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Resumen

Los materiales compuestos o compositos de nanomateriales organicos e
inorganicos utilizados como acarreadores en la administracion de farmacos ofrecen
muchas ventajas, debido a que permiten mejorar la distribucion del farmaco, se
logran liberaciones sostenidas, e incluso evitan problemas asociados a la baja

solubilidad de algunos farmacos hidrofébicos.

En este trabajo, las microparticulas de silicio poroso amino funcionalizadas
(UFPSIip) se combinaron con un biopolimero funcional de B-ciclodextrina/acido
citrico (polyBCD/CTR). Las microparticulas de silicio poroso (UPSip) se obtuvieron
por la anodizacion electroquimica de una oblea de silicio cristalino, se oxidaron
mediante tratamiento térmico, y finalmente se funcionalizaron con 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES) para modificar la superficie con grupos amino
(UFPSIp). El polimero polyBCD/CTR se sintetizé a 140 °C para obtener la fraccion
soluble. La sintesis de los compositos se llevé a cabo mediante la conjugacién
covalente de los grupos amino de las YFPSip y los grupos carboxilos del
polyBCD/CTR. Los compositos obtenidos se cargaron con docetaxel (DXL), un
farmaco poco soluble en agua (4.93 pg-mL™1) utilizado en el tratamiento contra el
cancer de mama. Los perfiles de liberacion de DXL in vitro se evaluaron con
compositos de un tamafio promedio de particula de 1.59 + 0.08 um y de 2.2 + 0.04
Mm en soluciones buffer pH de 5.2 para simular el ambiente &cido de las células
cancerosas y pH 7.4 que simula condiciones fisiol6gicas. Los compositos de mayor
tamafo (2.2 + 0.04 ym) exhibieron una liberacion sostenida de DXL, liberando 41.53
+4.29 % enunpH5.2y41.22 +5.47 % en un pH 7.4 a las 120 h. Los diferentes
materiales se caracterizaron por microscopia electronica de barrido (SEM),
microscopia electronica de transmisién de barrido (STEM), potencial zeta (),
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (ATR-FTIR), dispersion de luz

dinamica (DLS), la carga y la liberacidén se evaluaron por espectroscopia UV-Vis.

Palabras clave: silicio poroso, B-ciclodextrina, composito, liberacién sostenida,

docetaxel.



Abstract

Composites materials or composites of organic and inorganic nhanomaterials
used as carriers in the administration of drugs offer many advantages, since they
allow to improve the distribution of the drug, achieve sustained releases, and even

avoid problems associated with the low solubility of some hydrophobic drugs.

In this work, amino functionalized porous silicon microparticles (UFPSip) were
combined with a functional B-cyclodextrin/citric acid biopolymer (polyBCD/CTR).
Porous silicon microparticles (uPSip) were obtained by the electrochemical
anodization of a crystalline silicon wafer, oxidized by heat treatment, and finally
functionalized with 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES) to modify the surface with
amino groups (UWFPSip). The polyBCD/CTR polymer was synthesized at 140 °C to
obtain the soluble fraction. The synthesis of the composites was carried out by the
covalent conjugation of the covalent conjugation of the amino groups of the yFPSip
and the carboxyl groups of the polyBCD/CTR. The composites obtained were loaded
with docetaxel (DXL), a drug poorly soluble in water (4.93 ug-mL™?) used in the
treatment of breast cancer. In vitro release profiles were evaluated with composites
with an average patrticle size of 1.59 + 0.08 ym and 2.2 + 0.04 ym in pH 5.2 buffer
solutions to simulate the acidic environment of cancer cells and pH 7.4 that simulates
physiological conditions. The larger composites (2.2 = 0.04 pm) exhibited a
sustained release of DXL, releasing 41.53 + 4.29 % at pH 5.2 and 41.22 + 5.47 % at
pH 7.4 at 120 h. The different materials were characterized by scanning electron
microscopy (SEM), scanning transmission electron microscopy (STEM), zeta
potential (¢), Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR), dynamic light
scattering (DLS), loading and release were evaluated by UV-Vis spectroscopy.

Keywords: porous silicon, B-cyclodextrin, composite, sustained release, docetaxel.
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Capitulo 1. Introduccion

Los métodos convencionales de administracion de farmacos presentan
muchos problemas en cuanto a sus efectos terapéuticos, que pueden mejorarse
mediante el uso de sistemas de liberacion de farmacos (DDS, por sus siglas en
inglés). Los DDS se han desarrollado de tal manera que faciliten la entrega en el
sitio especifico de aplicacion a velocidades controladas minimizando la toxicidad y
los efectos secundarios del farmaco que se administra [1], ademas de modificar la
via de administracion en beneficio del paciente, mejorar la biodisponibilidad o

mejorar una formulacion [2].

La nanotecnologia ha revolucionado los disefios de ingenieria en una gama
de materiales y aplicaciones, desempefiando un papel importante en el campo de
la entrega de farmacos [3]. El término nanotecnologia se refiere a varias disciplinas
destinadas a estudiar materiales y estructuras a escala nanométrica. Una de las
areas mas importantes de la nanotecnologia es la nanomedicina, que se centra en
gran medida en el disefio y desarrollo de sistemas de administracion de farmacos
que ofrece revolucionar las terapias convencionales superando muchos de los
obstaculos que enfrentan, especialmente aquellas dirigidas al tratamiento del

cancer [2].

Los materiales nanoestructurados se han convertido en candidatos
prometedores para el suministro de farmacos [4], debido a que los sistemas de
administracion a escala nanométrica (10° a 10" m) aprovechan el hecho de que los
materiales a esa escala pueden exhibir propiedades distintivas fisicas, eléctricas,
mecanicas, estructurales, quimicas, magnéticas y oOpticas, que difieren de las

observadas a escalas macroscépicas y atomicas [5].

Los materiales y las tecnologias que se han usado para la construccion de
nanosistemas de liberacion de farmacos son muy diversos, pero pueden clasificarse
en nanoestructuras organicas e inorganicas. En el grupo de las nanoestructuras

organicas se encuentran los materiales poliméricos con los que se forman
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nanoesferas, liposomas, nanocapsulas, micelas, liposomas, dendrimeros y
conjugados polimero-farmaco. Las inorganicas comprenden una gran variedad,
como nanoparticulas de Oxidos metalicos, nanoparticulas de silice porosa y

nanotubos de carbono [2].

