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1. INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha creado un gran avance en el disefio de nanomateriales,
proporcionando un control mas preciso de las propiedades fisicas y quimicas; y con
ello un modelo que se adapte a todas las exigencias de su posterior aplicacion. La
nanotecnologia es la ciencia y la ingenieria de hacer materiales, estructuras y
dispositivos funcionales en el orden de una escala nanométrica, de 1 a 100 nm,
aunqgue en la literatura incluyen escalas menores a micra. Una de las areas donde
la nanotecnologia tiene un gran campo de aplicacion es la hanomedicina. Los
avances generados en el area de la nanomedicina han dado lugar a sistemas de
diagnéstico y tratamientos terapéuticos de mayor eficacia a los ya existentes,

proporcionando nuevas oportunidades y una mayor calidad de vida para el hombre.

Los biomateriales juegan un papel crucial en-la ingenieria biomédica. Su estudio
requiere conocimientos de ingenieria, biologia y medicina. En la actualidad, las
tendencias en biomateriales estan centradas fundamentalmente en el disefio y la
fabricacion de matrices para medicina regenerativa, sistemas de liberacién
controlada, sistemas de cultivo' y validacion, produccion de ortobiolégicos,

superficies biofuncionales y dispositivos bidnicos.

La nanomedicina seha propuesto para el desarrollo de nuevos sistemas de
liberacion controlada de farmacos conocidos hoy en dia como “nanoacarreadores”.
Estos sistemas consisten en utilizar nanoestructuras que transporten el farmaco
hasta la zona dafiada o al interior de la célula. Solamente cuando han reconocido
esa zona liberan el farmaco como respuesta a cierto estimulo, o a través de

interacciones y enlaces covalentes (Lechuga, 2005).

Las nanoestructuras son materiales constituidos por agregados de atomos con
propiedades fisicas y quimicas especificas dadas por la organizacion a escala
nanometrica, con una mayor area de relacion superficie/volumen con respecto a
materiales de mayor escala, y cuyas dimensiones fisicas son comparables con las

células (Montes et al., 2014). El desarrollo en el area de la nanotecnologia ha



llevado a la creacion de materiales mesoestructurados que representan una nueva
generacion de solidos porosos, del orden de tamafio de los mesoporos de entre 2 a
50 nm. Por ello presentan una elevada superficie especifica y un volumen de poro
gue les confiere propiedades para su utilizacion como catalizadores, adsorbentes'y
soportes (Calleja et al., 2003). La sintesis y caracterizacion inicial de este tipo de
materiales fue llevada a cabo en 1992 en forma de silicatos o aluminosilicatos por

la compainiia “Mobil Oil Corporation” (Beck et al., 1992)(Kresge et al.; 1992).

Los materiales nanoestructurados basados en una matriz. ceramica son
considerados los nuevos nanoacarreadores, ya que presentan una ventaja que es
atravesar algunas barreras que el cuerpo utiliza para evitar la penetracion de
sustancias no deseadas al organismo. Sin embargo, a pesar de un gran avance en
el campo de los nanomateriales, los materiales mesoestructurados de silice, por
ejemplo, aln presentan ciertas limitaciones en la actualidad, como lo es el tamafio
de particula, que restringe su aplicabilidad a ciertos procesos, a pesar de mostrar
una alta biocompatibilidad y gran capacidad de adsorcion en la superficie. La ventaja
de los materiales compuestos par silice es que en algunas de sus formas presentan
una alta bioactividad, biocompatibilidad y biodegradabilidad, como es el caso de las
nanoparticulas mesoporosas de silice (MSN) (Henstock et al., 2015). Otra ventaja
en especial de las MSN es que se pueden utilizar como acarreadores de diversos
agentes bioactivos debido a su estructura quimica altamente controlable, en cuanto

a volumen de poro y su morfologia.

Las aplicaciones biomédicas y biotecnoldgicas de las ondas de chogque van en
aumento. Ejemplo de ello son campos como la rehabilitacion, la ortopedia, la
traumatologia, la cardiologia, la medicina veterinaria y la urologia. En urologia la
aplicacibn mas comun se denomina litotricia extracorpérea por ondas de choque,
es decir, la pulverizacién no invasiva de calculos urinarios hasta alcanzar un tamafio
de 2 mm que le permita al paciente desecharlos por la orina. También se ha
estudiado el uso de la sonoporacion para transfeccion celular. Se trata de un método

fisico que permeabiliza transitoriamente las membranas celulares por medio de la



aplicacion de ondas de choque para la incorporacion de fragmentos de &cido
desoxirribonucleico (ADN) al interior de las células (Armenta et al., 2006). En 2016
se estudio el efecto de la sonoporacion, en presencia de MSN biomiméticas con
cargo de ADN; y se encontrd que la entrega del cargo mejoré en comparacioén con
las eficiencias de transfeccion utilizando las MSN o los métodos fisicos solos
(Carrasco et al., 2016).

La litotricia extracorpérea hizo pensar en la posibilidad de reducir el tamafio de
biomateriales a escala nanométrica aplicando ondas de choque como estimulo
mecénico. En el presente estudio se desarrollaron espumas de silice mesocelular
(MCF, del inglés “mesocellular foam”), a las cuales se les aplicé ondas de choque
para generar tamafios de particulas a escala submicrométricas, en la cual esta
técnica mostro una erosion del material de MCF, produciendo particulas menores a
200 nm y conservando su estructura mesocelular, esto con la finalidad de obtener

estructuras capaces de atravesar la membrana celular por un sistema activo.



