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Resumen

De la tesis de Jests Gabriel Rosas Judrez, presentada como requisito para la obtencion del titulo

de MAESTRO EN INGENIERIA. Ensenada, Baja California. Agosto de 2021.

Impregnacion de silice mesoporosa con hidroxiapatita para su
posible aplicacion en la regeneracion de tejido 6seo y liberacion de

un farmaco antiinflamatorio.

Resumen aprobado por:

/
Dr. Priscy A. Luque Morales Dr. Gerardo S. Romo Cérdenas
Director Codirector

El presente trabajo tuvo como objetivo principal la sintesis de una plataforma multifuncional a base de
nanoparticulas mesoporosas de silice (NMS) impregnadas con hidroxiapatita (Hap) obtenida a partir de
espinas de erizo de mar (Strongylocentrotus purpuratus), asi como también, su impregnacion con
ibuprofeno con la finalidad de ayudar con la disminucidn de inflamacion en el proceso post operatorio de

recuperacion del tejido dseo.

La finalidad de este trabajo es obtener un material que pueda dar solucion a una de las problematicas mas
comunes en la rehabilitacion de una intervencion quirurgica correctiva del tejido oseo, como lo es la
inflamacién del tejido circundante; para ello se utilizé como farmaco modelo el ibuprofeno, ya que, basado
en su disponibilidad en el mercado, bajo costo y facilidad de monitoreo, ha sido utilizado para evaluar la
capacidad de carga y liberacion de farmacos en las NMS, ademas de que, gracias a su estructura

molecular, permite una facil interaccion entre la superficie de estas moléculas mediante interacciones

débiles no covalentes.

Palabras clave: Nanoparticulas mesoporosas de silice, Hidroxiapatita, Tejido éseo, Farmaco, plataforma

multifuncional.



Abstract

From the thesis of Jesus Gabriel Rosas Judrez, presented as a requirement to get the
ENGINEERING MASTER title. Ensenada, Baja California. August 2021.

Impregnation of mesoporous silica with hydroxyapatite for its
possible application in the regeneration of bone tissue and the

release of an anti-inflammatory drug.

Abstract approved by:

e ¥

7

~
Dr. Priscy A. Luque Morales Dr. Gerardo S. Romo Cirdenas
Advisor Co-Advisor

The main objective of this work was the synthesis of a multifunctional platform based on mesoporous silica
nanoparticles (MSN) impregnated with hydroxyapatite (Hap) obtained from sea wurchin spines
(Strongylocentrotus purpuratus), as well as its impregnation with ibuprofen in order to prevent

inflammation in the postoperative process of bone tissue recovery.

The purpose of this work is to obtain a material that can provide a solution to one of the most common
problems in the recovery of a corrective surgical intervention related to bone tissue, such as inflammation
of the surrounding tissue; For this purpose, ibuprofen was used as a model drug, since, based on its
availability in the market, low cost and ease of monitoring, it has been used to study the mechanism of
encapsulation and drug release in the MSN, in addition to the fact that, thanks to its molecular structure,
it allows an easy interaction between the surface of these molecules by means of weak non-covalent

interactions.

Keywords: Mesoporous silica nanoparticles, Hydroxyapatite, Bone tissue, Drug, multifunctional platform
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Capitulo 1.

Introduccion

1.1. Generalidades

Los sustitutos 6seos (SO) especializados han sido tema de gran interés desde hace
mucho tiempo. La bio y nanotecnologia ha buscado desarrollar nuevos SO sintéticos,
que ademas de promover la regeneracion del tejido 6seo, agregan propiedades y
caracteristicas atractivas para su aplicacion en biomedicina [1].

Uno de los SO mas utilizados para tratamientos post-cirugia del tejido 6seo son los
injertos de hueso, sin embargo, su popularidad se encuentra limitada debido a posibles
riesgos de rechazo y transmision de enfermedades. Otras alternativas se centran en el
desarrollo de biomateriales aplicados como SO sintéticos como las bioceramicas, de
entre las cuales destacan, la hidroxiapatita (Hap), fosfato de calcio ceramico y vidrios

bioactivos [2].

Las bioceramicas deben contar principalmente con dos caracteristicas importantes, que
sean compatibles biolégicamente y que tengan la capacidad de interactuar
quimicamente con los tejidos blandos y duros del organismo, ya que esto facilita la
formacion de tejido nuevo sin presentar reacciones adversas como inflamaciones o

infeccion en el tejido circundante, rechazo, entre otras [3], [4].

Tejicﬁ 'Oseo“ Bioceramicas |

ol

Figura 1. Interfaz tejido-matérial de la interaccion entre el tejido 6seo y las bioceramicas

[5].



El principal problema a enfrentar de los biomateriales como las bioceramicas, ha sido
el fracaso en lograr una union apropiada en la interfaz tejido-material (Fig. 1), ya que
es en esta interfaz en donde la compatibilidad biol6gica y las propiedades mecénicas
son puestas a prueba; de esta necesidad surgen como solucién las biocerdmicas hibridas,
las cuales, combinan propiedades de interés en terapia del tejido 6seo y de sistemas de
liberacion del farmaco para el disefio de plataformas multifuncionales que ofrecen una

terapia Optima y especializada [6], [7].

1.2.  Tipos de biomateriales

Los biomateriales surgen como una solucion a la necesidad de nuevos materiales que
puedan ser utilizados en ingenieria de tejidos 0 como sustitutos de los mismos, y que a
su vez, combinen caracteristicas como la biocompatibilidad y bioactividad. Los
biomateriales pueden ser clasificados en 4 principales tipos (Fig. 2): polimeros, metales,
ceramicas o bioceramicas y compositos; cada uno de ellos con diversas aplicaciones en
el area de la biomedicina, asi como también, gran versatilidad en sus métodos de
sintesis, en los cuales, incluso se pueden utilizar como precursores fuentes bioldgicas,

lo que en ocasiones puede mejorar significativamente sus propiedades [4].

Figura 2. Tipos de biomateriales.



1.2.1. Polimeros

Los polimeros representan una gran parte de los biomateriales y son uno de los
gue cuentan con mas aceptacion en el area médica. Estos biomateriales estan
compuestos por una cadena larga de monodmeros organicos enlazados de manera
covalente, lo que les confiere caracteristicas como disefio flexible, superficie
modificable, bajo peso, naturaleza ductil y, dependiendo de su composicion,
biocompatibilidad [8].

Los polimeros pueden clasificarse de acuerdo a su método de obtencion:
naturales o sintéticos. Entre los polimeros naturales mas relevantes podemos
encontrar los que provienen de fuentes vegetales como la celulosa, alginato y
caucho natural; y los que provienen de fuentes animales como el colageno,
heparina y &cido hialurénico. Por otro lado, los de origen sintético representan
una variedad aparentemente interminable de polimeros, los cuales son altamente

modificables, con caracteristicas hidrofobicas, polares e hidrofilicas [4], [9].

Algunos de los polimeros naturales han sido empleados como sustitutos de
valvulas cardiacas o para la creacion de suturas biodegradables, asi como
también, los polimeros sintéticos han sido empleados como recubrimientos
biocompatibles, membranas permeables y sistemas de liberacion de farmacos.
Sin  embargo, estos biomateriales presentan algunas caracteristicas
desfavorables como una baja resistencia mecanica comparada a los metales y
ceramicas, por lo que su aplicacion va mas enfocada a la regeneracion o

sustitucion de tejidos blandos como la piel [9].

1.2.2. Metales

Entre los biomateriales mas usados como SO e implantes dentales se encuentran
los metales, debido a que ofrecen propiedades mecéanicas mas préximas a las
del tejido 6seo. En comparacion con otros tipos de biomateriales, los metales
presentan mejores caracteristicas como una mayor resistencia y tenacidad a la
fractura. Sin embargo, la mayoria resultan ser toxicos a largo plazo y no

reabsorbibles, lo que provoca que los pacientes tengan que someterse a una



segunda cirugia para remover el implante una vez reparado el dafio o regenerado

el tejido, y asi evitar problemas de toxicidad [4], [6].

Los metales mas utilizados en el disefio de protesis dentales e implantes 6seos
(Fig. 3) debido a su resistencia a la corrosion y biocompatibilidad, son el acero
inoxidable 316L vy el titanio (Ti), sin embargo, incluso estos materiales pueden
generar problemas en la salud debido a la liberacion y acumulacion de iones y

particulas metalicas en el organismo, resultado del desgaste de los implantes

durante su vida util [10].

SUUUUUTTTTONON

Figura 3. Tipos de implantes metalicos para tratamiento de problemas ortopédicos y
dentales [11], [12].

Como solucion a estos problemas, se han desarrollado implantes metalicos con
un recubrimiento de polimeros o ceramicas inertes, lo que protege al metal de
la corrosion; por otro lado, también se han desarrollado implantes de metales
con caracteristicas degradables y reabsorbibles, como es el caso de los implantes

y elementos de fijacion o barrera a base de magnesio (Mg) y aleaciones de Mg

[10], [13].

1.2.3. Bioceramicas

Las ceramicas bioactivas son otro tipo de biomateriales, que por su
comportamiento o accion in vivo, se pueden clasificar en cuatro tipos: 1)
Bioinertes, no inducen una respuesta bioldgica en la interfaz tejido-material; 2)
Porosas, cuentan con una estructura porosa que permite el crecimiento celular
dentro de los poros o en la superficie; 3) Reabsorbibles, permiten la degradacion



bioldgica gradual del material, promoviendo su reemplazo por tejido nuevo; y
4) Bioactivas, promueven una respuesta especifica in vivo, promoviendo la

formacion de enlaces quimicos en la interfaz tejido-material [14]-[16].

Las biocerdmicas por si solas han demostrado tener propiedades muy atractivas
para su aplicacion como sustitutos 0seos post-cirugia, sin embargo, la alta
incidencia de casos de inflamacidn, infeccion bacteriana, procesos tardados de
recuperacion y mala soldadura de este tejido, resulta en un importante campo de
investigacion de materiales con caracteristicas bioactivas, y que junto con otros,

presenten propiedades antiinflamatorias, antibacterianas o anticancerigenas [1],

[31-[5], [14].
1.2.3.1. Hidroxiapatita (Hap)

La Hap es una de las biocerdmicas mas estudiadas debido a su
biocompatibilidad y similitud al tejido 6seo. Gracias a sus caracteristicas
y propiedades como buena osteoconduccién y osteointegracion, la Hap
ha sido ampliamente usada como cementos Gseos, recubrimientos de
protesis metalicas, disefio de andamios 0seos y compositos, sin
embargo, sus limitaciones estan asociadas a su baja estabilidad mecéanica
y quimica [13], [17], [18].