La ventaja méas importante de los materiales inorganicos nanoestructurados
usados como DDS es que sus estructuras son capaces de resistir la degradacion vy,
por lo tanto, facilitan la liberacibn de farmacos en los tiempos requeridos y
cantidades necesarias, a diferencia de otras formas de DDS, como liposomas o
polimeros que se degradan prematuramente obteniendo rendimientos bajos en el

sitio objetivo [6].

Los materiales inorganicos mesoporosos con tamarfios de poro de 2-50 nm
han ganado una considerable atencion en aplicaciones biomédicas como
acarreadores de farmacos, tal es el caso del silicio poroso (PSi) [7]. Los materiales
basados en PSi tienen estructuras y superficies bien definidas, son relativamente
econdémicos, quimicamente inertes, térmicamente estables, biocompatibles y
biodegradables que los hace candidatos prometedores como DDS (controlados).
Ademas, pueden fabricarse con diferentes tamafios de particula, que van desde
nano- a microparticulas. Sus estructuras estables y rigidas los hace resistentes al

estrés mecanico, el pH y la degradacion rapida [8].

Otras propiedades que hacen del PSi un excelente biomaterial con
aplicaciones en DDS es por su gran area superficial, tamafio y volumen de poro
controlable, facil modificacion de superficie y procedimiento de funcionalizacion [9],
y la capacidad de degradarse completamente en soluciones acuosas a acido
ortosilicico (Si(OH)4) no toxico, la principal forma de silicio en el cuerpo humano [3].
El area superficial del PSi (400-1000 m?-g) [3] proporciona una gran capacidad de
carga de farmacos, y los diferentes cambios de superficie permiten un

comportamiento de liberacion controlada [9].

El PSi se obtiene del ataque electroquimico de una oblea de silicio cristalino
usando una solucion de acido fluorhidrico (HF) [3]. La capacidad de ajustar

2
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facilmente el tamafo y volumen de poro durante el proceso electroquimico es una
propiedad unica del PSi, que es muy util para aplicaciones de administracion de
farmacos. Otros materiales porosos generalmente requieren un protocolo de disefio
mé&s complicado para controlar el tamafio de poro, por lo tanto, los tamafios de poro
disponibles tienden a englobar un rango limitado. Con el PSi preparado
electroquimicamente, el control sobre la porosidad y el tamafio de poro se obtiene

ajustando los parametros de corriente durante el ataque [10].

El PSi se usa como un DDS, ya que los farmacos se cargan en su matriz
porosa o se inmovilizan en su superficie después de una adecuada modificacion de
la superficie. Sin embargo, cuando se combina con biopolimeros, funciona como
sustrato para materiales compuestos, proporcionando nuevas caracteristicas
quimicas y fisicas ventajosas, que no son exhibidas por los constituyentes
individuales, permitiendo un control mejorado sobre la cinética de liberacion del

farmaco y una estabilidad mejorada en solucién acuosa [11].

Recientemente, la idea de usar ciclodextrinas (CDs) como polimeros
biodegradables ha aumentado el interés [12]. Las CDs son oligosacaridos ciclicos
que consisten en 6 (aCD), 7 (BCD) y 8 (yCD) unidades de D-glucopiranosil unidos
por enlaces a-1,4 formando estructuras toroidales [13]. La estructura interna de la
CD es una cavidad hidrofoba mientras que la superficie externa es hidrofilica [14].
Los farmacos hidrofébicos pueden encapsularse en la cavidad de las ciclodextrinas
formando complejos de inclusién por interaccibn no covalente sin reacciones
guimicas complejas. El resultado es que la solubilidad en agua y la estabilidad de
los farmacos mejoran considerablemente. Ademas, los efectos secundarios de los
farmacos en el cuerpo humano también se logran reducir drasticamente debido al

efecto protector de las CDs [15].

Entre todos los tipos de CDs, la BCD es el agente complejante farmacéutico
mas conocido. El tamafio de su cavidad es adecuado para una gran cantidad de
moléculas de farmacos y esta disponible a un precio econdmico. Aunque el uso de

la BCD y sus derivados como portadores para aumentar la solubilidad de los
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farmacos poco solubles en la industria farmacéutica actual se ha incrementado
drasticamente, por si misma, la BCD tiene una baja solubilidad acuosa. Algunos
acidos organicos, como el acido citrico (CTR), el acido tartarico y el acido lactico,
pueden aumentar la solubilidad acuosa de la BCD. La combinacién de alguno de
estos acidos con la BCD sinérgicamente promueve la solubilidad del farmaco [16].
Los farmacos hidrofébicos son huéspedes adecuados en las cavidades de BCD, por
ejemplo, algunos agentes anticancerigenos (doxorrubicina, camptotecina,
paclitaxel, fluorouracilo) y medicamentos antiinflamatorios (indometacina,
dexametasona, ibuprofeno), debido a la capacidad de actuar como moléculas

huéspedes para las BCDs [17].

El cancer sigue siendo una de las principales causas de muerte en todo el
mundo, atribuible en parte a la administracion convencional de farmacos no dirigidos
y los efectos adversos resultantes de dosis muy altas o bajas. Por lo tanto, la
administracion controlada y dirigida de farmacos es un requisito previo para un
tratamiento 6ptimo del cancer [18]. Ademas, la falta de especificidad de los agentes
terapéuticos convencionales, afecta indiscriminadamente tanto las células sanas
normales como las células cancerosas, obligando al desarrollo de nuevos
biomateriales disefiados para servir como sistemas de transporte para la

focalizacion tumoral [19].

Hoy en dia, uno de los principales procedimientos para tratar el cancer
clinicamente es la quimioterapia, y hasta el 40 % de la quimioterapia clinica nueva
en la actualidad son compuestos hidrofébicos. Las formulaciones de ellos han sido
uno de los problemas mas importantes para la aplicacion quimica debido a su
escasa solubilidad en el ambiente acuoso del cuerpo, la efectividad terapéutica de
los farmacos hidrofobos a menudo se ve disminuida por la incapacidad de acceder

al sitio de accién con la dosis adecuada [20].