2. MARCO TEORICO

2.1. Nanomedicina

La nanomedicina es un area de aplicacion reciente de la nanotecnologia para el
diagndstico y tratamiento de distintas enfermedades (Kumar et al., 2013). En el caso
especifico de la nanotecnologia la podemos definir como la produccion,
manipulacion y estudio de la materia con, al menos, un tamafio en un intervalo de 1
a 100 nandmetros (nm) en una direccion del espacio. Se sabe que cuando se reduce
la materia en la escala nanométrica, los objetos se comportan de forma muy
diferente a como lo hacen a escalas de tamafio mayores, debido a que en el
nanomundo las propiedades fisicoquimicas de los materiales varian segun su
tamafio (Poole & Owens, 2003).

En nanomedicina se estudian las interacciones a nanoescala utilizando dispositivos,
sistemas y tecnologias que incluyen nanoestructuras capaces de interactuar en un
rango de los 100 nanémetros. De esta manera, se puede crear sistemas con nuevas
propiedades y funciones manipulando su tamafio, a fin de diagnosticar, prevenir y
tratar enfermedades desde el interior del organismo, o0 mas aun, entender los
procesos patofisiolégicos que intervienen en el origen y curso de una enfermedad
determinada. En la préactica, el rango util de la nanomedicina normalmente se
encuentra entre 5y 250 nm (Garnett & Kallinteri, 2006), por las propiedades y
consecuencias fisiolégicas y anatomicas. En la literatura encontramos el término

submicrométrico para esta aplicacion.

Los principales campos que se consideran que pueden ser objeto de interés son la
monitorizacion, la reparacion de tejidos, el control de la evolucion de las
enfermedades, la defensa y mejora de los sistemas biolégicos humanos, el
diagnostico, el tratamiento y la prevencion y la administracion de medicamentos
directamente a las células, entre otros. Este tltimo a través de nanoacarreadores,
gue pueden definirse como vehiculos de entrega que se dirigen a los sitios de accién
a través de diversos mecanismos fisicoquimicos y biolégicos como adsorcion,

penetracion celular y endocitosis (Goldberg et al., 2007).



2.2. Nanoparticulas bioceramicas

A fines del siglo XX, los bioceramicos como los fosfatos de calcio cristalinos, los
vidrios bioactivos y las vitroceramicas no podian cumplir con las necesidades
clinicas de los biomateriales para implantes. Se requirieron bioceramicas con
propiedades méas exigentes para ser utilizadas, como andamios de células u otras
sustancias biolégicamente activas, capaces de inducir la regeneracion y reparacion
de tejidos vivos basados en genes. De esa manera los nuevos biomateriales
investigados actualmente estdn basados mas bien en la biologia, y el concepto de
reemplazo de tejidos ha sido sustituido por la regeneracion de tejidos (Salinas &
Vallet-Regi, 2007).

Los nanomateriales son muy diversos en su naturaleza fisica, quimica y biologica.
Tienen propiedades muy distintas a las de sus-homélogos a gran escala debidas a
su elevado cociente area-superficie y fuerza-peso, y a la aparicion de efectos

cuanticos (Morales, 2007).

En la actualidad se estudian nuevos tipos de bioceramicos avanzados, como los
hibridos orgénicos-inorganicos y los materiales mesoporosos de silice, también

llamados vidrios mesoporosos ordenados.

2.2.1. Nanoparticula de silices mesoporosas

A principios de los anos 90’s, cientificos de la “Mobil Oil Corporation” presentaron
una nueva familia de materiales mesoporosos ordenados de silice, bautizada como
M41S. De acuerdo con la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC)
un material mesoporoso se define como un material con diametros de poro entre 2
y 50 nm. Desde entonces han sido numerosos los desarrollos de nuevos tipos de
nanoparticulas de silice mesoporoso (MSN, del inglés mesoporous silica

nanoparticles) para la mejora y exploracion de nuevos procesos de obtencion.



Entre los materiales mesoporosos ordenados de silice mas representativos se
encuentra el MCM-41 (Mobil Composition of Matter), formado por el
empaquetamiento de canales unidireccionales en geometria hexagonal; el SBA-15
(Santa Barbara Amorphous), analogo al MCM-41, pero con interconexion entre los
canales; el KIT-6 (Korean Institute of Technology), constituido por una-red
tridimensional cubica bicontinua, y la espuma de silice mesocelular MCF
(Mesocellular Foam), con estructura tridimensional en forma de espuma compuesta

por celdas esféricas de gran tamafio interconectadas por ventanas (Valle, 2013).

Esta diferencia en las propiedades de textura y mesoestructura tiene un efecto en
las propiedades de adsorcion y desorcion de los materiales mesoporosos. Debido
a que la utilidad de estos materiales se debe, en gran medida, a la estructura y al
tamafo de sus poros, se han desarrollado una serie de estrategias para controlar el
tamafio, la forma y la conectividad de los sistemas de poro. Se busca aumentar el
area superficial de la particula que brinde la capacidad de interaccionar con atomos,
iones 0 moléculas no sélo en la superficie del material, sino a través del interior de
la pared de los poros, dando como resultado el encapsulamiento de moléculas

organicas activas.

En la superficie de la silice existen distintos grupos terminales, ya sea grupos
siloxanos (= Si —O= Si =) o grupos silanoles (= Si — OH). Debido a su estructura, la

superficie es polar (Bracho, 2013).

La superficie de la silice puede ser protononada en presencia de acidos fuertes;
debido a la presencia de pares de electrones sin compartir sobre el atomo de
oxigeno en el grupo hidroxilo, lo que resulta, es un ion alquiloxonio (Lamarque et
al., 2008). Por un lado, en medio base ocurre la disociacién produciéndose carga
negativa en la superficie, por el otro, en medio acido ocurre la protonaciéon y la

consiguiente aparicion de una carga positiva (Palacios et al., 2012).