La Hap tiene una composicion de iones calcio, fosfato e hidroxilo en
cantidades estequiométricas [Caio(POs)s(OH)2], en donde es muy
importante cuidar factores como la proporcion Ca/P de 1.67, acidez de
la solucion y temperaturas durante su proceso de sintesis, entre otras, ya
que de esto dependera su pureza, tamafio, biocompatibilidad y porosidad
[19], [20].

La Hap puede ser sintetizada relativamente facil debido a la gran
variedad de métodos de sintesis. Actualmente el método de quimica
verde o biosintesis es el mas novedoso y estudiado, esto debido a que
aprovecha desechos de la industria carnica y pesquera, como huesos de
bovinos o porcinos, espinas de erizo de mar y esqueletos de pescado

como precursores; estos métodos han llamado mucho la atencién debido



a que permite obtener Hap con mayor pureza, bioactividad y menor
tamano [21]-[23].

1.2.3.2. Biovidrios

Los biovidrios son otro tipo de bioceramicas con potenciales
aplicaciones en el area ortopédica y dental. EI primer biovidrio fue
sintetizado por Hench y colaboradores en 1971, y fue denominado
Bioglass 45S5 por su composicion porcentual en peso de 45% SiOa,
24.5% Ca0, 24.5% Na20, 6% P.0s [24], [25].

Los biovidrios son ampliamente utilizados como material bioactivo
debido a que cuentan con una superficie altamente reactiva (Fig.4). Al
entrar en contacto con fluidos fisiolégicos en el organismo, los
biovidrios dan paso a la formacion de cristales de apatita carbonatada
biol6gicamente activa sobre su superficie, lo que promueve la adicion
de coladgeno y células formadoras de hueso, que posteriormente

formaran la matriz 6sea [26], [27].
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Figura 4. Esquema de la reaccion superficial de los vidrios bioactivos al
interaccionar con el organismo [28].

La formacion de apatita bioactiva en torno a los biovidrios es una de las

caracteristicas mas importantes para la regeneracion de hueso. Esto



favorece la union directa entre el tejido y el implante, lo que lo hace
ideal para la regeneracion de pequefios defectos Gseos y como
revestimiento de sustratos inertes en el disefio de prétesis. Por otro lado,
también han sido objeto de estudio debido a que su estructura quimica
permite una facil modificacion y dopaje con iones que le otorgan un
valor agregado, como propiedades bactericidas o luminiscentes [2],
[24], [29].

1.2.3.3.  Silice mesoporosa

Las nanoparticulas mesoporosas de silice (NMS) son otra de las
biocerdmicas con caracteristicas atractivas para el desarrollo de
sustitutos 6seos multifuncionales. Gracias a que presentan facilidad de
conjugacion con biomoléculas y biomateriales (Fig. 5), las NMS son
efectivas para el transporte y entrega Optima de farmacos, asi como
también, para el disefio de plataformas multifuncionales para la terapia
y diagndstico dirigido, conocidas como teranosticos [30], [31].
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Figura 5. Esquema de posibles modificaciones superficiales de las nanoparticulas
mesoporosas de silice [31].

Las NMS presentan caracteristicas fisicas y quimicas interesantes, como
una buena resistencia mecanica, estabilidad quimica y facilidad de

conjugacion con biomoléculas. Estas nanoparticulas (NP’s) se



caracterizan por la presencia de poros a lo largo de su superficie tanto

interna como externa, con didmetros entre los 2 y 50 nm (Fig. 6) [32].
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Figura 6. llustracion en 2D de la longitud y diametro de los poros de las particulas
mesoporosas [33].

1.2.4. Materiales Compuestos - Compositos

Los materiales compuestos o compositos son el resultado de la combinacion a
nivel atdmico de dos 0 mas materiales quimicamente distintos, algo similar a
las aleaciones metélicas. Refiriéndose a biomateriales, los compositos surgen
como alternativa a los biomateriales convencionales, logrando afadir o
combinar propiedades caracteristicas de cada material con la finalidad de

mejorarlos y darles una aplicacion mas dirigida y especializada [4], [34].

En los compositos, los materiales permanecen perfectamente identificables en
la masa del material final. Casi todos los compositos estan constituidos por dos
fases: una, sustrato o matriz, y otra, reforzante o recubrimiento, la cual protege,
en la mayoria de los casos, al sustrato de la corrosion y desgaste, ademas de que
sera lo primero que estard en contacto con el medio, por lo cual, es muy

importante tener en cuenta sus propiedades y caracteristicas [4], [35].

Las propiedades y potenciales aplicaciones de los compositos estan ligadas
estrictamente a las caracteristicas de sus materiales constituyentes. La
distribucion, geometria cristalina, contenido e interaccion de los materiales
constituyentes de los compositos seran los que definan la biocompatibilidad y

funcionalidad del material final [36].



1.3.  Eltejido Oseo

El hueso es un tejido capaz de regenerarse por si mismo y de reemplazar el tejido viejo
0 micro dafiado por tejido nuevo y saludable, sin embargo, sigue siendo uno de los
tejidos més sustituidos del cuerpo humano. En todos los huesos podemos identificar dos
estructuras basicas diferenciadas tanto en forma como en propiedades. El hueso cortical
0 compacto, se encuentra en la parte superficial de los huesos y es homogéneo
macroscopicamente; por otro lado, el hueso esponjoso o trabecular es de 10 a 20 veces
menos rigido que el hueso cortical y es caracterizado por una porosidad interconectada
[37]-[39].

El tejido dseo, dependiendo de la localizacion en el organismo y la edad de los
individuos, presenta propiedades y caracteristicas diferentes. Los huesos se diferencian
en cuanto a resistencia, estructura y forma, sin embargo, conservan caracteristicas
comunes como por ejemplo minerales, proteinas, agua, células y otras macromoléculas

que le proporcionan su complejidad estructural y su resistencia [38], [40].
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Figura 7. Componentes del tejido 6seo [5].

Las células 6seas son las responsables de la formacion y madurez del hueso, procesos
en los cuales intervienen varios factores. El hueso (Fig. 7) ademas de contener agua (5-
8% en peso), esta conformado por dos fases: una, la fase inorganica o mineral,

encargada de la resistencia y dureza del hueso, la cual, representa aproximadamente su



60-70% en peso; y la otra, la fase organica, responsable de la organizacion estructural,

la cual, representa del 20 al 40% de la composicion en peso de este tejido [5], [19], [38].

1.4. Plataformas multifuncionales

En el disefio de nuevos biomateriales se han conjugado sistemas de liberacion de
farmacos, NP’s o biopolimeros que ayuden a la rapida respuesta de regeneracion
celular, al diagndstico 6ptimo y a la terapia dirigida, a estos conjugados se les denomina
plataformas multifuncionales [30].

1. Nicleo

2. Recubrimiento

3. Capa de enlazantes de
los grupos funcionales

4. Grupos funcionales para
enlace de biomoéculas

Figura 8. Esquema de los posibles componentes de los materiales niicleo-coraza [31].

Algunas de las plataformas multifuncionales mas estudiadas por sus potenciales
aplicaciones en la biomedicina son los complejos denominados “nticleo-coraza” (Fig.
8), los cuales, pueden mantener en su nucleo un material o molécula de interés
biologico, mientras que la coraza funciona como vehiculo inerte o bioactivo en el
organismo, y que en ocasiones, también puede conjugarse con moléculas de
direccionamiento o farmacos que permitan ofrecer un método de terapia mas

especializado, especifico y seguro [41].
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Figura 9. llustracién esquematica general de NP’s multifuncionales para terapia y

diagnostico localizado [30].

Los sistemas teranosticos (ST) también son una de las plataformas multifuncionales
mas estudiadas en la actualidad. En los componentes principales de los ST (Figura 9),
se pueden identificar tres secciones: 1) la carga Gtil bioldgica, que se refiere al uso de
compuestos para imagen optica, farmacos, NP’s metalicas y genes terapéuticos; 2) los
vehiculos, que permiten que la carga util biolégica pueda pasar desapercibida en el
organismo huésped; 3) modificaciones superficiales con moléculas que puedan

conjugarse con la superficie de células objetivo [30], [42].

1.5. Antecedentes

1.5.1. Nanoparticulas de silice aplicadas en biomedicina.

Las NMS han demostrado tener caracteristicas biocompatibles. Un ejemplo de
esto, es el estudio de Hudson et al. en 2008, quienes demostraron que estas
particulas tenian un cierto grado de biocompatibilidad relacionada a su quimica
superficial, sin embargo, al usar grandes concentraciones aumentaba su
citotoxicidad. También se dieron cuenta que si su superficie se encontraba
funcionalizada con grupos carboxilo, tiol, amino, etc. aumentaba su
biocompatibilidad y disminuia considerablemente su citotoxicidad, aun en

grandes concentraciones [43].
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Las NMS presentan una morfologia esférica diferenciadas por su arquitectura
de poro (Fig. 10), las cuales, son obtenidas por modificaciones en las
condiciones de sintesis. A lo largo de las investigaciones en torno al diéxido de
silicio y sus configuraciones, se han desarrollado diferentes tipos de silica
mesoporosa, entre las cuales, se encuentran las denominadas MCM (Mobil
Composition of Matter), siendo MCM-41 y MCM-48 las mas conocidas y
estudiadas; por otro lado, estan también las denominadas SBA (Santa Barbara
Amorphous), siendo SBA-15y SBA-16 las més estudiadas [32], [44], [45].

Arquitectura de poro de las NMS

Hexagonal

ﬁ
N NMS tipo NMS tipo
Cubico MCM-48 SBA-16

Silica mesoporosa mesoporosa
usada en recubrimientos

Radial

Figura 10. Diferentes tipos de arquitecturas de poro en las NMS [33], [46].

El tamafio y arquitectura del poro son determinantes en la aplicacion de las NMS
como sistemas éptimos de carga y liberacion de farmacos. En 2015 Al Tameemi
et al., sintetizaron NMS del tipo MCM-41 y nanotubos de silicio poroso; en su
estudio demostraron la eficiencia de las NMS como sistemas de carga y
liberacion de farmacos, usando ibuprofeno (IBU) como molécula modelo, y
concluyendo que el grado de porosidad era importante para su retencion y
liberacion, asi como también, determinaron que a baja proporcién de IBU/NMS

aumentaba la eficiencia de carga y liberacion del farmaco [47].