El docetaxel (DXL), un agente antineoplasico, tiene una alta eficacia para el
tratamiento del cancer de mama local y metastasico, cancer de pulmoén de células

no pequefas, cancer de ovario y cancer de prostata [21]. La administracion actual
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de DXL es por terapia intravenosa (terapia 1V) que presenta varios problemas,
algunos debido al farmaco en si mismo, otros debido al sistema solvente utilizado
en la formulacion comercial del farmaco. La principal desventaja es que el farmaco
se distribuye ampliamente y de forma no especifica en todo el cuerpo, que
contribuye a efectos secundarios relacionados con el farmaco como retencién de
liquidos, neurotoxicidad, toxicidad musculoesquelética y neutropenia. Ademas, por
su corta vida media se requieren de mdltiples inyecciones que representa gran
toxicidad [22].

Al ser altamente lipofilico y practicamente insoluble en agua (4.93 ug-mL™?)
[21], la formulacion actual de DXL en uso clinico contiene una gran proporcion de
Tween 80 (Polisorbato 80) y etanol (50:50, v/v), conocida como Taxotere ® [23]. Sin
embargo, se han desarrollado efectos secundarios graves en la mayoria de los
pacientes tratados con Taxotere ®, por ejemplo, mielosupresién, reacciones de
hipersensibilidad grave, hemdlisis y retencién de liquidos, asociados al tensioactivo
no iénico y al etanol [21], [23]. Para disminuir los efectos adversos y aumentar la
solubilidad del farmaco, se han desarrollado nuevos sistemas de administracion de
farmacos que incluyen liposomas, nanoesferas, emulsiones, micelas poliméricas,
ciclodextrinas, nanoparticulas conjugadas con acido folico y profarmacos solubles

en agua [23].

Para resolver la problemética presentada, en este proyecto se propone
disefar, sintetizar y caracterizar un material compuesto basado en microparticulas
de PSi amino funcionalizadas (uFPSip) y un polimero de B-ciclodextrina/acido citrico
(polyBCD/CTR), asi como evaluar su aplicacion como acarreador para la liberacion
controlada de DXL dirigida al tratamiento del cancer de mama. En este trabajo se
recubrio la superficie de las pFPSip con polyBCD/CTR, ya que se ha demostrado
que la BCD es capaz de albergar DXL en su cavidad hidrofébica, de tal forma que
transporte el farmaco y aumente la solubilidad de este. Mientras que las
microparticulas de PSi mejoran las propiedades mecéanicas del polimero

beneficiando la liberacién de DXL.
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2.1. Antecedentes

2.1.1. Sistemas de administracion de farmacos

La entrega de compuestos terapéuticos al sitio objetivo es un obsticulo
notable en el tratamiento de muchas enfermedades. Una administracion
convencional se distingue por una eficiencia limitada, una mala biodistribucién y una
falta de selectividad que conducen a efectos secundarios graves. Estos
inconvenientes se pueden superar al desarrollar sistemas de administracion
controlada de farmacos que liberen los farmacos o agentes bioactivos en un sitio de
accion deseado del organismo a una velocidad adecuada, por lo que se pueden
minimizar los efectos secundarios indeseables. Estos sistemas son esencialmente
importantes cuando existe una diferencia entre una dosis o concentracion de un

farmaco y sus resultados terapéuticos o efectos toxicos [1].

El tipo de sistema de administracion que se elegira para cumplir con una
necesidad clinica en especial dependera de varios factores, entre los cuales estan
las propiedades fisicoquimicas del farmaco, la dosis, el caso que se esta tratando,
el sitio en el cual debe actuar el farmaco, la forma de administracion, si el tratamiento
es agudo o crénico, e incluso si es necesario controlar la entrada del farmaco dentro
de los limites terapéuticos [2]. Es por ello que existen numerosos criterios para
clasificar los sistemas de liberacién, ya sea segun su administracion, por el tipo y

mecanismo de liberacion, entre otros [3].

Por ejemplo, considerando la via de administracion (Fig. 2.1.), los farmacos
se introducen en el organismo por diversas maneras como la enteral (administracion
oral, sublingual y rectal), parenteral (administracion intravascular, intramuscular,
subcutanea y por inhalacion) o tépica (piel y membranas mucosas). Cada ruta tiene

propoésitos, ventajas y desventajas especificas [4].
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B

(R

Concentracion plasmatica (C)

tiempo

Figura. 2.1. Concentracion plasmética alcanzada en funcion del tiempo, segun la
via de administracion del farmaco. (A) Intravenosa; (B) Intramuscular; (C)

Subcutanea; (D) Oral; (E) Rectal. Adaptado de Martinez y Quifiones [5].

Aquellos sistemas disefiados de tal forma que se modifica la velocidad o el
lugar de liberacion del principio activo respecto a las formas farmacéuticas de
liberacion inmediata se denominan sistemas de liberacion modificada. Los
diferentes tipos de formulaciones de acuerdo con la via de administracién hacen
posible estos cambios en la entrega del farmaco, que originan distintos tipos de
liberacion (Fig. 2.2.) [6]:

Retardada. El farmaco es liberado en un momento distinto al de la
administracion, pero no se prolonga el efecto terapéutico (no hay cambios en ningan
otro pardmetro terapéutico). Son formas con cubierta entérica, en las que el principio

activo es liberado en una zona concreta del intestino delgado.

Controlada. El farmaco se libera gradualmente en el tiempo (la velocidad de
liberacién es limitante en el proceso de absorcidén), alargandose el efecto

terapéutico. Estas se clasifican a su vez en:
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e Sostenida: El farmaco se libera a una velocidad constante con el objetivo de
conseguir una velocidad de absorcién también constante y asi disminuir las
fluctuaciones de los niveles plasmaticos.

e Prolongada: El farmaco se libera inicialmente en proporcion suficiente para
producir su efecto, y después se libera de forma lenta a una velocidad no
necesariamente constante, manteniendo la concentracién eficaz durante

mas tiempo que con las formas de liberacion inmediata.

T

A Concentracion toxica

T

Concentracion
terapéutica

\ Nula respuesta

terapéutica

!

tiempo (t)

Concentracién plasmatica (C)
U

Figura. 2.2. Formas Formas farmacéuticas de liberacion modificada. (A)
Liberacion inmediata; (B) Prolongada; (C) Retardada; (D) Sostenida. Adaptado de

Hirayama y Uekama [7].
Las ventajas que presentan las formas de liberacién modificada son:

e Reduccion de la frecuencia de administracion para mejorar el
cumplimiento terapéutico.
e Reduccion de las fluctuaciones en las concentraciones plasmaticas.

e Control del sitio de liberacion del farmaco en el tracto gastrointestinal.