Pueden destacarse caracteristicas estructurales Unicas de las MSN, como poros de

tamafo nandmetrico, mesoestructuras, gran area superficial, alto volumen de poros



y superficies facilmente modificables. Estas caracteristicas estructurales permitieron
a las MSN convertirse en una clase muy prometedora de materiales encapsulantes
efectivos para farmacos o moléculas bioactivas, biosensores, biocatalizadores o

agentes de bioimagen especificos del sitio (Asefa & Tao, 2012).

2.2.2. Biocompatibilidad de la silice

A medida que la investigacion se dirige hacia la obtencién de nuevas MSN y sus
aplicaciones en biologia y medicina, es importante comprender-su impacto en el
medio fisioldgico. Cualquier material que sea disefiado con objeto de ejercer una
funcién en contacto con el organismo vivo ha de ser biocompatible y no presentar

ningun tipo de toxicidad.

La biocompatibilidad se refiere a la capacidad de un biomaterial para cumplir su
funcién terapéutica sin producir efectos indeseados (Nieto, 2011), es decir, inducir
una respuesta adecuada por parte del organismo para poder asi desempefar su

funciéon de la manera méas conveniente.

Hasta la fecha, varios grupos de trabajo han evaluado la citotoxicidad in vitro en
relacion a las propiedades fisicoquimicas como concentracion, tamafio, area de
superficie y carga, estudiando el comportamiento de una variedad de MSN vy tipos
de células.

En cuanto al tamafio de particula, se ha visto que las nanoparticulas de silice
alrededor de 10 nm pueden inducir efectos nocivos contrario a particulas de 100
nm. Las particulas mas pequefias aumentan el estrés oxidativo con ROS vy
peroxidacién de lipidos (McCarthy et al., 2012). La baja toxicidad de las
nanoparticulas de 100 nm puede deberse a la induccion de enzimas antioxidantes
como tiorredoxina reductasa o catalosa (Passagne et al., 2012). Se ha demostrado
que las MSN en forma de barra son mas nocivos en comparacion con las MSN en
forma de esfera (Niu et al., 2016). Por otro lado, la porosidad y la funcionalizacion

organica de las nanoparticulas mejora su biocompatibilidad (Han et al., 2010; Liu et



al., 2019). Los restos de la superficie, tales como silanoles, silanolatos y siloxanos,
de nanoparticulas de silice son especificos del proceso de produccién y parecen ser
los determinantes clave de la toxicidad (Murugadoss et al., 2017). Muchos de los
ensayos in vitro se han estudiado en diferentes lineas celulares, indicando que el
impacto citotoxico depende del tipo de célula (Blechinger et al., 2013) (Lin & Haynes,
2010), sin embargo, el efecto de la concentracion es crucial. Las concentraciones
bajas se relacionan con poca toxicidad. A concentraciones mayores de 100 pg/mL
y tiempos por mas de 24 horas, disminuye considerablemente la viabilidad celular
(Asefa & Tao, 2012) (Decan et al., 2016). La genotoxicidad se ha revisado poco en
las nanoparticulas de silice. Zhang y colaboradores expusieron la linea celular HEK-
293 a las MSN de tamafo de particula de 100 nm,-en una concentracién de 120
png/mL durante la noche, encontrando que, aunque hay cambios en la expresion de
algunos genes, no se manifestd6 una genotoxicidad grave que implique

carcinogénesis (Zhang et al., 2015).

2.3. Espuma mesocelular de silice (MCF)

La silice mesoporosa de untamafio de poro grande se ha estudiado para aumentar
la adsorciébn de biomoléculas grandes y el transporte de masa en catalisis y
reacciones enzimaticas (Hermida et al., 2019). La espuma mesocelular de silice
(MCF) es un ejemplo de silice mesoporosa de tamafio de poro grande del rango de
20-50 nm y.un area superficial de 500-800 m?/g (Han et al., 2010). Se caracteriza
por poseer una distribucion particular de poros que consiste en celdas y ventanas.
Como-se muestra en la Figura 1, las celdas estdn enmarcadas por una matriz
desordenada de puntales de silice y las ventanas interconectan las celdas para

formar un sistema poroso tridimensional (Schmidt-Winkel et al., 1999).



puntal puntal ventana
externo interno

Figura 1. Esquema de una seccion transversal de la estructura exhibida por MCF
(Schmidt-Winkel et al., 2000).

Debido a su estructura, tienen mejores propiedades de transporte de masa en
comparacién con otras silices mesoporosas, lo que permite un rendimiento
mejorado como soporte para enzimas inmovilizadas (Choi et al., 2015) y como
adsorbentes de macromoléculas (Tovar, 2020). Sin embargo, la MCF convencional
tiene una morfologia de particulas irregular y un tamafio de particula de decenas de
micras (Song et al., 2017), por lo tanto, tiene una deficiencia en muchas aplicaciones
(Schmidt-Winkel et al., 2000).

Se ha reportado cambios de parametros de sintesis, como la temperatura, los
tiempos de envejecimiento y la velocidad de agitacion en la produccion hidrotérmica
de MCF (Fantini et al., 2004)(Hwang et al., 2004)(Mardones et al., 2019)(Meoto et
al., 2017)(Pitchumani et al., 2005)(Silva et al., 2008), asi como la presencia de sales

inorganicas, agentes de hinchamiento organicos, codisolventes y cosurfactantes



(Choi et al., 2015)(Han et al., 2010)(Pefia et al., 2009)(Que et al, 2001) que podrian
afectar la morfologia y el tamafio de las particulas.

