13 (a).

Figura 6.13. Las interacciones entre las especies inorganicas y el grupo polar del surfactante, (a) el anién cloruro
actla como mediador para catalizar la hidrdlisis de los alcoxisilanos, (b) en presencia del grupo de etilendiamina, las
interacciones entre el agente surfactante y los precursores de silice son alterados, lo que resulta en un cambio en la

disposicion hexagonal esperada.

Aunado a eso, el grupo etilendiamina tiene la propiedad de interactuar con el agua desionizada y otras
moléculas presentes en la reaccion a través de enlaces de hidrégeno, lo que cambia las condiciones del
medio, alterando la formacidn de la fase micelar para dar lugar al arreglo supramicelar cilindrico, y por lo
tanto a la disposicidon hexagonal final. En el caso del grupo tetrasulfuro, al ser una base mas débil que la
etilendiamina y no interactuar a través de enlaces de hidrdégeno, resulta mas favorable la funcionalizacién
de la superficie con este grupo. Sin embargo presenta dos limitaciones: la primera asociada al volumen, y
la segunda al anclaje por ambos lados, lo que causa un efecto de impedimento estérico y de rigidez
durante la formacidn de la matriz mesoporosa, como se esquematiza en la figura 6.14. Por encima de un 7
% de funcionalizacidn la estructura se pierde. El mismo caso se presenta para las muestras sintetizadas en
presencia de NaCl, se ve un mayor porcentaje de funcionalizacidn experimental que el tedrico en los
materiales modificados con el grupo tetrasulfuro, caso contrario de los que contienen etilendiamino, lo

cual se explicd anteriormente.
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Figura 6.14. Efecto de los grupos funcionales en la formacion de la disposicion hexagonal de la cerdmicas
mesoporosas sintetizadas a baja temperatura, (a) silanol, (b) tretasulfuro y (c) etilendiamino.
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En la tabla 6.6 se muestra el porcentaje de funcionalizacién de los nanocomposites magnéticos SBA-
15@glicerol/Fe;0,@Si0,@NH,. Se observa que el método desarrollado permitié la exitosa modificacién
covalente de la superficie con moléculas organicas de dificil incorporacién como es el caso de las aminas.
En comparacion con los resultados anteriormente presentados de las matrices mesoporosas
funcionalizadas por el método de co-condensacion, la funcionalizacidon experimental por esta nueva ruta
sintética permite la incorporacién de una gran cantidad de moléculas de funcionalizante, obteniéndose un
valor experimental superior al tedrico. Resultando ser un proceso muy eficiente, reproducible e
innovador, ya que en el mismo procedimiento de anclaje de las nanoparticulas se funcionaliza Ila

superficie.

Tabla 6.6. Comparacién de los porcentajes en peso entre los datos tedricos y los resultados obtenidos por analisis
quimico elemental de los materiales SBA-15@glicerol/Fe;0,@Si0, funcionalizados.

% % Peso % Peso %
Funcionalizacién tedrico experimental | Funcionalizacién

Tebrica N1/N2/N3 | N1/N2/N3 Experimental

14.65 18.13 24.95 20.16
16.63 25.79 30.37 19.82
13.26 16.92 25.41 19.92
14.65 18.13 22.48 18.17
| MNCN2,, | 16.63 25.79 27.21 17.55
13.26 16.92 25.11 19.70

6.4. CARACTERIZACION POR ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO Y SU PRIMERA DERIVADA

La caracterizacion mediante TGA/DTG muestra la cantidad de materia organica presente en las matrices
de silice mesoporosas'® antes y después de la eliminacién del surfactante por el método de disolventes
organicos. En la figuras 6.15 (a), (b), (c) y (d) se observan cuatro termogramas correspondientes a los
materiales SBA-15Na, SBA-NaN, SBA-NaS vy SBA-NaNS;;, respectivamente, que describen el
comportamiento de todas las cerdmicas mesoporosas sintetizadas a baja temperatura. De las curvas de
termogravimetria de polvos, se atribuye una primera pérdida de masa, por debajo de 100-120 °C, a
humedad absorbida por el material y/o a la mezcla de disolventes organicos ocluida en los poros de todas
las matrices extraidas. Analizando los picos obtenidos de la primer derivada de la curva termogravimétrica
(DTG) del material SBA-15Na (caso similar para el SBA-15 sin NaCl), figura 6.15 (a), se obtiene el rango de
temperaturas en las cuales se inicia y finaliza la eliminacion del surfactante antes (A) y después (B) del

proceso de extraccién, comenzando en 230 °C (T;) para Ay 280 °C (T;) para B y concluyendo ambos en 650
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°C (Ts). Para la cerdmica SBA-NaN (describe el comportamiento de las ceramicas funcionalizadas con
moléculas etilendiamino), se observa claramente un pico entre 140-335 °C que demuestra la pérdida de
los grupos amino anclados covalentemente a la superficie de las ceramicas, la descomposicién del
surfactante en estos casos inicia en 335 °C (T;) y termina en 700 °C(T;); mientras que para el material SBA-
NaS (describe las matrices funcionalizadas con grupos tetrasulfuro) el pico asignado a la pérdida del grupo
tetrasulfuro se traslapa parcialmente con el pico asociado al surfactante, ya que ocurre a una mayor
temperatura que la del grupo etilendiamino, por lo que no se puede saber exactamente el rango de
temperaturas entre las que ocurre un proceso de descomposicidn y otro; sin embargo, se puede suponer
que se origina alrededor de 270-290 °C (T;). Asociado Unicamente a SBA-NaS, se encuentra entre 650-970
°C un pico debido al residuo de NaCl, que fue eliminado durante el proceso de extraccion. Finalmente para
SBA-NaNS;; (describe a ambos materiales bifuncionalizados), figura 6.15 (d), se observan con mayor
claridad dos picos atribuidos: el primero a los grupos funcionales (entre 140-290 °C) y el segundo a la

pérdida de surfactante (entre 290-700 °C, T—Ts).
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Figura 6.15. Termogramas (TGA/DTG) de los materiales mesoporosos SBA-15/NaCl sintetizados a baja temperatura;
(a) SBA-15Na; (b) SBA-NaN; (c) SBA-NaS y (d) SBA-NaNSs;
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En las tablas 6.7 y 6.8 se resume la informacidn recabada de las curvas de termogravimetria de las

ceramicas mesoporosas sintetizadas a baja temperatura.

Tabla 6.7. Porcentaje en peso de surfactante eliminado por extraccion a partir de las cerdmicas mesoporosas SBA-15
sintetizadas a baja temperatura

% Peso | % Peso | % Peso | % Surfactante
(T:) (T¢) (T:-Ty) eliminado
PNEISE 9899 6094  38.05 £9.07
RIS 8726 7549 1177 '
PNEIETS 9534 3783 5751 90.31

84.50 78.93 5.57
94.22 38.77 55.45

8356 7878  4.78 91.38
s o a0
mor s 1w
96.58 3879  57.79

8538 6342  21.96 62.00
o071 es00  sacn 55.05

90.71 66.09 24.62

Tabla 6.8. Porcentaje en peso de surfactante eliminado por extraccion a partir de las cerdmicas mesoporosas SBA-15
sintetizadas a baja temperatura modificadas con NaCl.

m % Peso | % Surfactante
T; Ts (Ti-Ty) eliminado

PNETEEE  99.01 4954 49.47 7279
ERETEE T 9548 8202 13.46 .
PNETEE 9406 5064  43.42 24,71
ERETEE 8996  83.32 6.64 .
PNETET 9.4 4285 5355 59.72
ERETEE 9133 69.76  21.57 :
PNETEEIEM 9604 4618  49.86 69.82
RN 90.72 7567 15.05 :
97.47  57.43  40.04 73.55
RN 9021 79.62  10.59 :

El comportamiento entre cada cerdmica mesoporosa con el mismo grupo funcional es similar; en
promedio para los materiales modificados con etilendiamino (N), el porcentaje en peso de surfactante
restante es alrededor de 12 %, mientras que para los materiales sintetizados con el grupo tetrasulfuro (S)
es de aproximadamente 39 %, sin embargo para este ultimo hay que considerar el porcentaje en peso

experimental del grupo tetrasulfuro, obtenido por anadlisis quimico elemental (AQE), ya que en el
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termograma las curvas se traslapan y no se puede hacer una correcta interpretacion entre los porcentajes
del surfactante y el funcionalizante que se pierden en el proceso. Considerando lo anteriormente
mencionado el porcentaje en peso de surfactante residual en presencia de los grupos tetrasulfuro es
alrededor de 19 %, mientras que para los materiales bifuncionalizados es en promedio de 15 %. La
presencia de las moléculas etilendiamino en la superficie de las matrices, hace mas hidréfilo el medio,
permitiendo una mayor penetracién del disolvente al interior de los poros, mientras que en el caso de las
ceramicas con tetrasulfuro, al ser un grupo muy voluminoso ocasiona que una gran parte del surfactante
y de los precursores no interaccionen directamente durante el proceso de co-condensacién de los

trialcoxisilanos, lo que implica una mayor cantidad de surfactante presente en el medio que no reacciond.

En las figura 6.16 se muestra el termograma de la cerdmica mesoporosa ordenada S15,, ejemplificando al
resto de las matrices precursoras de los nanocomposites magnéticos (S154p, S15G y S15Gyp). Se observa
al igual que en los casos anteriores una perdida por debajo de 100 °C relacionada con la humedad vy el
disolvente atrapado en los poros de los materiales, asi mismo la descomposicién del surfactante ocurre a
distintas temperaturas, entre el material antes (A) y después (B) de ser sometido al proceso de extraccién,
llevandose a cabo entre 110-400 °C y 170-400 °C (T~T;), respectivamente. Asi mismo en la tabla 6.9 se

muestra el porcentaje en peso de surfactante eliminado a partir de las cerdmicas precursoras.
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Figura 6.16. Termograma (TGA/DTG) de la cerdmica mesoporosa ordenada S154
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Tabla 6.9. Porcentaje en peso de surfactante eliminado por extraccion a partir de las cerdmicas mesoporosas SBA-15
precursoras de los NCs magnéticos.

% Peso | % Peso | % Peso | % Surfactante
T; T¢ (Ti'Tf) eliminado

PN 9592 4640 4952 75.53
ENEET 0122 7910 1212

PN 0197 4616 4581 1.05
BN 9267 7941 13.26

N 95.84  55.44 40.4 63.99

| B | 515G, 95.07  80.52  14.55

| A | 515Gy, |

95.23 63.64 31.59

EREETM 9397 8293  11.04 65.05

Tras los lavados con diversas mezclas de disolventes orgdnicos se ve una reduccién sustancial en el
porcentaje de materia organica (surfactante) presente en los materiales, confirmando que el proceso de
extraccién es eficaz. Sin embargo, debido al método elegido, es comuin observar una remanencia de
surfactante embebida en el interior de los poros, en comparacion con el proceso de calcinacion donde
todo el surfactante se elimina. A pesar de eso, este procedimiento desarrollado, resulta ser tan eficiente
como otros métodos de disolventes organicos ya publicados, con las ventajas de llevarse a cabo a

temperatura ambiente, necesitarse menor cantidad de disolvente y realizarse facilmente*® ¥,

6.5. CARACTERIZACION POR POROSIMETRIA DE ADSORCION DE N,

La figura 6.17 muestra las isotermas de adsorciéon de N, de tipo IV de los materiales mesoporosos
sintetizados a baja temperatura. Segun la geometria del poro puede ocurrir que la condensacién capilar se

produzca a una presion diferente a la que se produce la evaporacidn del poro, ocasiondndose un ciclo de

41, 127, 148

histéresis en la isoterma de adsorcién-desorcion como los que se observan en los materiales

sintetizados a baja temperatura. Sin embargo, estos ciclos son relativamente diferentes entre las
muestras. El material SBA-15 presenta ramas de adsorcidon y desorcién que indican la existencia de
mesoporos de geometria cilindrica con distribuciones de tamafio de poro estrechas atribuido a un ciclo de

150, 127

histéresis tipo H , mientras que para la mayoria de las ceramicas (SBA-S1, SBA-S2, SBA-N1, SBA-N2,

SBA-N3, SBA-Na, SBA-NaN, SBA-NaNS;; Y SBA-NaNSs;) los mecanismos de adsorcion y desorcion

2'* con una distribucion de tamafio de

representan un arreglo de poros irregulares*®, asociados al tipo H
poro mas amplia que la presentada en el H1, algunas veces sin definir. Resultados que concuerdan con el

analisis de DRX realizado anteriormente, donde se observd estructuras que van de una pérdida parcial de
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la disposicion hexagonal hasta una porosidad desordenada. Los Unicos materiales representados por el
tipo H3 es el SBA-S3 y SBA-NaS; este tipo de ciclo, a diferencia de los tipos H1 y H2 no presenta una
plataforma limite de adsorcidon a condiciones de presidon relativamente altas cerca de la presidon de
saturacion, obteniéndose una estructura por aglomerados de poros en forma de placas paralelas similar a

las arcillas pilareadas™® con distribuciéon de tamafios de poros en el rango de los microporos.
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Figura 6.17. Isotermas de adsorcidn-desorcion de nitrégeno de las matrices mesoporosas SBA-15, SBA-S1, SBA-S2,
SBA-S3, SBA-N1, SBA-N2 y SBA-N3.

o
o

La evaluacién de las ramas de adsorcién-desorcion de las isotermas y los ciclos de histéresis originados a
partir de ellas™, revela informacién acerca de los materiales mesoporosos tipo SBA-15 como es el
didametro de poro (Dgyy), volumen del mesoporo (V,) y drea superficial especifica (Sger). Los resultados se
muestran en la tabla 6.10. La distribucidén del didmetro de poro de las matrices mesoporosos SBA-15, SBA-

15Na y SBA-S1 se presenta en la figura 6.18.
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SBA-15 SBA-S1
0.30 0.08
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Figura 6.18. Distribucién de tamano de poro de las matrices mesoporosas sintetizadas a baja temperatura SBA-15y
SBA-S1.

Tabla 6.10. Valores texturales de las cerdmicas mesoporosas tipo SBA-15 sintetizadas a baja temperatura.

| Secr(m'/g) | Vo (cm’/g) | D nm) |

426.95 0.6619 7.082
405.80 0.3015 <25
183.34 0.1774 3.705
370.28 0.2527 <25
195.61 0.1415 <25
501.31 0.4485 <25
11.580 0.0178 <25
SBA-15Na 83.26 0.0994 3.094
SBA-NaN 216.13 0.2038 <25
SBA-Na$S 12.57 0.0171 <25
SBA-NaNS$;; 190.68 0.1553 >2.5
SBA-NaNS;; 250.04 0.1917 >2.5

Cuando el didmetro de poro es mas pequefio de 2.0 nm y cuando se tiene un sistema poroso
desordenado, el método BJH no suele ser preciso, ya que se aproxima al valor real sélo cuando tiene un
arreglo ordenado de mesoporos. La mayoria de los materiales sintetizados al tener poros irregulares de
diversas morfologias y tamafios, no poseen una distribucion de tamano de poro. Asi mismo las
propiedades texturales del SBA-S3 son muy pobres en comparacion con las demas ceramicas y similar al
de algunas cerdmicas como las hidroxiapatitas HA (<10 m?/g)**!, demostrando una estructura colapsada,

lo cual reafirma lo analizado en DRX.
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El analisis de los nanocomposites magnéticos y de sus cerdmicas precursoras se discute a continuacién. Se
infiere a partir de las ramas de adsorcién-desorcion de las isotermas de la figura 6.19 (a) y (b)
correspondiente a las cerdamicas mesoporosas S15 y S15G, respectivamente, que poseen una estructura
mesoporosa completamente ordenada con una disposicion de poros cilindricos abiertos por ambos
extremos y con una distribucion de tamafio de poro muy estrecha, describiendo un ciclo de histéresis tipo
H1 perteneciente a una isoterma tipo IV. Los procesos de adsorcidon-desorcién paralelos con poca anchura
de las ceramicas, indican que el didmetro de poro es grande, ya que cuanto mds pequefo sea el radio
interno del poro, menor serd la presién a la que evaporara el nitrégeno vy, por lo tanto, el ciclo de

histéresis serd mas ancho (ensayo de adsorcidn en sélidos mesoporosos).
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Figura 6.19. Isotermas de adsorcidn-desorcion de N, de las ceramicas mesoporosas ordenadas (a) S15y (b) S15G

En las figuras 6.20 (a), (b), (c) y (d) se muestran las isotermas de los materiales SBA-15/Fe;0,@PAA
(NCPAA), SBA-15/Fe;0,@PEI (NCPEl), SBA-15/(Fe30,)n@C (MANC) y SBA-15/Fe;0,@SiO, (LMNC),
respectivamente. Los nanocomposites magnéticos NCPAA y NCPEI presentan un ciclo de histéresis
combinado entre los tipos H1 y H2, mostrando una leve alteracidon de la estructura porosa ordenada,
debida a la presencia de una gran cantidad de nanoparticulas de magnetita en la superficie externa de las
matrices, asi como en el interior de los canales, confirmado anteriormente por DRX. Las isotermas de los
materiales LMNC y MANC presentan ramas de adsorcidn-desorcién paralelas, casi verticales y muy
cercanas una de otra, lo que indica que el didmetro de poro es mayor con respecto a sus matrices
precursoras, y que poseen un ciclo de histéresis tipo H1; sin embargo, las muestras LMNC son las que

presentan el ciclo mds angosto.
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Figura 6.20. Isotermas de adsorcion-desorcién de N, de los nanocomposites magnéticos sintetizados a partir de las
ceradmicas precursoras S15; (a) SBA-15/Fe;0,@PAA; (b) SBA-15/Fe;0,@PEI; (c) SBA-15/(Fe;0,)n@C y (d) SBA-
15/FE304@S|02