También Zhou et al., en 2018, estudiaron a las NMS para carga y liberacién de

farmacos y genes en el tratamiento de cancer, asi como su acumulacion en el
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tejido tumoral; en su estudio determinaron que los poros de menor tamafio
ayudan a la mejor retencion de farmacos anticancerigenos, como el paclitaxcel,
debido a que tienen menor posibilidad de escapar del poro y difundirse al medio.
Por otro lado, estas NP también se pueden disefiar para tener un gran volumen
de poro y area superficial, permitiendo la encapsulacién de genes y su

proteccion de nucleasas una vez dentro del nucleo de la célula [48].

La internalizacion de NMS en células cancerigenas, se debe a un efecto
conocido como permeacion y retencién mejorada (EPR), el cual esta descrito
para NP’s con tamafios menores a 200 nm y su acumulacion selectiva en tejido
tumoral para su aplicacion en la entrega de farmacos, estimulacion de apoptosis
e inhibicién de metastasis. Esto fue demostrado por Zhao et al., en su estudio
sobre NMS como sistema de liberacion de un farmaco con actividad
anticancerigena no especifica; este sistema dirigié directamente al farmaco,
mostrando una prolongada liberacién e inhibicién de factores inflamatorios
[48], [49].

Las NMS, ademés de sistemas de liberacion de farmacos, también han
demostrado propiedades atractivas como plataformas multifuncionales. En un
estudio, Shi et al., sintetizaron una plataforma multifuncional utilizando un
material luminiscente depositado en los poros de un recubrimiento con silice de
NP’s magnéticas y funcionalizado con poli-etilenglicol (PEG); en su trabajo se
demostro que estos complejos son atractivos para su aplicacion en ST debido a
su biocompatibilidad, deteccion dptica in vivo, funcionalizacion de su superficie

y eficacia para la liberacion controlada de farmacos [50].

1.5.2. La hidroxiapatita aplicada en biomedicina

Como ya se menciond en el apartado anterior, la Hap es una de las bioceramicas
mas estudiadas por sus atractivas aplicaciones en la biomedicina. En 1992
Kuniteru et al. realizaron un estudio sobre la actividad de la hidroxiapatita y
fosfato tricalcico; analizaron por 4 semanas en ratones desnudos un implante

con estos materiales, demostrando que tanto el fosfato tricalcico como la

13



hidroxiapatita, presentaron reabsorcion y formacion de una fase mineral de
hueso en las primeras 2 semanas, lo cual indica que son biomateriales
potencialmente aplicables a la regeneracion de tejido 6seo gracias a su similitud
quimica y estructural con la apatita 6sea natural [51].

En 2008 Fathi, Hanifi y Mortazabi realizaron un andlisis sobre la
disolucion/reabsorcion y bioactividad de hidroxiapatita nanoparticulada en un
medio de fluido fisioldgico simulado, demostrando que la hidroxiapatita
nanoparticulada presenta caracteristicas similares a la apatita biologica, asi
como también, mejores propiedades de disolucidn/reabsorcién y bioactividad en
comparacion con la hidroxiapatita de tamafio micrométrico habitualmente
sintetizada [52].

Derivado de la importancia de investigacion de la Hap y el impacto ambiental
que generan los métodos comunes de produccion comercial, se pretende el uso
de desechos de la industria carnica como precursores de la Hap. Tal es el caso
del estudio de Janus et al., quienes en su investigacion concluyeron que es
posible obtener Hap de hueso porcino mediante un proceso de hervido,
eliminacion de materia organica y tratamiento térmico a altas temperaturas,
obteniendo un material con buena biocompatibilidad frente a un cultivo celular,

tamario de poro reducido y alta pureza [21].

Ademas de hueso porcino, también es posible extraer Hap de otras fuentes
bioldgicas. Esto es demostrado en el estudio de bano et al., en donde mediante
un proceso similar al de Janus, se extrajo Hap de alta pureza de acuerdo a
Espectroscopia de dispersion de rayos X y FTIR a partir de hueso cortical
bovino, sin embargo, la proporcion Ca/P presenta variaciones, pero mantienen
un valor cercano a la Hap estequiométrica de 1.67. En su investigacién se
concluye que el material obtenido tiene potenciales aplicaciones ortopédicas y

dentales, con una sintesis simple y de bajo costo [53].

Otra fuente biologica para la obtencion de Hap son los desechos de la industria
pesquera. Un ejemplo de esto fue la investigacion de Shi et al., quienes
obtuvieron Hap a partir de huesos de salmon, bacalao y trucha arcoiris; ellos

determinaron que la Hap obtenida de huesos de salmén y trucha arcoiris,
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contenia minerales que promueven una mayor proliferacion, diferenciacion y
adhesion celular formando mas rapidamente tejido mineralizado, lo que permite
concluir que la Hap obtenida de fuentes bioldgicas presenta mejor
biocompatibilidad y bioactividad respecto a la sintética o comercial, ademas de

ser obtenida de fuentes amigables con el medio ambiente [54].

La Hap ademas de caracteristicas biocompatibles y bioactivas, también tiene
caracteristicas porosas, las cuales, son importantes en la ingenieria de tejidos,
asi como también, en su potencial aplicacion como sistemas de liberacion de
farmacos. La porosidad de la Hap debe ser espaciosa e interconectada para
favorecer la interaccion célula-célula y dar inicio la formacion ésea, sin
embargo, esto repercute en sus propiedades mecanicas volviéndola mas fragil,
por lo que resulta mas viable su uso como recubrimiento biocompatible y

bioactivo con facilidad para carga y liberacion de farmacos [55], [56].

La Hap porosa tiene Optimas caracteristicas para su aplicacion en sistemas de
liberacion de farmacos y recubrimientos. En 2017, Geuli et al. realizaron el
recubrimiento de una placa de Ti con NP’s de Hap cargadas de con dos farmacos
antibacterianos; ellos determinaron que la Hap presenta una porosidad 6ptima
para la carga y retencion de farmacos, mostrando una liberacion lenta hasta por
25 dias y una eficiente inhibicién de bacterias o biofilms en torno al material;
por otro lado, el implante también mostré una éptima mineralizacién al estar en
contacto con un fluido fisioldgico simulado, lo que favorece la osteoconduccién

y osteointegracion del implante [57].

Ademés del uso de la Hap en las areas antes mencionadas, también es dptima
para su uso en compositos y plataformas multifuncionales. Debido a que por si
sola la Hap presenta una débil estabilidad mecanica, es un material atractivo
para el disefio en sistemas nucleo-coraza, que al aplicarlos en la regeneracién de
tejidos Gseo, permite una rapida proliferacion de células éseas, adicion de
colageno y osteointegracion, asi como una Optima difusion de farmacos
previamente cargados en el material, lo que permite crear materiales complejos
que resuelvan problemas comunes como inflamaciones o infecciones en el tejido

post-cirugia, los cuales entorpecen los procesos de regeneracion [58]-[60].
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1.5.3. Conjugados NMS/Hap

Una vez conociendo las propiedades y caracteristicas tanto de las NMS como
de la Hap, resulta interesante pensar en su combinacién para el disefio de una
plataforma multifuncional, que por un lado, ayude a una rapida regeneracion del
tejido 6seo, y que por otro, el material funcione como sistema de liberacion de
farmacos para el tratamiento de inflamaciones, infecciones o metastasis de

cancer 6seo.

La combinacién més comun de estos dos materiales consiste en un “dopaje” de
una matriz de silice con precursores de Hap desde el principio de la sintesis de
las NMS. Un estudio de Aghaei et al., demostré que al combinar NMS del tipo
MCM-48 con Hap, se podia obtener un material con buenas caracteristicas
bioactivas y con una estructura que permite la carga y liberacion de farmacos.
En su estudio ellos determinaron que la adicion de la Hap en la matriz de silice
modifica significativamente la estructura de las NP’s, lo cual, también afecta a
la disponibilidad de volumen de poro, pero no asi a la capacidad de carga,
manteniendo una buena biocompatibilidad y bioactividad por encima de la de

los materiales en solitario [61].

Los compositos NMS/Hap se pueden sintetizarse para ser biodegradables, lo
que podria solucionar el problema de acumulacion del silicio en el organismo.
Hao et al. en 2015, sintetizaron una nanoestructura hibrida degradable para
liberacion de un farmaco anticancerigeno, usando un composito similar al de
Aghaei et al., demostraron que su material es excelente para la difusion de
farmacos, es sensible al pH y tiene capacidad de degradacién en ambientes
ligeramente acidos, lo que ayuda a su asimilacién en el cuerpo y a una
deposicion en el higado y bazo (que posteriormente se excreta por via renal)

menor respecto a las NMS solas [62].

Por otro lado, las NMS y la Hap también pueden funcionar como una plataforma
multifuncional en un arreglo ndcleo-coraza (Core-Shell). Esto ha sido reportado
por Gonzalez et al. en 2018, quienes sintetizaron 2 tipos especiales de NMS, la
SBA-15 y SBA-16. En su estudio, ellos colocaron a las NMS en un fluido

fisiolégico simulado para promover la formacion de una capa de apatita en las
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paredes de la nanoparticula, y posteriormente, realizaron la impregnacion de
clindamicina en la nanoparticula, obteniendo un material con buenas
caracteristicas biocompatibles y bioactivas. Sin embargo, la carga y liberacion
del farmaco se vio entorpecida debido a la obstruccién de los poros de la

nanoparticula por la capa de apatita [46].

En este mismo afo, el grupo de Andrade et al. realizaron la sintesis y
modificacion de la superficie de las NMS SBA-16 con hidroxiapatita, esta vez
modificando la estructura quimica de la nanoparticula, para posteriormente
funcionalizar las NP’s con dos polimeros, uno como enlazante entre la
nanoparticula y un farmaco bactericida; y otro como sistema de rastreo
radioquimico. Este nuevo composito mostrd buenas caracteristicas bioactivas y
de entrega del farmaco con una buena penetracion en los tejidos como el hueso,

asi como también, pudo ser rastreado gracias a su radiomarcador quimico [63].

Si bien, los compositos NMS/Hap han demostrado ser eficientes en la liberacion
de farmacos, sus métodos de sintesis provocan que su eficiencia se encuentre
comprometida. La mayoria de los métodos de obtencion de estos compositos
sugieren una sintesis hibrida donde los iones de Ca?* y PO, son afiadidos durante
la sintesis de las NMS; mientras otros sugieren la deposicion de apatita sobre
las NMS al sumergirlas en un fluido fisiol6gico simulado, sin embargo, estos
procedimientos modifican la estructura porosa, la morfologiay la disponibilidad
de poros y superficie de las NP’s, lo que a su vez repercute en la rapida y

eficiente mineralizacion del tejido y regeneracién del mismo [56], [64].

