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RESUMEN

Existen terapias convencionales para tratar diversos tumores cancerosos, como la cirugia, la
radioterapia y la quimioterapia, sin embargo, estas no son lo suficientemente eficaces debido a que
generan diversos efectos adversos como anemia, nauseas, vomito o dafio renal, lo cual limita la
dosis a administrar. En el caso de la quimioterapia, uno de los firmacos mas utilizados es el
cisplatino, sin embargo, como muchos otros quimioterapéuticos, su principal problema es la
inadecuada biodistribucion que limita significativamente su eficiencia. En este contexto emergen
los sistemas de liberacion controlada a base de nanoparticulas, en particular, aquellos construidos
a base de silice mesoporosa. Por otro lado, la terapia fototérmica ha recibido mucha atencion en
los ultimos afios como potencial tratamiento contra el cancer, en este sentido, se han desarrollado
diversos tipos de nanoparticulas de oro capaces de transformar la energia electromagnética en calor,
dentro de éstas, aquellas que presentan un maximo de absorcion dentro de la ventana bioldgica han
recibido especial interés por parte de la comunidad cientifica, en este contexto encontramos las
nanobarras de oro. El objetivo del presente trabajo es sintetizar nanobarras de oro cubiertas con
silice mesoporosa que puedan ser utilizadas para la liberacion controlada de cisplatino y a la vez
utilizar las propiedades fototérmicas de las mismas para combinar la quimioterapia con la
fototerapia. Se presentan los resultados de la sintesis de nanobarras de oro cubiertas con silice
mesoporosa funcionalizadas con grupos carboxilos para encapsulacion de cisplatino. El sistema se
caracterizd por microscopia electronica de barrido, potencial zeta, espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier y se evalud la cinética de liberacion de cisplatino a pH de 7.4, los
resultados mostraron una liberacion rapida durante las primeras 6 horas, después de las 12 horas se

observo una liberacion lenta hasta alcanzar alrededor de 60% de liberacion en un lapso de 96 horas.



INTRODUCCION

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, la busqueda de nuevas
opciones de tratamientos ha sido el objeto de multiples investigaciones. La elevada tasa de
mortalidad por esta enfermedad se debe en gran medida a la poca eficiencia de los farmacos
comunmente utilizados, esto debido al desarrollo de resistencia después de varios tratamientos y a

los efectos secundarios asociados a ellos como anemia, nauseas, vomito o dafio renal'.

El cisplatino es uno de los primeros medicamentos quimioterapéuticos basados en metales,
tiene propiedades inhibidoras sobre la division celular, diversos estudios han mostrado que ejerce
su actividad anticancerigena atacando varios sitios de accion, se une al ADN genémico o ADN
mitocondrial creando lesiones en el mismo, bloqueando la produccion de ADN, ARNm y proteinas,
deteniendo la replicacion y activando varias vias de transduccion de sefiales que conducen a la
apoptosis. Adicionalmente, el estrés oxidativo es un mecanismo muy comun en la citotoxicidad
por cisplatino y depende de la concentracion y el tiempo de exposicion, este farmaco genera
especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), las cuales son responsables del

cambio de diferentes vias de transduccion de sefiales, que pueden causar dafios en el ADN?3,

El cisplatino no muestra su mayor potencial para combatir el cancer debido a los efectos
secundarios que genera y a la resistencia adquirida por las células cancerosas. La resistencia al
cisplatino depende de multiples factores, como la reduccion de la acumulacion del farmaco, la
inactivacion del farmaco mediante la unién con diferentes proteinas, el aumento de la reparacion
del ADN, la alteracion de las diferentes proteinas que promueven la apoptosis®. En este sentido los
sistemas de liberacion controlada de quimioterapéuticos a base de nanoparticulas podrian ser utiles
para mejorar la bio distribucion de este farmaco, aumentar su eficacia y disminuir los efectos

adversos. 4

Las nanoparticulas de silice mesoporosa tienen diversas propiedades que las hacen muy
utiles como sistema de liberacion controlada de farmacos, poseen gran capacidad de carga,
biocompatibilidad, citotoxicidad baja, gran area de superficie, excelente estabilidad y facilidad de

modificarlas superficialmente®. Por otro lado, las nanobarras de oro son actualmente utilizadas en



el area biomédica para realizar terapia fototérmica y estimular la liberacion de farmacos, debido a
su resonancia de plasmon de superficie localizado (LSPR por sus siglas en inglés) sintonizable,
que permite producir incrementos localizados en la temperatura en respuesta a la irradiacion

laser®’.

En estudios previos se han sintetizado nanoparticulas de silice mesoporosa del tipo MCM-
41 que tienen gran potencial como sistemas de administracion controlada de farmacos. Asi también
ha sido posible funcionalizar su superficie con grupos amino por silanizaciéon con 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES)>®. Por otro lado, la succinilacién de grupos aminos en las
nanoparticulas de silice mesoporosa ha permitido la funcionalizacién con grupos carboxilos’. Se
han sintetizado nanoparticulas metalicas cubiertas con silica mesoporosa funcionalizadas
superficialmente con grupos carboxilos para el encapsulamiento de cisplatino, demostrando una
liberacion prolongada y dependiente del pH. Las propiedades de este tipo de nanoparticulas
permiten la coordinacion de cisplatino con los grupos carboxilos, lo cual asegura una liberacion
sostenida lenta que disminuye la inactivacion del farmaco en el medio fisiologico antes de llegar

al sitio de interés %12,

En el presente trabajo se presenta la sintesis de un sistema a base de nanobarras de oro
cubiertas con silice mesoporosa funcionalizadas con grupos carboxilos que permite el control en la

liberacion de cisplatino en condiciones fisioldgicas simuladas a 37 °C y pH 7.4.



ANTECEDENTES

CANCER

El cancer estd relacionado con el crecimiento descontrolado de células anormales en
cualquier parte del cuerpo, que en la mayoria de los casos pueden formar una masa de tejido
llamada tumor. El cancer es una enfermedad multifactorial, algunos de los factores relacionados
con su incidencia son los genéticos y la exposicion a factores ambientales como los carcindgenos
fisicos (radiacion, ultravioleta e ionizante), carcindgenos quimicos (componentes del humo del

tabaco, aflatoxina y arsénico) y carcindgenos bioldgicos (virus, bacterias o parasitos)*!>.

La principal causa de letalidad asociada con el cancer es el proceso de metéstasis, el cual
implica la diseminacion de células cancerosas provenientes de un tumor primario a Organos
distales. La metastasis comprende una variedad de mecanismos celulares que incluyen la invasion
del estroma, el escape de la vigilancia inmunologica, la evasion y modulacion del microambiente
tisular y el desarrollo de resistencia a terapias quimicas'®. El cancer causa aproximadamente 1 de
cada 6 muertes en todo el mundo, méas que el SIDA, la tuberculosis y la malaria juntos. Es la
segunda causa de muerte (después de las enfermedades cardiovasculares) a nivel mundial. En 2020
la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés), estim6
19.3 millones de nuevos casos y 10 millones de muertes por cancer (unas 2700 muertes por cancer
al dia) en todo el mundo. Tomando en cuenta solo el crecimiento y envejecimiento de la poblacion
se espera que para 2040 los nuevos casos aumenten a 27.5 millones y las muertes por algun tipo de
cancer a 16.3 millones. Sin embargo, estas cifras pueden ser mayores debido al aumento en la
prevalencia de factores que aumentan el riesgo de desarrollar cancer de pulmén, de mama y

colorrectal, como fumar, una dieta poco saludable, la inactividad fisica y nulipariedad!>.