Los materiales SBA-15@glicerol/Fe;0,@SiO, funcionalizados con grupos amino presentan isotermas y
ciclos de histéresis muy similares a sus cerdamicas precursoras. La figura 6.21 (a) corresponde a los
nanocomposites funcionalizados con los grupos NH, que ejemplifican a todos los materiales

funcionalizados.
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Figura 6.21. (a) Isotermas de adsorcidn-desorcién de N, de los NCs SBA-15@glicerol/ Fe;0,@Si0,@NH,; (b)
Tamafio de poro de las ceramicas precursoras S15 y (c) Tamafio de poro de las cerdmicas precursoras S15G.
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En las figuras 6.21 (b) y (c) se ilustran los diametros de poro de las cerdmicas mesoporosas ordenadas
SBA-15 (S15) y SBA-15@glicerol (S15G), respectivamente. Se observa en ambos casos distribuciones de
tamafio de poro muy estrechas, lo que implica que las estructuras son altamente ordenadas. En las figuras
6.22 (a), (b), (c) y (d) se muestran ejemplos de los didmetros de poro de los materiales SBA-
15/Fe;0,@PAA (NCPAA), SBA-15/Fe;0,@PE| (NCPEI), SBA-15/(Fe;0,)n@C (MANC) y SBA-15/Fe;0,@Si0,
(LMNC), respectivamente. A comparacion con los casos anteriores las distribuciones de poros son mas
anchas, aun asi, contindan siendo estrechas. Sin embargo, cabe resaltar que los métodos de sintesis de los
nanocomposites SBA-15/Fe;0,@Si0, y SBA-15/(Fe;0,)n@C, provocd que el didmetro de poro resultante
fuera entre 1.5 y 2 veces el didametro de poro de sus cerdmicas precursoras, confiriéndoles enormes
propiedades como sistemas de liberacion controlada,matrices cataliticas, entre otras. Mientras que en el
caso de los materiales SBA-15/Fe;0,@PAA y SBA-15/Fe;O,@PElI mantienen un tamafio de poro
aproximado a las muestras S15. En la figura 6.23 (a), (b) y (c) se presentan los didmetros de poro de los
nanocomposites funcionalizados con NH, y CH; (MNCN1), NH,(CH,),NH, (MNCN2) y NH, (MNCN3). A pesar
de la modificacién organica de las superficies, que en la mayoria de los casos resulta en una reducciéon
considerable del didmetro de poro, el método innovador desarrollado permite mantener valores de
didmetro de poro similares al de sus cerdmicas precursoras, sin embargo, los nanocomposites aunque
sacrifican area superficial, poseen una mayor reactividad. En el caso particular de la muestra MNCN1, el

volumen de poro es mayor al S15Gp.
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Figura 6.22. Tamafo de poro de los nanocomposites magnéticos sintetizados a partir de las cerdmicas precursoras
$15; (a) SBA-15/Fe;0,@PAA; (b) SBA-15/Fe;0,@PEl; (c) SBA-15/(Fe;0,)n@C y (d) SBA-15/Fe;0,@Si0,.
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Figura 6.23. Didmetro de poro de los nanocomposites magnéticos sintetizados a partir de las cerdmicas precursoras

En las tablas 6.11 y 6.12 se resumen las propiedades superficiales de los nanocomposites magnéticos SBA-
15/Fe;0, y SBA-15@glicerol/Fe;0,@Si0,@NH,, respectivamente. Donde W, representa el porcentaje en
peso de magnetita (sin recubrir) presente en cada material, calculado a partir de la cantidad (mg) de Fe

obtenida mediante FAAS.

Tabla 6.11. Valores texturales de los nanocomposites magnéticos SBA-15/Fe;0,@PAA, SBA-15/Fe;0,@PEI, SBA-
15/Fe;0,@C y SBA-15/Fe;0,@Si0,; y de sus ceramicas mesoporosas precursoras tipo SBA-15.

Muestra SBET (mzlg) Vp (cm3/g) DBJH (nm) Wmag (%)

S15y 639.29 0.954 8.978 0

S15,p 727.07 1.219 8.986 0

LMNC, 283.25 0.893 15.394 7.85
HMNC, 185.55 0.664 18.712 32.06
MANC, 244.61 0.774 13.036 11.50
CSNC, 233.57 0.848 15.462 16.03
LMNC,p 315.13 1.098 15.344 7.71
HMNC,;p 261.96 0.914 18.534 21.70
MANC,;» 405.64 1.127 13.078 10.99
CSNC,p 297.18 1.025 13.066 16.86

PSper (nm)

NCPAA, 276.86 0.672 7.588 27.64
NCHPAA, 220.29 0.652 9.098 32.89
NCPEI, 196.70 0.504 8.145 25.43
NCPAA;p 288.49 0.980 7.588 29.57
NCHPAA,» 277.91 0.829 7.588 30.68
NCPEl,p 226.23 0.546 8.462 25.84
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Tabla 6.12. Valores texturales de los nanocomposites magnéticos funcionalizados SBA-15@glicerol/Fe;0,@Si0O,; y de
sus ceramicas mesoporosas precursoras tipo SBA-15@glicerol.

Muestra
S15Gy
S15Gyp
MNCN1,
MNCN2,

MNCN3y

MNCN1,p
MNCN2,p
MNCN3yp

6.6. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO Y MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Sger (mz/g) vV, (Cm3/g)

542.37
617.10
305.01
266.46
282.46
318.97
285.14
289.44

0.884
1.773
0.639
0.543
0.663
1.819
1.386
1.515

Dgx (nm)
7.392
8.117
7.376
6.787
8.102
7.398
7.391
8.115

Wmag (%)

0
7.01
3.08
7.63
7.60
5.24
7.64

Las micrografias de MEB y MET de las matrices mesoporosas de silice tipo SBA-15 sintetizadas a baja

temperatura y funcionalizadas por co-condensacién con grupos etilendiamino y tetrasulfuro se muestran

a continuacion. Por microscopia electrénica de barrido se pudo comparar la morfologia entre los distintos

materiales, utilizando electrones secundarios. Las figuras 6.24 (SBA-15) y 6.25 (SBA-S1) muestran

filamentos largos que representan los capilares con forma hexagonal abierta en ambos extremos,

caracteristica de la matriz mesoporosa tipo SBA-15 con un arreglo ordenado de poros. Sin embargo, la

configuracién del sistema poroso de estos materiales se observd convenientemente utilizando

microscopia electrénica de transmisién. Evidentemente, los materiales SBA-15 y SBA-S1 tienen una

disposicidon hexagonal, cuya direccidn longitudinal es perpendicular al plano de la imagen

Figura 6.24. Micrografias de MEB y MET del material SBA-15 sintetizado a baja temperatura.
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Figura 6.25. Micrografias de MEB y MET del material SBA-S1 sintetizado a baja temperatura.

La modificacion organica de las superficies con grupos funcionales nucledfilos y en condiciones
hidrotermales por debajo de los 100 °C, originé un cambio microestructural en los materiales, cuanto mas
aumenté el porcentaje de funcionalizacién, la distorsién en el tamafio, la morfologia y la topografia de los
materiales se hace evidente, como es el caso de SBA-S2 y SBA-N1, en la figura 6.26 (SBA-S2) se observa la
presencia de filamentos con una apariencia de estarse derritiendo, fusiondandose uno con otro para
formar una placa; mientras tanto en la figura 6.27 (SBA-N1) muestra dos morfologias, una similar a una
hoja de papel corrugado y otra en forma de nanotubos. Ambas estructuras poseen un sistema de canales
longitudinales en el orden de los mesoporos, sin embargo es mas evidente en el material SBA-S2, zonas
con una disposicién hexagonal ordenada, lo cual coincide con la reflexién (100) observada en DRX que

indica una pérdida parcial de orden estructural.

Figura 6.26. Micrografias de MEB y MET del material SBA-S2 sintetizado a baja temperatura.
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Figura 6.27. Micrografias de MEB y MET del material SBA-N1 sintetizado a baja temperatura.

La matriz SBA-N2 exhibe dos tipos de morfologia: racimos de nanoparticulas y microesferas®®” 1313,

figura 6.28, entretanto la ceramica SBA-N3 (figura 6.29) muestra una acumulacién de nanoparticulas de
silice porosa similar. La morfologia de ambos materiales es comparable con la de los biovidrios®® **¢,
presentando una estructura amorfa, pero con la ventaja de poseer un sistema mesoporoso. Por ultimo, el
SBA-S3, figura 6.30, forma ldminas de agregados de particulas®®®, pero a diferencia de los otros materiales,
no se observa una estructura porosa, concordando con los resultados obtenidos mediante adsorcion de

N, (baja &rea superficial y un ciclo de histéresis tipo H3), que describe a las arcillas pilareadas™® ™.
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Figura 6.29. Micrografias de MEB y MET del material SBA-N3 sintetizado a baja temperatura.
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Figura 6.30. Micrografias de MEB y MET del material SBA-S3 sintetizado a baja temperatura.

Los materiales sintetizados a baja temperatura que contienen NaCl, presentan morfologias muy similares
a las muestras SBA-N2, SBA-N3 y SBA-S3, también estan formados por acumulaciones de nanoparticulas

de silice con estructuras similares a los biovidrios.

La caracterizacion mediante microscopia electrénica de barrido y de transmision de las cerdmicas
precursoras S15, S15G y de los nanocomposites magnéticos, se discute a continuacion, en el caso de MEB
se utilizaron electrones secundarios para la obtencién de las micrografias. Cabe mencionar que las
micrografias de los materiales asociados a la matriz mesoporosa S15, no se presentan debido al gran
parecido con los materiales S15,. La ceramica precursora S15, exhibe una morfologia distinta al material
SBA-15 sintetizado a baja temperatura, a pesar de que ambas muestran las tres reflexiones caracteristicas
(100), (110) y (200) de las matrices mesoporosas SBA-15 obtenidas por DRX a bajo angulo, de esta forma
se corroboro que las pequefias variaciones en las condiciones de sintesis, juegan un papel primordial en la

obtencién de una serie de materiales con distintas propiedades.

En la figura 6.31 se observan nanofilamentos bien definidos que presentan una ligera curvatura, en
general poseen un tamafo promedio entre 1-2 um de largo y un didmetro de 300 a 700 nm. En las
micrografias de MET queda claramente evidenciada la presencia de una disposicidon hexagonal, asi como
un sistema de canales de poros ordenados, conformados por un arreglo periddico de cilindros que
atraviesan de un extremo a otro. Esta geometria también se puede apreciar en los nanofilamentos

mostrados por MEB.
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m 00 nm

Figura 6.31. Micrografias de MEB y MET del material S15p.

De la micrografia de MET de alta resolucidn de la figura 6.31, se pudo calcular el didmetro de poro del material S15;
utilizando el software Imagel, se obtuvo un valor de 10.26 nm, similar al valor de didmetro de poro de 8.986 nm,

estimado mediante el método BJH a partir de las isotermas de adsorcion.

Los nanocomposites magnéticos elaborados a partir de S15,, conservan su morfologia. Para los materiales
NCPElp, NCPAAy, y NCHPAA,» el proceso de reaccion implicé que la sintesis de las nanoparticulas de
magnetita se llevé a cabo en el interior de los mesoporos, tanto cuando las NPs son recubiertas con acido
poliacrilico o polietilenimino. Sin embargo, en las micrografias se logra ver una gran cantidad de cimulos
de nanoparticulas en el exterior de las matrices, ain mas evidente para el material NCHPAA,, con un
mayor aporte de precursores de Fe. En la figura 6.32 se observa la disposicion hexagonal de poros
ordenados, a pesar de que el difractograma a angulo bajo sdlo presenté el pico (100), esto se atribuye a la
presencia de cimulos de nanoparticulas en el exterior, que sélo permiten apreciar de manera parcial una
secuencia periddica de la porosidad. Asi mismo se muestra una segunda morfologia derivada del

recubrimiento que contiene NPs de magnetita en forma de nanohilos o nanocadenas.
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Figura 6.32. Micrografias de MEB y MET del material NCPEIp.

Al igual que el nanocomposite NCPElyp, los materiales recubiertos con PAA conservan una estructura
ordenada de poros, aunque no es tan clara como en el caso anterior. En las micrografias de TEM del
material NCPAAp, figura 6.33, la magnetita se observa distribuida por segmentos que se extienden a lo
largo del interior de los canales de poros, dejando canales disponibles para almacenar otras moléculas. Sin
embargo, en la muestra NCHPAA,;; (figura 6.34), la morfologia del S15,» queda opacada por la cantidad de

NPs acumuladas en el exterior, dificultando el acceso al interior de los porosm' 1nz

Figura 6.33. Micrografias de MEB y MET del material NCPAA;.
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Figura 6.34. Micrografias de MEB y MET del material NCHPAA,;.

Para la elaboracién de los NC SBA-15/Fe;0,@SiO, se requiere de la sintesis previa de NPs de magnetita
recubiertas con acido oleico (MOA) estabilizadas en CHX. Las micrografias de MET de las NPs Fe;0,@0A%,
figura 6.35 (a), muestran una morfologia esférica irregular con una amplia distribucidon de tamanios, figura
6.35 (b). El recubrimiento y el medio organico permiten una separacion adecuada entre NPs, facilitando el

anclaje a la superficie de la cerdmica.
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Figura 6.35. (a) Micrografias de MET y (b) distribucion de tamafio de las nanoparticulas Fe;0,@O0A.

En la figura 6.36, se observa la formacién de una monocapa de NPs de magnetita ancladas a los
nanofilamentos del S15,, mediante un recubrimiento de SiO, amorfa practicamente imperceptible tanto
por MEB como por MET. Sin embargo, las imagenes de MET muestran el arreglo periddico de los poros y
la presencia de las NPs de magnetita a lo largo del material, las cuales se aprecian con mayor detalle en la
orilla del nanorod. Este método innovador muestra un material con una morfologia muy similar al

material precursor, pero con las propiedades adicionales de las NPs magnéticas. El diametro de poro
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calculado a partir de la micrografia de MET de alta resolucién fue 10.32 nm, muy parecido al obtenido

para S15HP, sin embargo menor al estimado por BJH de 15.344 nm.
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Figura 6.36. Micrografias de MEB y MET del material LMNC,,p.

Un mayor contenido de nanoparticulas en la superficie del material HMNC,» (figura 6.37), hace que la
apariencia de los nanofilamentos sea acolchada, aun asi, la estructura ordenada vy el sistema de poros de
la matriz S15,» se conserva. Este nuevo método de sintesis de nanocomposites mesoporosos mantiene en

gran medida las propiedades de los materiales de partida, confiriéndoles propiedades adicionales.

Figura 6.37. Micrografias de MEB y MET del material HMNC,p.
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Los nanocomposites SBA-15/(Fe;0,)n@C preparados por el proceso solvotermal presentan caracteristicas
interesantes y Unicas. Por su parte en el material MANC,;, figura 6.38, las NPs de magnetita se anclan a la
superficie externa de la cerdmica en forma de agregados esféricos con un tamafo promedio entre 50-150
nm, haciéndolos notablemente visibles. Este arreglo deja libre tanto el interior de los poros, como un alto
porcentaje del drea superficial externa del S15;5, razén por la cual se observan facilmente por DRX, las

tres reflexiones caracteristicas del material SBA-15.

200nm

Figura 6.38. Micrografias de MEB y MET del material MANCyp.

Mientras que en el caso de la muestra CSNC,p, figura 6.39, las condiciones de reaccién permiten la
formacidn de estructuras core-shell (Fe;0,)n@C perfectamente definidas con un tamafio mayor a los 100
nm, las cuales se anclan mediante interacciones con los grupos carboxilicos del recubrimiento y los grupos
silanol de la superficie de la ceramica, el core se compone principalmente de NPs de magnetita entre 8 y

16 nm de didmetro.

El andlisis por MET y MEB de las ceramicas S15, no mostré una diferencia importante entre ellas, razén
por la cual sélo se expusieron los materiales elaborados a partir del material S15,p, ya que presenté las
mejores propiedades fisicoquimicas y texturales. Sin embargo, las cerdmicas precursoras sintetizadas en
presencia de glicerol (S15G) exhibieron una morfologia muy distinta entre si, razén por la cual se

presentan ambas a continuacion.
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Figura 6.39. Micrografias de MEB y MET del material CSNCyp.

En la figura 6.40 se observan dos morfologias correspondientes a la matriz mesoporosa S15Gy, una

128 (elipsoides) con geometria hexagonal y una secundaria en

principal en forma de particulas alargadas
forma de espiral, las particulas tienen un largo semejante a los materiales S15 (entre 1-3 um); sin
embargo, poseen el doble de ancho (>1 um). Presentan una estructura hexagonal con porosidad
ordenada. La adicion de H3PO, durante la sintesis del material S15Gy; conllevé a la reduccidn dréstica del
tamarfio de particula en forma de nanorod con una longitud promedio de 300 a 500 nm y un diametro de
50-100 nm similar a los encontrados por Johansson®, figura 6.41. El didmetro de poro obtenido por alta

resolucion fue 8.533 nm, muy parecido al estimado por BJH de 8.117 nm.