Debido a las problematicas encontradas en los compositos actuales de
NMS/Hap, se plantea un nuevo método de sintesis en este trabajo. Se pretende
que la superficie de las NMS se impregne con Hap por medio de adsorcién
electrostatica, y aprovechando las caracteristicas porosas de ambos materiales,
también se pretende impregnar con un farmaco antiinflamatorio, lo que le
permitiria al material final funcionar como un regenerador de tejido 0seo y
mitigar la inflamacion del tejido circundante, ya que este es uno de los
principales problemas que entorpecen la recuperacion de los individuos

sometidos a cirugias ortopédicas o dentales.
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1.6. Problematicay justificacion

El tejido 6seo es muy susceptible a dafios o enfermedades derivadas de malos héabitos
de alimentacion y estilos de vida. Tan sélo en 2005 en Estados unidos, se estimaron
mas de dos millones de incidentes de fracturas y se preveé que para 2025 esta cifra crezca
un 50%; actualmente existen diversos métodos para el tratamiento de problemas
relacionados con el tejido 6seo como injertos, cementos 0Oseos, andamios de
biomateriales y sustitutos 6seos sintéticos y naturales; sin embargo, estos métodos
pueden presentar algunos inconvenientes como rechazos, inflamaciones e infecciones
[65], [66].

Los problemas clinicos relacionados con el sistema musculo esquelético, tales como,
defectos dseos resultantes de traumatismos, cancer 6seo, mala unién de fracturas y
malformaciones congénitas; resultan ser de dificil tratamiento, de tiempos largos de
recuperacion, posibles infecciones e inflamacion, y una posibilidad de recurrencia en el
caso del cancer 6seo y fracturas. En México 6 de cada 10 adultos presentan huesos de
mala calidad derivado de malos habitos de alimentacion, sobrepeso y poca actividad
fisica; lo que a largo plazo puede resultar en enfermedades 6seas, siendo las mujeres las

que presentan una mayor predisposicion a estas enfermedades [67], [68].

La necesidad de métodos de tratamiento postoperatorio que reduzca tiempos de
recuperacion y que mitiguen infecciones o inflamaciones en procedimientos clinicos de
tejido 6seo, puede ser solucionada con el estudio y disefio de nuevos sustitutos 6seos
con caracteristicas multifuncionales, es decir, que ademas de desempefiar su
bioactividad caracteristica, también puedan desencadenar otra respuesta benéfica en el
organismo; solucionando mas de una problematica a la vez y reduciendo gastos

excesivos en terapias no especificas o inadecuadas.

En este trabajo se hace la propuesta de sintesis de un complejo nicleo-coraza
impregnado con un farmaco antiinflamatorio, usando NP’s esféricas de silice
mesoporosa (NESM) impregnadas con hidroxiapatita (Hap), ya que como se ha
mencionado en apartados anteriores, la union de estos materiales podria ofrecer
caracteristicas como una buena regeneracion 6sea, a la vez que permite la liberacion de

un farmaco que ayude a evitar problemas inflamatorios en la zona de tratamiento;
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solucionando asi algunas de las problematicas mas comunes en los procedimientos de
implantes de sustitutos 0seos y de tratamientos de fracturas, asi como también,

buscando reducir los tiempos de recuperacion del tejido ofreciendo una terapia méas
segura y especializada.
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1.7.  Hipotesis

La impregnacion de nanoparticulas mesoporosas de silice con hidroxiapatita haria
posible su aplicacion como sistema de liberacién de farmacos y coadyuvar en la

regeneracion de hueso.

1.8.  Objetivos
e Objetivo general

Sintetizar nanoparticulas mesoporosas de silice impregnadas con ibuprofeno e

hidroxiapatita por su potencial aplicacion como un nuevo sustituto 6seo multifuncional.

e Objetivos especificos

> Sintetizar e impregnar nanoparticulas mesoporosas de silice con hidroxiapatita
(NMS@Hap)

> Cargar el farmaco ibuprofeno en las NMS@Hap

> Caracterizar lamorfologia de las NMS@Hap mediante Microscopia Electronica
de Barrido

> Caracterizar los grupos funcionales presentes en las NMS@Hap y NMS@Hap
cargadas con ibuprofeno mediante Espectroscopia Infrarroja por Transformada

Rapida de Fourier

> Caracterizar la estructura cristalina de las NMS@Hap mediante Difraccion de

Rayos X

> Evaluar la liberacién del ibuprofeno cargado en las NMS@Hap mediante la

simulacion por elemento finito.
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2.1.

Capitulo 2.

Fundamentos y Técnicas

Meétodo Stober

El proceso Stdber es esencialmente un proceso sol-gel que consiste en reacciones
de hidroélisis y condensacion para sintetizar NP’s esféricas de didxido de silicio, y a
su vez, permite el control de tamafio, porosidad y morfologia utilizando un
tensioactivo cationico como plantilla. Este método fue descrito en 1968 por Werner
Stdber y sus colaboradores, y es utilizado para sintetizar sistemas de administracion
de farmacos, encapsular moléculas de interés, revestir materiales con propiedades

biocompatibles y sintetizar materiales con un alto grado de funcionalizacion [69].

El método Stober utiliza una solucion de alcohol, hidroxido de amonio, agua y un
precursor de didxido de silicio (SiO2). Las reacciones de este método estan
determinadas por el pH, la temperatura, las especies de iones y la humedad [70].
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Figura 11. Mecanismo de reaccién del método Stober [70].

El mecanismo de reaccién del método Stober se muestra en la Figura 11. Mediante

una hidrolisis el agua se disocia para producir el anion hidroxilo, el cual ataca al
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2.2.

atomo de silicio mediante un mecanismo de sustitucion nucleofilica bimolecular;

en este proceso, el OH™ desplaza al grupo OR™ [70], [71].

En la condensacién se propicia la formacion de enlaces siloxano (Si-O-Si), los
cuales son polimerizados debido a los factores estéricos del silicio. Las cadenas
poliméricas formadas por puentes siloxano experimentan un rearreglo para formar
particulas esféricas debido a que el SiO: es insoluble bajo las condiciones en las

que se lleva a cabo la condensacion [71].

Mecanismo de difusion de Fick

La difusion de Fick consiste en un proceso de difusion pasiva regido por las
leyes de Fick, las cuales establecen que el flujo va desde una region de alta
concentracion a una region de menor concentracion y con una magnitud que es
proporcional al gradiente de concentracion (primera ley); asi como también,
predice como la difusion causa que la concentracién cambie con el tiempo
(segunda ley) [72], [73].

La primera ley de Fick en una sola dimension se escribe de la forma:

ac
J=-D— 1)

Donde:

J[=]esta definido como el flujo

D[=]es el coeficiente de difusion caracteristico de cada sustancia
C[=]es la concentracion de la sustancia

x[=]es la distancia de movimiento perpendicular a la superficie de la frontera
de difusion
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El signo negativo refiere a que la difusion ocurre en direccion opuesta al
creciente de concentracidn, por lo que el flujo siempre sera positivo. La primera
ley de Fick es aplicable Gnicamente a la difusioén en un medio isotropico donde
la concentracion de difusion en la superficie distal de una membrana es cero
[74], [75].

Por otro lado, la segunda ley de Fick en una sola dimensién se describe como:

ac _ 9%
at dx?

)
Donde:

C[=]es la concentracion

t[=]es el tiempo

D[=]es el coeficiente de difusion caracteristico de cada sustancia

x[=]es la posicion

Las leyes de Fick nos permiten modelar el comportamiento de difusion en
diferentes areas. Las leyes de Fick pueden ser aplicadas en tres dimensiones
para sistemas complejos, incluyendo componentes axiales y radiales de
ecuaciones de transferencia de masa; por otro lado, las derivadas de las leyes de
Fick han servido como base de otros postulados matematicos para el modelado
de difusion de farmacos, fluido en polimeros, dinamica de poblaciones, entre
otras [73].
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2.3.

Modelado mediante elemento finito

El método de elemento finito, es una técnica de andlisis numérico que
permite obtener soluciones aproximadas para diferentes situaciones. El
modelado por elemento finito, como su nombre lo indica, es tomar en cuenta
un namero finito de elementos de comportamiento bien definido para
realizar un andlisis aproximado de un conjunto infinito de variables que
intervienen en el comportamiento de un sistema. En pocas palabras, es
dividir en pequefios elementos una geometria compleja para analizar su
comportamiento en una situacion en especifico, considerando las variables

controladas que le afectan [76].

Existe diferente software que permiten modelar un sistema mediante
elemento finito. EI método, aunque fue empleado principalmente para la
ingenieria civil, puede ser aplicado al analisis estructural para la obtencion
de diferentes escenarios como deformaciones, resistencia, analisis térmico,
difusion, entre otros. En términos matematicos, este método permite
analizar una geometria especificada mediante la resolucién de problemas
descritos como un conjunto de ecuaciones diferenciales parciales, y predecir

su comportamiento en un escenario especificado[77], [78].

En el modelado mediante elemento finito, los elementos se encuentran
conectados entre si por puntos o nodos, y al conjunto de estos nodos y sus
elementos, se les denomina malla. Para un andlisis mas fino es necesario
considerar el mayor nimero de elementos posibles, ya que esto tendra
influencia en la complejidad de la mallay las alteraciones que podré resolver
el programa [79].

El procesamiento del analisis por elemento finito de manera general (Fig.
12), es muy sencillo. Los dominios o geometrias, se descomponen en
elementos finitos, para los cuales, posteriormente se definen ecuaciones que
modelen los componentes de la geometria (elementos) y se establecen las
condiciones de frontera, con el fin de determinar el comportamiento con

respecto a un conjunto particular de variables controladas [80]-[82].
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El sistema de ecuaciones que definen el elemento finito, las cuales pueden
estar definidas para 1D o 3D, muestra un modelo de comportamiento

respecto al tiempo, concentracién o en estado estacionario, Util para

aproximar el comportamiento de un modelo fisico tangible [80], [83].
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Fenomeno fundamentalesy _
e —- S > elemento
fisico Model condiciones de A . ., e
oaelo frontera proximacion finito
* Mecénica de solidos i(,}gi’.’.’. #5200 \
: o ] dx dx
Ej. Barra elastica con carga axial
» Mecénica de fluidos d [ D dp)_ Loto
Ej. Flujo de poiseuille en un cilindro dvl 32pdx ) 7 Sistema de ecuaciones:

* Conduccién térmica d ici
. +Cond|¢:|ones e [K] {u} - {F}
Ej. Flujo de caloren 1D dx de frontera
Vector
de

fuerza

Matriz Vector

Ak ﬂ) +0=0 >
dx
fija del

== nodo

* Difusién

Ej. Difusion en 1D

* Conduccién eléctrica
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Figura 12. Esquema general del procesamiento para andlisis por elemento finito
[80].