TRATAMIENTO

Entre las herramientas convencionales mas usadas para tratar el cancer se encuentra la
cirugia, la radioterapia y la quimioterapia, siendo esta ultima muy utilizada para el tratamiento de

diversos tumores so6lidos!'.



La radioterapia se basa en la aplicacion de un haz externo de fotones de alta energia, se
aplican energia en las profundidades del tejido canceroso evitando la exposicion de la piel a la
radiacion. Los resultados de esta terapia estan relacionados con las caracteristicas fisicas de los
diferentes tipos de radioterapia y de las propiedades biologicas de cada tumor. Uno de los desafios
clinicos de la radioterapia es la hipoxia tumoral que tiene origen a partir del desarrollo anormal de
la vasculatura tumoral y que se relaciona con la quimio y radioresistencia. Una estrategia para
mejorar la radioterapia es la quimioradiacion, en la que ambas terapias se administran al mismo
tiempo, aprovechando las interacciones a nivel celular o molecular de la quimioterapia,

permitiendo que las células sean més sensibles a la radiacion'®.

Quimioterapia con cisplatino

El cisplatino se usa para tratar clinicamente diversos tipos cancer incluidos los de testiculos,
ovario, vejiga y pulmoén. Su efecto anticanceroso esta relacionado con la formacion de aductos en
el ADN que tiene efecto sobre el proceso de replicacion conduciendo a la muerte celular. Estudios
confirman que el cisplatino ejerce su actividad contra el cancer uniéndose al ADN gendmico
(ADNg) o al ADN mitocondrial (ADNmt) bloqueando la produccion de ADN, ARN mensajero y
proteinas, activando varias vias de transduccion de sefales que conducen a la apoptosis. Puesto que
el cisplatino se transporta por el torrente sanguineo se pierde un porcentaje del farmaco por
interacciébn con proteinas y otras reacciones secundarias que provocan una serie de efectos

secundarios como anemia, nauseas, vomito y dafo renal. >!7

En el torrente sanguineo la concentracion de cloruro es relativamente alta (100 mM) y, por
lo tanto, el cisplatino permanece inalterado y neutro. Proteinas plasmaticas como la albimina,
transferrina y cisteina pueden unirse fuertemente con las moléculas de cisplatino y dar como
resultado la desactivacion de una gran cantidad del farmaco aplicado. Se ha reportado que de 65 a
95% del cisplatino puede unirse a las proteinas del plasma sanguineo en las 24 h posteriores a la
aplicacion. El cisplatino que no se une a dichas proteinas puede transportarse por difusion pasiva

a través de la membrana plasmatica a las células tumorales.

Otra proteina que capta el cisplatino es la proteina transportadora de cobre CTRI1. El

cisplatino causa la degradacion de la concentracion de CTR1 generando una menor acumulacion



de cisplatino en células cancerosas. Células con mayor expresion de CTR1 pueden tener mayor
acumulacion de cisplatino lo que aumenta su sensibilidad. Cuando el cisplatino esta en el interior
de la célula se activa debido al desplazamiento de los dos ligandos de cloruro por moléculas de
agua, es decir, ocurre una diacuacion del cisplatino debido a la baja concentracion de cloruro en el
citoplasma (4-20 mM). Los cisplatinos hidrolizados son electrofilos potentes y pueden reaccionar
con varios nucledfilos como los grupos sulthidrilo de proteinas y nitrogenos de los acidos nucleicos
ya que el agua es mejor grupo saliente que el cloruro. El cisplatino presenta muchos efectos
adversos incluyendo nefrotoxicidad, ototoxicidad, hepatotoxicidad, toxicidad gastrointestinal y

neurotoxicidad>'?.

SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA

Los sistemas de liberacion controlada para la administracion de farmacos han surgido para
atender la necesidad del desarrollo de terapias mas especificas contra los diferentes tipos de cancer.
La administracion de farmacos utilizando nanoparticulas como sistemas de liberacion controlada
es una alternativa muy util para mejorar la biodistribucion de los quimioterapéuticos '>. Estas
nanoparticulas son capaces de superar barreras bioldgicas y transportar eficazmente los
quimioterapéuticos a sitios objetivo, minimizando asi los efectos nocivos en tejidos sanos'>!%.

El desarrollo de nanomedicinas para combatir el cancer se ha basado en dos enfoques: el
direccionamiento activo mediante la funcionalizacion de la superficie de nanoparticulas que
mejorando la selectividad de las mismas; y el efecto de permeabilidad y retencion mejorada (EPR)
que permite una mayor acumulacién de los firmacos en el sitio del tumor (Figura 1)*. Las
nanoparticulas, en la actualidad, se han utilizado como sistemas de liberacion controlada por su
gran area de superficie y capacidad de carga, formas y tamafios controlables, asi como sus
propiedades unicas. También es posible la liberacion controlada del farmaco con la aplicacion de

un estimulo externo o interno que puede ayudar a mejorar la biodistribucion de farmacos, aumentar

su eficacia y disminuir sus efectos adversos’.

Las nanoparticulas de PLGA (acido poli-lactico-co-glicolico) son un tipo de nanoparticulas
organicas estudiadas para la liberacion controlada de quimioterapéuticos, se ha demostrado que la
degradacion del PLGA ha sido un punto clave para la liberacion sostenida de farmacos y que es

posible el ajuste de propiedades fisicas (peso molecular del polimero, concentracion del farmaco,



la proporciéon de 4cido polilactico y 4cido poliglicolico) de estos nanosistemas’’22, También
algunas nanoparticulas inorganicas como los puntos cudnticos han sido dutiles como
nanoacarreadores, recientemente se han conjugado con diferentes componentes que permiten una
liberacién controlada de fArmacos®2¢. Por ejemplo, Sangtani et al., en 2018 sintetizaron un
sistema de puntos cuanticos conjugados con péptidos que mejoraron la endocitosis del
nanocomplejo y la liberacion del farmaco doxorrubicina por escision enzimatica, pH acido y
agentes reductores®’. Las nanoparticulas de 6xido de hierro han sido modificadas superficialmente
en diferentes investigaciones para este mismo fin, en las cuales se ha logrado unir ligandos
especificos a receptores sobreexpresados en células cancerosas, péptidos y aptameros, mejorando
asi su direccionamiento especifico a células enfermas por medio del efecto EPR, bajo un campo
magnético y el direccionamiento activo, asegurando su biodegradacion en iones férricos en

2732 Las nanobarras de oro se han

condiciones 4cidas propias del ambiente canceroso
funcionalizado superficialmente para utilizarse como sistemas de liberaciéon controlada de
farmacos, una de las principales caracteristicas es su capacidad de producir incrementos de
temperaturas en respuesta a la irradiacion laser, lo cual resulta de gran utilidad para realizar terapia

673334 Las nanoparticulas de silice mesoporosa actualmente son ampliamente

fototérmica
exploradas dado que tienen mucho potencial para la administracion de farmacos en el tratamiento
de diferentes enfermedades, especialmente en la quimioterapia contra el cancer, siendo sus
propiedades fisicoquimicas (capacidad de carga, biocompatibilidad, baja citotoxicidad, area de
superficie, estabilidad, facilidad de modificacion superficial) lo que les permite ser excelentes

nanoportadores®> 2,

Efecto de permeabilidad y retencion mejorada

El descubrimiento del efecto EPR ha sido fundamental para el desarrollo de los sistemas de
liberacion de farmacos a base de nanoparticulas ya que se pueden aprovechar las caracteristicas
fisiopatoldgicas de tejidos tumorales para la acumulacion selectiva de quimioterapéuticos
administrados sistematicamente. El efecto EPR fue un hallazgo de Matsmura y Maeda (1986), ellos
encontraron proteinas por encima de 50 KDa acumuladas en tejidos tumorales que permanecieron
durante largos periodos. Los tumores solidos presentaban vasos sanguineos con espacios entre

células endoteliales de 200 a 2000 nm y el drenaje linfatico era defectuoso'>***. Esto puede



deberse a que al formarse el tumor se produce una angiogénesis descontrolada debido a que las
células requieren un mayor suministro de nutrientes y oxigeno; generando la proliferacion de los
vasos sanguineos anormales y un drenaje linfatico deficiente ocasionado por la vasculatura anormal

propia del tumor, lo que da origen a una mayor permeabilidad y retencion de particulas*>#.