Figura 6.40. Micrografias de MEB y MET del material S15.
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Figura 6.41. Micrografias de MEB y MET del material S15Gy.

Los NCs magnéticos SBA-15@glicerol/Fe;0,@Si0O, funcionalizados con N1, N2 y N3 son practicamente
idénticos. Razén por la cual, en las figuras 6.42 y 6.43, sélo se muestran los materiales MNCN3, y
MNCN3,;», respectivamente. Presentan caracteristicas similares a los materiales SBA-15/Fe;0,@Si0,, ya
gue se obtuvieron por el mismo proceso de sintesis. Sin embargo, la presencia de NPs de magnetita
ancladas a la superficie, se hizo mas evidente en el material MNCN3,, debido al tamafio de la matriz
mesoporosa S15G,, (figura 6.43). Presenté un diametro de poro de 8.327 nm, similar al BJH de 8.115 nm,

indicando que no hubo una reduccién del mismo tras el anclaje y la funcionalizacién de las NPs.

Figura 6.42. Micrografias de MEB y MET del material MNCN,,.
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Figura 6.43. Micrografias de MEB y MET del material MNCNyp.
6.7. CARACTERIZACION POR RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE *°Si

La aplicacion de la RMN a los compuestos de silicio ha supuesto un gran avance a la hora de determinar
la estructura de estos, los mas abundantes y variados de la corteza terrestre. El principal problema es la
baja abundancia natural del nicleo magnéticamente activo, 2°Si con un 4.7 %. Una sefial individual de *°Si
en un espectro de MAS -NMR queda perfectamente caracterizada por tres parametros: posicidn, anchura
e intensidad. El desplazamiento quimico viene determinado por la posicion de la sefial en el espectro de
dominio de frecuencia. Este parametro es el que proporciona mayor informacién porque refleja
sensiblemente el entorno inmediato del nucleo de silicio™®. Asi la resonancia magnética nuclear (RMN) en
estado sélido de 2°Si, es una herramienta poderosa en la determinacién de grupos mono-, di-, tri-, y
tetrafuncionales™® (figura 6.44) de varios entornos moleculares de diversos materiales que contienen
silicio, tales como geles de silice, polimeros organicos y resinas de silicio, materiales mesoporosos,

materiales inorganicos-organicos hibridos, entre otros.
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Figura 6.44. Abreviaturas ampliamente utilizadas y aceptadas para los grupos de silice.
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Los materiales analizados en este apartado presentan picos de resonancia en la regién de los sitios Q y/o
D, describiendo los entornos tetraédricos del silicio y sus interacciones con el medio, de esta forma
existen varias posibilidades de enlazarse, asi, las unidades estructurales Q*, @3, @% Q*, D*y D' representan
la interrelacién de los tetraedros formados por el atomo de silicio™® que dan lugar a los sistemas

mesoporosos, como se muestra en la figura 6.45.
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Figura 6.45. Unidades estructurales de los tetraedros de silice que describen a las especies Q y D de resonancia
magnética nuclear (RMN) de >Si.

En base a lo anterior, la figura 6.46 representa el espectro de RMN CP-MAS de *°Si de los materiales
sintetizados a baja temperatura sin NaCl. Se pueden ver tres sefiales de resonancia correspondientes a los

127, 161
50, 69,127, 161 g han

centros de los siloxanos Q* (8 = =111 ppm), Q3 (8 = =101 ppm), y Q° (8 = =92 ppm)
observado similitudes entre las muestras de cada grupo funcional; las intensidades de los picos Q*: Q* en
las muestras SBA-Nn fueron superiores al de las matrices SBA-Sn, sin embargo Q" predomina en el primer
caso, mientras Q> en el segundo; lo cual indica que los grupos etilendiamino se encuentran
mayoritariamente anclados covalentemente a la matriz de silice, a través de tres enlaces siloxano (Si-O-
Si). Para los materiales funcionalizados con el grupo tetrasulfuro (SBA-Sn), se observa una condensacion
inferior de la red de silicato, quedando sin reaccionar parte de los grupos Si-OH para dar origen a sitios de
unioén tipo Si-0-Si, lo cual se confirma por una mayor intensidad en la banda Q2. La funcionalizacién de la
superficie con grupos etilendiamino causé una pérdida de orden estructural, debido a la interaccidn de los
precursores durante la reaccién, sin embargo la condensacién de los grupos silanol se llevé a cabo
correctamente, dando origen a un arreglo mesoporoso amorfo, por su parte la presencia del grupo
tetrasulfuro anclado por ambos lados de la molécula a las paredes de la silica, afecto a condensacion de
los grupos silanol debido a la rigidez y la dificultad de acceder a cierta posiciones en la red, aun asi se
obtuvieron estructuras ordenadas. Estos resultados son consistentes con lo analizado anteriormente por
DRX y BET, donde las areas superficiales son mayores en los materiales SBA-Nn, pero no se observan las

reflexiones caracteristicas de los sistemas ordenados mesoporosos. Una cantidad alta de grupos silanol

en la superficie podria favorecer la bioactividad, dado que se conoce que la presencia de estos grupos en
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la superficie de los biovidrios contribuye enormemente a su excelente bioactividad, de esta forma, los
materiales SBA-Sn al poseer grupos silanol libres podrian ser candidatos a un segundo proceso de

funcionalizacidn por post-sintesis.
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Figura 6.46. Espectros de RMN CP-MAS de >Si de los materiales mesoporosos sintetizados a baja temperatura sin
NaCl.

En el caso de los NCs SBA-15@glicerol/Fe;0,@Si0,@NH,, la RMN de 25j en estado sélido demostré la
eficiencia del proceso de funcionalizacién, observandose picos intensos entre -18 y -32 ppm debidos a las
sitios D que describen los sistemas de silice bifuncionalizados. Particularmente para estos materiales las
bandas D resultaron ser 3 veces mas intensas que las bandas Q, los cuales comUnmente predominan en
los materiales mesoporosos, biovidrios y demas materiales de composicién similar. La intensidad de los
picos D, evidencia el hecho, de que en la superficie externa predominan las especies de silicio que poseen
grupos funcionales amino; mientras que en la mayoria de los ejemplos de los materiales mesoporosos de
silice funcionalizados encontrados en la literatura, las bandas T son menos o de igual intensidad que las Q;
esto representa una gran ventaja, ya que se obtiene un alto porcentaje de modificacion organica de la

superficie, sin afectar el didmetro de poro de las matrices mesoporosas, como suele ocurrir en los casos
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de funcionalizacion por post-sintesis, de esta forma se tienen materiales con canales de poros disponibles
para almacenar diversas moléculas, y a su vez una superficie mas reactiva y susceptible a interaccionar
fuertemente con otros compuestos. A continuacion se discuten los espectros de RMN de las figuras 6.47,
6.48 y 6.49, se observa una mayor cantidad de picos en los materiales MNCNp, indicando a un entorno
mas diverso y con mayor posibilidad de interaccionar con otras moléculas. La presencia de distintas
bandas vinculadas a una sola unidad estructural por ejemplo Q°, representa la variedad de especies
proximas a las cuales se encuentra enlazada, pudiendo ser un Q°, Q3, Q% D? o D. El analisis de los

materiales se resume en la tabla 6.13.

Tabla 6.13. Desplazamientos en ppm y porcentajes de area bajo la curva de las especies de silicio presentes en los
nanocomposites magnéticos funcionalizados con grupos amino.

Desplazamiento Entorno de Area bajo la

Desplazamiento Entornode Area bajo la

i (ppm) silicio curva (%) bl (ppm) silicio curva (%)
-123.80 Q' 18.76
-114.24 Q' 45.96
-107.77 Q'+’ 21.82
-101.55 Q’ 13.46
-35.01 D’ 5.81
-31.40 D’ 21.02
-26.99 D’ 35.06

-20.51 D' 35.56
-14.58 D' 2.55
-117.55 Q' 11.98
-112.31 Q' 58.31
-109.01 Q' 3.09
-107.66 Q'+’ 1.78
-104.15 Q’ 14.12
-101.22 Q’ 10.72
-29.86 D’ 20.01
-26.65 D’ 44.22
-22.94 D' 35.77
-32.93 D’ 22.19
-31.76 D’ 14.53
-30.02 D’ 3.20
-29.16 D’ 20.58
-27.75 D’ 1.13
-26.46 D’ 10.42
-24.75 D*+D' 5.92
-22.90 D' 21.29
-19.82 D! 0.74
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Figura 6.47. Espectros de RMN CP-MAS de %Sj de los nanocomposites magnéticos funcionalizados con NH, y CHj3, (a)
MNCN1, y (b) MNCN1p.

Figura 6.48. Espectros de RMN CP-MAS de >°Si de los nanocomposites magnéticos funcionalizados con -NH-(CH,),-
NH, (@) MNCN2y y (b) MNCN2yp.
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Figura 6.49. Espectros de RMN CP-MAS de >’Si de los nanocomposites magnéticos funcionalizados con NH,, (a)
MNCN3y, y (b) MNCN3,p.

6.8. CARACTERIZACION POR MAGNETOMETRIA DE MUESTRA VIBRANTE

Las curvas de magnetizaciéon en funcion del campo magnético aplicado hasta 10 kQOe, se realizaron en
muestras secas a temperatura ambiente. Los datos de magnetizacidon se normalizaron a la cantidad de
masa de magnetita para cada muestra (determinada por FAAS), asumiendo que todo el hierro presente en
la muestra existe en forma de Fe3;0,. Los datos de magnetizacidn frente al campo de los NCs sintetizados a
partir de la ceramicas mesoporosas S15, se presentan en la Figura 6.50, mostrando pequefos campos
coercitivos, aunque en sentido estricto no deberia haber campo coercitivo, son lo suficientemente
pequefios para decir que los materiales se comportan de manera superparamagnética (SPM), ver tabla
6.14. De la figura 6.51, se puede inferir que el método de sintesis juega un papel importante en las
propiedades magnéticas de estos materiales. Todos los NCs que tienen anclada la magnetita en la
superficie exterior del SBA-15 presentan una mejor respuesta magnética, siendo los NCs SBA-

15/Fe;0,@Si0, los que ostentan la mayor respuesta.

Tabla 6.14. Valores de campo coercitivo Hc (Oe) de los NCs magnéticos SBA-15/Fe;0,.

| ivnc,  JCRE 0 109 3.28 191
0.39 0.19 0.5 0.68 0
40.46 30.56 0.68 0 1.06
44.99 36.97 3.68 148 0
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10000

LMNC,,
——LMNC,,
—— HMNC,
—— HMNC,,

MANC,,
—— MANC,
—— CSNC,
= CSNC,,

P

P

60
1.0+
15 7 0.04 ”
401
104002 0.5
0.00 %20
o . .
g5 c’;E 0.0
o -0.02 =~
S 0lom PAA, 2 01 MANC,,
= ' PAA = -0.51
HP ) m— MANC
Q PEI =~ .20 *
-5 H s <. ——— CSNC,,
= T PElLe -3 ——— CSNC
HP
-104 —— HPAA, -40
15 ——HPAA, o o b
410000 -5000 0 5000 10000 10000  -5000 0 5000  1000C
H /Oe H /Oe
80 - 1.0+
601 5.
40
&
£50n | 0.04
CDZO
S ol
E -0.5
9-20-
= 40{"%0
.60
-80- C
-10000 -5000 0 5000 10000
Oe

Figura 6.51. Ciclos de magnetizacién (a) SBA-15/Fe;0,@PAA_PEl; (b) SBA-15/Fe;0,@C y (c) SBA-15/Fe;0,@SiO,.

Zulema Vargas Osorio

121



6. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

En el caso de las muestras NCPAA, NCHPAA y NCPEI, fue necesario realizar una estimacién del tamafio de
los nucleos de 6xido de hierro presentes en el interior de los poros de las matrices mesoporosas, esto se
llevé a cabo mediante célculos indirectos utilizando las ecuaciones desarrolladas por Vekas'®, que
contienen un sistema de nanoparticulas magnéticas que interactian SPM. El diametro magnético (Dmag), ¥

su desviacién (S) se puede obtener usando las siguientes ecuaciones:

D3 _ 6kp T M o 1 [3aH,
" pemHeMy | 3aH, 3] M
(

a=(J/9+12x, —3)/2

1)

donde M, y My son la magnetizacién de saturacidén de las nanoparticulas y la magnetizacién espontanea,
respectivamente, y ¥; es la susceptibilidad inicial a campos bajos. La magnetizacién de saturacion M; se
determiné extrapolando los datos M de H* =0 para H < 1 kOe y, 1/H, se tomé como el punto donde la

tangente cruza los ejes horizontales.

De esta forma, el didametro promedio de las NPs de Fe;0, fue D = 4.7 nm (S = 0,4), lo que concuerda con el
valor del tamafio de dominio cristalino determinado por difraccién de rayos X; este resultado explica en
parte, su reducida M™* ., (por debajo de 10 emu/g), en comparacién con la de magnetita masiva Mb“'ksat

(92 emu/g). La relacién superficie-volumen para particulas pequefias (D- 5 nm)*®

, puede ascender hasta
un 30% y la contribucion magnética de la superficie (capa magnética desordenada) participa fuertemente
en el comportamiento magnético principal de las NPs mediante la reduccién de la magnetizacion total.
Ademads, la presencia de otros oxidos de hierro no magnéticos podria contribuir también a esta baja

NP
M sat-

En la figura 6.52 (a) se muestran las curvas de magnetizacién en funcién del campo magnético aplicado
hasta 10 kOe, de los nanocomposites magnéticos funcionalizados con diversos grupos amino, se observa
en todos los casos un comportamiento muy similar a los NCs magnéticos SBA-15/Fe;0,@SiO, (LMNC)
presentando una excelente respuesta magnética normalizada a la masa de magnetita presente en estos

materiales, sélo por debajo de la magnetizacidén de la magnetita masiva antes mencionada.
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Figura 6.52. Ciclos de magnetizacion (a) de los NCs magnéticos SBA-15@glicerol/Fe;0,@Si0, funcionalizados con
grupos amino, hastalO kOe y (b) de las NPs magnéticas Fe;0,@PEI, Fe;0,@PAA, Fe;0,@0A y Fe;0,@SiO,.

En la figura 6.52 (b) se presentan las curvas de magnetizacion de las NPs de magnetita funcionalizadas con
PAA, PEI, acido oleico y recubiertas por una capa de SiO, amorfo de 6.8 £ 1.3 nm de espesor (NPs mono
core-shell), con la finalidad de comparar el comportamiento de las mismas una vez ancladas a las matrices
ordenadas de silice mesoporosa. Las NPs funcionalizadas con PEl y PAA sintetizadas por coprecipitacion
presentan una M entre 60-70 emu/gre304; Sin embargo, cuando éstas son sintetizadas en el interior de los
canales del SBA-15 (NCs SBA-15/Fe;0,@PAA_PEl), la Mg cae hasta 7-17 emu/gre304, vValores que resultan
ser muy parecidos a la Mg de las NPs Fe;0,@SiO, alrededor de 13 emu/gres0s, 10 que implica que la SiO,
juega un papel primordial en el apantallamiento de la respuesta magnética. Por otra parte, resulta muy
interesante que los NCs SBA-15/Fe;0,@Si0O, y SBA-15@glicerol/Fe;0,@SiO, funcionalizados con grupos
amino, en los cuales la magnetita se encuentra anclada en la superficie exterior de las cerdmicas
mesoporosas mediante una capa imperceptible de SiO, amorfa, presentan magnetizaciones de saturacién
entre 60-90 emu/gre30s, mayores a la Ms de las NPs precursoras (FesO,@0A) y en algunos casos cercanos a
los valores de la magnetita masiva ya reportada. Adn cuando poseen también una capa de SiO, como las
NPs mono core-shell su respuesta magnética no se ve afectada de la misma forma siendo que se
encuentran rodeadas por una mayor cantidad de material inorganico no magnético. De alli se concluye
que el lugar de anclaje de las NPs de magnetita a los nanosistemas de SBA-15 determina en gran forma u

respuesta magnética y sus propiedades fisicoquimicas.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION. APLICACIONES BIOMEDICAS

7.1. ANDAMIOS 3D

El desarrollo de una nueva generacidn de andamios 3D (ceramica-polimero) que asemeje las
caracteristicas de los huesos, fue posible mediante el disefio de un método de preparacién que permita
de forma simultdanea moldear facilmente el andamio y generar una microestructura adecuada que
favorezca la colonizacidn, adhesién, crecimiento celular y la angiogénesis, como se describe brevemente

en el esquema de la figura 7.1.

Preparaciones ‘)
homogenizar Congelar a Lavar
la mezcla -20°C por 24h con agua
Liofilizar
Dispersion de los Se vierte Se desmolda en una disolucion Material
componentes en el molde de KClal 1% apH >9 liofilizado

Figura 7.1. Esquema de preparacién de los andamios

Como base polimérica elegida para la elaboracién de estos sistemas se utilizaron simultdaneamente dos
polisacdridos naturales con distintas propiedades: por un lado, y como constituyente principal una
poliamina lineal, figura 7.2 (a), de alto peso molecular con grupos amino e hidroxilo reactivos, que se
comporta como un polielectrolito catidnico y por debajo de pH 6.5 presenta una alta densidad de carga,
lo cual le permite adherirse facilmente a las superficies negativamente cargadas y formar quelatos con

164, 165,

iones metalicos ; ¥ por otro, un segundo polisacarido capaz de formar en agua, geles eldsticos de

alta fuerza que a la vez aporta moderada viscosidad al material, presentando un alto poder de
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gelificacién, su uso en bajas dosis permite lograr la textura deseada del gel; a su vez, es un polimero
lineal conformado de moléculas alternadas de D-galactosa y 3,6 anhidrogalactosa, unidas por enlaces a-
1,3 y B-1,4, figura 7.2 (b), estas moléculas de galactosa poseen grupos sulfato encontrandose
generalmente como sales de sodio, potasio o calcio, que han demostrado tener propiedades
osteogénicas favoreciendo la adhesién y crecimiento de las células dseas*®. El contenido de éster sulfato
se encuentra entre 24-25 %, y el de 3,6 anhidro galactosa entre 35-40 %. Para su completa disolucién

necesita una temperatura de 70-75°C*®’.