Para analizar un modelo mediante elemento finito, es necesario partir de un
modelo geométrico, asignarle propiedades y definir las variables conocidas,
para finalmente mallar el modelo (proceso de individualizacién). Una vez
establecidas las limitantes y propiedades del modelo, el programa
aproximara a una solucion deseada. De manera general, la metodologia a
seguir es la siguiente: Construir el modelo matematico, construir el modelo
de elementos finitos y analizar los resultados mediante graficas y la

dinamica del modelo respecto al tiempo 0 en un caso estacionario [76], [84].

La precision de los modelados mediante elemento finito, depende de la
cantidad de elementos de la maya y de establecer correctamente las variables
conocidas. Sin embargo, en el proceso de modelado puede introducir errores
gue no se pueden evitar, pero si minimizar al utilizar técnicas de modelado

correctas mediante una buena individualizacion [84].
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2.4.

Técnicas de caracterizacion

2.4.1.  Espectroscopia infrarroja por transformada rapida de Fourier
(FTIR)

La espectroscopia por transformada rapida de Fourier (Fig. 13) o FTIR por sus
siglas en inglés, es una técnica para caracterizacion de compuestos organicos e
inorgénicos basada en la interaccion de la radiacién infrarroja (IR) con la
materia, y usada para la deteccion de grupos funcionales constituyentes de una

muestra [85].

Espectrometro

2. Arreglo
1. Fuente IR optico

|L
d.lll —- _.-‘1| —hﬁg —+
3. Muestra ==

lJ CA—

!

o [l
J",I Espectrograma

I
4, Detector @

Computadora Espectro FTIR

Figura 13. Diagrama de componentes del FTIR [86].

La luz interacciona de diferentes maneras con la materia. En funcion de la
muestra, la radiacion electromagnética puede interaccionar de diferentes
maneras con las moléculas (Fig. 14B), por ejemplo: dispersién, absorcion,
transmision, reflexion, refraccion o difraccion; por otro lado, también puede
provocar diferentes reacciones tanto de 4tomos como de moléculas completas
(Fig. 13A), por ejemplo: ionizacién, vibracion, emision o rotacion/torsion [87],
[88].
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Figura 14. A) Efecto del espectro electromagnético sobre la materiay B) su
interaccion con las moléculas [88], [89].

La técnica FTIR se basa en el hecho de que la mayoria de las moléculas
absorben energia de la radiacion infrarroja, la cual se convierte en vibracion
molecular. En especifico, la radiacion IR provoca la vibracion molecular de
diferentes modos (Fig. 15), con lo cual, el resultado nos proporcionara una
"huella digital molecular” caracteristica con la que se pueden identificar los
grupos funcionales constituyentes de la muestra analizada y posteriormente

determinar de qué muestra se trata [90], [91].
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Figura 15. Modos de vibracion de las moléculas analizadas por FTIR [91].

La caracterizacion de muestras por FTIR es una técnica complementaria. La
técnica FTIR es una técnica no destructiva que hace uso de una minima cantidad
de muestra, lo que la vuelve facil y simple, sin embargo, esta es una técnica
complementaria debido a que el tipo de radiacién que usa solo permite la
deteccion a poca profundidad de la muestra (con resolucion de 10 cm-1 en un
intervalo de 600-4000 cm-1), asi como también, los resultados necesitan de una
Optima identificacion de las bandas caracteristicas de cada grupo funcional para

determinar correctamente qué muestra se esta analizando [86], [92].

2.4.2.  Microscopia electronica de barrido — Espectroscopia de dispersion
de energia (SEM-EDS)

La microscopia electronica de barrido (SEM), permite observar la morfologia de
los materiales a partir de imagenes superficiales de alta resolucion y apariencia
tridimensional, las cuales, son obtenidas mediante un barrido con un haz de
electrones acelerados sobre una muestra. EI SEM esta constituido por el
acoplamiento de sistemas sensibles a sefiales emitidas por un material cuando es

irradiado con un haz de electrones, entre dichas sefiales se encuentra, la
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catodoluminiscencia, electrones secundarios, electrones retro dispersados, rayos X

caracteristicos, calentamiento, entre otras [93].

Filamento

Lentes Lentes
electromagnéticas 4  celectromagnéticas
Bobinas P Bobinas
de barrido de barrido

Detector de

A la bomba de vacio

Figura 16. Diagrama de los componentes de la microscopia electrénica de barrido
[94].

En la técnica SEM (Fig. 16), se hace incidir un haz de electrones por medio de un
cafdn electronico, el cual consta de un filamento emisor de electrones que son
acelerados al aplicar una diferencia de potencial; este haz de electrones pasa por un
colimador compuesto de una serie de lentes electronicos que lo enfocan sobre la
muestra, mientras que los detectores del equipo registran las sefiales originadas por
el material al interaccionar con los electrones, y finalmente, estas sefiales son

procesadas para su Vvisualizacion e interpretacion por el software del equipo [95].

La informacidn necesaria para la formacion de imagenes, ocurre cuando un haz de
electrones se desplaza sobre un segmento de la superficie de una muestra, lo que
forma un patron de sefiales emitidas mediante un barrido realizado linea por linea
sobre una zona determinada, la cual se visualiza amplificada en la imagen final. A
medida que el haz explora la muestra, la intensidad de la sefial generada varia segln
el punto particular analizado en cada instante, lo que permite que la sefial detectada

pueda ser analizada, procesada y amplificada [96].

Generalmente el SEM se encuentra equipado con un detector de espectroscopia de
dispersion de energia, esta es una técnica poco destructiva y es utilizada para
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determinar la composicion quimica o hacer un mapeo elemental de un material de
manera cualitativa y cuantitativa. El detector de EDS, esta acoplado a un equipo de
SEM (Figura 16) y permite identificar las energias del tipo “dispersivo” de los
rayos X emitidos por una muestra, siempre y cuando, estén por encima del limite

de deteccion del método (en el orden de 1 um?3) [97].

El proceso de la técnica EDS funciona de la misma manera que la técnica SEM, la
variante es que, en este proceso, el detector EDS colecta informacion de energia de
rayos X emitidos por la muestra, esta energia es originada por el frenado de los
electrones emitidos por el haz acelerado de electrones del SEM, y es caracteristica
para cada elemento presente en la muestra, por lo que las intensidades de estas

energias dependeran de la cantidad de cada elemento presente [94], [95], [97].

Mediante el reconocimiento de las frecuencias de emisidn de estas energias, se
representan los resultados con una grafica de intensidad versus energia, donde se
encuentran identificados los &tomos emisores de radiacion que fueron analizados,

asi como también, su cantidad a manera de intensidad relativa [93], [95], [96].

2.4.3.  Difraccion de rayos X (XRD)

La difraccién de rayos X o XRD (por sus siglas en ingles) es una técnica de
caracterizacion estructural utilizada para analizar la estructura cristalina de los
materiales, sus parametros de red, tamarfio de cristal, etc. La difraccion producida
cuando un haz de rayos X es dispersado por un material, ocurre de acuerdo a la ley
de Bragg, la cual se basa en la interaccion constructiva de ondas dispersadas [97],
[98].

nA = 2dSen(0) 1)

30



La ley de Bragg relaciona el angulo de difraccion entre el haz incidente y los planos
atomicos (0), la longitud de onda de los rayos X incidentes (A), el orden de
difraccion (n) y la distancia entre los planos atémicos de la red cristalina (d); y
permite obtener la distancia entre planos de un cristal, asi como también,

determinar los parametros de la red [98].

Condensador Detector

Tubo de

rayos X Diafragma de

apertura

Muestra

Theta/(0)

Circulo de medida

Figura 17. Diagrama de un difractor de rayos X [97].

En un difractometro de rayos X, como se puede observar en la Figura 17, la muestra
analizada es expuesta a una radiacion monocromatica de rayos X, los cuales inciden
sobre la superficie de la muestra con un angulo 6 conocido, mientras que un
detector giratorio ubicado a la misma distancia de la muestra, recolecta el haz
difractado por la superficie a los angulos 26, obteniéndose un patron de difraccion
del cristal que nos permite mediante comparacién con las fichas patron JCPDS de
DRX, identificar compuestos y determinar el tipo de estructura cristalina que

presenta una muestra [95], [97].

Mediante esta técnica, también se puede determinar una aproximacion del tamarfio
de particula de nanomateriales. El tamafio de un cristal esta definido como el
tamafio del dominio coherente donde se lleva a cabo la difraccién de rayos-X, es
decir, el volumen de material en donde es posible aplicar rigurosamente la

operacion de simetria de traslacion en el sélido cristalino [98]-[100].
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El tamafio de cristal generalmente se determina empleando la ecuacion de Debye-
Scherrer, en la cual se debe de tener en cuenta que el ensanchamiento del pico de
difraccion es originado por el tamarfio del cristal de la muestra y por la dptica del
instrumento de rayos-X. Si la red cristalina esta libre de deformacion y los cristales
predominan de manera general en la muestra entonces se puede estimar el tamafio

promedio de cristal empleando la formula de Scherrer:

g = KxA )
" FWHM x Cos@ )

Donde B es el tamano promedio del cristal, k es una constante relacionada con el
factor de forma del cristal cuyo valor de 0.93, A es la longitud de onda de los rayos
X, 0 es el angulo de difraccion y FWHM es el ancho total a la mitad del pico mas
intenso. Por otro lado, la ecuacién Debye-Scherrer solo es una aproximacion para
la determinacién del tamafio de las particulas del material al igual que algunas otras
ecuaciones que hacen uso de los parametros de red obtenidos mediante la técnica
XRD [100].
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3.1.

Capitulo 3.

Desarrollo experimental

Sintesis de nanoparticulas mesoporosas de silice (NMS)

Se utilizaron los reactivos: Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB, Sigma
Aldrich 99.9%), Dietanolamina (DEA, Sigma Aldrich 99.9%) y Tetraetil-
ortosilicato (TEQOS, Sigma Aldrich 99.9%).

La sintesis de las nanoparticulas de silice (SiO2) se realizé6 mediante el método
Stéber modificado, el cual es un método reportado para la obtencion de
nanoparticulas de ~100 nm de diametro con buenas caracteristicas morfoldgicas,
de estabilidad quimica y de estabilidad térmica; el proceso se adaptd de las

metodologias reportadas por Li et al. y Rosas-Juérez [101], [102].