En base a las particularidades del efecto EPR es importante tomar en cuenta el tamafio y
forma de los nanoportadores para potenciales aplicaciones en la quimioterapia, asi como el hecho
de que este efecto no se presenta con universalidad de la misma manera en los diferentes tipos de
tumores cancerosos. Por ejemplo, la acumulacion por EPR apenas y sucede en el cancer de
pancreas mientras que en el sarcoma de Kaposi y mieloma multiple se presenta de manera muy
elevada, por lo que es necesario el disefio de sistemas a base de nanoparticulas con
direccionamiento activo que sean capaces de acumularse en tejidos tumorales donde el efecto EPR

es débil*°,

Direccionamiento activo

El direccionamiento activo, también es conocido como selectividad mediada por ligando y
es considerado una estrategia complementaria del efecto de permeabilidad y retencion mejorada o
direccionamiento pasivo**. Esta estrategia implica el uso de ligandos en la superficie de
nanoparticulas que se unen a receptores sobreexpresados en las células cancerosas, mejorando la
afinidad de la superficie del nanosistema por la superficie de la célula cancerosa®. Permite una
mejor penetracion y entrega especifica del fArmaco evitando la interaccion con tejidos normales,
por lo que se mejora la eficacia terapéutica y se disminuyen los efectos secundarios*’. Se han
funcionalizado nanoparticulas con diversos tipos de ligandos como anticuerpos, péptidos, acidos
nucleicos y aptameros. Entre los receptores clasicos podemos mencionar receptores de transferrina
(TfR), la cual permite llegar al entorno de los tumores cerebrales mediante el ligando transferrina

(Tf), la integrina aVB3 que se expresa en tumores cerebrales y los receptores de acido folico*®.
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Figura 1: Representacion esquematica de la combinacién de direccionamiento activo y pasivo

utilizando nanoparticulas de silice mesoporosa (Modificado de la referencia 41).

Nanoparticulas de silice mesoporosa

Las nanoparticulas de silice mesoporosa (NSM) son de particular interés para la liberacion
controlada de farmacos debido a que poseen ciertas caracteristicas que sobresalen sobre los demas
tipos de nanoestructuras, presentan poros internos bien ordenados de alrededor de 2-50 nm de
diametro, con un volumen de poro considerablemente grande (0.6—-1 cm®/g) y un 4rea de superficie
de alrededor de 7001000 m?/g, esto es sumamente conveniente debido a que estos poros pueden
funcionar como reservorios para diversas moléculas. Adicionalmente, las nanoparticulas de silice
mesoporosa son faciles de sintetizar y de funcionalizar, ademas, es posible disefiar sistemas que
liberen los farmacos en respuesta a estimulos externos (temperatura, luz, campos
electromagnéticos, ultrasonido) y/o internos (cambios en el pH, potenciales redox, y concentracion

de enzimas)®.



Las estrategias mas reportadas para encapsular medicamentos en las NSM son a) incorporar los
farmacos en los poros y/o en la superficie de las nanoparticulas por medio de interacciones
hidrofébicas o electrostaticas, b) dopar las nanoparticulas de silice con los farmacos durante los
procesos de sintesis y c) unir los farmacos de manera covalente o a través de enlaces de
coordinacion en la superficie interna de los poros mediante enlaces sensibles a la luz, la
temperatura, el pH, el ambiente reductor, entre otros. Ademas de lo anterior, se ha intentado
mejorar el control de la liberacion de los farmacos cubriendo los poros con moléculas que actiien
como compuertas que se abran en respuesta a diversos estimulos, tanto internos como externos

(Figura 2)*°,
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Figura 2: a) Ilustracion de la versatilidad de NSM como portador de cargas de una variedad de
farmacos, b) Ilustracion esquematica de la liberacion de farmaco de NSM en respuesta a estimulos

(Modificado de la referencia 39)

Los materiales a base de silice mesoporosa fueron reportados por primera vez en Japon por
Kuroda y colaboradores; y en Estados Unidos por cientificos de Mobil Oil en el afio de 1990. Las

NSM estan constituidas de silice amorfa a escala atdmica con una mesoestructura ordenada (Figura



3). La silice ha sido considerada una bioceramica, ya que ha demostrado un comportamiento
bioactivo por lo que son ideales para sistemas de administracion de farmacos®*. Este tipo de
nanoparticulas se sintetizan por medio del método sol-gel y se pueden obtener con tamafios de 50-
300 nm, diferentes didmetros de poro, diferentes porosidades (canales paralelos o poros radiales),
con nanoparticulas en su esqueleto o creciendo la red mesoporosa a partir de nanoparticulas

metalicas como nucleo*!.

Figura 3: Imagenes de microscopia electronica de transmision de nanoparticulas de silice
mesoporosa con diferentes formas, tamafios, composiciones y mesoestructuras (Modificado de la

referencia 41).

10



El método sol-gel es un proceso hidrolitico que implica la hidrélisis y condensacion de
alcoxidos de silicio utilizando catalizadores basicos o acidos. Inicialmente la hidrolisis y
condensacion del precursor, es un punto clave del proceso de formacion de las NSM,
posteriormente la policondensacion alrededor de las moléculas surfactantes, las cuales direccionan
la estructura mesoporosa, la formacion de una red de 6xido de silicio conduce a una suspension
coloidal la cual evoluciona a unidades organizadas complejas por fuerzas moleculares hasta
formarse un gel. Finalmente, la plantilla de surfactante se extrae usando diferentes solventes o bien

por calcinacion (Figura 4)*42.
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Figura 4: Mecanismo de formacion de NSM del tipo MCM-41 (Modificado de la referencia 39).

En el proceso de hidrolisis, el precursor (generalmente tetraetil ortosilicato) sufre un ataque
nucleofilico sobre el atomo de silicio por parte de un atomo de oxigeno de una molécula de agua,

los grupos alcoxido son reemplazados por grupos hidroxilos y posteriormente ocurre la
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condensacion de las moléculas hidrolizadas formando enlaces siloxanos (Si-O-Si). De tal manera
que la presencia o ausencia de grupos hidroxilos tiene influencia sobre las estructuras poliméricas
resultantes, por ejemplo, a pH acidos se obtendran estructuras largas débilmente ramificadas;
mientras que a pH basicos se obtendran estructuras fuertemente ramificadas. El método sol-gel,
Stober modificado, bajo condiciones bésicas y concentraciones diluidas del precursor de silice da
como producto NSM esféricas monodispersas de tamafio uniforme del tipo MCM-41 utiles en
tratamientos contra canceres solidos. Debido a sus formas esféricas, las NSM del tipo MCM-41
ofrecen ventajas como mayor velocidad de transporte, una adhesion de los sustratos efectiva y una

mejor dispersion en disolucién®® 2.