En general, las MCF se producen mediante el uso de surfactantes que forman
micelas cilindricas que sirven como patrén o plantilla sobre las cuales se da el
proceso sol-gel (Figura 2), recubriendo las paredes de las micelas con silice. Al final,
el surfactante se retira mediante calcinacion, obteniéndose un material estructurado.
Se agrega el agente de hinchamiento 1,3,5-trimetilbenceno (TMB) antes de la
reaccion sol-gel, que se dirige a los nucleos hidréfobos de las micelas e incrementa
el volumen micelar (Zhao et al., 1998), causando la trasformacion de la
mesoestructura 2D hexagonal del SBA-15 a la fase caracteristica de la MCF. La
primera sintesis de las MCF se report6 por primera vez con tamafios de poro que
varian de 20 a 30 nm en condiciones fuertemente acidas usando un copolimero
tribloque (P123) y tetraetilortosilicato (TEOS) como plantilla orgéanica y precursor de
silice, respectivamente, en presencia de TMB como un expansor de poros (Schmidt-
Winkel et al., 1999).

P123  TEOS. TMB  HCI(aq)
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—
hidréfoba *
cadenas_’ v,“
hidroéfilas
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SV _ * Qo x*‘;*{o: )
O +*+; ,—>+°+—> oo i —>
/1 g X b ':ugk &
hyx 058
micela Sadlh o

MCEF silice

Figura 2. Mecanismo de sintesis de la MCF (Figura adapatada de Song et al.,
2017).
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La modificacion de la carga y la polaridad superficial es clave en una multitud de
aplicaciones. La funcionalizacion es una de las estrategias empleadas para
modificar las propiedades fisico-quimicas de los materiales mesoporosos de silice
mediante la incorporacion de moléculas orgéanicas, tales como 3-aminopropil-
trietoxisilano (APTES) con un grupo amino terminal (-NH2) (Hernandez et al., 2012;
Wang et al., 2005).

A la adiccion de moléculas orgénicas a un material mesoporoso se le denomina
anclaje, es decir, la modificacion post-sintesis del material con el surfactante ya
eliminado, mediante la reaccion de los grupos silanoles de la silice mesoporosa con
las moléculas precursoras de los grupos organicos (apolares o polares), para formar
un grupo funcional en la capa superficial de silice-mesoporosa por unién covalente.
Es uno de los métodos prometedores para la funcionalizacion superficial de silice
mesoporosa (Cestari et al., 2006). Se sabe que una funcionalizacion adecuada de
la superficie de estos materiales permite ejercer un control en la interaccién de la
particula con otras biomoléculas, ya que se cambian las propiedades fisicoquimicas

de éste.

2.4. Ondas de choque

Durante la Segunda Guerra Mundial se observo que los pulmones de naufragos
expuestos a ondas de choque (SW, del inglés “shock wave”) generadas por
explosiones en el agua, lejanas a su ubicacion, estaban dafiados, sin observarse
lesiones en partes externas del cuerpo. Las investigaciones dieron lugar a la idea
de desintegrar célculos renales con ondas de choque generadas fuera del paciente.
La técnica se denomind litotricia extracorpérea por ondas de choque (LEOCH). Las

primeras aplicaciones clinicas se realizaron a principios de los 80’s.

Las ondas de choque de tipo mecanico son frentes de onda con una duracién

sumamente corta, que experimentamos en nuestra vida cotidiana durante la emisiéon
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acustica de un trueno en una tormenta eléctrica, una explosion o cuando un avion
rompe la barrera del sonido. Las ondas de choque son el resultado de una liberacion
repentina de energia mecanica, eléctrica, quimica o nuclear en un espacio
relativamente limitado. Frecuentemente se definen como una discontinuidad a
través de la cual existe un cambio repentino en la presion, densidad, temperatura,

entropia y velocidad de las particulas (Loske, 2007).

Como se menciono anteriormente, las ondas de choque se aplican también en otros
campos de la medicina como, por ejemplo, en ortopedia, traumatologia, cardiologia,
rehabilitacion, terapia estética y medicina veterinaria. Paralelamente se esta
estudiando su potencial en transfeccion celular y transformacién de hongos y
bacterias (Loske, 2017h).

2.4.1. Propiedades de las ondas de choque usadas en aplicaciones
biomédicas y biotecnoldgicas

Para la mayoria de las aplicaciones biomédicas y biotecnoldgicas las ondas de
choque, consisten en un pulso de compresion (Figura 3) de aproximadamente 0.5
a 3 us y una presién positiva maxima (P*) entre 10 y 150 MPa, la cual se alcanza
en un tiempo de pocos nanosegundos. El tiempo de subida (ts) se define como el
tiempo que tarda la presién en aumentar del 10% al 90% de la presion positiva
maxima P*. Al pulso positivo le sigue un pulso de descompresion (P) con una
amplitud de hasta 25 MPa (valor absoluto), con duracién entre 2 y 20 pus.
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Figura 3. Esquema simplificado de la variacién de presion generada por una onda
de choque. El eje origen de la presion corresponde a la presion de equilibrio del
medio por el que se propaga la onda de choque. La escala del diagrama fue

aumentado para su claridad (Canseco et al., 2011)