Recientemente, los sistemas de administracion de farmacos en micro- y
nanoparticulas han ido adquiriendo una gran importancia atribuida principalmente a

su eficiencia mejorada en el control y focalizacion de la liberacion de farmacos [8].

11



Capitulo 2. Marco teorico

2.1.2. Nanosistemas en liberacién de farmacos

Los acarreadores basados en nanomateriales se han estudiado ampliamente
como vehiculos para el transporte de farmacos, debido a que pueden (1)
incrementar la solubilidad en agua y proteger los compuestos disueltos en el torrente
sanguineo, mejorando las propiedades farmacocinéticas y farmacoldgicas del
farmaco; (2) suministrar un farmaco de forma especifica de tejido o célula, limitando
la acumulacion de farmacos en los rifiones, el higado, el bazo y otros 6rganos no
dirigidos y mejorando su eficacia terapéutica; (3) entregar una combinacion de
imagenes y agentes terapéuticos para el monitoreo en tiempo real de la eficacia

terapéutica [9].

Los materiales y las tecnologias que se han utilizado para la construccion de
nanoacarreadores de farmacos son muy diversos, pero se pueden clasificar de
forma general de acuerdo con su naturaleza inorganica u organica [10]. En los
altimos afios, el surgimiento de materiales porosos inorganicos ha abierto un nuevo
camino para el desarrollo de sistemas de administracion de farmacos. A diferencia
de los vehiculos farmacéuticos tradicionales, como los liposomas y las
nanoparticulas poliméricas, los acarreadores inorganicos ofrecen ventajas
considerables debido a su estructura de poro, tamafio de particula, control de forma,

estabilidad y funcionalizacion de la superficie [11].

Segun el tamafio y la quimica de la superficie de los poros, se puede obtener
una liberacion aumentada o sostenida de los agentes terapéuticos cargados [12].
De acuerdo con la IUPAC, los materiales porosos se clasifican en tres categorias
seglin su tamafio de poro como Microporosos, Mesoporosos y macroporosos con

un tamafno promedio de <2 nm, 2-50 nm y 250 nm, respectivamente [13].

Los materiales mesoporosos destacan como posibles portadores para fines
de administracion controlada de farmacos, ya que ofrecen varias caracteristicas
atractivas tales como su gran area superficial, tamafios y volimenes de poros
ajustables que podrian ofrecer un gran almacenamiento de moléculas huéspedesy

facil funcionalizacion quimica de la superficie, ademas tienen la ventaja de
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administrar grandes dosis de farmacos poco solubles en agua sin complicaciones
de liberacion prematura [14], [15]. Todas estas caracteristicas ayudan a una mejor
manipulacion de la carga y liberacién de farmacos. Estas caracteristicas intrinsecas
también hacen que los materiales mesoporosos sean anfitriones versatiles para una

variedad de biomacromoléculas, como proteinas [14].

Muchos materiales inorganicos mesoporosos se han elegido como
acarreadores para la carga de farmacos como el 6xido de zinc (ZnO) [16], el carbono
[17], la hidroxiapatita [18], la alimina (Al203) [14], la silice (SiO2) [15], y el silicio (Si)
[15]. Entre estos materiales, el silicio poroso (PSi) con tamafios de poro de 2-50 nm
ha desempefiado un papel importante como portador en tecnologia farmacéutica

por sus propiedades de carga y liberacion controlada [13].
2.1.3. Silicio poroso (PSi)

El PSi es una excelente plataforma para desarrollar sistemas avanzados de
administracion de farmacos debido a un conjunto Unico de propiedades fisicas y
quimicas, que pueden ajustarse con precision mediante la ingenieria de sus

caracteristicas geométricas, quimica de superficie y porosidad [19].

A diferencia de otros materiales mesoporosos, la fabricacién del PSi es un
procedimiento simple, donde la porosidad y el tamafio de poro pueden ajustarse
facilmente mediante parametros de anodizacion. Otros materiales generalmente
requieren un disefio complicado para el control del tamafio de poro, haciendo en
ocasiones que el tamafio de poro disponible abarque un rango limitado [20].

Dependiendo de la morfologia, el PSi podria adaptarse como un material
biodegradable, bioactivo o estable. Ademas, la quimica de la superficie del material
puede variarse facilmente para producir superficies favorables para la adsorcion del
farmaco [21]. Asimismo, el PSi presenta baja toxicidad ya que tiene la capacidad de
degradarse completamente en acido ortosilicico (Si(OH)s) no téxico que es

absorbido por el tracto gastrointestinal y luego secretado a través de la orina [13],
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[22]. Debido a la gran variedad de caracteristicas que presenta el PSi provoca un

amplio interés para su uso en sistemas de administracién controlada de farmacos.
2.1.3.1. Fabricacion de silicio poroso

Como se mencion6 anteriormente, una de las ventajas mas importantes del
PSi es su facil obtencion. Existen diferentes métodos para producir PSi como la
anodizacion electroquimica (o ataque electroquimico), el grabado quimico por
vapor, grabado inducido por laser, grabado asistido con metal, procesamiento de

chispas y por grabado de iones reactivos (plasma) [13].

La anodizacion electroquimica es el método mas utilizado para obtener PSi
debido a que es uno de los métodos mas simples y eficientes. Consiste en aplicar
una corriente constante entre dos electrodos sumergidos en una celda
electroguimica que contiene un electrolito de &cido fluorhidrico (HF) y etanol, donde
el etanol actia como surfactante para reducir la tensién superficial permitiendo que
el electrolito penetre en los poros, y para disminuir la formacién de burbujas de
hidrégeno (H2) (Fig. 2.3.) [23], [24].

Electrodo
de Pt
€ Electrolito
T HF:EtOH
O-ring
/
/ Sustrato
rd _—de Si
Contacto Celda de teflon
metdalico de Al

Figura. 2.3. Esquema de una celda electroquimica para la obtencion de PSi.