El primer reporte donde se utiliz6 este tipo de nanoparticulas para la liberacion controlada
de farmacos fue en el afio 2001, se encapsulé ibuprofeno dentro de los poros con un porcentaje en
peso de 30 % (ibuprofeno/NSM), este sistema logro controlar la liberacion de este farmaco durante
un periodo de 3 dias. A partir de esta investigacion, la cantidad de reportes en relacion al uso de
estas nanoparticulas para encapsular diversos firmacos ha incrementado exponencialmente®’. La
mayor cantidad de reportes del uso de estas nanoparticulas en el area médica se han enfocados en

el tratamiento del cancer®.

Se han sintetizado nanosistemas en los cuales se ha mejorado la capacidad de carga de
quimioterapéuticos mediante la funcionalizacion de NSM con grupos carboxilos que han mostrado
una liberacion sostenida y dependiente del pH; por ejemplo Gu y cols. en 2010 y 2013 sintetizaron
NSM funcionalizadas con grupos carboxilos, utilizaron las propiedades de éstos para coordinarse
con el cisplatino formando complejos por medio del reemplazo del ion cloruro!®!!. Zhu y cols. en
2014 sintetizaron nanoparticulas magnéticas cubiertas inicialmente con una capa fina de silice,
posteriormente agregaron una segunda capa funcionalizada también con grupos carboxilos para la
encapsulacion de cisplatino, el sistema mostrd gran capacidad de farmaco, alta magnetizacion util
para la aplicacion dirigida, una liberacion sostenida y citotoxicidades mayores en comparacion

con cisplatino libre en lineas celulares A549 y MCF-7'2.

En 2009 Rosenholm y cols. estudiaron un sistema de orientacion a base de NSM para
mejorar la biocompatibilidad y disminuir las interacciones no deseadas de los nanoportadores y el

entorno bioldgico. Para esto, funcionalizaron con polietilenimina (PEI) y 4cido folico, asegurando
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la direccion especifica a células cancerosas que sobreexpresan receptores de folato, el sistema fue
mejorado con FITC para monitorear la endocitosis de los nanoportadores por microscopia
confocal®. Recientemente Day y cols. en 2021 sintetizaron NSM funcionalizadas para la
liberacion controlada de doxorrubicina, utilizaron NSM esféricas tipo MCM-41 y las
funcionalizaron con poly-L-histidina (PLH) y el farmaco hormonal tamoxifen (TAM), con lo cual
lograron un sistema de liberacién de farmaco con triple funcidn, asegurando la focalizacion pasiva
por medio de las NSM, la focalizacion activa por medio de TAM que es especifico a dirigirse a
tumores que sobreexpresan receptores de estrogeno como en cancer de mama y finalmente fue
posible controlar la liberacion de la carga por medio de PLH el cual actué como compuerta sensible

al pH™°.

Nanoparticulas de oro

El uso de nanoparticulas de oro (AuNP) es otra alternativa prometedora en el campo de la
nanomedicina para el tratamiento contra el cancer. El oro presenta propiedades fisicas y quimicas
diversas, en escala macro es conocido de color amarillo Uinico debido a su alto potencial redox y
gran estabilidad quimica. Cuando el oro se reduce a escala nanométrica (por lo general de 1 a 100
nm) presenta propiedades Opticas, magnéticas, electronicas y estructurales, que son utiles para una
amplia gama de aplicaciones biomédicas, como la obtencion de imagenes celulares, el diagnostico

molecular y la terapia dirigida®.

Estas propiedades nanométricas son atribuidas a la alta proporcion de atomos de superficie,
al confinamiento electromagnético (cuando una onda Optica interactiia con una nanoparticula de
oro da lugar a su color caracteristico por medio de resonancias con los plasmones de superficie) y
a efectos cuanticos que esclarecen el cambio en sus propiedades metalicas a propiedades
semiconductoras®. La interaccién entre un campo electromagnético oscilante de luz y una
nanoparticula de oro hacen que los electrones de la banda de conduccion de la nanoparticula
metalica experimenten una oscilacion colectiva en resonancia. Esto induce una separacion de carga
entre los electrones libres (carga negativa) y el nicleo metalico io6nico (carga positiva). Una fuerza
couléombica restauradora genera la oscilacion dipolar en la superficie que induce una fuerte
absorcion de luz, esta propiedad se conoce como resonancia de plasmoén superficial (RPS) (Figura

5) 7. La posicion de la RPS, es decir la longitud de onda donde se presenta la maxima absorcién y
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la intensidad de la banda varia, ya que depende de diversos factores que afectan la densidad de la
nube electronica sobre la superficie de la nanoparticula metalica tales como el tamafo, forma,
estructura, composicion y constante dieléctrica del metal, posibilitando la manipulacién de la
posiciéon de la RPS (Figura 6)°!. Adicionalmente, las nanoparticulas de oro poseen propiedades
fototérmicas, es decir, la luz absorbida procedente de la radiacion electromagnética es convertida

en calor, lo cual ha sido de gran utilidad en la terapia fototermica®®.
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Figura 5: a) Ilustracion esquematica de la interaccion del campo electromagnético oscilante y las
nanoesferas de oro, b) y AuNBs para formar la RPS (Modificado de la referencia 7).
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Relaciém de Aspecto Creciente
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Figura 6: Micrografias electronicas de transmision (arriba), espectros opticos (abajo izquierda) y
fotografias de soluciones acuosas de AuNBs de varias relaciones de aspecto (abajo derecha).
Muestra de semillas: relacion de aspecto a; relacion de aspecto 1.35 + 0.32; muestra b, relacion de
aspecto 1.95 =+ 0.34; muestra c, relacion de aspecto 3.06 £+ 0.28; muestra d, relacion de aspecto 3.50
+ (0.29; muestra e; relacion de aspecto 4.42 £ 0.23. Barra de escala: 500 nm para ay b, 100 nm para

¢, d, e (Modificado de la referencia 51).

Nanobarras de oro (AuNBs)

Como se menciond anteriormente la forma y tamafo de las nanoparticulas influyen en la
RPS resultante. En las nanobarras de oro la oscilaciéon de los electrones ocurre de manera
transversal y longitudinal, por lo que la RPS se divide en dos bandas, una de absorcion fuerte en la
region del infrarrojo cercano que se origina por las oscilaciones en el eje longitudinal (600-1600
nm) y otra débil en la region visible originadas por las oscilaciones en el eje transversal (510-530
nm). La banda transversal es invariable a los cambios de tamafio, mientras que la banda
longitudinal tiene un corrimiento al rojo, es decir se desplaza desde la region visible al infrarrojo

cercano ante relaciones de aspecto (longitud/ancho) crecientes. Ademas, la influencia de la relacion
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de aspecto en el comportamiento de la RPS ha sido de gran importancia para el tratamiento y
diagnostico del cancer utilizando nanobarras de oro, ya que a través de la manipulacion de la forma
y tamafio durante la sintesis es posible obtener nanoparticulas que absorban radiacion en el rango
de longitudes de onda donde la absorcion de los tejidos es minima, dicha region se encuentra entre

los 700 y 900 nm y se conoce como ventana biologica®’.