Se disolvieron 7 ml de etanol, 0.2 g de CTAB y 50 puL de DEA en 25 mL de agua
destilada a 60 °C durante 30 minutos hasta obtener una solucion transparente, de
esta manera se propicio el medio para la formacion de micelas de CTAB y DEA
que funcionaran como agentes plantilla para la formacion de las NMS y sus poros.
Posteriormente se afiadieron de manera rapida 2 mL de TEOS, dejando en
agitacion constante por dos horas, dando paso a la hidrolisis y condensacion de
silanoles (Si-OH vy siloxanos (O-Si-O); al término de este tiempo se sometio la
solucion a tres procesos de centrifugado a 5500 revoluciones por minuto (RPM)
por periodos de 15 minutos cada uno y resuspendiendo con etanol.

A continuacion, se llevo la muestra centrifugada a un secado a 50 °C por 12 horas
y un posterior tratamiento térmico (Tt) a 550 °C a una velocidad de 2 °C/min

durante 2 horas para eliminar posibles residuos organicos (CTAB, DEA).

33



3.2.

3.3.

Impregnacion de nanoparticulas mesoporosas de silice con hidroxiapatita
(NMS/Hap)

Se llevd a cabo la impregnacion mediante la metodologia adaptada de los
reportes de Shi et al. y Li et al. [50], [101].

Las nanoparticulas mesoporosa de silice previamente sintetizadas junto con la
Hap, se sometieron a un proceso de dispersion en etanol por 2 horas con ayuda
de un bafio sénico para obtener un mejor recubrimiento y mantener dispersas

las particulas. Posterior a este proceso se llevé a un secado a 50 °C por 12 horas.

Una vez secas y dispersas las muestras, se prepararon 2 soluciones: la primera
fue una solucion de etanol + agua 1:1 V/V con 31.2 mg de hidroxiapatita
sintetizada a base de espinas de erizo de mar; la segunda fue una solucién de
etanol + agua 1:1 V/V con 200 mg de NMS. Para dar paso a la impregnacion,
se agregd la primera solucién a la segunda mediante goteo mientras esta se
mantenia en agitacion constante a temperatura ambiente. Posteriormente la
solucién se sometio a tres procesos de centrifugado a 5500 RPM por periodos

de 15 minutos cada uno y resuspendiendo con etanol.

Después de este proceso la muestra se llevara a un secado a 50 °C por 12 horas.
Una vez terminado este proceso, las muestras se deberan someter a un Tt,
probando diferentes temperaturas y tiempos: 500 °C a una velocidad de 2
°C/min durante 2 horas.

Impregnaciéon de NMS-Hap con Ibuprofeno (NMS/Hap-1BU)

Se llevo a cabo la impregnacion de la superficie de las NMS/Hap con ibuprofeno

mediante la siguiente metodologia adaptada de Shi et al. [50].

Se mezcld brevemente a temperatura ambiente 100 mg de las NMS impregnadas
con hidroxiapatita (NMS/Hap) con 10 mL de una solucién de IBU/hexano a una
concentracion de 40 mg/L de IBU. Posteriormente se sellé la mezcla y se

mantuvo en agitacion constante durante 24 horas.
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3.4.

Una vez terminado este proceso, la solucion se sometio a centrifugado a 2000

RPM por 15 minutos, para luego llevar a un secado a 37 °C por 12 horas.

Simulacién mediante elemento finito del proceso de difusiéon de NMS/Hap-

IBU en un medio anatdémico simulado

La simulacion del proceso de difusion se realizO mediante el software
COMSOL, considerando un modelo 3D con propiedades fisicas de transporte
de especies quimicas diluidas y un estudio con respecto al tiempo. Se tomaran

en cuenta 4 procesos:

1. Lasimulacion de la geometria de un segmento anatomico de 3 partes.

En este proceso, se disefid la geometria para simular un segmento de piel,
musculo y hueso, asi mismo, también un segmento del material NMS/Hap-
IBU, el cual se posiciono entre el hueso y el musculo para evaluar

correctamente la difusion desde el hueso hacia el exterior.

e Se disefio un segmento transversal de piel con geometria rectangular y
dimensiones de 3 cm de ancho, 2 mm de profundidad y 4 cm de altura (Fig.
18).

Figura 18. Simulacion geométrica de segmento de piel.
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Un segmento transversal de musculo con geometria rectangular y
dimensiones de 3 cm de ancho, 3.8 cm de profundidad y 4 cm de altura (Fig.

19).

Figura 19. Simulacién geométrica de segmento de musculo.

Un segmento transversal del material NMS/Hap-1BU con geometria de
media luna y dimensiones de 3 cm de ancho, 2 cm de radio, 5 cm de altura

y profundidad de 1 mm (Fig. 20).

Figura 20. Simulacion geométrica de segmento de material NMS/Hap-IBU.
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2.

Por dltimo, se disefid un segmento transversal de hueso con geometria
cilindricay un corte transversal con las dimensiones del material NMS/Hap-
IBU, en el cual, posteriormente encajara el material antes mencionado,
simulando la sustitucion de un segmento de hueso con una lamina del
material de estudio, las dimensiones del hueso fueron de 2 cm de radio y 10

cm de altura (Fig. 21).

%104

Figura 21. Simulacion geométrica de segmento de hueso.

Integracion de propiedades y variables del modelo

En este proceso, el Software ya cuenta con una paqueteria de propiedades
para diferentes materiales y tejidos, por lo que se eligieron de entre su
catalogo las propiedades fisicas para tejido cutaneo, muscular y éseo. Por
otro lado, para el caso del material, se afiadieron las propiedades fisicas de

dioxido de silicio, ya que es lo méas aproximado al material de estudio.

Es importante destacar que, ya que las propiedades fisicas de los
componentes bioldgicos provienen de la paqueteria de biocalor, no se
definen propiedades especificas para determinar la zona del tejido a simular,
por lo que para hacer aun més exacto el modelo, en el caso especifico del
tejido 0seo, es necesario afiadir propiedades como mddulo de Young,

porosidad, entre otras.
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Parte fundamental del proceso de modelado por elemento finito, es el
establecer una ecuacién fundamental del modelo, para el caso especifico del
proyecto, se utilizé el modelo de difusion de Fick y la ecuacidn del modelo

se puede observar am continuacion:

% 4+ V- (=DiVCi) = Ri 3

Donde:

ac . . ., :
-, [=] Derivada parcial de la concentracion respecto al tiempo

V[=] Operador “nabla” de la derivada de los componentes espaciales del
modelo

Di[=] Coeficiente de difusion
Ci[=] Concentracion

Ri[=] Vector de flujo difusivo

Las variables a controlar en el modelo son la concentracion de farmaco
contenido en el material de estudio y su coeficiente de difusién. En este caso,
la concentracion sera de 40 mg/L y un coeficiente de difusion de 1.62x1077

m?/h, considerado como el coeficiente de difusion del ibuprofeno.

Individualizacion del modelo.

En el proceso de individualizacion (Fig. 22) se consideraron 10000

elementos como resolucion del estudio y un estudio temporal de 1 mes.
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Figura 22. Individualizacion del modelo anatémico.

4. Obtencion de resultados

En el proceso de obtencién de resultados se pueden analizar 3 principales
apartados, el modelo de bloque de difusién, el modelo de laminas de

difusién y las graficas de concentracion con respecto al tiempo.

3.5. Caracterizacion

3.5.1.  Espectroscopia infrarroja por transformada rapida de Fourier

(FTIR)

El anlisis FTIR se realizé con el equipo Perkin Elmer Spectrum Two

en un intervalo de 500 a 5000 cm™.

3.5.2.  Morfologia por microscopia electronica de barrido (SEM)
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3.5.3.

3.5.4.

Estos analisis fueron hechos con aumentos de 60X, 500X y 2000X, con
ayuda de un equipo SEM JEOL JSM6510LV con voltaje de aceleracion
de 1 a 30 kV y un filamento de tungsteno.

Composicion elemental por espectroscopia de dispersion de
energia (EDS)

Los analisis fueron hechos con un detector Oxford acoplado al equipo
MEB JEOL modelo JIB-4500.

Estructura cristalina por difraccion de rayos X (XRD)

Los patrones de difraccion de rayos X de las muestras de NMS/Hap se
obtuvieron utilizando un difractometro BRUKER modelo D2 PHASER,
con radiacion Ka de Cu y longitud de onda de 1.54 A. La medicién se
realizd en un rango 26=10-80°, con un tamafio de paso de 0.02 y un

tiempo de adquisicion de 0.2 s.
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Capitulo 4.

Resultados y discusion

La estructura y composicion de los materiales puede ser determinada por diversas técnicas de

caracterizacion, mediante las cuales, se pueden describir sus propiedades fisicoquimicas. En

este apartado se reportan los resultados y discusion de la composicién quimica y presencia de

grupos funcionales caracteristicos para NMS y el material NMS/Hap, asi como también, su

morfologia y estructura cristalina. Por otro lado, también se realizé el modelado por elemento

finito del proceso de difusiéon del IBU cargado en NMS/Hap usando un modelo anatémico

simulado.

4.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada Rapida de Fourier (FTIR)

Mediante la técnica de caracterizacion FTIR, se lograron identificar grupos

funcionales y su tipo de vibracion caracteristica para las NMS, NMS/Hap y

NMS/Hap + IBU. Para el espectro de la figura 23 correspondiente a las NMS, se

lograron identificar las bandas de flexion del grupo siloxano en ~1074 cm™ y la

banda de tension simétrica y asimétrica para los grupos silanol y Si-O en ~971 y

~797 cm respectivamente, asi como también, se identificaron las bandas de

flexion de la molécula de agua procedente de la humedad del ambiente, y la banda

de tension del grupo ‘OH en ~1636 y ~3397 respectivamente [109], [110].

Transmitancia (%)
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Figura 23. Espectro FTIR de la muestra de NMS sintetizada mediante el método Stober.

41



Por lo tanto, de acuerdo a la figura 23, se puede comprobar la correcta sintesis de

las NP’s de SiOz, debido a que se identificaron las bandas de vibracion

caracteristicas para sus grupos funcionales y su tip

o de vibracién de acuerdo a lo

reportado en la literatura para NMS [102], [109]-[111].

Transmitancia (%)
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T
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T T T
1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 24 . Espectro FTIR para la muestra de Hap.

En el espectro de la figura 24 se identificaron las bandas caracteristicas de flexion

y de tension asimetrica del grupo fosfato en ~1028 y ~565 cm™ respectivamente,

siendo la banda de ~565 cm™ relacionada con la parte cristalina de la Hap; asi

mismo, la banda correspondiente a la tension simetrica y flexion de la molécula del

grupo carbonato en ~874 y ~1411 cm™* respectivamente [112], [113].
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Figura 25. Espectro FTIR para la muestra de NMS impregnada con Hap.
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Tambieén se analizd la muestra de NMS impregnada con Hap como se puede
apreciar en la figura 25. Podemos identificar las bandas caracteristicas de tension
y flexion de grupos "OH correspondiente a la humedad del ambiente en 3378 y
1635 cm™ respectivamente; también se identific6 una banda intensa
correspondiente a la flexion de la molécula de siloxano y de tension simétrica de la
molécula Si-O en ~1068 y ~800 cm™ respectivamente, las cuales son caracteristicas
para las NP’s de silice [102], [109]-[113].