OH OH a OH
o o] o
O O OH
HO
HO NH, HO NH, HO NH,
B In
S
0s0, OH b
(0] o //
N o) o
o]
OH
N OH |n

Figura 7.2. Formula quimica (a) quitosano; (b) Kappa carragenato

La dispersion inicial de los dos componentes permitié realizar una gelificacion idnica rdpida mediada por
los iones Ca?* del carragenato, brindando resistencia y capacidad de moldeo a los andamios, la posterior
adiciéon del reticulante 1,4- butanodiol-diglicidiléter (BDDE) a la mezcla homogénea, propicié el
entrecruzamiento de los grupos amino e hidroxilo del quitosano dando lugar a la formacion de aminas
secundarias o éteres, lo que aumentd las propiedades mecanicas de los mismos proporciondndoles
dureza y elasticidad, y a su vez aportdndoles mayor resistencia a la degradacién. El BDDE, también es
capaz de reaccionar quimicamente con los grupos funcionales hidroxilo del carragenato, figura 7.3. Al
introducir el cilindro congelado a la solucién basica de KCI, se produjo la gelificacidn idnica del k-
carragenato y el quitosano, lo cual ayudé a preservar la forma cilindrica de los andamios una vez fuera

del molde evitando su contraccion.
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Figura 7.3. Esquema de reaccion del entrecruzamiento entre las cadenas de quitosano y el K-carragenato en

presencia de BDDE™®.
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La incorporacién de la ceramica mesoporosa o del nanocomposite magnético a la mezcla polimérica,
brindd propiedades Unicas que sélo estan presentes en estos materiales. Actuando como el componente
mineral del biomaterial, proporcionando cohesién y una mayor resistencia mecdnica, necesarias para un
buen andamiaje celular’’. Cabe resaltar que los andamios adquieren el mismo color que su componente
ceramico, lo cual implica, que los nanocomposites magnéticos no sufren alteracién tras los
procedimientos quimicos y mecanicos que se requieren para la elaboracion de los mismos, figura 7.4. De
esta forma se corrobora que las NPs de magnetita estdn ancladas covalentemente a la superficie de la
silice mesoporosa, aseveracion que se confirma claramente durante el proceso de liberacion controlada,
donde la solucién de PBS/simvastatina se mantuvo incolora a lo largo de la cinética. Las implicaciones
bioldgicas debidas a el caracter magnético de las NPs de magnetita pueden ser grandes, entre las que
destacan tanto la estimulacién magnética que favorece la adhesion y proliferacién celular, como el
seguimiento del implante por MRI durante el proceso de regeneracion 6sea®. Cabe destacar gue en
algunos andamios a pesar del alto porcentaje de componente polimerico y del complejo proceso de
sintesis, se observa respuesta al iman, principalmente en aquellos andamios elaborados con los NCs que

presentan el anclaje de las NPs en la superficie exterior.

Figura 7.4. Andamios presentan el mismo color que las ceramicas mesoporosas 0 nanocomposites magnéticos con
los que se elaboraron.

7.1.1. Microscopia electrénica de barrido

Para conocer mejor las propiedades de estos sistemas fue necesario estudiar su microestructura y
morfologia mediante microscopia electrénica de barrido (utilizando electrones secundarios y operando a
5 kV). De la figura 7.5 a la 7.12 se muestran las imagenes a diferentes aumentos de los distintos

andamios. Es claramente evidente que todos poseen estructuras muy porosas con morfologia en forma
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de celdillas o laminas'®. Los poros se encuentran ubicados a lo largo del material de forma aleatoria, y
presentan distribuciones de tamafio de poro muy variables. Cabe mencionar que cuentan con las tres
clases de poros descritas por la IUPAC (microporos, mesoporos y macroporos), cada una tan importante
como la otra, desempefiando un papel fundamental en las aplicaciones de estos sistemas; por un lado,
los macroporos proporcionan a las células un lugar adecuado para su anclaje, mientras que los
mesoporos sirven de almacenaje para diversas sustancias de interés bioldgico que posteriormente seran
liberadas de forma controlada, asi mismo brindan una superficie reactiva donde se puedan llevar a cabo
diversas reacciones bioquimicas, mientras que los microporos interconectan el sistema de canales de los
mesoporos. En las imagenes de mayor ampliacion de la figura 7.5, se observan los cristales de

hidroxiapatita en forma de granos de arroz, material que predomina en la superficie.

Figura 7.5. Andamio elaborado a partir de S15,;, con HA (Sc1).

La presencia de las matrices mesoporosas es mas evidente en las micrografias de las figuras 7.6 y 7.7, a
pesar de contener un 50 % de HA como componente mineral. La morfologia de estos materiales en
forma de filamentos facilita su anclaje a la superficie polimérica, la cual actia como adhesivo. A partir de
las micrografias a mayor escala de la figura 7.7, se aprecia la estabilidad de las nanoparticulas enlazadas
covalentemente a la superficie de la silice mesoporosa, manteniéndose el nanocomposite practicamente
intacto a pesar de todos los procesos a los que fue sometido para la elaboracién del andamio. Es de

suma importancia puntualizar que la presencia de estos sistemas mesoporosos modifica completamente
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la topografia del material; ya que la matriz polimérica por si sola presenta una superficie tendiendo a
lisa, de esta forma, las zonas donde se hayan estos sistemas se observan totalmente rugosas,

proveyendo infinitos puntos de anclaje para las células.

Figura 7.7. Andamio elaborado a partir de MANC,, con HA (Sc3).
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Para los materiales donde el 100% de la materia inorganica esta constituida por la cerdmica mesoporosa
o el nanocomposite, las superficies son aln mds rugosas que en los casos anteriores, con una mayor
cantidad de poros, por ende una mayor area superficial (figuras 7.8-7.12). El material se encuentra

distribuido aleatoriamente en toda la superficie de la matriz polimérica.

£ 3 T -
Figura 7.9. Andamio elaborado a partir de NCPEIy (Sc5).
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En la micrografia a 200 nm de la figura 7.10, se observa que gran parte del material inorganico quedd
embebido en la matriz polimérica durante el proceso de elaboracidon del andamio, lo que bloqued
parcialmente el acceso al sistema de canales de poros, disminuyendo asi, el area superficial disponible
para cargar con farmaco, Esto no necesariamente representa un problema, ya que podria cargarse
previamente el material SBA-15 con algin farmaco o agente bioldgico que quisiera liberarse en una fase
mas avanzada del proceso de regeneracién oOsea, para que aquella parte que quede embebida en la
matriz polimérica, sea liberada una vez que comience a degradarse ésta, al permitir el acceso a los poros
bloqueados. La figura a 200 nm muestra una imagen clara del material atrapado parcialmente dentro de

la capa polimérica, esto sucede en todos los casos.

Figura 7.10. Andamio elaborado a partir de LMNCy (Sc6).
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10 um

Figura 7.12. Andamio elaborado a partir de NCHPAA, (Sc7).
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7.1.2. Porosimetria de intrusion de mercurio y Adsorcién de N,

Para determinar las propiedades texturales de los andamios, se emplearon las técnicas de porosimetria
de intrusidon de mercurio (PIM) y adsorcién de N,. La porosidad, el area superficial, el volumen de poro y
la distribucion de tamaiios de poros son claves para una adecuada colonizacidon por parte de las

células™®

, las cuales llevaran a cabo el proceso de mineralizacién dando lugar a la formacion de hueso
nuevo. Una porosidad elevada aumenta la osteoconductividad, pero una porosidad excesiva en algunos
casos debilita la resistencia mecdnica del material. Sin embargo, la presencia de las ceramicas
mesoporosas tipo SBA-15 o los nanocomposites SBA-15/Fe;0,4 en la formulacion de los andamios, les
provee estabilidad y una mayor resistencia mecanica, aun cuando son estructuras tridimensionales
extremadamente porosas. Mediante PIM fue posible conocer la distribucion de la porosidad
(macroporos) en funcidn del tamafio aparente de acceso a los poros, figura 7.13. Los macroporos de 50 a
500 micras permiten un medio 6ptimo para la vascularizacion y migracion de osteoblastos vy
osteoclastos, ademas los macroporos deben estar conectados entre si para permitir la formacién de
tejido 6seo en todo el implante. Por su parte los mesoporos y microporos, que se definen por su tamafio
inferior a 50 nm y 2 nm, respectivamente, permiten la circulacién de liquidos organicos, acelerando el
proceso de remodelacion dsea. La presencia de los mismos conlleva a un aumento del area superficial,
permitiéndole a los NCs actuar como matrices de soporte, carga y liberacién controlada de sustancias

171,172

guimicas y bioldgicas necesarias para la regeneraciéon dsea . Por si fuera poco, la magnetita es capaz

de promover este mismo proceso debido a sus propiedades magnéticas y su capacidad de producir calor,

estimulando a las células a adherirse y proliferar’ ®.,

La grafica de la distribucion de tamafos de poro de la figura 7.13 (A), muestra un comportamiento
similar entre los andamios elaborados, esto es, presentan tamafios de macroporo situados entre 0.1 y
200 um. Comparando estos resultados con los obtenidos anteriormente por el grupo de trabajo del Dr.
Francisco Otero Espinar de la Facultad de Farmacia de la USC, donde se elaboraron andamios a partir de
diversas mezclas de polimeros con HA (datos no publicados), se observa una clara diferencia, ya que los
elaborados con HA presentan macroporos en un rango de 70 a 200 um, figura 7.13 (B), lo cual limita sus
propiedades, ya que no posee macroporos de menor tamafio y mds rigurosamente no presentan
mesoporos, ni microporos. La distribucion de tamafios obtenida es ideal para que las células puedan

colonizar el material, aunado a la aparicién de poros mas pequefios que favorecen enormemente las
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interacciones, el intercambio de sustancias, entre otras actividades que pudieran llevarse a cabo durante

el proceso de regeneracion dsea.
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Figura 7.13. Distribuciones del tamafio de poro de los andamios obtenidas mediante PIM (A) elaborados a partir de
las cerdmicas mesoporosas o los nanocomposites magnéticos y (B) elaborado con HA.

La existencia de los mesoporos se corroboré mediante la técnica de adsorcidn de nitrogeno (BET), donde
se aprecian claramente las isotermas de adsorcion tipo 1V, caracteristicas de los sistemas mesoporosos,
figura 7.14. Aun cuando un gran porcentaje en peso de los materiales estd compuesto por polisacaridos,
se observa la presencia de dos ciclos de histéresis distintos, los materiales Sc4 y Sc7 poseen el tipo H1,
mientras que para el resto de los biomateriales presentan una combinacidn de los tipos H1 y H2. El tipo
H1 indica ramas de adsorciéon y desorcion que muestran la existencia de mesoporos de geometria
cilindrica abiertos por ambos lados, mientras que el H2 indica un sistema de mesoporos con un arreglo
de poro mas irregular. Las caracteristicas texturales de los andamios se resumen en la tabla 7.1. La figura
7.15, muestra los didmetros de poro calculados por BJH de los andamios. En algunos casos se observan
dos picos, el segundo debido a los macroporos en las estructuras 3D. Los picos principales representan el
tamaino promedio de los mesoporos, conservando distribuciones estrechas tipicas de los materiales

mesoporosos.
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Figura 7.14. Isotermas de adsorcidn de los andamios elaborados a partir de las cerdmicas mesoporosas ordenadas
tipo SBA-15 y de los nanocomposites magnéticos (SBA-15/Fe;0,).
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Figura 7.15. Distribucién del tamafio de poro de los de los andamios elaborados a partir de las ceramicas
mesoporosas ordenadas tipo SBA-15 y de los hanocomposites magnéticos (SBA-15/Fe;0,).
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Tabla 7.1. Valores texturales de los andamios elaborados a partir de las ceramicas mesoporosas ordenadas tipo
SBA-15 y de los nanocomposites magnéticos (SBA-15/Fe;0,).

mm

13.6018  0.034654  10.1911
m 42,6822  0.156314  14.6491
51.8466  0.149369  11.5239
145.6743  0.308025  8.4579
68.7288  0.172506  10.0398
80.1002  0.260567  13.0121
773303 0.240253  12.4274
76.7574  0.208542  10.8676

Para realizar un estudio detallado de las estructuras de los andamios, se empled el programa PoreCor
que analiza la informacién sobre la porosidad obtenida mediante PIM. El software provee modelos con
caracteristicas de percolacion similares a los materiales analizados. De esta forma se consiguen
estructuras cubicas formadas por poros e interconexiones. La tabla 7.2 resume las caracteristicas
calculadas a partir de este software, por un lado, el porcentaje de porosidad es una medida directa de la
cantidad de poros que posee el material; la conectividad hace referencia al nimero de canales que
desembocan en una dada cavidad del medio; el nivel de correlacién determina el grado de orden o
desorden estructural del material; mientras que la permeabilidad es la capacidad que tiene un material
de permitirle a un flujo que lo atraviese sin alterar su estructura interna; por su parte la tortuosidad esta
definida como la razén entre la longitud real que debe recorrer una particula de fluido para unir dos
puntos en el seno del medio poroso y la distancia en linea recta entre dichos puntos. Algunas

propiedades se esquematizan en la figura 7.16.

PERMEABILIDAD TORTUOSIDAD FILTRACION DE ADSORCION DE FLUIDOS
PARTICULAS

Figura 7.16. Propiedades calculadas y modeladas para los andamios, obtenidas a partir del software PoreCor.
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Tabla 7.2. Valores calculados con el software PoreCor a partir de los datos experimentales obtenidos por PIM, para
determinar las propiedades de los andamios.

. . - , Adsorcidon
M Porosidad Conectividad Nivel de Permeabilidad Tortuosidad Partlc'ulas de fluidos
(%) correlacion (mD) retenidas

(% V)
[ Sc1 | 5.35 0.085 17626.29 1.2 12 72.88
| sc2  ERp) 4.18 0.215 2962.52 13 15 62.29
| sc3 S 3.81 0.209 6487.20 1.4 5 64.75
B 377 3.90 0.161 2332.03 1.4 5 50.12
B 3406 3.84 0.245 8539.52 16 3 67.92
B 101 3.47 0.176 1882.39 16 17 56.81
81.52 3.80 0.262 980.20 16 17 58.82
B 896 5.82 0.166 3187.65 13 3 38.50

En todos los casos el porcentaje de porosidad es muy elevado, mas aun en los materiales que sélo
poseen la cerdmica mesoporosa o el nanocomposite; por su parte, los niveles de correlacién obtenidos
para los modelos, indican la presencia de estructuras desordenadas, sin embargo, tienen cierto grado de
orden, el cual viene dado por el componente inorganico y la magnetita. Los valores de conectividad
fueron elevados, lo que significa que hay muy buena comunicacion entre las cavidades. Asi mismo, los
factores de tortuosidad son bajos debido a la elevada porosidad de los materiales que favorece la
difusion efectiva. El estudio de permeabilidad se simulé en H,0 a 25°Cy 1 atm, como era de esperarse el
andamio con mayor permeabilidad fue el que contuvo el mayor porcentaje de HA, ya que las cerdmicas o
los NCs son mas hidrofobos, a pesar de eso, la permeabilidad depende del tipo de NC con el que se
hayan elaborado. Aquellos que contienen grupos amino o carboxilo en su superficie fueron mas
permeables, mientras que los recubiertos con silice amorfa fueron los menos, esto es de gran
importancia, ya que podrian disefiarse dispositivos a medida, segun su aplicacion y el tipo de moléculas
que se pretendan almacenar. En general los modelos indican grandes poros interconectados, lo que en

principio favoreceria una buena osteoconductividad.

A continuacion se exponen los modelos obtenidos por el software. La figura 7.18 (a) indica el grado de
porosidad, donde los cubos representan los poros, y los cilindros las interconexiones; la 7.18 (b) muestra
la retencidn de particulas, las cuales simulan el paso de las células dseas a través de los andamios,
estudio que se realizd calculando la travesia de 100 particulas de carbonato de calcio en H,0 (25°C, 1
atm), para ejemplificar este comportamiento se muestra la grafica del material Sc4, figura 7.17, donde se
observa que la mayoria de las particulas en suspension atraviesan con facilidad el sistema de canales

irregulares, la retencion de particulas aumenta conforme aumenta su tamafio de las mismas; de la tabla
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7.2, se puede concluir que la movilidad de las células a través de los andamios varia entre un 97 % a un

83 %. Finalmente la figura 7.18 (c) muestra el porcentaje en volumen de H,0 que es absorbido en 0.01 s.