Adaptado de Lasave, Priano, Koropecki y Battaglini [24].
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El mecanismo de formacién de los poros no esta muy comprendido, pero se
cree que involucra una combinacion de factores electronicos y quimicos. El modelo
mas aceptado ha sido el propuesto por Lehmann y Gosele que se muestra en la
Fig. 2.4., donde la aplicacion de la corriente anddica oxida un atomo de silicio (Si)
en la superficie, que luego es atacado por un fluoruro. El proceso neto es una
oxidacion de 4 electrones (e”), pero la corriente solo suministra 2 equivalentes,
mientras que los otros 2 resultan de la reduccion de protones en la solucién por
especies SiF2 en la superficie. La formacion de poros se da cuando los dtomos de
Si se eliminan en forma de SiF4, que reaccionan con 2 equivalentes de F~ en solucion
produciendo SiFe*. La reaccion neta se da en la ec. 2.1, donde h* y e representan

un hueco y un electron respectivamente [20], [25].

Si+ 6HF + h* — SiFs*” 4+ H, + 4H* + e~ (2.1)

Sustrato de Si

Silicio poroso F F Si Si
+2H" + SiFG'2

Figura. 2.4. Mecanismo de oxidacion del silicio durante la formacion de PSi.
Adaptado de Dhanekar y Jain [25].
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El proceso de anodizacion genera una pelicula cuya porosidad y tamafio de
poro son importantes para la carga de farmacos y la biodegradabilidad de la matriz
porosa, se controlan facilmente por medio de una seleccion adecuada de los
parametros de sintesis como el tipo de silicio (tipo-p o tipo-n), resistividad,
orientacién del Si cristalino, temperatura, densidad de corriente, concentracion de

HF, surfactante, tiempo de anodizado y condiciones de luz [13], [26], [27].

Para separar la pelicula porosa del Si cristalino (sustrato), se lleva a cabo un
proceso de electropulido o método de despegue (“lift-off’) a un valor critico de
densidad de corriente. Este proceso ocurre a potenciales méas altos que el potencial
maximo de formacién del PSi. Una vez que se libera la pelicula del sustrato, se
puede convertir en particulas de tamafio micrométrico o nanométrico utilizando
métodos como la fractura ultrasoénica [25]. La modulacion del tamafio y de la forma
de las particulas es una estrategia que puede usarse para mejorar la biodistribucion,
lo cual es muy importante para aplicaciones terapéuticas e incluso de diagnéstico.
Las nanoparticulas en un rango de tamafio de 20 — 200 nm tienden a mostrar
tiempos de circulacion mas largos en el torrente sanguineo que las particulas mas

pequefias o grandes [28], [29].
2.1.3.2. Modificacién de la superficie del PSi

La superficie del PSi tiene enlaces de hidrégeno (Si-Hx), lo que la hace
inestable y de caracter hidrofébica. Cuando la superficie esta en contacto con aire
sucede una oxidacién aleatoria e incontrolada que afecta fuertemente la estabilidad
de las capas por la formacion de 6xido superficial (Si-O-Si) de estructura imperfecta
[15], [30]. Ademas, las estructuras de PSi sufren inestabilidad por oxidacion y
corrosion en soluciones acuosas, especialmente simulando condiciones biologicas
[31]. La superficie del PSi cubierta de Si-Hx permite una serie de modificaciones, ya
gue los materiales estables y no reactivos son indispensables para un gran nimero
de aplicaciones [15]. Uno de los métodos mas comunes para estabilizar la superficie
del PSi es la oxidacion térmica. El proceso de oxidacion cambia la superficie del PSi
de hidréfoba a hidrofila debido a la formacion de una monocapa de 0xido que es un
requerimiento esencial en aplicaciones biologicas [13], [25].
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Otro método usado para la estabilizacién es la carbonizacién térmica del PSi
con acetileno, el cual se basa en la adsorcidon del acetileno sobre la superficie del
PSi y su posterior absorcion en la estructura del silicio bajo tratamiento térmico,
proporcionando una capa de carburo de silicio (Si-C) no estequiométrica. Utilizando
la temperatura de disociacion del acetileno adsorbido y la desorcion del hidrégeno,
el proceso de carbonizacion térmica se divide en diferentes tratamientos, uno de
ellos es el hidrocarbonizado térmico del PSi (THCPSI) que se da a temperaturas
mas bajas y a temperaturas mas altas se produce el PSi carbonizado térmicamente
(TCPSI) [32].

Algunos otros métodos de estabilizacion y funcionalizacion del PSi son la
hidrosililacion y la silanizacién. En la hidrosililacion, el elemento esencial es la
activacion del alqueno, alquino u otros compuestos de carbono insaturado para
permitir la reaccién con la superficie Si-H [33]. El &cido undecilénico en la
hidrosililacion del PSi se ha utilizado ampliamente porque da una arquitectura
terminada en carboxi que permite modificaciones adicionales y la incorporacién de
biomoléculas [25]. La silanizacién es usada mas cominmente en los materiales
porosos de silice para obtener superficies funcionalizadas con aminas, pues las
reacciones de acoplamiento del silano generalmente se dan sobre superficies de

oxido, por lo que se requiere una pre-oxidacion del PSi [15], [31].

Se ha demostrado que todas estas modificaciones mejoran
significativamente las capacidades del PSi como un dispositivo de administracién
controlada y localizada de farmacos [13]. Este tipo de sistemas de administracion
de farmacos basados en PSi (peliculas, microparticulas y nanoparticulas) se han
estudiado para la carga y liberaciébn de agentes anticancerosos (doxorrubicina,
daunorrubicina, cisplatino), moléculas pequefias de farmacos (ibuprofeno,

dexametasona), péptidos, proteinas y pequefios ARN de interferencia [34], [35].

Sin embargo, las estructuras del PSi cargadas con farmacos mediante
encapsulacion o conjugacion pueden sufrir algunas limitaciones, como la liberacion
repentina del farmaco, la falta de proteccion contra la degradacion enzimatica y la
baja estabilidad en medios acuosos. Para superar estas deficiencias, se ha sugerido
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recientemente utilizar polimeros como sustratos para la preparacion de compuestos
basado en PSi [36].

Los materiales compuestos (0 compositos) hibridos inorganicos-organicos
son candidatos atractivos para la administracion de farmacos porque proporcionan
una combinacién de caracteristicas fisicas y quimicas superiores que no se
muestran en los componentes individuales [37]. La presencia de grupos organicos
dentro de los materiales inorganicos porosos ayuda eficazmente a aumentar las
propiedades hidrotermales, térmicas y mecanicas [38]. Al combinar PSi con
biopolimeros se promueve un control mejorado sobre la cinética de liberacion del
farmaco, una estabilidad mejorada en solucion acuosa [39] y es capaz de reducir el
impacto inflamatorio de cualquier posible borde afilado asociado con las particulas
de PSi [40].