NMS/Hap
J
\ |
g (1635) \ \
g Vsim si-0 \
5 \ (800) |
€ V8im po.» % po,?
£ ;
5 (964) (566)
'—
S si.0-si
(1068)
2000 ' 1500 ' 1000 ' 500

Numero de onda (ecm™)

Figura 26. Espectro FTIR con acercamiento a la banda mas intensa para muestra de
NMS impregnada con Hap

Por otro lado, también se identificaron dos bandas relacionadas con el grupo
fosfato, las cuales se pueden apreciar mas definidas en la figura 26; la primera es
correspondiente a una banda de flexion de la molécula de fosfato en ~566 cm™ y la
segunda, una banda de tension simétrica caracteristica para la molécula de fosfato
en ~964 cm, la cual, de acuerdo a lo reportado en la literatura, esta directamente
relacionada con una modificacion de la superficie quimica de las NMS con Hap
[61].

De acuerdo a este analisis, podriamos inferir que la presencia de los grupos y
bandas caracteristicas de las NP’s de SiO> tan marcadas en el espectro de la figura
26, y la aparicion de las bandas caracteristicas de fosfato en el espectro, hacen

referencia a que en la superficie de estas NP’s se encuentra soportada la Hap, e
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incluso, se podria inferir que la presencia de la banda aguda de siloxano indica que

la Hap también se encuentra internalizada en la estructura porosa de las NMS.
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Figura 27 . Espectro FTIR de IBU.

En la Fig. 27, correspondiente al espectro del IBU, se pueden apreciar las bandas
caracteristicas para el farmaco. Se identificaron las bandas de acido carboxilico
(~1708 y ~2750 cm™), del anillo aromatico (~3020 cm™) y de los enlaces C-H
(~2955 y ~1419 cmt) correspondientes a la molécula de IBU, este espectro nos
permitira identificar en los siguientes espectros si existe presencia del farmaco en
el material impregnado y las NMS solas [114].

— NMS+IBU
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Figura 28. Espectro FTIR de la muestra de NMS impregnada con I1BU.
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De la figura 28, correspondiente a las NMS impregnadas con IBU, solo se pueden
identificar la banda de flexion Si-O-Si en ~1068 cm™, de tension simétrica del
grupo Si-O y de tension asimétrica del grupo silanol en ~797 y ~971 cm™. Sin
embargo, no se lograron identificar bandas correspondientes al farmaco, por lo que

se puede inferir que no existe la presencia del farmaco sobre la superficie de las
NMS.
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Figura 29. Espectro FTIR para la muestra de NMS/Hap impregnada con IBU.

En la Fig. 29 se identifico una banda intensa correspondiente a la flexion de la
molécula de siloxano y de tensién simétrica de la molécula Si-O en ~1068 y ~797
cm® respectivamente, también una banda de flexion de la molécula de fosfato en
~566 cm™ y una segunda banda de tension simétrica caracteristica para la molécula
de fosfato en ~964 cm™, sim embargo, al igual que en la figura 28, no se identifican
las bandas caracteristicas para el IBU.
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Figura 30 . Espectro FTIR comparativo del a) IBU, b) NMS impregnadas con IBU y c) el

material NMS/Hap impregnado con IBU.

Por lo tanto, de acuerdo a lo reportado en la literatura, los espectros de NMS y

NMS/Hap impregnados con el

farmaco no presentan ninguna banda

correspondiente al IBU, por lo que se puede inferir que no existe presencia del

farmaco en el material (Fig. 30), lo que puede deberse a que la cantidad de IBU

presente en estos materiales estd por debajo del limite de deteccién de la técnica, o

que no se llevo a cabo un correcto método de impregnacion, ya que de estar

presente en el material, se deberian poder identificar las bandas correspondientes

al Ac. Carboxilico y al grupo funcional C-H [47].
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4.2. Microscopia Electronica de Barrido — Espectroscopia de Dispersion de
Energia (SEM-EDS)

B

SU5000 15.0kV 18 3migpX60 SE(RF05/06/2021 ' e SU5000 15.0kV. 18.3mm X500 BSE-ALE05/06/2021° ' ' ' 100im’

Figura 31. Microscopia Electronica de barrido para la muestra de NMS vista con
aumento de a) x60, b) x500 y c) x2000.

Mediante la técnica SEM, se obtuvieron imagenes de la morfologia de las NMS
(Fig. 31) analizadas a aumentos de x60, X500 y x2000. La morfologia de las NMS
se observa irregular y con grandes agregados de particulas aglomeradas, asi como
también, diferentes tamafios de particulas. Los agregados de estas particulas
pueden indicar que las NMS son un sistema que tiende a generar aglomeraciones
posteriores a la su sintesis, por lo que seria necesario un proceso de dispersion mas
agresivo, como dispersion por punta sénica, para mantener un sistema mas disperso

y con tamafios mas homogeéneos.
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Figura 32. Microscopia Electrénica de Barrido para muestras de NMS/Hap vista
con aumento de a) x500 y b) x2000.

En la figura 32, correspondiente a las NMS impregnadas con Hap, se puede
observar que existe mayor dispersion de particulas, aunque sigue sin definirse una
morfologia clara, sin embargo, el que se muestre como un sistema mas disperso
puede deberse a que, de acuerdo al espectro FTIR, la Hap muestra presencia de
grupos carbonato, lo que puede disminuir la presencia de grupos hidroxilo libres

que puedan interactuar con otras particulas.

- Espectroscopia de dispersion de energia (EDS)

La determinacion de la composicion elemental de las muestras se realizo
mediante la técnica EDS. El espectro de la figura 33 permite identificar la

presencia de iones silicio (Si) y oxigenos constituyentes de las NMS.
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Figura 33. Espectro EDS para la muestra de NMS.
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Asi mismo, para la muestra de la figura 34, se pueden identificar los iones calcio
(Ca), oxigeno (O), fosfato (P) y carbono (C) constituyentes de la Hap, asi como
también, una alta intensidad del ion Si, lo que confirma la presencia de Hap en
las NMS, afiadiendo sustento a lo mostrado en los espectros FTIR.
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Figura 34. Espectro EDS para la muestra de NMS/Hap.

4.3. Difraccion de Rayos X (XRD)

Las caracteristicas estructurales de las muestras sintetizadas en este trabajo se
observan en los siguientes patrones de difraccion. En la figura 35, podemos
encontrar el patron caracteristico para ceramicas amorfas, en este caso
nanoparticulas de SiO, en donde se puede identificar el pico caracteristico en los

~22 a 28° el cual, de acuerdo a la literatura, esta relacionado con las NMS [115].

NMS

(28.6758°, pico atribuido a las NMS)

Intensidad (u. a.)

T T T T T
20 30 40 50 60 70 80
2 Theta (Grados)

Figura 35. Patron de difraccion de rayos X para las nanoparticulas mesoporosas de
silice.
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Figura 36. Patron de difraccién para Hidroxiapatita.

En la Fig. 36 podemos encontrar el patron de difraccion de Hap, en donde, de
acuerdo a la carta cristalografica JCPDS 09-0432, se pueden identificar los picos
de los planos caracteristicos de este material. Tanto la figura 35 y 36 nos serviran

de referencia para determinar si existe una conjugacion entre las NMS y la Hap en

la figura 37.
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Figura 37 . Patrdn de difraccion para las nanoparticulas mesoporosas de silice
impregnadas con hidroxiapatita.

Por lo tanto, en la figura 37 podemos identificar el pico correspondiente a las NMS

amorfas, asi como también, los picos caracteristicos de Hap. De acuerdo a la
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4.4,

literatura, este patron es correspondiente a NMS impregnadas con Hap ya que son
visibles los picos 002, 211, 300 y 202, los cuales son los planos mas caracteristicos

de la Hap, asi como también el pico amplio de la fase amorfa de las NMS [116].

Este patron de difraccion nos permite confirmar lo inferido en el anélisis de los
espectros FTIR y los espectros EDS de las NMS/Hap, por lo que ahora sin duda se

puede decir que la Hap se encuentra soportada sobre las NMS.

Simulacién mediante elemento finito para el proceso de difusion de NMS/Hap-

IBU en un medio anatémico simulado

La simulacion mediante elemento finito nos permitié obtener un perfil de difusion
de un segmento simulado de un “implante” de NMS/Hap + IBU sustituyendo un
segmento de la simulacion anatémica de tejido 6seo hueso. La simulacion se corrid
desde el implante hacia la parte anterior del medio anatémico simulado, y se realiz6
la medicion de la concentracion de difusion en tres puntos a lo largo del segmento
anatomico, los cuales se denominaron, musculo proximal, musculo medio y

musculo distal (Fig. 38).

Punto proximal Punto medio Punto distal

Figura 38. puntos de referencia para la medicion de difusion de IBU
en un segmento de musculo en un medio anatémico simulado.

51



Concentracion (%)

|—— Musculo proximal

Musculo medio

Musculo distal |

100 - | |S2|S3|s4 M2 M3 ___Mi_ M5 M6
80 // %

60

40 /

20 A /

0 /

o] 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Tiempo (h)

Figura 39 . Grafica de difusion desde el material NMS/Hap cargado con IBU hacia la parte
anterior del medio anatémico simulado tras 6 meses de inoculacion. Segmentos de tiempo
divididos por semana (S2, S3 'y S4) y por mes (M2, M3, M4, M5 y M6).

En la figura 39, podemos observar la gréfica de difusion de IBU hacia la parte anterior
del segmento simulado, en donde, en las primeras 80 horas se obtiene una liberacion de
alrededor del 55% del farmaco en el punto proximal, lo cual nos permite inferir que el
farmaco es rapidamente difundido en las primeras 80 horas, para luego difundirse de
una manera mas lenta hasta llegar a una difusién completa hasta un periodo aproximado
de 6 meses. La rapida difusion en las primeras 80 h es relevante, ya que, de acuerdo a
la literatura, un material similar compuesto por silicio e hidroxiapatita tiene una
difusion similar en un fluido fisiolégico simulado [61], [116].
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Figura 40. puntos de referencia para la medicion de difusion de IBU en un
segmento de hueso en un medio anatémico simulado.