Debido a que un cambio de densidad del medio de propagacion provoca reflexion y
refraccion de las ondas de choque (Loske, 2017a), en la mayoria de los equipos de
LEOCH se usa agua como medio para generar, transmitir y acoplar las ondas al
interior del cuerpo humano. La impedancia acustica del agua y otros liquidos es
similar a la de los tejidos blandos, evitando reflexion, refraccién y pérdida de energia
en la interfase agua-tejido. Otro motivo por el cual se usan fluidos de acoplamiento
para aplicaciones médicas y biomédicas es que, con una energia relativamente
baja, se pueden obtener presiones altas. Esto se debe a que los liquidos son
dificilmente compresibles. Independientemente de ello, seria muy peligroso generar

presiones del orden de magnitud mencionado en aire.
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2.4.2. Generador de ondas de choque piezoeléctrico

En el area biomédica generalmente se usan cuatro tipos de generadores de ondas
de choque. El generador electrohidraulico, que utiliza descargas eléctricas de alto
voltaje como fuente de energia puntual; el electromagnético, basado en una bobina
electromagnética y una membrana metélica opuesta a ella, el generador que
produce ondas acusticas aprovechando el efecto piezoeléctrico inverso y los
generadores de ondas de choque balisticos, cuyo principio de funcionamiento es
similar al de los martillos neumaticos usados en la construccion (Shrivastava &
Kailash, 2005).

Como se verd mas adelante, los generadores piezoeléctricos usados para este
estudio consisten en un arreglo de elementos piezoeléctricos montado en la
superficie interna de un cascaron metalico concavo esférico, que se encuentra
dentro de un contenedor de agua. A cada elemento piezoeléctrico se le induce un
pulso de alto voltaje (Figura 4ay 4b), por lo que se expande subitamente, generando
un pulso de presion que se propaga hacia el centro, F, del arreglo. La superposicion
de todos los pulsos de presion, aunada a efectos no lineales, produce una onda de
choque en las proximidades de F (Figura 4c). Para aplicaciones biomédicas, el
volumen dentro del cual'la presién es al menos la mitad de la presibn maxima
positiva, se define.como zona focal de -6 dB. Las zonas focales generadas por
litotritores extracorporeos tienen una forma similar a la de un cigarro con su

dimensién mas larga a lo largo del eje de simetria (Figura 4d) (Loske, 2017hb).
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Figura 4. Esquema de un cristal piezoeléctrico a) antes y b) después de
aplicarle un pulso eléctrico. ¢) Esquema de una fuente de ondas de choque
piezoeléctricas de una sola capa. d) Zona focal de un generador piezoeléctrico
(Loske, 2017b).

Algunos generadores tienen dos capas de elementos piezoeléctricos montados
sobre el respaldo concavo esférico. La capa frontal se excita poco tiempo después
de la-capa posterior, de manera que los impulsos generados por ambas capas se
superponen en la superficie del generador de ondas de choque. Una ventaja de las
fuentes de ondas de choque de doble capa es su tamafio mas pequefio (Riedlinger
et al, 2001).
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2.4.3. Efectos de las ondas de choque en fragmentacién de materiales

La pulverizacion de calculos renales por ondas de choque es un proceso
dependiente del perfil de la onda de choque y de la dosis, en donde se combina los
esfuerzos mecénicos y la cavitacion acustica para fragmentar el calculo
(Lokhandwalla & Sturtevant, 2000). También depende de las propiedades del
material a fracturar. La composicion mas comun de un calculo renal contiene calcio,

combinado con fosfato u oxalato (Loske, 2007).

La rapida transicion de presion de las ondas de choque a través del material causa
esfuerzos de tension en las interfaces, de modo que la estructura del material se
agrieta (Thiel, 2001). Inicialmente, los esfuerzos de compresion y tension juegan un
papel primordial en la ruptura de los calculos renales. Sin embargo, cuando el
tamafo de los fragmentos residuales es aproximadamente menor que la mitad de
la longitud de onda de compresion, las ondas de tension pierden su eficiencia y los
efectos como la cavitacién son responsables de pulverizar los fragmentos que ain

prevalecen (Zhu et al., 2002).

La cavitacion, es decir, el crecimiento y colapso de burbujas diminutas, depende del
tamafio inicial de las burbujas. En agua simple sin tratar, el radio tipico de una
burbuja es de 3 um (Loske, 2007). Al paso del pulso positivo de una onda de choque,
la burbuja es comprimida subitamente. Con ello aumenta la presion en su interior
(Figura 5). Posteriormente incrementa su tamafio cientos de veces. Esto sucede por
la disminucion de la presion en el exterior y el exceso de presion en su interior. El
volumen. de la burbuja aumenta significativamente y después de cientos de
microsegundos la burbuja sufre un colapso violento. Por las condiciones externas a
la burbuja, el colapso generalmente es asimétrico, formandose un toroide. El toroide
es atravesado por un chorro microscépico de fluido, denominado microjet, con una
velocidad de 400 a 800 m/s (Zhong et al, 1993). La colision entre el microjet y la
pared interior de la burbuja genera una onda de choque secundaria de alta presion
(hasta 300 MPa) (Brujan, 2008). La direccion del microjet generalmente se da en el

sentido de desplazamiento de la onda de choque ya que cuando la micro burbuja
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colapsa comienza a deformarse mas lento en el extremo distal (Loske, 2017b). El
radio de un microjet es aproximadamente una décima parte del radio de la burbuja
inicial (Kodama & Takayama, 1998). Estos chorros de fluido de alta velocidad
pueden producir dafios significativos en la superficie de los materiales que se
encuentran en la cercania (Zhou et al., 2004). En la Figura 5, se muestra. un
esquema de la formacion de un microjet después del paso de una onda de choque.