El PSi se ha estudiado en combinacion con algunos biopolimeros como
policaprolactona (PCL), acido poli-L-lactico (PLLA), acido polilactico glicolico
(PLGA), polidimetilsiloxano, polietileno, poliestireno y poli (N-isopropilacrilamida)
[39], [40]. Recientemente, ha ganado un gran interés el uso de ciclodextrinas como

polimeros biodegradables [36].
2.1.4. Ciclodextrinas (CDs)

Las ciclodextrinas (CDs) se han estudiado méas a fondo debido a sus ventajas
de no toxicidad, buena solubilidad en agua, facil modificacion y alta disponibilidad
biolégica. Son oligosacaridos ciclicos formados por 6, 7 u 8 unidades de glucosa

por enlaces a-1,4, que se denominan a-, -, y y-CD respectivamente [41].

Las CDs presentan estructuras conicas bien definidas, donde la superficie
exterior es polar e hidréfila mientras que la cavidad es hidro6foba, 1o que le otorga
una capacidad excepcional para formar complejos de inclusién con varias moléculas
a través de interacciones host-guest [42], [43]. Se ha evidenciado que la cavidad
permite la inclusion de farmacos, mejorando asi la solubilidad en agua y la

estabilidad favorablemente. Son Utiles para la administracion de farmacos
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guimioterapéuticos pues la mayoria de estos presenta propiedades, como escasa
solubilidad en agua, inestabilidad o falta de propiedades fisicoquimicas, que limitan
su aplicacion en medicina [41], [42].

Region

Region hidrgfilica

hidrofébica

Figura. 2.5. Estructura y modelo tridimensional de la BCD.

Entre los tipos, la B-ciclodextrina (BCD) (Fig.2.5.) es la CD mas atractiva
comercialmente por su sintesis sencilla, su bajo costo y por ser la CD mas comun.
Representa un tipo de compuesto natural no toxico, biocompatible, biodegradable y
también es capaz de formar complejos de inclusibn con un gran numero de

moléculas organicas, como farmacos hidrofébicos [44]-[46].

Sin embargo, uno de los mayores problemas de la BCD es que presentan
baja solubilidad tanto en disolventes acuosos como organicos causando hemolisis
de glébulos rojos de manera significativa [47]. La BCD tiene 21 grupos hidroxilo, es
decir, 7 hidroxilos primarios y 4 secundarios por lo que su estructura puede
modificarse quimicamente para mejorar su rendimiento y ampliar sus aplicaciones
[7], [45].

Las CDs se pueden injertar en macromoléculas usando agentes reticulantes
para modificarlas. Algunos poliacidos carboxilicos, como el acido citrico, el acido
tartarico y el acido lactico pueden incrementar la solubilidad acuosa de la BCD. La

combinacion de estos acidos con BCD puede promover sinérgicamente la

19



Capitulo 2. Marco teorico

solubilidad del farmaco [48]. El &cido citrico (CTR) se ha convertido en un agente
de reticulacion muy popular para la obtencion de polimeros de CD, ya que es capaz

de superar la toxicidad y es menos costoso que otros [49].

Como se ha mencionado anteriormente, las estructuras de PSi en
combinacion con CDs son atractivos para la liberacion de farmacos. Un ejemplo es
el de Correia et al., donde se fabricO6 un nanocompuesto que consistié en
nanoparticulas de THCPSi modificadas con acido undecilénico (UnTHCPSi NPs)
cargadas con Sorafenib (SFN), un farmaco insoluble utilizado en el tratamiento
contra el cancer de mama, y conjugadas en la superficie con heptakis (6-amino-6-
desoxi)-B-ciclodextrina  (HABCD). Se demostré que los nanocompuesto
mantuvieron una liberacion sostenida del SFN y una eficaz inhibicion en la
proliferacion de células de cancer de mama, debido a que la estructura de PSi
aumento la solubilidad del farmaco mientras que el polimero actio como una barrera
para controlar la liberacién [36]. Otros materiales compuestos desarrollados por
Montelongo et al., se basaron en funcionalizar PSi nanoporosos y macroporosos
(nPSi y mPSi, respectivamente) por polimerizacion in situ de BCD-CTR. Estos
materiales se utilizaron para estudiar la liberacién de dos farmacos modelos, uno de
ellos fue ciprofloxacino (CFX) un antibiético y prednisolona (PDN) un
antiinflamatorio, para analizar los mecanismos que gobiernan la liberacion, en este
caso se demostrd que los datos de las liberaciones se ajustan al modelo semi-

empirico Korsmeyer- Peppas [39].
2.1.5. Aplicacién

Una de las principales causas de muerte en todo el mundo, después de las
enfermedades cardiovasculares, es el cancer, que causa alrededor de 8.8 millones
de muerte cada afo [50]. Comienza como una enfermedad localizada, que luego se
disemina a otros sitios de donde comenzé (metastasis), proceso que involucra una
serie de cambios quimicos que hace del cancer una enfermedad muy compleja [10].
El cancer de mama (BC) es uno de los mas frecuentes en mujeres a nivel mundial

con mas de 2 millones de casos en 2018 y el segundo tipo de cancer mas comun
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en general. Tiene una alta tasa de mortalidad, que se debe en gran parte al

desarrollo de metastasis [51], [52].

Actualmente, uno de los principales procedimientos para tratar clinicamente
el cancer es la quimioterapia. En este tratamiento, a los pacientes se les inyectan
por via intravenosa farmacos que viajan por todo el cuerpo a través de la circulacion
sanguinea para inhibir o ralentizar el crecimiento de las células cancerosas. Sin
embargo, la eficacia de los agentes quimioterapéuticos utilizados suele ser limitada
porque se distribuyen de forma no especifica, dafiando tanto células sanas como
células cancerosas, lo que da como resultado una baja eficacia y una alta toxicidad
[50], [53].