« Particulas en suspansion
« Particulas retenidas
* Particulas filtradas

BN2IBEN

®» SN ed >

Namero de Particulas

_/\

0 20
Tamafio de particula / um
Figura 7.17. Distribucion del tamafio de particulas que se filtran por el andamio Sc4.
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Figura 7.18. Modelos simulados con el software PoreCor a partir de los datos experimentales obtenidos por PIM
de cada andamio (a) porosidad, (b) filtracién de particulas, (c) adsorcién de fluidos y (d) Andamio elaborado con HA
en la Facultad de Farmacia, USC.

Si comparamos los modelos de la figura 7.18 (a) con el modelo del andamio elaborado en Facultad de
Farmacia de la USC, que contiene como componente mineral HA, figura 7.18 (d), se observa una
diferencia significativa en la cantidad de poros presentes en los materiales que contienen las cerdmicas
mesoporosas con respecto del andamio con HA. Los cubos simulados de los andamios desarrollados en
esta tesis se observan casi completos, indicando que son sistemas altamente porosos, mientras que en el
segundo caso los cubos estan parcialmente completos, por lo que se tiene un material con una menor

porosidad.

7.1.3. Ensayo de carga de simvastatina

Finalmente y con el objetivo de estudiar la capacidad de los andamios para liberar farmacos o moléculas
de interés bioldgico durante su insercién en el hueso, se procedié a la carga y liberacién de simvastatina.
La simvastatina es unfarmacode la familia de las estatinas utilizado para disminuir los niveles
de colesterol en sangre, figura 7.19. Su importancia es grande, dada la trascendencia del colesterol como
factor de riesgo cardiovascular. Es un hipolipemiante muy empleado en la actualidad, se ha comprobado
su efecto al reducir la morbimortalidad cardiovascular en pacientes con dislipemia. Se le atribuye
ademas efectos antiproliferativos o inmunomoduladores (prevencidn de injuria glomerular en
enfermedades renales, efecto antineopldsico en enfermedades malignas como la leucemia, prevencion
de rechazo de transplantes). En lo relativo a la disminucién del riesgo de osteoporosis, existe evidencia

experimental de potenciales efectos osteogénicos de las estatinas sobre el hueso. Desde 1999 se ha
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corroborado por Mundy y por otros autores que las estatinas en especial la simvastatina aumentan la

sintesis de la proteina morfogénica 6sea 2 (BMP-2) encargada de la formacion de nuevo hueso, al

estimular la proliferacién, diferenciacion y maduracion de los osteoblastos. Recientemente se ha

demostrado su participacién en el aumento de la produccion de osteocalcina, en el incremento de la
, . , . . 173

masa 0sea, y se ha descrito su efecto protector dseo, reduciendo el riesgo de fracturas™°. Por lo tanto se

trata de un excelente candidato para su utilizacidn en la terapia 6sea regenerativa.

HO (0

W

Figura 7.19. Féormula quimica de la simvastatina.

El proceso de carga se llevd a cabo a temperatura ambiente mediante la impregnacion del andamio en
una disolucién con una concentracién de 3 mg/mL de simvastatina en una mezcla 1:1 de agua-etanol
durante 24h bajo agitacion orbital a 180 rpm. En estas condiciones los andamios fueron capaces de

adsorber apropiadamente la simvastatina.

Para determinar la cantidad cargada y liberada de simvastatina, se realizé una curva patrén por
cuadruplicado para asegurar la veracidad de los valores, utilizando estandares de 0.01, 0.02, 0.04, 0.06,
0.08, 0.1, 0.12, 0.14, 0.16 y 0.2 mg/mL de simvastatina en una disolucion de PBS a pH=7.4, medidas que
fueron determinadas por espectrofotometria UV-Vis a 239 nm. Asi se obtuvo una recta de calibrado de
Abs= 5.554[simvastatina] con un factor de regresién de 0.982, como se muestra en la figura 7.20. Para
conocer el valor mas exacto de carga, se procedid a la liberacién de simvastatina hasta concluirla al

100%. Los valores de carga se muestran en la Tabla 7.3.
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Figura 7.20. Curva patrén de simvastatina en PBS.

Tabla 7.3. Carga de simvastatina en los distintos andamios (mg simvastatina/g material).

| Andamio | Sc1 | Sc2 |

LMN MAN

A A 159.04 150.18 175.29 235.53 148.20 187.10 212.02 195.25
+1.97 +1.36 +2.25 +2.78 *+1.05 +2.67 +2.80 +1.85

Interesantemente para todos los andamios, la presencia de los materiales mesoporosos potencializé
enormemente la capacidad de carga, adsorbiendo un alto porcentaje de simvastatina, particularmente
en los casos de Sc4 y Sc7 donde practicamente se adsorbié el 100% de la cantidad de simvastatina
presente en la solucidn. Por su parte, los andamios elaborados con los nanocomposites obtenidos a
partir de la matriz mesoporosa S15,, (sintetizada con una mezcla de acidos), muestran mejores
propiedades de carga que los obtenidos a partir de S154, aiin cuando algunos poseen mayor cantidad de
magnetita (HMNC,, y NCHPAA;), lo anterior se confirma para los andamios elaborados con una mezcla
de S15,5/HA en relacion 1:2 o nanocompositeyp/HA en relacién 1:1, donde la capacidad de carga es
bastante buena. Esto viene aunado a que los materiales HP ostentan mejores propiedades texturales
que los H. En resumen, una mayor capacidad de carga en mgn/8ma, tendrd lugar en materiales
mesoporosos con mejores propiedades fisicoquimicas, estructurales y texturales. Por lo tanto son el

componente determinante en la elaboracion de los andamios.
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7.1.3.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier

Analizando los espectros de infrarrojo antes y después de la carga del fdrmaco podemos corroborar la
presencia de simvastatina debido a la aparicién de nueva bandas, en la figura 7.21, se muestran los

espectros de los andamios que mejor ejemplifican cada caso.

Scl _
@ © o
S 2 Vo, nn S
= V. ©
C_U v C-H (_J
LCJ O-H, N-H %
i =
£ 5
2 5
® V. —
f Si-OH
= [
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4000 3500 3000 1500 1000 500 3500 3000 1500 , 1000 500
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Figura 7.21. Espectros de IRTF de algunos andamios (a) antes y (b) después del ensayo de carga con simvastatina.

En la figura 7.21 se observan las diferencias claras con respecto a los espectros IR antes y después del
ensayo de carga. En ambos espectros se pueden ver las bandas caracteristicas de los componentes de los
andamios, entre las que destacan las bandas en 929 y 1025 cm™ asociadas a la presencia de las
ceramicas mesoporosas, correspondientes a las vibraciones de tensién de los silanoles (Si-OH) y los
enlaces Si-O-Si, respectivamente. En 1158 cm™ se aprecia tenuemente la vibracion de tensién del enlace
C-0 de los grupos éter presentes en ambos polisacdridos, la cual se traslapa con la gran banda de la
silice. En 1640 cm™ aparece la importante banda de flexién del enlace N-H evidenciando los grupos
amino del quitosano. Entre 3240-3400 cm™, se observa una banda ancha debida a la vibracién de tension
de los enlaces O-H, asi como de los N-H que constituyen a todos los componentes presentes en los
andamios. Los dobletes en 2935y 2872 cm™, asi como las bandas en 1460 y 1370 cm™ son debidas a las
vibraciones de tension y deformacion asimétrica y simétrica del C-H, respectivamente, mismas que se
aprecian con mayor claridad en las muestras cargadas, ya que la simvastatina también contiene estos
enlaces en su molécula. La evidencia tacita de la carga de simvastatina, es la aparicidon de nuevas bandas,

siendo la de mayor interés la encontrada en 1709 cm™ correspondiente al doble enlace C=0 de los
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grupos éster, asi como la vibracién de tensién en 1571 cm™ del doble enlace C=C de los anillos,

finalmente en 1250 cm™ se ve la vibracién de deformacion del O-H presente en el anillo de simvastatina.

7.1.4. Ensayo de liberacién de simvastatina

El ensayo de liberacion se llevé a cabo de forma semicontinua, recuperando la cantidad de simvastatina

liberada en 4 mL de PBS a un tiempo (t), como se muestra en la figura 7.22.

- -

= P | - . .lﬁ'

P s 4 : i . - S

Figura 7.22. Proceso semicontinuo de liberacidn de simvastatina desde cada andamio.

Se determind la cantidad de simvastatina liberada a partir de la absorbancia obtenida por
espectrofotometria UV/Vis a 239 nm, para ello fue necesario utilizar la misma curva patron mostrada en
la figura 7.20, a continuacion se muestran los espectros de UV/Vis del andamio Sc4 a lo largo del ensayo

de liberaciéon de simvastatina.
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Figura 7.23. Espectros de UV/vis obtenidos del ensayo de liberacion de simvastatina del andamio Sc4.

Para determinar las cinéticas de liberacién de simvastatina desde los distintos andamios, se asume que
el mecanismo de liberacién es debido a la difusidn del farmaco a través de los canales mesoporosos, ya
que la silice es practicamente insoluble en las condiciones fisioldgicas de liberacién (pH 7.4). Asi, la

liberacién de simvastatina al medio podria determinarse por la ecuacién de Noyes-Whitney:

dc, -
=kS(C; -C
dt ( S '[) (1)

donde C; es la concentracidon de soluto a tiempo t, S es el drea de disolvente accesible por unidad de
volumen, Cs es la solubilidad del farmaco en el equilibrio a la temperatura de ensayo y k es la constante
cinética. Se asume que durante el tiempo de liberacidn, una fraccién de moléculas liberadas permanece
retenida en la superficie del material. El flujo (J) hacia el medio de liberacidn de las moléculas adsorbidas
puede ser descrito por un mecanismo de difusidn, mediante un modelo de Fick. En esta aproximacidn, se
considera que el coeficiente de difusion (D) es constante durante el ensayo, ya que la matriz permanece

practicamente insoluble y ademas C; sélo depende del tiempo, es decir, la concentraciéon del farmaco
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liberado es continua en el medio de liberacidn. Bajo estas consideraciones, las leyes de Fick se escriben

como:
1--p3%
dx
dc, _ d°C,

it o

Reorganizando las constantes e integrando las ecuaciones (1) y (2), la liberacién de un farmaco puede

representarse mediante el siguiente modelo de decrecimiento exponencial:

3)

donde w; y wq, son la masa de simvastatina liberada a tiempo t y la masa inicial de simvastatina en el
andamio, respectivamente. La constante cinética, k;, es independiente de la concentracion del farmaco y
aporta informacién acerca de la accesibilidad del disolvente y del coeficiente de difusion a través de los
canales de la estructura. Teniendo en cuenta todas estas aproximaciones y en las condiciones del
experimento, la liberacion de simvastatina depende de la cantidad de farmaco adsorbido en los
mesoporos interiores, siendo mas lenta a medida que la masa adsorbida disminuye. Este modelo ya ha
sido aplicado con éxito para la explicacion de la cinética de liberacién de farmacos desde matrices

13, 61, 62, 63, 64, 66

porosas insolubles con estructura similar . En la tabla 7.4 se reunen las constantes W,y W,

(a 9 h del proceso de liberacién) para cada andamio cargado.

Tabla 7.4. Constantes W, y W, de los andamios.

| Andamio | Sci | Sc2 | S3 | s4 | S5 | s6 | Sc7 | S8 |

MMS/NC Sll_li“’ "MHNACH" m NCPEIly LMNC; | HMNCy | NCHPAA,»

BT 17037 16178  19.295 25535 15204  17.096  23.025 20.251
EACEEDN 5693 5411 10452 5.972 5.813 4.061 5.482 8.220

Asi, los perfiles de liberacidon experimentales de las primeras 9 horas del proceso, se muestran en la
figura 7.24. Se observa que la simvastatina liberada desde los andamio se ajusta al modelo de

decrecimiento exponencial descrito por la ecuacién (3).
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Figura 7.24. Perfiles de liberacion de simvastatina en PBS a pH = 7.4 en las primeras 9 horas de ensayo, desde los
distintos andamios cargados.

Las muestras Sc3 y Sc8 son las que mas simvastatina liberan en las primeras 9 h de ensayo, en general, es
alto el porcentaje de simvastatina que permanece retenida en los poros que difundira al medio en un
periodo mas largo de tiempo; asi mismo, se observa que los andamios elaborados a partir de las
muestras que presentan un mayor numero de interacciones superficiales debidas a los grupos silanol
(matrices mesoporosas y nanocomposites recubiertos con silice amorfa), provocan que el proceso de
liberacion de simvastatina se realice lentamente. Datos que se corroboran en la tabla 7.5, donde se

muestra el porcentaje de simvastatina liberada y la constante cinética de primer orden (k4).

Tabla 7.5. Porcentaje liberado y constante cinética de primer orden (k) a las 9 h del ensayo liberacion de
simvastatina desde los andamios.

| Andamio | Sc1 | S22 |

MMS/NC LMNC“" MANC”" m NCPEIy LMNC; | HMNCy | NCHPAA,p
Simv. liberada a
33.42 33.45 54.17 23.39 38.23 23.75 23.81 40.59
las 9h (%)

k, a las 9h (h™) 0.467 0.407 0.622 0.448 0.402 0.679 0.718 0.575

Sin embargo es muy importante puntualizar que todas las curvas de liberacién presentan dos perfiles
similares. Durante las primeras 9 horas de ensayo, la liberacion se ajusta al modelo cinético descrito por
la ecuacion (3) a tiempos cortos, liberandose hasta un 54.17 %; este primer perfil muestra la liberacién

de simvastatina desde los microporos de los andamio. A partir de este punto y durante los siguientes
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dias de ensayo, la liberacion de simvastatina se llevé a cabo mediante la difusién del farmaco desde el
interior de los mesoporos (tanto de las ceramicas como de los NCs magnéticos adheridos a los andamios)
ajustandose a una cinética de orden uno para periodos de tiempo prolongados. Cabe mencionar que el
ensayo se monitored hasta la liberacién del 100% de simvastatina en todos los materiales, proceso que

durd entre 700 y 1300 h.

En la figura 7.25, se observan las curvas de liberacidon de simvastatina del ensayo completo de todos los
andamios, pareciera que el ensayo de liberacidon se pudiera representar con una exponencial, sin
embargo no es posible describir su comportamiento con un solo ajuste de primer orden, ya que el
coeficiente de correlaciéon seria bajo. De esta forma en la figura 7.26, se presentan los segundos perfiles
de liberacién de orden uno de cada andamio que van de las 9h del ensayo hasta la conclusion de los
mismos. Esta claro que la velocidad y la cantidad de simvastatina liberada cambia drasticamente al pasar
de un perfil a otro, el farmaco es liberado muy lentamente durante la segunda fase, mostrando que el

proceso se llevé a cabo de forma controlada.
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Figura 7.25. Perfiles completos de liberacion de simvastatina en PBS a pH = 7.4 desde los distintos andamios
cargados.
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Figura 7.26. Segundos perfiles de liberacién de simvastatina (de las 9 h de ensayo hasta el 100% de liberacién) en
PBS a pH = 7.4 desde los distintos andamios cargados.

En la tabla 7.6 se recopilan las constantes cinéticas y el tiempo en que tardd en concluir el ensayo de

liberacion de cada andamio.

Tabla 7.6. Constante cinética de primer orden a tiempos prolongados (k;) de las 9 h al final del ensayo liberacion de
simvastatina desde los andamios.

[ st | s | [ sea | s | s | s7 | s |
MMS/NC m LMNCyp | MANC,p S154 NCPEIy LMNCy HMNC,, | NCHPAA,;

HA HA
Tainat ( 858 832 721 1290 741 972 1252 688

2.55 2.49 5.12 1.39 4.72 1.90 1.42 3.32

Existe una relaciéon entre materiales con interacciones superficiales del mismo tipo, por ejemplo para
aquellos que poseen en su mayoria interacciones tipo Si-O (ceramicas mesoporosas y NCs SBA-
15/Fe;0,@Si0,), la liberacion por dia es aproximadamente 0.45 mggm, llevandose a cabo por un periodo
de tiempo bastante prolongado; mientras tanto, para aquellos andamios donde la superficie es mas
polar debido a la presencia de grupos amino y carboxilo (NCs SBA-15/Fe;0,@PAA, SBA-15/Fe;0,@PEIl y
NCs Fe;0,@C), la liberacién procede mas rapidamente pero en mayor cantidad, alrededor de 0.7
mgsim/dia, esto es debido a que las interacciones polares con el medio acuoso facilitan la liberacién de la
simvastatina. En todos los casos se observa que los valores de k, son mucho menores a los valores

obtenidos para k;, lo cual indica que el fdrmaco esta difundiendo mds lentamente y de forma controlada.
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Los ensayos de carga y liberacidn de los andamios presentados en este apartado fueron comparados con
el ensayo de un material elaborado anteriormente por el grupo de investigacion del Dr. Francisco Otero
(Facultad de Farmacia/USC), el cual fue sintetizado bajo las mismas condiciones y con la misma
composicion polimérica, pero con hidroxiapatita (Sc_HA) como componente inorganico (datos no
publicados). El ensayo de carga fue realizado con otro farmaco, ciprofloxacino, mediante la imbibicién
del andamio Sc_HA en una disolucidn de ciprofloxacino en agua a una concentracién 1 mg/mL durante

24h bajo agitacién (100rpm) y manteniendo la temperatura en 37°C.