Para la sintesis de AuNBs el método mas usado es el método mediado por semilla, que
basicamente consta de una “solucion de semillas” y una “solucion de crecimiento”. La solucion de
semilla consta de nanoparticulas de oro de 2 a 4 nm preparadas por reduccion de acido clorodurico
(HAuCl4) estabilizadas con el surfactante cationico CTAB (bromuro de cetil-trimetil-amonio), las
cuales se agregan a la “solucion de crecimiento” compuesta por CTAB, HAuCls, acido ascorbico
y nitrato de plata®’. La forma, el tamafio y la relacion de aspecto de las AuNBs tienen gran
influencia en las propiedades Opticas y electronicas, por lo que el mecanismo de formacion ha sido
estudiado ampliamente por muchos investigadores, sobre todo para encontrar las condiciones que
favorezcan el crecimiento anisotropico, sin embargo, este no ha sido explicado del todo y solo se

proponen modelos para explicar dicho fenémeno.

Murphy et al. (2005) determinaron que la presencia de CTAB producia AuNBs con
relaciones de aspecto controlables debido a que funcionaba como un agente de direccionamiento
selectivo para producir un crecimiento anisotrdpico. Ellos produjeron particulas esféricas de ~4 nm
reduciendo sales metélicas con un agente reductor fuerte (borohidruro de sodio, NaBH4) en
presencia de CTAB, también prepararon una solucion de crecimiento que contenia sales metalicas,
CTAB como agente de direccionamiento y un agente reductor débil (acido ascorbico). Estudiaron
la influencia del tamafio de las semillas en la formacion de las AuNBs, concluyendo que las
semillas de menor tamafo producian AuNBs con mayores relaciones de aspecto. También
determinaron que la presencia de iones Ag" aumentaban el rendimiento de AuNBs con relaciones
de aspecto de ~6 en casi el 100 % comparado con el ~40 % de las AuNBs sintetizadas sin iones
Ag" con relaciones de aspecto de ~25, es decir se obtuvieron altos rendimiento de AuNBs cortas
en sintesis con plata y rendimientos de AuNBs bajos para las sintesis sin plata. Por ultimo es
interesante mencionar que determinaron la conexion entre las relaciones de aspecto y la longitud

de la cola hidrofobica del tensioactivo, para ello utilizaron diferentes surfactantes con distintos
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numeros de carbonos (10, 12, 14 y el de 16 usado originalmente), se observo que las relaciones de

aspecto disminuyeron conforme la longitud de la cola fue menor.>

Jana y cols. en 2005 propusieron un mecanismo de plantillas de micelas para explicar la
formacion de AuNBs. Reportaron que para producir AuNBs monodispersas con rendimientos de
90-95 % es necesaria la adhesion de las AuNPs en crecimiento a la superficie micelar, lo cual en
primera instancia es lo que rompe el proceso isotropico al disminuir la cinética de crecimiento,
recalcando que la concentracion del tensioactivo tiene un papel crucial en el procedimiento. Por lo
tanto, la variacion de la concentracion del CTAB es parte interesante del estudio y ante lo cual
obtuvieron resultados que evidencian que a concentraciones de CTAB por encima de la segunda
CMC se formaron AuNBs con un rendimiento alto, mientras que a concentraciones por debajo de
la segunda CMC se formaron AuNBs con un rendimiento de ~10%. Los iones Ag" favorecen el
mecanismo de plantilla micelar formando complejos con el tensioactivo lo que permite su
absorcion sobre la superficie de las AuNPs, dando como resultado una velocidad de crecimiento
menor. Adicionalmente se concluyd que el tamafio de las AuNPs en crecimiento (solucion de
semillas) es otro factor importante para favorecer el crecimiento anisotrdpico, debido a que, si las
AuNPs en crecimiento eran de tamafios superiores a los 5 nm, esto no permitia que las AuNPs
permanecieran en el interior de las micelas ya que tenian mayores dimensiones en comparacion
con las dimensiones de las micelas de CTAB (Figura 7)°*3°. Murphy et al. (2005) propusieron que
el CTAB en agua genera esferas micelares en forma de barras que pueden unirse a caras (100) de
las semillas, debido a que el espacio entre esas caras es parecido al tamafio de la cabeza CTA", esto

induce el crecimiento anisotropico selectivo en las caras (111),
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Figura 7: Mecanismo de plantilla de micelas propuesto por Jana (2005) que muestra el origen de

varias formas en diferentes etapas de ruptura de simetria (Modificado de la referencia 54).

Park y colaboradores en 2013 utilizaron espectroscopia UV-Vis y microscopia electronica
de transmision (TEM, por sus siglas en inglés) para analizar cinéticas de crecimiento de AuNBs y
propusieron que este se podia describir de manera general en 5 etapas. En la etapa 1, ocurre el
crecimiento isotropico de las semillas de oro, las cuales estan conformadas por particulas que tienen
estructuras cristalinas icosaédricas con caras (111) y (100) que forman principalmente nanoesferas
de oro de ~6 nm. En la etapa 2, se manifiesta un rapido crecimiento anisotropico en el cual el
depdsito de las particulas ocurre de manera mas rapida sobre el eje longitudinal de la barra mientras
que el didmetro se mantiene. En la etapa 3, el crecimiento sobre el eje longitudinal disminuye su
velocidad, mientras que el crecimiento sobre el eje transversal aumenta. En los primeros minutos
la RPSL experimenta el maximo desplazamiento hacia el rojo debido a la méxima relacién de
aspecto. Después de esto aumenta el crecimiento transversal en los extremos dando como resultado
AuNBs en forma de mancuernas. En la etapa 4, las velocidades de crecimiento tanto transversal

como longitudinal disminuyen, los lados de las AuNBs se rellenan y los extremos se aplanan
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notablemente. Finalmente, en la etapa 5 se presenta una relajacion en la cual los extremos de las
AuNBs recuperan su forma semiesférica continuando hasta su forma termodinamicamente mas

estable’®.

Nanobarras de oro cubiertas con silice mesoporosa

Las nanobarras de oro cubiertas con silice mesoporosa (AuNBs-NSM) presentan un gran
potencial para ser aplicadas en terapias contra el cancer. La gran capacidad de carga, la
relativamente facil funcionalizacion de su superficie por la gran presencia de grupos silanol y la
biocompatibilidad***6#7. Estas caracteristicas hacen idoneas a las AuNBs-NSM para ser utilizadas
como reservorios de farmacos quimioterapéuticos. Por otro lado, las propiedades Opticas de las
AuNBs pueden ser de utilidad para realizar terapia fototérmica para quimiosensibilizar células

objetivo’.

Se han cubierto AuNBs con silice generalmente por medio del método sol-gel reportado
inicialmente por Matsuura y cols. en 2008 bajo leves modificaciones como en el método de Stober,
por el cual se obtienen nanoparticulas esféricas del tipo MCM-41, utiles en el tratamiento y
diagnostico de diversos canceres solidos. La sintesis incluye el uso de un tensioactivo que funciona
como platilla, un precursor de silice en condiciones bésicas y de concentracion diluida para la

formacion de las estructuras fuertemente ramificadas de forma esféricas®®4>%7.