A presién
fase "estable”
r 7™ \ tiempo
n faX Pa i 9 o ) 1, 0 [ o (S “
= = N \WAVALY & (o >
\ |+100-400 microsegundos-» anda de choque
secundaria )—\
)
r ) —
microjet
burbuja -~ burbuja
inicial comprimida burbuja burbuja
expandida colapsando

Figura 5. Esquema de la dinamica de una burbuja de cavitacién antes y después

del paso de una onda de choque (figura adaptada de Loske, 2007).
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Generalmente los esfuerzos de tension inducen fracturas en los calculos renales
durante la etapa inicial del tratamiento, mientras que la cavitacion es responsable

de erosionar el material, produciendo fragmentos finos (polvo).

2.4.4. Ondas de choque tandem

En el Laboratorio de Ondas de Choque del Centro de Fisica Aplicada y Tecnologia
Avanzada (CFATA) de la UNAM, se realizaron ensayos con célculos artificiales y se
lleg6 a la conclusion de que, aplicando dos ondas de choque con un retraso de entre
50 y 950 us, dependiendo de la composiciéon y forma de los célculos, es posible
aumentar significativamente el coeficiente de fragmentacion en comparacion con el
tratamiento estandar (monopulso), lo que reduce el nimero de ondas aplicadas.
Aun cuando la segunda onda tiene una presién menor a la primera, se obtiene un
aumento en la energia de colapso de las burbujas de cavitacion (Fernandez et al.,
2005). En la Figura 6a se muestra un esquema de la variacion de presion medida

en el punto focal de un generador de ondas de choque al incidir una onda tandem.
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Figura 6. a) Variacion de presiéon al paso de una onda tandem. P*y P-
corresponden a los pulsos de compresion y descompresion, respectivamente
(SWu1: primera onda de choque; SW2: segunda onda de choque). b)
Representacion de la cavitacion reforzada por una segunda onda SW: (figura
adaptada de Fernandez et al., 2005).

En el caso de las ondas de choque tdndem, se hace llegar una segunda onda de
choque justamente en el instante en el que las burbujas generadas por la accion de
la primera onda inician su colapso. Esto aumenta la energia del colapso v,

consecuentemente, de los microjets y ondas de choque secundarias emitidas.
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2.5. Membrana celular y mecanismos de internalizacion

Una célula eucariota esta rodeada por una membrana que controla la entrada y
salida de iones y moléculas, incluidos los materiales nanoestruturados. La
membrana celular se compone de una bicapa lipidica, con sus colas hidrofobas en
la parte interna y las cabezas hidréfilas hacia el exterior, y contiene diferentes

biomoléculas, en su mayoria proteinas (Curtis et al., 2008).

La barrera més importante que se debe superar para los portadores intracelulares
es la membrana celular. Se han descubierto varias rutas en las células de
mamiferos para la internalizacion de material externo; incluida la fagocitosis,
macropinocitosis, endocitosis mediada por clatrina, endocitosis mediada por
caveolina y endocitosis mediada por no clatrina y no caveolina (Rauch et al, 2012)
(Figura 7). Dependiendo del tamafio de las particulas a engullir, las células pueden
usar cualquiera de estos procesos de internalizacion. Las células especializadas,
como los macrofagos, usan la fagocitosis para engullir particulas de microescala (>
1 um). Por otro lado, la absorcién celular de particulas pequefias (< 200—300 nm)
implica algun tipo de endocitosis (Conner & Schmid, 2003)(Leclerc et al.,
2012)(Prokop & Davidson, 2007).

pinocitosis
fagocitosis macropinocitosis
(dependiente-particula) (<1 um) endocitosis  endocitosis endocitosis
® mediada mediada independiente
clatrina caveolina clatrina y caveolina
(~120 nm) (~60 nm) (~90 nm)

O O

Figura 7. Mdltiples vias de entrada a una célula de mamifero. Las vias endociticas

(B

difieren con respecto al tamafio, la naturaleza de la carga y el mecanismo de

formacion de vesiculas (Conner & Schmid, 2003).
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2.5.1. Internalizacién de nanoparticulas en células de mamifero

Como se mencion6 anteriormente, el proceso de endocitosis esta mediado por
varios mecanismos que pueden transportar las MSN a diferentes lugares dentro del
citoplasma. En algunos casos se ha visto que estos mecanismos dependen del tipo
de célula (Vicente et al., 2017), de la fase de su ciclo celular (Hsiao et al., 2014), asi
como del tamafio de la particula, su morfologia y su carga superficial (Ma et al.,
2013)(Shang et al., 2014). La membrana celular esta predominantemente cargada
negativamente. En consecuencia, las particulas cargadas positivamente se
adsorben més eficientemente en la membrana celular que las particulas con carga
negativa o neutrales (Graf et al., 2012). Varios grupos-también han examinado el
efecto de la forma de las nanoparticulas en las interacciones con membranas
celulares. Se ha reportado que la cantidad de captacion celular de nanoparticulas
esféricas por endocitosis fue cinco veces mayor que la de las nanopatrticulas con
forma de baston (N. Ma et al., 2013).

De acuerdo con una revision de la literatura, las nanoparticulas esféricas de hasta
500 nm de tamafo fueron absorbidas por células no fagociticas (Doherty &
McMahon, 2009)(Kettler et al., 2014) y describen que un diametro alrededor de 50
nm puede ser ideal, ya que presenta una mayor velocidad y nimero de particulas
en la internalizacion celular (Lu et al., 2009). En 2015 se observé para tres tipos de
células (células epiteliales A549 y HepG2 y fibroblastos NIH / 3T3), que las MSN de
60 nm fueron preferentemente endocitadas por las células, sin embargo, este
tamafio de particula mostr6 una mayor reduccion en la viabilidad celular en
comparacién con particulas de 100 y 200 nm (In-Yong et al., 2015). Esto sugiere
que particulas menores a 100 nm y de forma esférica parecen ser ideales para

atravesar la membrana celular.
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2.6. Fluorocromos

La luminiscencia describe la aparicion de efectos luminosos causados por el cambio
de un electron de un estado excitado a un estado con menor energia. Los electrones
pueden existir en diferentes estados de energia. El estado fundamental es un estado
muy estable para un electron y tiene el nivel de energia mas bajo. Si los electrones
absorben energia, pueden elevarse a un nivel desocupado de energia mas alto, es
decir, un estado excitado. Como el estado excitado es de mayor energia que el
estado fundamental y un estado fuera del equilibrio quimico, el sistema tiende a
regresar a su estad basal; en este proceso se puede liberar la. energia absorbida en

forma de calor o fotén. (Ockenga, 2011).