La quimioterapia contra el cancer representa un ejemplo en el que la
administracion especifica del farmaco al sitio objetivo dara como resultado una
terapia mejorada y una reduccion de los efectos secundarios [2]. Por lo que son
necesarios acarreadores basados en nanomateriales que actien como sistemas de
administracion controlados los cuales serian excelentes portadores de agentes
quimioterapéuticos guiandolos al sitio del tumor aumentando asi la concentracién
del farmaco en las células cancerosas y evitando la toxicidad en las células

normales [53].
2.1.5.1. Docetaxel (DXL)

El docetaxel (DXL) es un agente quimioterapéutico que inhibe la proliferacion
celular al promover el ensamblaje de tubulina y la estabilizacion de microtibulos
[54]. Es el derivado semisintético de la 10-desacetilbacatina-lll, que se utiliza
ampliamente solo 0 en combinacion con otros farmacos para el tratamiento de
varios tipos de cancer, incluido el cancer de mama. Ha sido considerado como uno
de los mas efectivos en las ultimas dos décadas y ha sido aprobado como farmaco

de primera linea para el tratamiento del cancer de mama [54]—[56].

Debido a que el DXL presenta una solubilidad extremadamente baja, se

desarrolld una formulacion con excipientes solubilizantes [57]. La formulacion que
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se comercializa actualmente, conocida como Taxotere®, utiliza un surfactante no
ionico Tween-80 (polisorbato 80) y etanol (50:50, v/v) como codisolventes para
mejorar la solubilidad de DXL para su administracién por via intravenosa [58]. El
rango de dosis intravenosa de DXL es de 75 a 115 mg-m?, siendo una

farmacocinética lineal [45].

Figura. 2.6. Estructura quimica y modelo tridimensional de DXL.

La formulacién utilizada de DXL presenta una serie de efectos secundarios
ligados al farmaco en si, pero principalmente asociados con el Tween-80. El
tensioactivo no ibnico es bioldgica y farmacolégicamente activo e induce reacciones
de hipersensibilidad aguda y neuropatias periféricas; en particular el 4cido oleico
presente en el polisorbato 80 induce la liberacibn de histaminas y provoca
reacciones de hipersensibilidad. Por lo tanto, se ha sugerido la premedicacion de
corticoides para mejorar los efectos secundarios del Taxotere®. Ademas de los
efectos secundarios, se ha comprobado que el Tween-80 altera los perfiles
farmacocinéticos del agente terapéutico. Estas condiciones limitan en gran medida
las aplicaciones del farmaco en escenarios clinicos [57], [59]. En consecuencia, es
necesario buscar alternativas que aumenten la solubilidad del farmaco para evitar

efectos secundarios relacionados a su administracion.

Los nanomateriales generan un gran impacto como sistemas para la
administracion dirigida y controlada de agentes terapéuticos reduciendo
significativamente los efectos secundarios relacionados a algunos de ellos. Los

materiales inorganicos mesoporosos como el PSi exhiben ventajas Utiles
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relacionadas con su fabricacion y su modificacion superficial, que permiten la carga
de un gran nimero de moléculas terapéuticas que son capaces de liberarse de
forma mas controlada. Al combinar estas estructuras porosas con materiales
poliméricos flexibles, como las CDs, mejoran la capacidad de carga y como se
revisO en trabajos previos la liberacion resultante suele ser sostenida. Estos
materiales compuestos son capaces de mejorar la liberacion de farmacos
hidrofébicos, como algunos utilizados para el tratamiento del cancer, generando una
oportunidad para el estudio de DXL el cual se ha demostrado que es muy efectivo,

pero presenta muchas desventajas en cuanto a su uso.
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Capitulo 3. Justificacion, hipotesis y objetivos

3.1. Justificacion

El docetaxel (DXL) es un farmaco quimioterapéutico hidrofobico utilizado en
el tratamiento para el cancer de mama. La baja solubilidad del DXL representa un
obstaculo importante ya que disminuye su efectividad terapéutica. Debido a esta
problematica, el disefio de materiales compuestos basados en PSi/BCD surgen
como una excelente opcibn como acarreadores por la combinaciébn de sus
propiedades individuales, facilitando la entrega en el sitio de accién y aumentando
la solubilidad del DXL.

3.2. Hipotesis

El PSi con un tamafio de poro, porosidad, tamafio de particula y superficie
amino funcionalizada se unird covalentemente a los grupos carboxilos del polimero
derivado de la PCD obteniendo materiales compuestos biodegradables vy
biocompatibles. El farmaco se alojara en la cavidad hidrofébica de la ciclodextrina
permitiendo una liberacién sostenida del DXL. Mientras que con la estructura del
PSi se beneficiara la resistencia mecénica del material, permitiendo que se tenga

una liberacién del agente terapéutico durante tiempos mas largos.
3.3. Objetivo general

Disefiar y desarrollar materiales compuestos funcionales con base en
PSIi/BCD; y evaluar su desempefio como vehiculo para la adsorcion y desorcion
sostenida de DXL, un farmaco insoluble utilizado para el tratamiento del cancer de

mama.
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Capitulo 3. Justificacion, hipoétesis y objetivos
Objetivos especificos

o Establecer el protocolo de sintesis para la fabricacion de
microparticulas de PSi con espesor, porosidad, tamafio de poro y de
particula, asi como su funcionalizacion.

o Estudiar el efecto de los pardmetros de sintesis en la porosidad,
tamafio de poro y tamafio de particula del PSi.

o Evaluar las propiedades morfolégicas y fisicoquimicas de las
microparticulas de PSi utilizando técnicas de caracterizacion como FTIR, STEM,
SEM, DLS, etc.

o Sintetizar polimero BCD/CTR y caracterizarlo por FTIR.

o Establecer el protocolo de sintesis e investigar el efecto de los
parametros de sintesis en la formacion del compuesto basado en PSi/BCD.

o Analizar las propiedades morfologicas y estabilidad del compuesto por
técnicas de caracterizacion como FTIR, SEM, STEM y potencial zeta ()

o Cargar DXL en el material compuesto sintetizado, determinar la
eficiencia y porcentaje de carga.

o Obtener la cinética de liberacion in vitro de DXL desde el compuesto

de PSi/BCD y determinar el mecanismo de liberacion.
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Capitulo 4. Materiales, sintesis y caracterizacion

4.1. Materiales

Los materiales y reactivos que se utilizaron se muestran en la tabla 4.1y 4.2.

Tabla. 4.1. Materiales y reactivos.