Wu y cols. en 2015 sintetizar AuNBs-NSM a gran escala y estudiaron el comportamiento
del grosor de la capa de silice sobre las AuNBs al variar la concentracion de TEOS, la estabilidad
al optimizar la concentraciéon de CTAB, asi como también el control de la cinética de reaccion al
agregar PEG-silano a la reaccion. Observaron que el grosor de la capa de silice se ajust6 de 3.3 a
17.3 nm al variar el volumen de TEOS de 31.3 a 500 ml, una concentracion de CTAB en exceso
daba como resultado el crecimiento de NSM esféricas que no cubrian las AuNBs y que es posible
la interrupcion del crecimiento de la capa de silice agregando PEG-silano. Obtuvieron diferentes
grosores de capas de silice sobre las AuNBs al agregar PEG-silano en el rango de 5 a 9.2 nm en
tiempos de 30 a 120 minutos. Esto resulta de gran utilidad como opcion a utilizar menos TEOS

para obtener capas delgadas o gruesas seglin la aplicacion correspondiente.>®
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Por ejemplo, Liu y cols. en 2014 sintetizaron AuNBs y posteriormente las cubrieron con
silice, utilizaron CTAB como plantilla para generar los poros durante el proceso de silanizacion
por el precursor APTES. Obtuvieron una capa de silice con un grosor de ~35 nm y por medio de
espectroscopia UV-Vis monitorearon la presencia de la cubierta sobre las AuNBs, ya que se
observo un corrimiento hacia el rojo de ~35 nm debido al cambio en el indice de refraccion
superficial, posteriormente lo confirmaron por TEM.  Después capturaron el farmaco
doxorrubicina en los poros de la silice, los cubrieron con 1-tetradecanol (TD) (cambio de fase a 39
°C) y funcionalizaron la superficie de silice con acido folico para asegurar la focalizacion a células
KB que sobreexpresan receptores de folato. La liberacion del farmaco fue por medio hipertermia

con irradiacién laser en el infrarrojo cercano (NIR, por sus siglas en inglés)*’.

Por otro lado, Yu y cols. en 2019 también cubrieron AuNBs con silice mesoporosa por
medio del método de Stober modificado. Sus AuNBs-NSM fueron cargados con el farmaco
doxorrubicina en el interior de los poros para posteriormente sellar los poros con TD;
funcionalizaron la superficie de las AuNBs-NSM con polietilenglicol (PEG), un componente que
favorece el tiempo de dispersion en el medio fisiologico y péptidos ciclicos RGD para proveer

direccionamiento activo a células cancerosas®.
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HIPOTESIS

Las nanobarras de oro cubiertas con silice mesoporosa funcionalizada con grupos

carboxilos funcionan como un sistema de liberacion controlada de cisplatino.
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OBJETIVOS

Objetivo General.

Sintetizar un sistema de liberacion para el cisplatino a base de nanobarras de oro cubiertas

con silice mesoporosa funcionalizada con grupos carboxilos.

Objetivos especificos.

Sintetizar nanobarras de oro que presenten resonancia de plasmén superficial alrededor de

800 nm.

Sintetizar nanobarras de oro cubiertas con silice mesoporosa funcionalizada con grupos

carboxilos.
Sintetizar el sistema AuNBs-SiO2-(cis-[Pt(NH3)2Cl2]).

Evaluar la liberacion del cisplatino del sistema AuNBs-SiO2-(cis-[Pt(NH3)2Cl2]).
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MATERIALES Y METODOS

Materiales.

Para los estudios experimentales se utilizaron los reactivos bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB, 99 %), hidroxido de sodio (97 %), alcohol etilico (99.5 %), tetra-
etil-ortosilicato (TEOS, 99 %), 3-amino-propil-trietoxi-silano (APTES), nitrato de amonio
(NHsNOs3), anhidrido succinico, dimetilformamida (DMF), Trietilamina ((N(CH2CH3)3), cis-
diaminodicloroplatino 1T (cis-[Pt(NH3)2Clz]), dimetilsulfoxido (DMSO), orto-fenilendiamina
(OPDA), buffer de fosfatos (pH 6.8, 50 Mm), buffer de fosfatos salino (PBS, pH 7.4), fosfato
disédico (Na2HPOs), fosfato monopotésico (KH2PO4), cloruro de sodio, cloruro de potasio. Para

preparar todas las soluciones se utiliz6 agua desionizada mili-Q (Resistividad 18.2 MQ'-cm).

Sintesis de nanobarras de oro.

Las AuNBs fueron sintetizadas por el método mediado por semillas®!. La cristaleria se lavo
con agua regia para remover contaminacion que pudiera interferir con la sintesis. El procedimiento
se llevo a cabo a una temperatura de 33 °C. Las semillas de oro se prepararon afadiendo 0.5 ml de
NaBH4 (10 mM) a 5 ml de una soluciéon de CTAB (0.1 M) y HAuCl4 (0.48 Mm) bajo agitacion
magnética. También se prepar6 una solucion de crecimiento usando CTAB (0.1 M), HCI (0.08 M),
HAuCls (0.5 mM), AgNOs3 (0.08 mM) y acido ascorbico. Una vez preparada la solucion de
crecimiento se dejo en reposo durante 0.5 h y después de eso se agregaron 10 pl de la solucion de

semillas, la mezcla se agitd levemente y se dejo reposar durante 3 h.

Espectroscopia UV-Vis.

Las AuNBs fueron caracterizadas espectroscopicamente en diferentes momentos del
proceso con el equipo Evolution 220. Los resultados se graficaron usando el programa OriginPro

8.5 con absorbancias normalizadas
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Sintesis de nanobarras de oro cubiertas con silice mesoporosa.

La sintesis de AuNBs-NSM se llevo a cabo usando protocolos previamente reportado por
otros autores con ligeras modificaciones®”>*$2% Las AuNBs sintetizadas se colocaron en una
solucion de CTAB 0.8 mM a un pH de 10, y se ajustd la absorbancia a 1, posteriormente, las
nanobarras se hicieron reaccionar con una solucion de TEOS y etanol (proporcion 4:1) durante 48
h a 33 °C sin agitacion. El producto resultante se centrifugé a 10,000 RPM durante 15 min y se
resuspendio en agua para medir los espectros de absorcion. Las AuNBs-NSM resultantes se
sometieron a un tratamiento con nitrato de amonio para eliminar el CTAB, para esto se
suspendieron en etanol y se colocaron en NH4NO3 (6 mg de NH4NO3 por cada ml de AuNBs-
NSM). Se dejaron reaccionar a reflujo a 60 °C, con agitacion a 400 RPM durante 4 h.

Microscopia Electronica de Barrido (SEM).

Se agregaron 30 ul de las AuNBs-NSM suspendidas en etanol en una rejilla de cobre y se
dejaron secar para su posterior caracterizacion. Las imagenes de las AuNBs-NSM fueron obtenidas
usando el equipo JEOL JSM-7800F. Las imagenes obtenidas fueron analizadas utilizando el

programa ImageJ.

Potencial Z.

El potencial Z de las AuNBs fue medido con un Zetasizer nano ZS, las nanoparticulas
fueron suspendidas en agua (pH~5) y colocadas en una celda para potencial Z. Los valores de

potencial Z se reportan como la media + desviacion estandar de tres mediciones independientes.

Sintesis de nanobarras de oro cubiertas con silice mesoporosa funcionalizadas con grupos

carboxilos.