De igual manera, se realizé un analisis de difusion hacia la parte posterior del implante,
en donde también se segmento el modelo anatomico del hueso en tres puntos de

medicion, hueso proximal, hueso medio y hueso distal (Fig. 40).

80 h
{L —— Hueso proximal Hueso medio Hueso distal|
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Figura 41 . Grafica de difusion desde el material NMS/Hap cargado con IBU hacia la parte
posterior del medio anatémico simulado tras 6 meses de inoculacion. Segmentos de tiempo
divididos por semana (S2, S3 y S4) y por mes (M2, M3, M4, M5 y M6).
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En la figura 41, podemos observar la grafica de difusion de IBU hacia la parte posterior
del implante. En esta grafica se observa que, al igual que en el modelo de musculo, en
el hueso la seccion proximal registra una difusion de ~55% dentro de las primeras 80
h, sin embargo, en los demas puntos la difusion es mas lenta con respecto a la figura
39. Por lo tanto, la difusion tiende a ser mas rapida y espontanea hacia la parte anterior
del implante, y se mantiene una difusion hasta por un periodo de 6 meses

aproximadamente hasta que se libera completamente el farmaco.

Si bien, el tener una exposicion prolongada del IBU podria ser bueno para el proceso
de recuperacion completo del tejido dseo sin presentar inflamacion en la zona, se
necesitarian realizar mas estudios para determinar todas las posibles rutas metabolicas
que podria tomar la difusion del IBU, asi como sus posibles efectos secundarios al
termino de los 6 meses, esto ya que, la concentracion umbral y el tiempo recomendado

de exposicion podrian ser rebasados y generar un problema en el organismo.
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Capitulo 5.

Conclusién

De acuerdo al andlisis FTIR y al patrén de difraccion de rayos X, se comprob6 que se
sintetizaron correctamente nanoparticulas de silice, asi como también, se comprobd la
correcta impregnacion de Hap sobre las nanoparticulas de silice, ya que se lograron
identificar las bandas y planos cristalograficos tanto para las nanoparticulas de silice y

las Hap

Mediante el analisis de EDS se determino también que los picos correspondientes a los
iones P, Si, O, Cay C, estaban presentes en la muestra, por lo que se refuerza el punto

anterior sobre la presencia de Hap en las nanoparticulas de silice

La morfologia de las NMS y de las NMS impregnadas con Hap, se mostraron muy
poco definidas, aglomeradas y con tamafios de particulas muy irregulares. Sin
embargo, la aglomeracion y los tamafios de particula disminuyeron con la presencia de
Hap, esto debido a que al encontrarse estabilizada la superficie de las NMS con Hap,
se puede observar mas dispersion, por lo que también, se aprecian particulas mas

pequefias, aungue siguen siendo particulas sin una morfologia definida

De acuerdo a los espectros FTIR del material impregnado con IBU, no se observa la
presencia de bandas correspondientes al farmaco, lo cual, podria deberse a que el
método de impregnacion y el medio de reaccion no fueron los 6ptimos. Por lo tanto,

no se obtuvo el material NMS/Hap impregnado con el farmaco

La simulacion mediante elemento finito nos permiti6é determinar graficas de difusion
del farmaco en un modelo anatémico simulado, en donde se logrd observar que el

farmaco se difunde rapidamente las primeras 80 h, posterior a este tiempo, la liberacion
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se hace maés lenta hasta llegar a una liberacion total hasta un periodo aproximado de 6

Meses.

La simulacion nos permite determinar que, de acuerdo a la difusion de Fick y al medio
anatébmico simulado en el programa COMSOL, el material en el caso de estar
impregnado con el farmaco, puede funcionar de manera eficiente para la liberacion del
farmaco, sin embargo, el largo periodo de exposicion debe ser méas estudiado para
determinar las rutas metabolicas que toma y los posibles efectos secundarios que se

podrian generar
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5.1. Trabajo futuro

e Realizar caracterizaciones sobre la porosidad y tamafio de particula de las NMS y
las NMS impregnadas con Hap e IBU, con la finalidad de estudiar qué tipo de NMS
se obtuvo, y, sobre todo, su tamafio de poro y el volumen disponible, debido a que
de esto dependera la interaccion tanto con la Hap como con el farmaco

e Probar nuevos métodos de impregnacion del farmaco sobre el material, debido a
que la pandemia no nos permitié probar y replicar diferentes métodos para obtener

el méas optimo

e Realizar un estudio de difusion en un medio fisioldégico simulado y agregar
parametros a la simulacién para obtener un estudio mas completo sobre la utilidad

de la plataforma NMS/Hap como sistema de carga y liberacion de IBU

Ya que este trabajo plantea el disefio de una plataforma para la regeneracion de tejido
6seo y para la carga y liberacion de farmaco, a base de silica mesoporosa e

hidroxiapatita, algunos de los trabajos a futuro seran:

e Estudiar la capacidad de carga de diferentes farmacos en el material NMS/Hap

e Realizar pruebas de biocompatibilidad y bioactividad del material NMS/Hap

e Determinar el umbral de maxima concentracién de farmaco cargado en el material

NMS/Hap y su posible efecto citotdxico
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Capitulo 7.

Anexos

7.1. Mecanismos de reaccién

7.1.1. Sintesis de nanoparticulas mesoporosas de silice (NMS)

e Propuesta de mecanismo de reaccion:

o Paso 1: Hidrélisis

A Reaccion tipo
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CH —~CHj
HaC CHy QCHa ¢ r
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Carga parcial negativa en
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Figura 42. Mecanismo de hidrélisis de TEOS para la formacion de silanoles,
ejemplificados como un A) primer estado de transicion y B) un segundo estado de
transicion.

La sintesis de las NMS se realiza mediante el método Stéber modificado, el cual
se basa en un proceso Sol-Gel en donde se llevan a cabo reacciones de hidrolisis
y condensacion en medio basico donde interviene alcohol, agua y un surfactante
catiénico. En esta primera etapa, el aguay el alcohol (EtOH en este caso) juegan
un papel importante tanto como reactivo o como producto, lo que da lugar a una

reaccion auto catalizada [101], [111].

En la primera etapa de hidrdlisis (Fig. 42A) ocurre un primer estado de

transicion donde intervienen reacciones de sustitucion nucleofilica Il del tipo
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bimolecular, en donde los iones "OH liberados por la disociacion del agua al
interaccionar con el EtOH, actian como nucleofilos atacando al atomo de silicio
de la molécula de TEOS y desplazando a un grupo metoxi (CHz0O"). Esto mismo
sucede con los restantes 3 grupos metoxi de la molécula de TEOS dejando al
final una molécula de silanol (Si-OH) [32], [88].

El siguiente paso de la reaccion de hidrolisis conlleva a un segundo estado de
transicion (Fig. 42B) en donde nuevamente el grupo "OH ataca al atomo de
silicio haciendo que éste quede con una carga parcial negativa y que

posteriormente actie como monomero para la segunda etapa de la reaccion [71].

o Paso 2: Condensacion
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Figura 43. Mecanismo de condensacion de silanoles para la formacion de una
matriz de siloxilanos en la formacion de NMS.
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En la etapa de condensacion (Fig. 43), el silanol con carga parcial negativa se

vuelve altamente reactivo, en donde el silanol con el grupo "OH adicional actla

como nucledfilo sobre el atomo de silicio del silanol més cercano, provocando

que se libere agua al medio y se enlacen los silanoles mediante un siloxano (Si-

O-Si), creando asi un dimero de silanoles que posteriormente al reaccionar

nuevamente con el mondémero se transforma en un trimero lineal, luego un

trimero ciclico, tetramero ciclico y posteriormente cadenas de alto orden que

conforman la matriz de la particula. La reaccion se detiene al recuperar por

centrifugado y lavado el xerogel resultante [70], [71].

O

Paso 3: Formacion de la particula
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Figura 44 . Mecanismo de A) formacion de micelas de CTAB y B) Estabilizacion de
la matriz de siloxilanos sobre las micelas en la formacion de los poros y particulas de
NMS.

Para la formacién de las particulas y sus poros intervienen 2 moléculas

importantes, el CTAB y DEA, el primero es un surfactante cationico (Fig. 44A)

que tiende a formar micelas debido a sus regiones hidrofilicas e hidrofébicas y
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ayuda a estabilizar las cargas negativas de los silanoles al estar desprotonados,
funcionando como una plantilla para los poros de la particula, de esta manera
las cadenas de silanoles se adicionan a la superficie de las micelas de CTAB
mediante adsorcion electrostatica con lo cual se da paso a la formacion de poros
al retirar el CTAB por tratamiento térmico [112], [113].

Por otro lado, la DEA (Fig. 44B) funciona como tensoactivo superficial en la
particula ayudando a condensar la matriz y a generar una morfologia esférica,
asi como también, puede funcionar como una plantilla para la formacion de
poros mas pequefios [113], [114].

7.1.2. Impregnacion de nanoparticulas mesoporosas de silice con
hidroxiapatita (NMS/Hap)

e Propuesta de mecanismo de reaccion:
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Figura 45 . Propuesta de mecanismo de reaccidn para los poros y la superficie de las NMS al
interaccionar con Hap.
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En la impregnacion de NMS con Hap se propone un mecanismo en donde se
lleva a cabo una reaccion de hidrolisis, en la cual, los grupos "OH terminales de
la matriz de silanoles dispuestos tanto en la superficie de las NMS como en sus
poros, actian como nucledfilos al encontrarse desprotonados. estos y ataca al
atomo de fosfato liberando agua y enlazando a los materiales mediante un
enlace P-O-Si, disponiendo a la Hap como se puede observar en la figura 45
[20].

7.1.3. Impregnacion de NMS/Hap con Ibuprofeno (NMS/Hap-1BU)

e Propuesta de mecanismo de reaccion:

Figura 46. Mecanismo de interaccion entre el ibuprofeno y la superficie de los poros
de las NMS-Hap.

Para la impregnacion de las NMS-Hap se propone el mecanismo de interaccion
de la figura 46, en donde el IBU interacciona mediante puentes de hidrégeno
entre el grupo carboxilico del IBU con el doble enlace de oxigeno expuesto del
fosfato, realizando de esta manera la carga del volumen restante del poro de la
NMS, al igual que la disposicion superficial del farmaco como se observa en la

figura 46. La liberacion del farmaco se ve afectada por el pH del medio, entre
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mas acido se vuelva el medio mas rapido se difundira el farmaco. Por otro lado,
en algunas investigaciones se sugiere que si la superficie del poro y de la
particula se encuentra funcionalizada con grupos amino el farmaco se puede
retener por méas tiempo en el material, lo que conlleva a mayores tiempos de
liberacion del farmaco [115], [116].
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