La forma de excitacion del sistema puede ser a través de fotones. Se le denomina
fotoluminiscencia y se divide en fluorescencia y fosforescencia. La principal
diferencia entre estas dos es la duraciéon de la emision. En el caso de la
fluorescencia la emision de fotones termina inmediatamente cuando se detiene la
excitacion. En contraste, en la fosforescencia la emisién de fotones puede durar

horas después de que la excitacion ha terminado (Shapiro, 2003).

Los fluorocromos son materiales que absorben energia de una longitud de onda
especifica y que la emiten en otra de mayor longitud de onda, dependiendo del
grupo funcional de la molécula en cuestion. Generalmente, son moléculas que
contienen grupos funcionales aromaticos, los cuales tienen orbitales moleculares
deslocalizados y presentan una mayor absorcidén en el espectro ultravioleta-visible
(200 a- 800 nm aproximadamente) (Chang, 2010). La longitud de onda depende del
espectro de absorcion del fluorocromo y se debe garantizar que se suministre una
cantidad adecuada de energia para elevar los electrones al estado excitado.
Después de que los electrones estan excitados, pueden estar en este estado de alta
energia solo por un tiempo muy corto. Cuando los electrones se relajan a su estado
fundamental u otro estado con un nivel de energia mas bajo, la energia se libera

como un foton. (Haugland, 2002).
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2.6.1. Isotiocianato de fluoresceina, FITC

El isotiocianato de fluoresceina FITC se usa ampliamente para marcar proteinas,
incluidos anticuerpos y lectinas a través del grupo amino. El grupo isotiocianato
reacciona con aminas y grupos hidroxilo (Neumann et al, 2016) por lo que se ha
llevado a etiquetar las MSN funcionalizada con amina (Rashidi et al, 2017). Existen
dos tipos de isémeros: el isbmero | tiene el grupo tiocianato en el carbono 4 del
anillo de benceno, mientras que el isomero Il tiene el tiocianato en el carbono 5
(Figura 8). EI FITC tiene un maximo de absorcion en 495 nm y un maximo de

emision en 525nm, lo que da un color verde (Sigma-Aldrich).
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Figura 8. Estructura quimica de fluorescein 5-isothiocyanate.

2.6.2. 4, 6’-diamidino-2-fenilindol, DAPI

El 4', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Figura 9) es una molécula que se usa para
formar un complejo con una molécula o superficie interactuante. ElI complejo
formado toma una coloracion azul fluorescente y se utiliza para marcar a regiones
ricas en adenina-timina, por ejemplo, en el ADN (Kapuscinski, 1995). Es una tincion
nuclear popular para la identificacion del ciclo celular y especificamente tifie los
nacleos, pero no el citoplasma. Es excitado por la linea laser violeta de 360 nm y

tiene un maximo de emision de 460 nm (Lakowicz, 2006).
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Figura 9. Estructura quimica de 4 ', 6-diamidino-2-fenilindol.

2.6.3. Isotiocianato de tetrametil rodamina, TRITC

El isotiocianato de tetrametil rodamina (TRITC), consiste de una molécula de
tetrametilrodamina base funcionalizada con un grupo reactivo de isotiocianato en el
anillo superior de la estructura (Figura 10). Es un conjugado fluorescente de la
faloidina. La faloidina se une a la actina filamentosa no nanométrica (Strickland et
al., 2004), en consecuencia; al conjugar la faloidina con analogos fluorescentes se
puede ver la distribucién de actina en las células en microscopia éptica. TRITC tiene

un maximo de excitacién en 552 nm y un maximo de emisién en 575 nm.
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Figura 10. Estructura quimica del isotiocianato de tetrametil rodamina.

2.7. Microscopia confocal

La microscopia confocal forma parte de las técnicas de microscopia de luz
fluorescente, ampliamente utilizada por su alta resolucion espacial. La posibilidad
de obtener una imagen confocal, se debe a que el haz de luz entrante se enfoca a
través del objetivo en un pequefio punto del tejido. EI mismo objetivo recolecta la
luz fluorescente proveniente de la muestra. La luz que emerge pasa por una
apertura focal o “pinhole”. La apertura focal se ajusta para delimitar el plano focal y
eliminar la luz fuera del foco (Figura 11). Esto da como resultado que el observador
pueda recibir la luz proveniente de una region de sélo 500 nanémetros de
profundidad (Nwaneshiudu et al., 2012), lo que permite realizar varios cortes opticos
finos'y ademas efectuar reconstrucciones tridimensionales a partir de varios cortes

opticos continuos.
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Figura 11. Configuracion optica de un microscopio confocal de escaneo laser
(Stancovski & Badilescu, 2014).

Algunas de las aplicaciones de la microscopia confocal en la investigacion en
biomedicina abarcan el analisis de colocalizacion de biomoléculas membranales o
intracelulares; cambios en la expresién y distribucion de moléculas en organelos y

el andlisis 3D de componentes y organelos celulares.