Para funcionalizar con grupos amino se agregd 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) a las
AuNBs-NSM suspendidas en etanol con absorbancia de 1 y se dejaron reaccionar a reflujo a 60 °C

durante 12 h con agitacion magnética constante (400 RPM). El producto se centrifugd a 10,000
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RPM durante 15 minutos y se suspendié en etanol®®. Para la funcionalizacién con grupos
carboxilos, las AuNBs-NSM funcionalizadas con grupos amino fueron sometidas a un proceso de
succinilacion utilizando anhidrido succinico. Se agrego el sedimento de un volumen de AuNBs-
NSM funcionalizadas con grupos amino a una soluciéon de anhidrido succinico disuelto en DMF
(dimetilformamida) en presencia de trietilamina (1 mg/ml), la mezcla se dejé reaccionar durante 2
horas a temperatura ambiente con agitacion magnética constante (300 RPM). Finalmente se
centrifugd y se realizaron lavados con agua para eliminar las especies no reaccionantes,
posteriormente se suspendié en agua y se ajusté la absorbancia a un valor de 2. ° Para confirmar la
presencia de grupos funcionales se obtuvieron los espectros FT-IR de las AuNBs-NSM usando un
espectrometro FT-IR (Sectrum Two, Perkin-Elmer) equipado con un accesorio universal ATR
(diamante de reflexion unica). Se obtuvieron los espectros de las AuNBs-NSM tratadas con APTES

y anhidrido succinico.

Sintesis del complejo AuNBs-SiO;-(Cis-[Pt(NH3),Cl]).

El complejo AuNBs-SiO2-(cis-[Pt(NH3)2Cl2]) se sintetizo haciendo reaccionar cisplatino
disuelto en DMSO a una concentracién de 75 pg/ml con una suspension acuosa de AuNBs-NSM
funcionalizadas con grupos carboxilos con absorbancia de 2. La reaccion se llevo a cabo a 45 °C
en oscuridad durante 24 horas bajo agitacidon magnética constante a 140 RPM. El producto se
centrifugd, se elimind sobrenadante y se resuspendio en agua. La eficiencia de encapsulamiento se
determind a partir de la concentracion del cisplatino en el sobrenadante, esto se realizo a través de

espectroscopia UV-Vis utilizando el método colorimétrico con OPDA .

La cantidad y porcentaje de cisplatino encapsulado se determiné a partir del sobrenadante,
se agregaron alicuotas de 100 pl de cada una de las muestras, 200 pl de PBS (pH 6.8, 50mM) y
100 pl de OPDA. La mezcla se calent6 durante 10 minutos a 100 °C, posteriormente se enfrio en
bafio de hielo y se completd un volumen de 2 ml con DMF para finalmente realizar la medicion de

la absorbancia a una longitud de onda de 706 nm.

Adicionalmente se realiz6 una curva de calibracion con 5 concentraciones conocidas de
cisplatino II disuelto en PBS (6.25, 12.5, 25, 50 y 100 pg/ml). Se obtuvieron datos de las

absorbancias a partir de los cuales se calculo la concentracion de cisplatino en sobrenadante. Se
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realizaron tres repeticiones del procedimiento, de ello se obtuvo el promedio y la desviacion

estandar utilizados para realizar la curva de calibracion mostrada en la figura 8.
Después de realizar un ajuste lineal, se obtuvo la siguiente ecuacion:

y =0.01184 + 0.0171 * x;

Donde y es la absorbancia (A) obtenida de cada muestra y X es la concentracion en pg/ml.

Estudios de liberacion de cisplatino.

Los sedimentos de un volumen conocido de AuNBs-SiO2-(cis-[Pt(NH3)CL2]) se
suspendieron en 5 ml de PBS a pH 7.4 y a una temperatura de 37 °C, la suspension se agitoé durante
96 horas. Para mantener el cisplatino en su forma clorada y favorecer el intercambio de ligandos el
PBS contiene una concentracion de cloruro de sodio de 137 mM®. Se tomaron alicuotas de 500 ul
a diferentes tiempos (0.5, 1, 2, 3,4, 5, 6, 12,24, 48, 72 y 96 h), éstas se centrifugaron y se determin6
la concentracion de cisplatino en el sobrenadante utilizando le método colorimétrico con OPDA.
El volumen extraido de la suspension se rellendé con 500 ul de PBS.% Las concentraciones de

cisplatino se corrigieron con la formula:
Creal = Cmedida X (DF)n

Donde: Creales la concentracion real, Cmedida € la concentracion medida, DF es el factor de dilucion
(10/9) y n es la toma de muestra correspondiente. En base a la correccion con la formula anterior
se obtuvo la concentracion de cisplatino ajustada (concentracion real) a partir de la cual se calculd

el porcentaje de liberacion.
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Equation y=a+b

Weight Instrumental

Residual Sum 162499

of Squares

Pearson’s r 0.89734

Adj. R-Square 0.99282

Value Standard Error |

Intercept 0.0171 0.00745 |
Slope 001184 49934364 |
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Figura 8: Ajuste lineal de la absorbancia a 706 nm frente a la concentracion de cisplatino.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES.

Espectroscopia UV-Vis de las AuNBs.

La Figura 9 muestra los espectros de UV-VIS de las AuNBs en diferentes momentos del
procedimiento. Primeramente, se obtuvieron AuNBs con una resonancia de plasmén de superficie
transversal que se posicion6 en una longitud de onda de ~513 nm y una resonancia de plasmon de
superficie longitudinal situado en ~752 nm, se puede observar un claro corrimiento hacia el rojo
de ~30 nm para las AuNBs cubiertas con silice, este comportamiento ha sido reportado previamente
y se atribuye a un cambio en el indice de refraccion local por la presencia de la capa de silice
mesoporosa sobre las AuNBs>’. También se puede observar un corrimiento hacia el azul después
del tratamiento con NH4NO3 para la eliminacion del CTAB, probablemente este proceso cambia
de nuevo el indice de refraccion local y por eso se modifica la posicion del plasmon, se puede llegar
a tal conclusion considerando que las imagenes de SEM muestran que efectivamente las nanobarras

de oro estan cubiertas con una capa de silice.
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Figura 9: Espectros UV-Vis de las AuNBs con diferentes tratamientos. AuNBs (linea negra),
AuNBs-TEOS (linea roja) y AuNBs-NH4NO3 (linea azul).
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Imagenes de microscopia electrénica de barrido

Las imagenes SEM se muestran en la figura 10, estas micrografias confirmaron la cubierta
de silice alrededor de las AuNBs y permitieron realizar un histograma de distribucion de tamatfios,
el cual se realizo utilizando como herramienta de medicion el programa ImagelJ version 1.4. Se
realizaron 100 mediciones de la longitud y ancho de las AuNBs, asi como es grosor de la capa de
silica. Se determino la relacion de aspecto de las AuNBs con los promedios de la longitud y ancho,
dando como resultado una relacion de aspecto de 3.2. Se observo que la longitud de las AuNBs se
encuentra en el rango de 35 a 75 nm (media de 52.4 nm y desviacion estdndar de 1.03 nm), que el
ancho va desde 11 a 21 nm (media de 15.99 nm y desviacion estandar de 0.50 nm) y que el grosor
de la capa de silice va desde 17 a 47 nm (media de 32.9 nm y desviacion estandar de 0.46 nm)

(Figura 10).
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Figura 10: a) Imagen de SEM de las AuNBs-NSM sintetizadas con el método de Stober
modificado, b), ¢) y d) Gréficas de distribucion de tamafios: del largo de las AuNBs, del ancho de

las AuNBs y del grosor de la capa de silica de las AuNBs respectivamente.

Estudios de potencial Z.