Nombre For'mpla Especificaciones
guimica
Obleas de silicio cristalino tipo p*
dopadas con boro, resistividad de
Obleas de silicio 0.01-0.1 ©-cm y pulida en una sola
de las caras
Virginia Semiconductor, VA, USA
Acido fluorhidrico HF Golden Bell, México (48 %)
Etanol (EtOH) C2HsO Monfel Industries (95.5 %)
Tolueno CeHsCHs Monfel Industries (= 99.9 %)
(3-aminopropil) _ _ _
_ o CoH23NOsSIi Sigma-Aldrich (99 %)
trietoxisilano (APTES)

B-ciclodextrina (BCD) C47H70035 Sigma-Aldrich (= 97 %)
Acido citrico (CTR) CsHgO7 Sigma-Aldrich (= 99.5 %)
Hipofosfito de sodio ) )

) NaH2PO2-xH20 Sigma-Aldrich
hidratado

Clorhidrato de N-(3-

dimetilaminopropilo)-N’- CsH1703-HCI Sigma-Aldrich (98 %)
etilcarbodiimida (EDC)

4-dimetilaminopiridina ) )

C7H10N2 Sigma-Aldrich
(DMAP)
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Capitulo 6. Conclusiones

Se obtuvieron y se evaluaron materiales compuestos pFPSip-polyBCD/CTR,
con una gran capacidad para adsorber DXL, exhibiendo liberaciones sostenidas

en funcién del tamafio de particula.

o Se lograron obtener peliculas de PSi a partir del método de
anodizacion electroquimica con una porosidad del 62 % y un tamafio de poro de
32.29 + 8.60 nm, para lo cual se aplicé una densidad de corriente de 15 mA-cm’
2y un tiempo de anodizacién de 1571 s.

o La variacion en el tiempo durante el proceso de fractura ultrasénica
permitié la obtencion de particulas con un tamafio promedio de 1.75 + 0.84 ym
y de 0.827 £ 0.01 pm.

o Se logré la modificacidon quimica de la superficie de las YPSip con
grupos amino, la cual se monitore6 por FTIR y potencial zeta, en esta ultima
técnica de caracterizacion se observé un cambio del Pl de 2.3 a 6.2.

o En SEM se observo la estructura porosa de las uFPSip y por analisis
elemental se confirm6 la presencia del Nitrogeno asociado a las aminas
primarias en la superficie de las microparticulas.

o Con el método de la ninhidrina se determin6 que las particulas con un
tamano de 0.827 £ 0.01 pym tienen una mayor concentracion de grupos amino
que las particulas de 1.75 + 0.84 uym.

o Se obtuvo un polimero soluble de BCD entrecruzado con CTR a una
temperatura de 140 °C.

o El nimero de carboxilos cuantificados en el polyBCD/CTR se uso para
determinar la cantidad necesaria de polimero para la obtencion del material
compuesto.

o Se lograron obtener materiales compuestos basados en PSiy BCD, a
partir de la conjugacion covalente de los grupos amino de las pFPSip y los

grupos carboxilos del polyBCD/CTR utilizando particulas de distintos tamafios.
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Conclusiones

o La obtencién del composito uFPSip-polyBCD/CTR se corrobord por
analisis elemental, mapeo de elementos, FTIR y potencial zeta.

o Se calculé la cantidad de aminas primarias en los compuestos
obtenidos, asi como el rendimiento de reaccién en donde se encontré que los
compuestos de menor tamafo tienen un mayor rendimiento, lo cual indica que
hay una mayor cantidad de polimero en la superficie de la particula.

o Se consiguid la adsorcion de DXL en el composito pFPSip-
polyBCD/CTR, que se comprobd por analisis elemental, FTIR y potencial zeta.

o De las micrografias obtenidas por SEM y STEM, se observo que con
las diferentes modificaciones de la quimica superficial no cambian la morfologia
de las uPSip.

o Se determiné que el tamafio de particula influye en la carga y
liberacion de DXL. A menor tamafio de particula se tiene una mayor carga de
farmaco, pero a mayor tamafio del composito yFPSip-polyBCD/CTR la liberacion

es sostenida.
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Perspectivas

o Determinar la carga de DXL en el composito yFPSip-polyBCD/CTR por
medio de un andlisis termogravimétrico (TGA).

o Realizar fisisorcion de N2 para determinar el area superficial, y
corroborar el tamafio de poro.

o Evaluar la liberacién de DXL de los compositos uFPSip-polyBCD/CTR
bajo estimulos externos.

o Incrementar la liberacion de DXL de los compositos uFPSip-
polyBCD/CTR modificando la superficie del material o funcionalizacion bajo
estimulos externos.

o Estudiar el efecto de los compositos cargados con DXL (uFPSip-
polyBCD/CTR-DXL) en una linea celular dirigido al cancer de mama.

o Evaluar la adsorcion y desorcién de otras moléculas terapéuticas

modelo.
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Anexos
Anexo 2. Area superficial y tamafio de particula

El tamafio de particula para el disefio de materiales como acarreadores para
la liberacion de farmacos, juega un papel muy importante. De acuerdo con la Fig.
A.l. se puede observar que al disminuir el tamafo de las particulas esto conduce a
un incremento del area superficial. El aumento en area superficial intensificara las
interacciones de la superficie que puede utilizarse para mejorar la velocidad de
disoluciobn y proporcionar una plataforma para controlar las propiedades
farmacocinéticas de la forma de dosificacion.
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Figura. A.l. Relacién entre el area superficial y el tamafio de particula.

Adaptado de Merisko-Liversidge y Liversidge [1].

Anexo 3. Determinacion del tamafio de particula, espesor y

diametro de poro

El tamafio de particula, diametro de poro y espesor se calcularon utilizando
las micrografias SEM de la seccién experimental y el software Imaged. A

continuacion, se muestra un ejemplo en donde se midi6 el espesor de las particulas.
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Anexos

En ImageJ se abre la micrografia sobre la cual se van a hacer las mediciones
y se define la escala. Para determinar el tamafio del espesor se realizan una serie
de mediciones que se van registrando (Fig. A.2), y con los datos obtenidos se puede
hacer un andlisis estadistico para determinar los tamafios promedios de las

particulas, espesores y de los didmetros de poro.

& Espesor_ 7: & Results - m) X
25.81x22.22 ym (1022x880); RGB; 3 4MB File Edit Font Results

|Area |Mean Min Max |Ang|e ILengm | =
1 0011 210.079 169901 250626 -7.125 0400
2 0011 84793 49048 98.073 -32.735 0434
3 0011 221028 155025 249585 -75964 0411

-l

Figura. A.2. Mediciones de espesor utilizando ImageJ.
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