Aun cuando el ensayo se realizé con otro farmaco, es evidente la diferencia en la capacidad de adsorcion
que posee el material Sc_HA, ya que sélo fue capaz de incorporar 6.8 * 1.7 mg,/8mat, €N cOMparacion
con el andamio Sc5 que fue el que menos simvastatina adsorbié 148.20 + 1.05. Sin embargo, la
diferencia mas destacable esta en el ensayo de liberacién, dado que el tiempo para liberar el 100% de
ciprofloxacino fue aproximadamente de 16 h (figura 7.27); mientras que el tiempo minimo para liberar el
100% de simvastatina en todos los casos fue mayor a 700 h, llegando en algunos casos alrededor de
1300 h. Por lo tanto la presencia de las matrices mesoporosas de silice y de los NCs magnéticos en un
material con la misma composicién polimérica que Sc_HA, cambid drasticamente las propiedades de
adsorcién y liberacion de los andamios, confiriéndoles la capacidad de actuar como sistemas de

liberacion controlada a nivel local (in situ).

100

80+

60+

40
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Figura 7.27. Perfil de liberacidn de ciprofloxacino a partir del andamio Sc_HA (Beatriz Rey Aira, PFM, FF/USC,
2014).
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7.1.5. Degradabilidad

El aporte de las ceramicas mesoporosas o de los nanocomposites magnéticos en la composicién final de
los andamios es de vital importancia, ya que estudios previos realizados en la facultad de Farmacia de la

17%) demostraron que los sistemas elaborados con diversas mezclas de

USC (datos no publicados
polimeros, en ausencia de un componente cerdmico o de materia mineral, no poseen una resistencia
mecdnica, ni quimica suficiente para su empleo en regeneracion dsea. Lo cual se determiné mediante
ensayos de estabilidad observandose una disminucion en el peso de los andamios sumergidos en
tampon fosfato salino, mostrando una rapida disgregacidn de estos sistemas en menos de 48 horas. Uno
de los problemas fue que el alginato y el k-carragenato utilizados se ionizan a pH fisioldgico, por lo que
los sistemas tienden a incorporar medio salino, hinchandose, lo que produce tensiones en el hidrogel
que favorecen su disgregacion, la adicion de quitosano mejora sus propiedades, sin embargo sigue
siendo insuficiente para obtener un sistema estable que perdure por mas tiempo. La incorporacién de un
componente cerdamico insoluble a pH fisiolégico incrementé enormemente su estabilidad como se
observo en el caso del andamio con HA. Particularmente en este trabajo de tesis, la degradacién y

estabilidad de los andamios se pudo estimar a partir del material final recuperado tras el proceso de

liberacidon de simvastatina.

Los andamios se dejaron 1500 h en PBS bajo condiciones fisioldgicas (37°C y 80 rpm), observandose que
la mayoria conservé su estructura 3D original y mantuvo una muy buena apariencia y cohesidn, figura
7.28; por su parte, el material Scl fue el que mas absorbié liquido del medio, hinchdndose de inmediato,
sin embargo, mostrd una buena estructura final. Las muestras con la mejor apariencia fueron Sc3 y Sc4,
en contraste con el material Sc8, que presentd mayor perturbacion. Por lo tanto, el componente
ceramico es quien determina la estabilidad y degradabilidad de los materiales, de esta forma las
ceramicas mesoporosas y los NCs magnéticos con una estructura bien definida, contribuyen a una mejor
cohesion y consistencia. Para obtener un resultado mas preciso habrd que repetir todo el experimento
detalladamente, debido a que la degradacion también pudiera estar asociada al proceso de elaboracion,
principalmente en los pasos de homogeneizacion de la mezcla y moldeo. Habra que asegurarse que la
dispersion final quede completamente homogénea y que al colocarse en la jeringa, se encuentre bien
distribuida y compactada dentro del molde, evitando la formacidn de burbujas, que pudieran favorecer
la obtencion de andamios mas débiles. Por lo tanto no se puede determinar con seguridad si el material

Sc8 que se sintetizd a partir del NC SBA-15/Fe;0,@HPAA, se degradé mas rapido porque contiene una
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mayor cantidad de nanoparticulas de magnetita tanto en el interior como en el exterior de los poros de
la silice mesoporosa, lo cual podria dificultar el anclaje directo entre la matriz polimérica y la ceramica
mesoporosa, o bien fuera por un motivo de procesamiento en el que no se hubiera compactado
adecuadamente el material y estuvieran presentes una mayor cantidad de burbujas; considerando el
hecho de que el andamio Sc5 fue elaborado con un material muy similar, y sin embargo, éste conserva
perfectamente su estructura 3D. Razdn por la cual es necesario realizar mas estudios para descartar que
el proceso de elaboracién influye en las caracteristicas finales de los materiales. En general se preserva
alrededor del 96 al 98% del peso original de los andamios, en el caso de Sc6 y Sc8 este porcentaje bajé a
un 90-93% aproximadamente. En la figura 7.29 se observa la apariencia de los andamios, una vez que fue
retirado el medio PBS, prdcticamente su apariencia se conserva igual. Comparando los materiales
originales (liofilizados, antes de la carga de simvastatina) con los materiales liofilizados tras el proceso de
liberaciéon, se observa en todos los casos una contraccién debido al medio y a todas las sales e iones
presentes en el mismo durante ambos ensayos, lo cual es normal, ya que aumentan las interacciones de
los grupos funcionales que conforman los materiales, lo que puede propiciar un acercamiento entre
ellos, figura 6.30. Nuevamente los sistemas Sc6 y Sc8 son los que presentan una mayor alteracién, ya que

ademas de la contraccidon, también sufrieron la pérdida de particulas durante el ensayo de liberacién.

Figura 7.28. Apariencia de los andamios en PBS, tras 1500h de liberacién bajo condiciones fisioldgicas (37 °Cy
agitacion orbital a 80 rpm).
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Figura 7.29. Apariencia de los andamios una vez retirado el medio PBS, tras 1500h de liberacién bajo condiciones
fisiologicas (37 °C y agitacion orbital a 80 rpm).

Figura 7.30. Apariencia de los andamios liofilizados, antes de la carga y tras la liberacién, Scl, Sc2, Sc5, Sc3, Sc4,
Sc6, Sc7 y Sc8 (de izq. a derecha y de arriba a abajo).

La velocidad de degradacién de un sustituto 6seo es de gran importancia, idealmente se espera que un
andamio mantenga sus caracteristicas durante el tiempo suficiente para que se produzca la regeneracion
6sea. Si la resorcion se produce con excesiva rapidez, los osteoblastos pierden el andamiaje necesario
para la neoformacion dsea; pero si es demasiado lenta, no se producira el reemplazo por tejido dseo en
el tiempo adecuado, el hecho de que los osteoblastos sean capaces de formar hueso y reemplazar al

andamio implica un gran avance cientifico, ya que el material utilizado es apto para medicina

Zulema Vargas Osorio 156



7. RESULTADOS Y DISCUSION. APLICACIONES BIOMEDICAS

regenerativa y no un reemplazo o sustituto éseo. El tiempo ideal para la degradacidon de un sistema se

75 Esta estimacion se basa en el equilibrio entre la

encuentra entre 6 y 18 meses (chronos™)
desintegracion producida por los osteoclastos y la regeneracién del hueso nuevo por los osteoblastos.
Los osteoclastos proceden a su resorcion como si se tratara de tejido dseo natural o enddgeno,
adhiriéndose a la matriz, abriendo surcos y poros en la superficie del material al mismo tiempo que los
osteoblastos rellenan los huecos y surcos formados mediante la sintesis de matriz extracelular que

175

posteriormente se calcifica™”. En este sentido, todos los materiales sintetizados en este trabajo serian

posibles candidatos para andamios con aplicacion en ingenieria de tejidos/medicina regenerativa.
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7.2. MARCAIJE CELULAR Y RESPUESTA MRI A PARTIR DE ESTRUCTURAS CORE-SHELL (Fe30,)n@C

7.2.1. Caracterizacion estructural y magnética de estructuras core-shell (Fe;0,)n@C

El estudio de las fases cristalinas de las estructura core-shell superparamagnéticas, se llevéd a cabo
mediante DRX de polvos, las muestras fueron analizadas en un difractdmetro Philips PW1710 (fuente de
radiacion Cu Ko, A= 1.54186A). Las medidas se recolectaron entre 10°<26<80° con pasos de 0.02° y
5s/paso. La posicion y las intensidades relativas de los picos de difraccidn principales confirmaron que la
fase magnética presente en la muestra corresponde a la fase de magnetita con una estructura de
espinela inversa (JCPDS card No. 19-0629) como se muestra en el difractograma de la figura 7.31. Donde
las reflexiones 111, 220, 311, 400, 422, 511, 440 de la magnetita se observaron. Aplicando la ecuacién de

Scherrer'?, se obtuvo un tamafio de cristalito promedio de Dye=16.3 nm 6=2.8 nm.
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Figura 7.31. Patrdén de difraccion de rayos X de las estructuras core-shell (Fe;0,4)n@C, comparado con el patrén de
DRX de la base de datos de la magnetita JCPDS 19-0629.
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La morfologia de las nanoparticulas de magnetita encapsulas en carbdn se caracterizaron mediante MEB
y MET, como se muestra en la figura 7.32 y 7.33, se puede ver que las nanoparticulas obtenidas poseen
una estructura relativamente esférica y un tamano uniforme con un diametro promedio de 186.5 + 31.5

nm, figura 7.34 (a), es claramente evidente particulas con estructura core-shell con un recubrimiento de
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carbon amorfo que tiene un espesor promedio de 11.6 + 2.8 nm, figura 7.34 (b), mientras que el core

estd compuesto por docenas de nanocristales de magnetita con un tamafio entre 10-20 nm.

Figura 7.33. Micrografias de MET de las estructuras core-shell (Fe;0,)n@C.
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Figura 7.34. Distribucion de tamafios (a) de las estructuras core-shell (Fe;0,)n@C y (b) del espesor del
recubrimiento de C.
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Las curvas de magnetizacién en funcion del campo magnético aplicado, hasta 25 kOe, se realizaron en un
rango de temperaturas de interés biomédico ({250, 275, 300, 320} K) con un dispositivo superconductor
de interferencia cuantica (SQUID) sobre la muestra en seco. Los datos de magnetizacidon normalizados a
la cantidad de masa de magnetita, se muestran en la figura 7.35 (a), la cual fue cuantificada mediante
analisis termogravimétrico en atmdsfera de oxigeno, figura 7.35 (b), en donde se observa una primera
pérdida a 90 °C atribuida al disolvente atrapado en el material, posteriormente una segunda pérdida en
porcentaje en peso debida al recubrimiento de carbono de las estructuras core-shell, siendo ésta de un
32 %. Considerando los datos proporcionados por el TGA, se obtuvo la magnetizacién de saturaciéon Mg,
alcanzando hasta 70 emu/gresos, €l andlisis mediante SQUID demuestra fehacientemente el
comportamiento superparamagnético (SPM) con fuerzas coercitivas o remanencia despreciables a
distintas temperaturas, aunque una interaccién dipolar magnética interna moderada no se descarta’®.
La magnetizacion de saturacién es mas pequefia que la magnetita en masivo My, 92 emu/g, en

concordancia con el efecto superficial dominante en pequeiias NPs magnéticas, por lo cual la capa

magnética muerta decrece significantemente la magnetizacion total.
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Figure 7.35. a) Curvas de magnetizacidn de las estructuras core-shell (Fe;0,)n@C medidas hasta 25 kOe a
diferentes temperaturas (T={250,275,300,320} K). No se aprecian fuerzas coercitivas o remancencia, mostrando un
comportamiento SPM y b) Curva termogravimétrica de las estructuras core-shell (Fe;0,)n@C.
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La estimacion del tamafio de los nucleos de o6xido de hierro se realizd mediante las ecuaciones
mostradas en el capitulo anterior. Asi el tamafio magnético aparente, Dm,,, de este material fue de D=
6.24 nm (S = 0,13), casi tres veces menor que los estimados por las imagenes de MET, Dyer, 0 por los
difractogramas DRX, Dygp. Esta subestimacion del tamafio magnético aparente fue reportada

77 en estudios desarrollados para materiales con multiples niicleos magnéticos (MBs), y

anteriormente
fue atribuida al fuerte efecto de la interaccion dipolar magnética, la cual es de intensidad moderada

entre las NPs de magnetita muy proximas unas con otras en el interior del core.

La caracterizacién por hipertermia magnética se llevd a cabo mediante la exposicion de 200uL del
ferrofluido acuoso multi-Fe;0,@C durante casi 4 minutos a un equipo de calentamiento por induccidn
trabajando a H =30 mT y f = 293 kHz. Se observé un calentamiento insignificante (AT ~0.1 °C durante 2
min), aun cuando la cantidad de ndcleos de magnetita dentro de cada NP es grande. Esta respuesta
térmica ausente se puede atribuir al espesor de la capa de carbono (6 = 11.6 + 2.8 nm), la cual funciona

como aislante térmico en su fase amorfa (Kamorph.c “0.01 W m™K?).

Aunque el aumento de temperatura es muy necesario para terapias contra cdncer basadas en la
exposicion de ferrofluidos a hipertermia magnética, se convierte en un inconveniente importante para
aplicaciones en cerebro, donde se podria ocasionar una lesidn neurolégica por el aumento de
temperatura producido por el material magnético expuesto a la presencia accidental de un campo
magnético alterno. Por lo tanto, la actividad termo-magnética insignificante de estas NPs multi-Fe;0,@C,
les confiere una gran ventaja para ser utilizadas como agentes de contraste para procedimientos de

resonancia magnética del cerebro, donde los tejidos estdn expuestos a pulsos magnéticos de RF.

7.2.2. Biocompatibilidad, marcaje celular y respuesta MRI de las estructuras core-shell (Fe;0,)n@C.
Experimentos realizados en el Clinical Neurosciences Research Laboratory del Hospital Clinico

Universitario por la Dra. Barbara Arbigay.

La biocompatibilidad y la capacidad de marcaje celular de los materiales se estudiaron incubando células
troncales mesenquimales (MSCs) con 200 pg/mL del ferrofluido (Fe;04)n@C y con o sin 1.5 pg/mL de
(PLL) dispersadas en medio celular durante 24 horas®. La tincién con azul de Prusia (PB) se llevé a cabo

para evaluar el marcaje.
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Las imagenes de microscopia Optica presentadas en las figuras 7.36 A, B, C, D, E, F, G, H, |, J, KY L
muestran el comportamiento de las células durante el proceso de internalizacién de las NPs core-shell en
ausencia y en presencia de PLL, a las 0 h (ty), a las 24 h de incubacidn (t,,) y tras los lavados de las células
con medio, respectivamente. A tiempo ty se observa que las NPs no se han agregado en el medio de
cultivo, trascurridas las 24 h de incubacion siguen estando estables, sin embargo la muestra de PLL con
NPs indica la internalizacién del material en las células MSCs. Mientras que tras los lavados es evidente la
diferencia entre las células que fueron incubadas con los sistemas coloidales (Fe30;)n@C sin y con 1.5
pug/mL de PLL, en el primer caso no se observa con claridad la presencia de NPs cerca del nucleo,
indicando que no se internalizaron o bien que no se encuentran en el citoplasma, caso contrario con los
materiales (Fes04)n@C+PLL donde las NPs se encuentran alrededor del nucleo, lo cual implica que la
presencia de la proteina PLL promueve la internalizacion apropiada de las estructuras core-shell en las
células troncales mesenquimales. Es importante puntualizar que en ninguna fase del proceso se
observan agregados de las NPs core-shell (Fe;0,)n@C, manteniéndose intactas las células, por lo tanto el

material es biocompatible al no provocar citotoxicidad, ni muerte celular.

o)

- -
Célula muerta
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Figura 7.36. Marcaje celular de MSCs con el ferrofluido de estructuras core-shell (Fe;0,)n@C en agua. (A-B) ty en
ausencia de PLL; (C-D) t, con 1.5 pg/mL de PLL; (E-F) t,4 en ausencia de PLL; (G-H) t,4 con 1.5 ug/mL de PLL; (I-J) tras
los lavados en ausencia de PLL; (K-L) tras los lavados con 1.5 pg/mL de PLL.
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Sabiendo que la adicion de 1.5 pg/mL de (PLL) mejora la internalizacién de las NPs en las células, se
comprobd la interaccion de estos sistemas (Fe;0;)n@C con el colorante azul de Prusia, utilizado
para detectar e identificar el idn férrico (Fe®) presente en el 6xido de hierro (magnetita) de las NPs
multicore. De esta forma las células control no presentan tincion mediante PB, al haber sido incubadas
en ausencia de NPs, figura 7.37 A y B, por su parte las NPs magnéticas se tifieron de color azul
observandose bien dispersas alrededor del nucleo celular sin afectar la morfologia de las células, sin
embargo no todo el hierro se tifie, ya que el recubrimiento de carbdn aisla los nucleos de magnetita del
interior, impidiendo que el colorante difunda, por lo que no se conoce con certeza cuantas

nanoparticulas se encuentran en la célula (figura 7.37 Cy D).

i 0 d
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Figura 7.37. El marcaje de las células MSCs con NPs en combinacidn con PLL. (A-B) Contraste de fases y microscopia
Optica de campo brillante, respectivamente, de las células no marcadas. (C-D) Contraste de fases y microscopia
Optica de campo brillante de las células MSCs incubadas con 200 pg/mL del ferrofluido (FesO4)n@Cy 1.5 pg/mL de
PLL, respectivamente. Escala 100um.
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]

En el segundo ensayo se estudiaron los efectos de la concentracidn de las nanoparticulas, todas fueron
incubadas en presencia de 1.5 pug/mL de PLL, con la finalidad de corroborar su biocompatibilidad y
estabilidad. Se partid de dos concentraciones iniciales desconocidas de las cuales se realizaron las

diluciones descritas en la metodologia, figura 7.38.