También se realizaron estudios de potencial Z a las AuNBs con los diferentes tratamientos
a los que fueron sometidas en este trabajo. En los resultados mostrados en la Figura 11 se observa
un potencial Z de +48 mV para las AuNBs-CTAB, enseguida se observa una disminucion en el
valor del Potencial Z a +10 mV después del tratamiento con NH4NO3, esto puede deberse a la
eliminacion del surfactante cationico utilizado (CTAB). Posteriormente luego del tratamiento con
APTES se observa una leve disminucion del valor de potencial Z a +6 mV el cual aparentemente
no es significativo si consideramos las barras de error. Finalmente, en el caso de las particulas

tratadas con anhidrido succinico se observa una inversion en el valor del potencial Z a -21 mV lo
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cual sugiere que las AuNBs-NSM presentan acidos carboxilicos en su superficie. De lo anterior se
puede sugerir que los tratamientos de funcionalizacidon con grupos amino y carboxilos de las

AuNBs-NSM se realizaron con éxito.
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Figura 11: Potencial Z de AuNBs con diferentes tratamientos (Dispersas en agua, pH~5).
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FT-IR.

La funcionalizaciéon con grupos amino y grupos carboxilos de las AuNBs-NSM fueron
confirmadas por espectroscopia de infrarrojo. Los espectros de FT-IR de las AuNBs-NSM con
tratamiento con APTES y con anhidrido succinico se muestran en la figura 12. Se observa que las
AuNBs-NSM tratadas con APTES presentan una banda moderada en 3282 cm™ que puede ser
asociada a enlaces N-H de grupos amina, también presenta dos sefiales en 2854 y 2930 cm™' que se
pueden atribuir a sefiales de vibraciones de enlaces C-H de los metilenos de la cadena alifatica del
APTES, luego en 1555y 1650 cm™ se observa una banda doble débil asociada a grupos amina y
una banda intensa en 1049 cm™! que se debe al enlace Si-O. En el caso de las AuNBs-NSM tratadas
con anhidrido succinico se observa un incremento en la intensidad a 1555 y 1650 cm™, las cuales
se pueden asociar a los enlaces N-H y C=0 de la amida, respectivamente (durante la reaccion de
succinilacion de grupos amino sucede un ataque nucleofilico por parte de los grupos amino sobre
uno de los grupos carbonilo del anillo anhidrido provocando la apertura del mismo con formaciéon
del enlace amida y liberando el otro carbonilo para formar un &cido carboxilico libre).
Adicionalmente se muestra la aparicién de una banda a 1708 cm™ que se puede asociar a la
presencia del carbonilo del grupo COOH 116768 Estos resultados sugieren que el tratamiento

para funcionalizar las AuNBs-NSM con grupos carboxilos fue realizado con éxito.
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Figura 12: Espectros FT-IR de las AuNBs. a) AuNBs-NSM funcionalizadas con grupos amino
(espectro negro) y AuNBs-NSM funcionalizadas con grupos carboxilos (espectro rojo). b)

Ampliacion de la figura.

Encapsulamiento de cisplatino.

La cantidad y porcentaje de cisplatino encapsulado se determiné a partir del sobrenadante
por derivatizacion con OPDA. La cantidad de carga de farmaco fue relativamente alta para las
AuNBs-NSM que se sometieron a concentraciones altas de cisplatino, sin embargo, el porcentaje
de cisplatino encapsulado fue bajo, segin condiciones fisicas presentadas por las muestras se
observo que estas presentaban problemas de resuspension, lo cual puede deberse a que el cisplatino
se encuentra cubriendo la superficie de las nanoparticulas por completo. Las mejores condiciones

de resuspension se observaron en el rango de concentraciones de 50 a 75 pg/ml. Se eligi6 la
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concentracion de 75 mg/ml para encapsulacion de nuestro sistema, ya que las nanoparticulas
sometidas a ésta presentaron buenas condiciones de resuspension y un porcentaje de
encapsulamiento lo més alto posible ademas de una masa de cisplatino encapsulado considerable

(Figuras 13 y tabla 1).
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Figura 13: Grafica de cantidad y porcentaje de encapsulamiento de cisplatino, los simbolos

representan el valor promedio y las barras de error corresponden a la desviacion estandar (n = 3).
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Tabla 1: Cantidad y porcentaje de encapsulamiento de Cisplatino (promedio de 3 repeticiones del
procedimiento).

PROMEDIO MASA
MASA INICIAL CISPLATINO PROMEDIO %
CISPLATINO ENCAPSULADA ENCAPSULAMIENTO

2000 pg 700 pg 35
1000 pg 383 ng 38

500 pg 205 pg 41

200 pg 112 pg 56

150 pg 88 ng 58

125 ng 87 ng 69

100 pg 68 ng 68

50 ng 37 ng 74

Cinética de liberacion de cisplatino a pH 7.4

Se evalud la liberacion de cisplatino de las AuNBs-NSM en condiciones fisioldgicas
simuladas (37 °C, pH 7.4) utilizando una solucion amortiguadora de fosfatos salina con una
concentracion de cloruros de 137 mM. Durante las primeras 6 h se observo una liberacion rapida,
lo cual se puede atribuir a la liberacion del cisplatino absorbido en la superficie de las AuNBs-
NSM. Posterior a las primeras 12 h se observo una liberacion lenta hasta alcanzar una liberacion
del 60% del farmaco encapsulado en un tiempo de 96 h (Figura 14). La liberacion sostenida de
cisplatino es un tema de gran importancia para el suministro de farmacos en la quimioterapia contra
cancer para evitar la disipacion y la inactivacion del farmaco en el entorno fisiologico antes de la
llegada al sitio tumoral de interés. Investigaciones han demostrado que una interaccion fisica débil
(adsorcion) no asegura una liberacion sostenida del farmaco, por ello en este caso se evaluo el

encapsulamiento utilizando un enlace de coordinacion '*12,
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Figura 14: Grafica de liberacion acumulativa de cisplatino del sistema AuNBs-NSM-(cis-
[Pt(NH3)2ClL2]) en PBS, pH 7.4 a 37 °C en tiempos de 0.5, 1, 2, 3,4, 5, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

En el presente trabajo el sistema AuNBs-NSM funcionalizadas con grupos carboxilos
cargados con cisplatino se sintetizé en un proceso de varios pasos. Fue posible obtener AuNBs con
una RPS de alrededor de 800 nm util en aplicaciones biomédicas para el potencial tratamiento y
diagnostico de tumores cancerosos. El método sol-gel de Stober modificado para la formacion de
estructuras esféricas del tipo MCM-41 fue indispensable para realizar la cubierta de las AuNBs, se
confirm¢é por medio de SEM que se obtuvo en general una cubierta de silice alrededor de las AuNBs
de manera uniforme con un grosor promedio de 32.9 nm y AuNBs con una relacién de aspecto
promedio de 3.2. Se realizo la funcionalizacion con grupos carboxilos de las AuNBs-NSM lo cual
se comprobd por medio FT-IR, los resultados arrojaron una banda moderada alrededor de 1708
cm’! caracteristico del carbonilo del grupo COOH, también se determind potencial Z en el cual se
observo una inversion en el valor de positivo a negativo con lo que se puede soportar ain mas la
presencia del grupo carboxilo. Se logro encapsular el farmaco cisplatino en nuestro nanosistema
por medio de un enlace de coordinacién con una geometria esperada de forma tetraédrica,
demostrando una liberacion lenta del farmaco de 60% en un tiempo de 96 horas en condiciones
fisiologicas simuladas. Como perspectivas futuras nuestro sistema AuNBs-NSM-(cis-
[Pt(NH3)2CL2]) puede someterse a tratamiento con componentes de cambio de fase como 1-
tetradecanol para asegurar el control de la liberacion del farmaco, por otro lado aprovechando la
capacidad de las AuNBs para producir incrementos en la temperatura en respuesta a irradiacion
laser, se puede inducir el cambio de fase de TD y la ablacion fototérmica, asi como mejorar la

citotoxicidad de cisplatino por el calentamiento local.
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