2 3
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5 6
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5

Figura 7.38. El marcaje de las células MSCs con NPs en combinacion con PLL a diferentes diluciones (A) disolucién 1
y (B) disolucion 2.
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De este segundo experimento, se demostrd que las nanoparticulas no se agregan al estar en contacto
con el medio de cultivo, existe una correlacién entre concentracién de las MNPs y el porcentaje de
internalizacidén celular. Sin embargo en la figura 7.38 B1 (la mas concentrada de la disolucion 2) se
observan muchas NPs presentes en el medio de cultivo que no fueron internalizadas por las células, aun
tras los lavados, debido a que la concentracion de NPs es tan elevada que hay una saturacién en el

medio y por lo tanto, las células no son capaces de internalizar tal cantidad.

7.2.3. Estudio por MRI de las estructuras core-shell (Fe;0,)n@C

La imagen por resonancia magnética (MRI) T, y T,* se llevd a cabo a 9.4 T (BrukerBiospec) sobre un set
de halos de agar cargados a diferentes concentraciones de Fe (0.0025 a 0.25 mM), como se muestra en
la figura 7.39, presentando un excelente contraste T, y T,* para concentraciones de NPs mayores de 5

nM.

Figure 7.39. Halos de agar a diferentes concentraciones de Fe. (A) Esquema de la distribucion de concentraciones
de NPs en el halo: A=0.25mg/mL; B=0.1mg/mL; C=0.05mg/mL; D=0.025mg/mL; E=0.005mg/mL; F=0.0025mg/mL
and G=0mg/mL. (B) Imagen ponderada de MR T, del halo de agar. (C) Imagen ponderada de MR T,* del halo de
agar.

La velocidad de relajacidn transversal (r,) obtenida a partir del experimento fue de 218 mM™s™, figura
7.40, mostrando un valor superior a los productos comerciales tales como Resovist o Endorem, que al
dispersarse en agua presentan un r, de 54 mM’s? a 185 mM™s™ en funcién del campo magnético

aplicado (0.47T - 4.7T)'®. La diferencia entre ambos, se puede atribuir parcialmente a las diferencias de
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intensidad del campo magnético MRI, a la preparacién de la muestra, a los halos de agar y a la dispersion

de agua, respectivamente.

Cabe destacar, que se hallaron diferencias de contraste reducido a concentraciones bajas de NPs (entre
0,5nMy 2,5 nM)y también a 0 mM (sin NPs), debido a que los parametros de adquisicién para MRl de T,
y T,* fueron optimizados para altas concentraciones de NPs (ver figura 7.39). Esto da lugar a un valor
anémalo inicial de r, = 1634 mM s para @ <0.025 mM, sin precision fisica. Por lo tanto, estos datos

fueron excluidos del célculo de la r, = 218 mM™s™ con el fin de obtener un valor optimizado.

80 4| p=100 (nm) 5=20 (nm)
O m-Fe O,@C

604 rZ:d(Tz'l)/d(D

r =218,44 mM s’

1/T s

40 1

20 -

r =1634,1 mM s

0 T T T T T T T T T T T
0,00 o005 o010 0,15 0,20 0,25

O/mM’”

Figura 7.40. Capacidad de relajacién calculada a partir de T, (MRI) realizada a 9.4T sobre halos de agar cargados con
diferentes concentraciones de NPs core-shell (Fe;0,)n@C en agua.
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7.3. ENSAYO IN VIVO, CITOTOXICIDAD, MARCAJE CELULAR Y RESPUESTA MRI DEL NANOCOMPOSITE
MAGNETICO SBA-15@GLICEROL/Fe;0,@Si0, FUNCIONALIZADO CON NH, Y CH; (MNCN1,,), PARA SU
APLICACION EN ISQUEMIA CEREBRAL. Experimentos realizados en el Clinical Neurosciences Research Laboratory

del Hospital Clinico Universitario por el Dr. Andrés Alexander Da Silva Candal.

7.3.1. Estudio in vivo

Para conocer los efectos que el material MNCN1,» (SBA-15@glicerol/Fe;0,@Si0, funcionalizada con NH,
y CH3) pueda tener sobre los sistemas in vivo, se estudié su biocompatibilidad como se describid
anteriormente en la metodologia. Se aplicaron dos tipos de inyecciones intraarterial e intravenosa
(figuras 7.41 y 7.42), en cada rata macho. A continuacion se muestran las imagenes obtenidas por
resonancia magnética de cerebro a to = 20 min y t,4 = 24 horas, tiempos criticos para presentar sefiales

de rechazo o incompatibilidad.

Figura 7.41. Imagenes de resonancia magnética de cerebro de una rata macho tras inyeccidn intraarterial (a)
secuencia T, a ty = 20 minutos, (b) secuencia T,* a t; = 20 minutos, (c) secuencia T, a t,, = 24 horas y (d) secuencia
T,* a tyy = 24 horas.
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Figura 7.42. Imagenes de resonancia magnética de cerebro de una rata macho tras inyeccion intravenosa (a)
secuencia T, a tg = 20 minutos, (b) secuencia T,* a ty = 20 minutos, (c) secuencia T, a t,4 = 24 horas y (d) secuencia
T,* a ty, = 24 horas.

Las imagenes por MRI a tiempo cero (ty) y a las 24 h, muestran aparentemente la ausencia de NPs en el
cerebro, sin embargo, el hecho de que no se vean en MRI no significa que no estén presentes, esto
podria ser porque no hay un nimero suficiente para mostrar contraste. Lo importante es que no se
observan dafios en el parénquima cerebral, lo que parece indicar que las NPs no ocasionan la oclusién de
los vasos, lo que podria llegar a causar lesiones isquémicas. Asi mismo, tampoco se aprecia edema en el

hemisferio derecho como resultado de la administracion.

Los animales se evaluaron durante un periodo de 14 dias para corroborar que se encontraran en
condiciones 6ptimas. Los animales exhibian un comportamiento normal, sin signos de deficiencias
respiratorias, ni alteraciones motoras. Tras dos meses las ratas macho continuaban mostrando un

comportamiento normal.

Para estudiar la capacidad del NC (MNCN1,,) como agente de contraste para MRI, se realizd una
inyeccién intraparenquimal, en la cual se inyectaron 10 pL de una solucion de NPs mesoporosas
magnéticas en suero salino a 0.4 mM de Fe, ésta se realizé directamente en el hemisferio derecho del
cerebro de la rata macho, el mismo procedimiento se llevé a cabo en el hemisferio izquierdo donde se

inyectd suero salino como control.
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Tras la administracion intraparenquimal, se observé en el hemisferio derecho un aumento del contraste,
el cual estuvo dado por el contenido de hierro presente en la magnetita anclada al SBA-15; por su parte,
el hemisferio izquierdo no presentd contraste, como se esperaba. El contraste obtenido en la secuencia
T,* es mayor que el obtenido en la secuencia T, (en la secuencia T, se exacerba mas la sefial del hierro),
evidenciando claramente el contraste en la zona de inyeccidn, figura 7.43. Por lo que se confirma que

una acumulacion suficiente de NPs en el parénquima cerebral permite su deteccion por medio de MRI.

Figura 7.43. Imagenes de resonancia magnética de cerebro de una rata macho tras inyeccidn intraparenquimal (a)
secuencia T, y (b) secuencia T,*.

7.3.2. Estudio in vitro, efectividad del NC MNCN1,; en el marcaje celular.

Para realizar los experimentos in vitro se utilizaron células endoteliales de la microvasculatura cerebral

Bend.3, figura 7.44 (a), las células endoteliales de cerebro son las células objetivo en la busqueda de un
tratamiento en un cuadro de isquemia cerebral, de esta forma, se utilizé el anticuerpo monoclonal anti-
CD31 (PECAM-1) producido en ratén para asegurar que el estudio se realizaba en presencia de células
endoteliales, figura 7.44 (b). El anticuerpo se utiliza en el marcaje especifico de la proteina
transmembrana CD31. La CD31 participa en las interacciones adhesivas entre las células endoteliales
adyacentes, asi como entre los leucocitos y las células endoteliales. Se une tanto de manera homofilica
como heterofilica, entre los ligandos heterofilicos, se encuentran los glucosaminoglicanos de heparan
sulfato, la heparina y la integrina avb3. La CD31 se expresa en todo el endotelio continuo, como el de
arterias, arteriolas, vénulas, venas y capilares no sinusoidales. Asimismo, se expresa difusamente en las
superficies de los megacariocitos, plaquetas, células mieloides, linfocitos citoliticos naturales y algunos

subgrupos de células T, asi como en las células B precursoras®”®.
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Figura 7.44. Células endoteliales (a) de la microvasculatura cerebral Bend.3 y (b) en presencia del anticuerpo
especifico para CD31.

Para su estudio como marcadores celulares, las células se incubaron en presencia de las NPs
mesoporosas magnéticas (MNCN1,;) y se tifieron con azul de Prusia para identificar el ion Fe*" presente
en la magnetita. Tras 24h de incubaciéon se lavaron las células para eliminar el exceso de NPs en el
cultivo, posteriormente las células se dejaron durante otras 12 h en incubacién para asegurar la

completa internalizacion de las NPs.

En el grupo de células con la mayor concentracion 0.4 ug/mL, figura 7.45 A, se observaron agregados de
NPs que persistieron aun después de los lavados, debido a la elevada concentraciéon de NPs con las que
se cultivaron las células, al final es dificil conocer la situacidn real con respecto a las células, debido a que
los agregados impiden observar con claridad lo que estda ocurriendo. Conforme disminuye la
concentracion de NPs presentes en el medio, se puede apreciar una mejor distribucién de las mismas en

el interior del citoplasma de las células, y la ausencia de éstas en el nucleo.

Otro punto a destacar visualmente hablando (exceptuando las células con la maxima concentracién de
NPs), es que preservan sus caracteristicas y su morfologia original, asi, la absorcién de las NPs por éstas
no se ve afectada por los cambios en la concentracidn, habiendo aparentemente la misma cantidad
internalizada a las concentraciones de 200, 100 y 50 pg/mL (figuras 7.45 B, C y D), micrograf{ias que
fueron tomadas a 10X, 20X y 40X aumentos. El tamafio, la funcionalizacién superficial, y la morfologia de
las NPs juega un papel fundamental en la internalizacidn y biocompatibilidad de las mismas. Por lo tanto,
estas nanoestructuras innovadoras de disefio Unico funcionan perfectamente como sistemas para

marcaje celular y como nanodispositivos de alta tecnologia para aplicaciones biomédicas.
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Figura 7.45. NPs mesoporosas magnéticas internalizadas en las células endoteliales: A = 400 pg/mL, B = 200 pg/mL,
C=100 pg/mLy D =50 pg/mL.
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7.3.3. Ensayo de citotoxicidad por andlisis de Lactato Deshidrogenasa

La medida de la actividad de la LDH es un ensayo de citotoxicidad de amplio espectro. Esta enzima esta
presente normalmente en el citoplasma de las células vivas y se libera en el medio de cultivo celular al
permeabilizarse la membrana de las células muertas o moribundas que se han visto afectadas por un

agente téxico, de esta forma una mayor absorbancia a 490 nm sera un indicativo de mayor toxicidad.

Para realizar este experimento, se utilizd un grupo de células control sin NPs y un grupo de células
muertas que fueron tratadas con una solucién que causa lisis celular. En el ensayo de toxicidad por LDH,
figura 7.46, se observa un incremento en la muerte celular en el grupo de células que fueron incubadas
con una concentracion elevada de NPs (400ug/mL), mientras que el resto de los grupos mantienen unos
niveles similares al control. Lo que nos indica que sdélo se presenta un efecto citotdxico en contacto con
altas concentraciones de NPs, mientras que a concentraciones mas bajas las células responden con una

buena biocompatibilidad.

2.9
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Figura 7.46. Ensayo LDH para determinar la citotoxicidad del NC (MNCN1,;) a distintas concentraciones.

7.3.4. Estudio por RMI del NC MNCN1,,

La imagen por resonancia magnética T, y T,* se llevd a cabo a 9.4 T (BrukerBiospec) sobre un set de

halos de agar cargados a diferentes concentraciones de NPs (0.2, 0.1, 0.05, 0.02, 0.01 y 0.005 mM de Fe),
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como se muestra en la figura 7.47, presentando un buen contraste T, y T,* para concentraciones de NPs

mayores a 5nM.

0,01mM 9 005mMm

0,02mM  ABr g

0,05mM  0.1mM

Figure 7.47. Halos de agar a diferentes concentraciones de NPs. (a) Imagen ponderada de MR T, y (b) Imagen
ponderada de MR T,*.

Al igual que los datos analizados en el apartado 7.2.3, se puede decir que el valor obtenido para este
material resulta ser bueno, considerando que sélo posee alrededor de un 5% en peso de Fe, lo que
implica que la magnetita presente en el NC se encuentra en una posicidn y situacion favorecedora, que le

permite brindar una buena respuesta por MRI, obteniéndose un valor de r, = 113.7 mM™s™, figura 7.48.
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Figura 7.48. Capacidad de relajacion calculada a partir de T, (MRI) realizada a 9.4T sobre halos de agar cargados con
diferentes concentraciones de NPs MNCN1,, en agua.
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7.4. HIPERTERMIA MAGNETICA

Para poder conocer y comparar la capacidad de estos materiales como dispositivos para hipertermia, es

necesario obtener el valor de la tasa de calentamiento especifica para cada material (SAR).

Para demostrar como el valor del SAR se ve afectado al funcionalizar o recubrir las nanoparticulas
superparamagnéticas de magnetita, se compararon tres materiales, magnetita desnuda, Fes0,
funcionalizada con PAA vy estructuras monocore-shell de Fe;0,@SiO,, todas ellas dispersas en medio
acuoso, figura 7.49. Se observa que la magnetita desnuda presenta una excelente difusion térmica,
correspondientemente al valor de SAR mas elevado 115 W/g, seguido del material funcionalizado con
PAA con un valor de 20 W/g, el cual disminuyd drasticamente debido a la presencia del PAA, sin embargo
la capa de SiO, provoca que estas estructuras no presenten respuesta térmica, al actuar como aislante
térmico. De esta forma serd mas facil interpretar el comportamiento de los nanocomposites magnéticos

de silice mesoporosa.

120
@ =20 (g/l) a b
e0d ™ Fe,O, |
—e Fe,0,@PAA 1004
—4—Fe,0,@SiO, (5=15 nm) |
50 o 804
=
0(\) — 60+
1 40- g:: ]
N 40
30+ |
20+
20 T T 0- , -
0 60 t/s 120 180 sin-8 S(PAA) 8(S| Oz)

Fe,O,@3(recubrimiento)

Figura 7.49. a) Calentamiento de NPs de magnetita expuesta a un campo de H=30 mT y frecuencia f=293kHz. b)
SAR (specific absorption rate) tasa de calentamiento especifica, correspondiente a la curva de a)

El SAR se calculéd mediante la siguiente férmula:

SAR = PsoiCsol (AT)

® \At
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Donde pg,) €s la densidad gravimétrica del agua, cgy) la capacidad calorifica especifica del agua, @ la
concentracién de masa de magnetita por volumen de disoluciéon (mg/mL), los valores utilizados para

cada parametro correspondientes al medio acuoso, se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 7.7. Valores de los parametros del H,0 utilizados para calcular el SAR de cada material.

H,0, =20 (g I")

1000

1

c(lg1K? 4.190

A continuacidén se presentan las curvas de calentamiento de los nanocomposites magnéticos expuestos a
un campo de H=30 mT y frecuencia f=293kHz. En la figura 7.50 se observa que los NCs que presentan una
respuesta térmica, son los que poseen magnetita anclada externamente'®, mientras que los
nanosistemas donde la magnetita se sintetizé en el interior de los canales del material SBA-15, muestran
una respuesta nula debido a la capacidad de las ceramicas mesoporosas como materiales

superaislantes™®, lo que impide que el calor difunda al exterior.

18

t/s

Figura 7.50. Calentamiento de los NCs magnéticos (SBA-15/Fe;0,@PAA_PEl y SBA-15/Fe;0,@C) expuestos a un
campo de H=30 mT y frecuencia f=293kHz.

La figura 7.51 representa las curvas de calentamiento de todos los NCs disefiados a partir de SBA-15 y

Fes0, recubierta con SiO,, en los cuales se incluyen los materiales funcionalizados con diversos grupos
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amino. Se observa un comportamiento muy similar entre los NCs LMNC y MNCN, debido a que todos
estos materiales se sintetizaron utilizando una dilucién 1:5 de una dispersién de magnetita en
ciclohexano, presentando una respuesta térmica baja, al incrementar la cantidad de magnetita presente
en los NCs la respuesta térmica es mayor aunque moderada, aun cuando la magnetita se encuentra

anclada en la superficie exterior de la silice mesoporosa.

8| —®—Lmne,
LMNC,,,
] —®—Hwunc,
HMNC,,,
6 MNCN3,,
—@— MNCN2,,
1—®— MNCNL,
—®— MNCN3,,
4 MNCN2,,,

@)

o

S~~~

Z —0— MNCN1,,

0 20 40 60 80 100 120
t/s

Figura 7.51. Calentamiento de los NCs magnéticos (SBA-15/Fe;0,@Si0O, y SBA-15@glicerol/Fe;0,@SiO,
funcionalizado con NH,) expuestos a un campo de H=30 mT y frecuencia f=293kHz.

Para poder calcular el SAR de los nanocomposites desarrollados a partir de la silice mesoporosa
ordenada y magnetita, la ecuacién del SAR se tiene que modificar para adaptarse a los pardmetros que

mejor describen estos sistemas, la nueva ecuacién se presenta a continuacion:

¢
At
MypCnp + msi—mesopcsi—mesop AT
SAR = = = i
0

Myp  Mpyp Mmyp

En la que la capacidad calorifica efectiva de la silice mesoporosa, Cgs;_mesop, S€ ha estimado siguiendo

una relacion*® dada por la porosidad, ¢, la capacidad calorifica del aire cg;,. y de la silica masiva Cgjjicq

Csi—mesop = € Caire T (1 = &)¢sitica
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Tomando una porosidad de € = 0.8, cgire = 1.005 (J/gK) ¥ Csitica = 0.746 (J/gK) se obtiene un valor
efectivo para la silica mesoporosa de Cgj_mesop = 0.95 (J/gK), valor que se ha usado en el calculo del

SAR de todos los NCs magnéticos que presentan respuesta térmica, aunque ésta sea minima, figura 7.52.
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Figura 7.52. Tasa de calentamiento especifica (SAR) correspondiente a las curvas de calentamiento 7.49 y 7.50 de
los nanocomposites magnéticos.

El estudio de hipertermia magnética de los nanocomposites magnéticos se llevd a cabo a partir de las
muestras sdélidas en polvo, lo que puede cambiar la manera en la que responden los materiales al ser
sometidos a un campo alterno. En estas condiciones de los dos mecanismos de relajaciéon que se espera
contribuyan al calentamiento por hipertermia magnética, sélo la relajacion de Néel puede darse, ya que
las NPs de magnetita para todas las muestras se encuentran firmemente ancladas a la superficie interna
o externa del material mesoporoso. De esta manera, la rotacién fisica completa de la particula bajo la
accion de un campo magnético externo alterno, no puede darse y se pierde la contribucion al
calentamiento de la relajacidon de Brown, lo que en parte explica los valores tan bajos de SAR obtenido
para todas las muestras. En la figura 7.52, se presentan los materiales que muestran una tasa de
calentamiento especifica diferente de cero, por lo tanto, aunque moderada pero poseen una respuesta

térmica.
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De las imagenes MET/MEB de los materiales MANC (SBA-15/Fe;0,@C), se observa una morfologia
general constituida por filamentos alargados y cilindros curvados donde toda la magnetita (multi-core)
se deposita en forma de agregados sobre las superficie de la silice mesoporosa distribuida de manera no
homogénea. El SAR obtenido para estos materiales, se encuentra entre [2-4] (W/g) mucho menor a los
observados en medio acuoso, primero porque la medicién en sélido no permite que puedan darse
interacciones que en un medio acuoso estarian presentes y, en segundo, aunque la magnetita se haya
dispersa a lo largo de la superficie externa, la presencia de filamentos o cilindros de SBA-15 en las
proximidades de estos cumulos, produce un efecto aislante, impidiendo la difusidon efectiva del calor

bajo la accidon de un campo magnético alterno.

En concordancia con lo anterior, los materiales CSNC poseen la misma composicion quimica que los
MANC (SBA-15/Fe;0,@C), sin embargo, aunque parten de los mismos precursores de silice mesoporosa,
la mayoria de la magnetita ya no se encuentra en forma de cumulos, sino formando una segunda
nanoestructura tipo core-shell (Fes04)n@C que se encuentra anclada a la superficie del SBA-15, de alli
que el SAR obtenido para estos materiales [0.5-1] (W/g), sea menor que los correspondientes en MANC,
dado que los Unicos que contribuyen a la respuesta térmica son de aquellos cimulos que no alcanzaron
a formar la estructura core-shell. También esta tasa se ve afectada por la capa gruesa de C, que funciona

a su vez como aislante térmico de las NPs de magnetita.

En cuanto a las muestras LMNC, HMNC y MNCN basadas en SBA-15/Fe;0,@Si0,, su SAR o tasa de
calentamiento especifica es aun mas baja que en los casos anteriores, aunque la magnetita también se
encuentra anclanda a la superficie externa de la silice mesoporosa, la diferencia es que se unen
formando una monocapa de nanoparticulas en forma de semi-core-shell entre la silice mesoporosa y el
recubrimiento de silice amorfo (figura 7.53.), como se aprecia en la imagenes de MET/MEB. De esta
forma, su movimiento queda aln mas restringido que en los sistemas multicore. Ademas la difusion del
calor es completamente distinta ya que el contacto entre las NPs y la silice mesoporosa es mucho mas

directa, lo que le impide con mayor eficiencia difundir el calor.

VOLOLOLOLOLOLOLOLOLOOLOLOOOOOOO L0

Figura 7.53. Arreglo semi-core-shell de los NCs (SBA-15/Fe;0,@Si0,). NPs de magnetita totalmente rodeadas de
material aislante, por un lado los filamentos de SBA-15 y por otro el recubrimiento de SiO, amorfa, lo cual restringe
la difusion del calor hacia el exterior.
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8.1. SBA-15 SINTETIZADO A BAJA TEMPERATURA

1)

2)

3)

4)

La sintesis del material mesoporo SBA-15 a baja temperatura permitié conservar la disposicion
hexagonal ordenada que presentan estos sistemas. La temperatura es un parametro esencial en
la sintesis de los materiales mesoporosos de silice tipo SBA-15, ligeras modificaciones pueden

dar origen a estructuras ordenadas o desordenadas de distintos tamafios y morfologias.

La funcionalizacién de las cerdmicas mesoporosas con grupos nucleofilicos por el método de co-
condensacion, modificé su estructura y morfologia. El porcentaje de funcionalizaciéon depende
directamente del método empleado y del agente funcionalizante, razén por la cual se obtuvieron
valores bajos en los materiales modificados con el grupo etilendiamino, dado que su presencia
durante el proceso de sintesis del SBA-15, alterd las interacciones entre el surfactante y el

precursor de silice.

La funcionalizacién del SBA-15 por el método de co-condensacidon a bajas temperaturas dio
origen principalmente a estructuras mesoporosas amorfas capaces de administrar farmacos o
almacenar moléculas de interés biomédico, en comparacién con los vidrios bioactivos

convencionales que carecen de mesoporos.

La adicién de NaCl en la fase inicial del proceso de sintesis del SBA-15, favorecié la formacién de
estructuras amorfas con morfologias similares a los biovidrios. EI NaCl actué como un
modificador de la red de silice rompiendo la estructura reticular de la misma y disminuyendo la

condensacion de los trialcoxisilanos hidrolizados.

8.2. NANOCOMPOSITES MAGNETICOS SBA-15/Fe;0,

5)

Las disoluciones acidas empleadas en el proceso de sintesis de las cerdmicas mesoporosas
ordenadas de silice tipo SBA-15, jugaron un papel importante en la obtencidn de materiales con

diversas propiedades y caracteristicas, en funcién de la aplicaciéon deseada.
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6) Los materiales SBA-15 obtenidos con distintas morfologias, distribuciones de poro uniforme y
elevadas areas superficiales, fueron la clave para obtener NCs magnéticos multifuncionales e
innovadores con mejores propiedades y prometedoras aplicaciones. El SBA-15 se utilizd como
matriz de soporte tanto para llevar a cabo la sintesis de NPs de magnetita en el interior de sus

poros, como para facilitar el anclaje covalente de las NPs a su superficie externa.

7) La caracterizacidn fisicoquimica mostré que los NCs magnéticos poseen una distribucion
ordenada de poros con grandes areas superficiales reactivas, excelentes diametros de poro y
respuesta superparamagnética (SPM). La mejor respuesta SPM la presentaron aquellos
materiales que poseen NPs de magnetita anclada en el exterior de la matriz mesoporosa, incluso

mejor que muchos de los NCs SBA-15/Fe;0, reportados en la literatura.

8) El disefio y desarrollo innovador de los materiales SBA-15/Fe;0,@Si0, y SBA-15/Fe;0,@C,
conjuntaron en un solo material, las propiedades destacables tanto del SBA-15 como de la
magnetita. El diametro de poro de los NCs, fue mayor que el de sus ceramicas precursoras,
brindandoles mayor acceso y facilidad para albergar un gran nimero de moléculas de interés
biomédico como farmacos, proteinas, genes, anticuerpos, entre otras, ain en las zonas mas

internas de los poros.

8.3. NANOCOMPOSITES MAGNETICOS FUNCIONALIZADOS SBA-15@GLICEROL/Fe;0,@Si0,@NH,

9) El método vanguardista presentado por primera vez de la sintesis de los nanocomposites SBA-
15@glicerol/Fe;0,@Si0,@NH,, permitid un alto porcentaje de funcionalizacidn de la superficie
externa de los materiales mesoporosos, aun con grupos organicos de dificil incorporacion como
las aminas. De esta forma, fue posible funcionalizar las ceramicas en el mismo proceso de anclaje

de las NPs magnéticas.

8.4. ANDAMIOS 3D

10) Se desarrollé un método que permitid crear andamios 3D con la finalidad de obtener implantes

con una estructura porosa adecuada para su empleo en regeneracion dsea.
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11) Para la obtencion de dispositivos para ingenieria de tejido éseo con una apropiada resistencia a
la degradacién, buena biocompatibilidad y mejores propiedades mecdnicas. Por un lado, fue
necesario combinar polisacaridos naturales con cargas opuestas para propiciar una mayor
atraccidn entre ellos, promoviendo el entrecruzamiento a través de sus grupos funcionales NH, y
OH, mediante la accidn de la molécula BBDE. Y por otro, aun mds importante, fue incorporar los
NCs magnéticos a la formulacién de los andamios, brindando gran cohesion y soporte; ya que al
ser estructuras soélidas bien definidas e insolubles que presentan tanto orden (SBA-15) como
cristalinidad (Fe304) y que ademas, poseen un gran numero de grupos funcionales superficiales,
favorecieron las interacciones internas de los andamios, reforzando su estructura e incremento

sus propiedades.

12) El analisis de las microestructuras de los andamios indicaron la formacién de poros menores a
10 nm hasta mayores de 200 um. En comparacion con otros andamios realizados (FF, USC) con la
misma base polimérica e HA como componente mineral, donde sélo se obtuvieron poros por
encima de 70 pum, se puede concluir, que el desarrollo de nuevos andamios 3D favorecera que
un gran numero de procesos bioldgicos y quimicos tengan lugar en los diversos tamafios vy

geometrias de sus poros, promoviendo la regeneracion dsea.

13) La presencia de las ceramicas mesoporosas o los NCs magnéticos en la estructura del andamio
3D, proporciond rugosidad y topografia al material final, brindando infinitos puntos de anclaje

que facilitardn la adhesién y proliferacién celular.

14) Los estudios de carga y liberacion de simvastatina a partir de los andamios elaborados,
mostraron una elevada capacidad de carga debida a la presencia del material SBA-15. Asi como,
una liberacién controlada y prolongada que duré entre 700 y 1400 h, comparada con las 16

horas del proceso de liberacidn de ciprofloxacino a partir del andamio con HA.

15) En general, la obtencién exitosa de andamios 3D a partir de ceramicas mesoporosas de silice y
de nanocompuestos magnéticos implicé el desarrollo de nuevos biomateriales de ultima
generacion aptos para aplicarse como andamios en ingenieria de tejido dseo que ostenten
caracteristicas de biocompatibilidad, bioactividad, biodegradabilidad, que en conjunto posean

buenas propiedades mecdnicas, y que ademas funcionan eficientemente como sistemas de
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liberacién controlada, evadiendo los problemas asociados con la aplicacién de farmacos en

protesis o implantes.

8.5. NPs CORE-SHELL (Fe;0,)n@C

16) La poli-L-lisina evitd que las NPMs (Fe;04)n@C se agregaran al estar en contacto con el medio de
cultivo y durante el proceso de incubacién con MSCs. Ayudé a las células a internalizar las NPs
aun a altas concentraciones, por lo que, las células se marcaron de manera eficiente con azul de

prusia.

17) A diferencia de la mayoria de los sistemas de NPs magnéticas aplicadas al campo biomédico, las
estructuras core-shell (Fes0;)n@C desarrolladas presentaron enormes ventajas, debido a que
poseen multiples nucleos de magnetita, lo que incrementd su respuesta magnética, ademas de
estar recubiertas por una capa de carbono funcionalizada con grupos carboxilicos que impidid
que las NPs se agregaran. Por otro lado las estructuras presentaron un tamafo ideal siendo
internalizadas adecuadamente sin causar toxicidad o muerte celular, o evitando su eliminacién a
través del sistema inmunolégico. También se comprobd su excelente capacidad como agente de

contraste en RMI, dando una respuesta mayor que los materiales comerciales.

8.6. NCs MNCN1,, (SBA-15@GLICEROL/Fe;0,@NH, Y CHs) PARA SU APLICACION EN CEREBRO

18) El tamafio, la morfologia y la funcionalizacidn de este NC, permitié su eficiente inyeccidn en ratas
macho por diversas vias (intravenosa, intraarterial e intraparenquimal) sin provocar ninguna
respuesta adversa o toxicidad. Convirtiéndolo en un material ideal para aplicaciones donde la
Unica forma o la mas sencilla de acceder al lugar de la lesion, trauma... sea a través de una

inyeccion.

19) Mediante la inyeccidn intraparenquimal se observd la capacidad del material MNCN1y como
agente de contraste en cerebro, la cual se corroboré mediante halos de agar, donde se obtuvo

un valor de r, adecuado a la cantidad de Fe presente en el NC.
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20) EI NC MNCN1,, mostré mediante el ensayo LDH, una excelente biocompatibilidad con las células
endoteliales, sélo presenté citotoxicidad a muy altas concentraciones de NPs. Su morfologia y
caracteristicas facilitaron la completa internalizacion de estos nanosistemas, aun en altas
concentraciones, resultado ser mas eficientes en el proceso de marcaje celular con azul de Prusia
que las estructuras core-shell, por lo tanto, son excelentes candidatos para diversas aplicaciones

biomédicas que requieren de la deteccion de particulas.

8.7. HIPERTERMIA MAGNETICA

21) Los materiales desarrollados presentan un SAR bajo debido a que las NPs de magnetita se
encuentran ancladas covalentemente a la superficie de microparticulas de SBA-15, lo que impide

que la relajacién de Brown pueda contribuir al calentamiento.

22) Las microparticulas de SBA-15 actuaron como superaislantes térmicos, impidiendo la difusion del
calor generado por las NPs de magnetita, con el consiguiente resultado de un SAR bajo para la
mayoria de los NCs. El recubrimiento (SiO, o carbono) y la funcionalizacion (PAA y PEIl) de la
magnetita también contribuyd al aislamiento del calor generado en el proceso de hipertermia

magnética.

23) Los NCs desarrollados, dada su buena respuesta magnética y escasa actividad termomagnética
son muy deseables para aplicaciones donde se busquen materiales que no produzcan aumentos
de temperatura, debido a que el calentamiento produce efectos dafiinos en las células, tejidos u

drganos, como el cerebro.
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9. PERSPECTIVAS A FUTURO

1) Se podran obtener distintos materiales mesoporosos ordenados de silice tipo SBA-15 con caracteristicas y

propiedades que dependeran de las aplicaciones deseadas.

2) Se podrén elaborar NCs que contengan diferentes concentraciones de NPs de magnetita para saber a que

concentraciones son mas eficientes.

3) En un futuro se pueden sintetizar nanocomposites magnéticos bifuncionales o trifuncionales, mediante la
modificacidn orgdnica tanto de la superficie interna, con algln grupo especifico para captar una molécula
a ser liberada de forma controlada; como de la superficie externa con otros grupos que promuevan la

adhesidn y proliferacion celular tanto en ensayos in vivo como in vitro.

4) En un futuro se plantea realizar estudios de biocompatibilidad in vitro e in vivo de los andamios 3D
desarrollados, para corroborar que la presencia de poros de tamafio micrométrico y nanométrico
favorecera la circulacion de sustancias y acelerara el proceso de remodelacion, favoreciendo la formacion

del hueso.

5) Por los resultados obtenidos de las estructuras core-shell (Fe;0,)n@C, se pueden probar distintos tamafios
de sistemas core-shell para observar cuales presentan los mejores resultados, ademas de estar

consideradas buenas candidatas para estudios in vitro - in vivo mas extensos.

6) En un futuro se podria estudiar la hipertermia magnética de los NCs dispersos en medios acuosos (sangre,
matriz extracelular, entre otros...), ya que la superficie magnéticamente activa recubierta por magnetita,
dejaria de estar apantallada por todo la masa de particulas de SBA-15 y tendria una mejor difusién del

calor al medio.

7) Para obtener una mejor respuesta por hipertermia se podria incrementar el tamafio de las NPs,
procurando obtener NPs monodispersas aproximadamente de 20 nm, lo que mejoraria la eficiencia

termomagnética de los NCs y preservaria el superparamagnetismo del material.
8) Enun futuro se pueden anclar anticuerpos y grupos fluoréforos a los nanocomposites magnéticos.

9) También se podria realizar espectroscopia Mossbauer para determinar con exactitud la fase de hierro que

se esta obteniendo.
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