2.8. Dispersiéon dinamica de luz

La dispersion dinamica de luz (DLS, del inglés dynamic light scattering) es una
técnica para caracterizar el tamafio de particula en suspensién en un liquido, en el
rango submicrométrico. Durante la medicion, la suspension se expone a un haz de

luz atenuada de acuerdo con la muestra. Se ha visto que las particulas en un medio
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fluido experimentan un movimiento browniano aleatorio y esto hace que la direccion
e intensidad del haz se disperse (Hoo et al., 2008). Los cambios de intensidad de
luz dispersa dependientes del tiempo que se producen son detectados utilizando
una disposicion Optica adecuada para determinar la funcién de autocorrelacion de
la sefial, y a través de ella y varios algoritmos obtener el tamafio de particula (Figura
12).

particulas en
suspension

atenuador

laser

s
e N \@6’5&6 procesador digital
N correlacionador

|

detector

Figura 12. Configuracion Optica para mediciones de dispersion dindmica de luz

(figura adaptada de Jitkang et al., 2013).

El. diametro que se obtiene mediante esta técnica es el denominado diametro
hidrodindmico, es decir, el diametro de una esfera que tiene el mismo coeficiente de
difusion traslacional que la molécula que se esta midiendo (Kaszuba et al., 2008).
Dicho coeficiente dependera tanto del tamafio del nucleo de particulas, como
cualquier estructura superficial que afecte la velocidad de difusion, asi como de la

concentracion y del tipo de iones en el medio, que cambiaria el grosor de la doble
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capa eléctrica o longitud de Debye. Un indice de polidispersidad superior a 0.3
indica una distribucion amplia (Jitkang et al., 2013).

2.9. Microscopia electrénica de barrido

El microscopio electrénico de barrido (SEM, del inglés scanning electron
microscope) es un sistema de caracterizacion superficial no destructiva que brinda
informacion sobre formas, texturas y composicion quimica. Consta de un cafon
electrénico en una columna de alto vacio, del orden de 10-5 mm de Hg, en la cual
se genera un haz de electrones de alta energia, entre’5 a 30 kV (Ipohorski &
Bozzano, 2013). Este haz es colimado por una serie de lentes electrénicas y un
sistema de bobinas para hacer un barrido fino sobre la muestra. Los detectores
registran las sefales originadas por la interaccion entre el haz de electrones y la
muestra, para ser procesadas y visualizadas en funcién del sistema final de

observacion.

El microscopio SEM se basa en el principio de que los electrones primarios liberados
de la fuente proporcionan energia a los electrones atémicos del espécimen, que
luego se pueden liberar como electrones secundarios y formar una imagen
recolectando estos ‘electrones secundarios de cada punto de la muestra y dar

informacion sobre su morfologia y topografia (Akhtar et al., 2018).

2.10. Microscopia electronica de transmision

Un microscopio electrénico de transmision (TEM, del inglés transmission electron
microscopy) permite un examen microestructural detallado de objetos sélidos a
través de imagenes bidimensionales de alta resolucion. Funciona bajo el mismo

principio basico de un microscopio optico, pero utilizando un haz de electrones.

El haz de electrones de alto voltaje viaja a través del tubo de vacio del microscopio.

Por medio de una lente electromagnética se enfocan los electrones en un haz muy
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fino. Este haz pasa a través de la muestra, que es muy delgada, y los electrones
son dispersados y captados en una pantalla fluorescente en la parte inferior del
microscopio. En la pantalla aparece una imagen del espécimen con sus diversas
partes que se muestran en diferentes tonos segun su densidad. En las regiones
donde los electrones no pasan a través de la muestra la imagen es oscura (De
Graef, 2003; Williams & Carter, 1996).

29



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de los avances logrados hasta el momento, persiste un problema en los
sistemas de liberacion de principios activos disponibles en el mercado, debido a que
se limitan a la focalizacion de tejidos, en lugar de células individuales. Esto se ha

tratado de resolver con la aplicacion de nanoacarreadores (Guel et al, 2013).

Muchas de las nanoparticulas actuales se ven restringidas en ciertas aplicaciones,
ya sea por el area superficial, biocompatibilidad, funcionalizacion de la superficie y
su carga, porosidad, estricto control de tamafio y forma de la particula, entre otros.
Ademas, una importante barrera fisica debe ser superada porlas nanopatrticulas, la
membrana plasmatica, para lo cual tallas superiores a 500 nm resultan
inapropiadas. Es por ello que controlar el tamafio y la forma de las particulas es

importante para el desarrollo de un nanoacarreador eficiente.

Una metodologia con potencial aplicacion para fragmentar materiales es el uso de
las ondas de choque. Se ha reportado mucho sobre la fragmentacion de célculos
renales en tamafios que van desde milimetros hasta cientos de micras por efecto
de las ondas de choque, pero poco se ha investigado sobre su efecto en el rango
nanometrico. Estudios en curso en el laboratorio muestran que las ondas de choque
son capaces de generar la ruptura de liposomas multilaminares en vesiculas
subnanomeétricas (Sanchez, 2020). De acuerdo con todos estos datos, las ondas de
choque son capaces de fragmentar materiales de distinta dureza y composicion
quimica, por lo que su aplicacién para la fragmentacion de particulas de silice

micromeétricas resulta interesante.
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4. HIPOTESIS

La energia entregada a las particulas de silice mesocelular a través de la aplicacion
de ondas de choque provocara su fragmentacion y, en consecuencia, generara
particulas de silice de talla submicrométrica compatible para su internalizacion en

células eucariontes.

5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo general

e Aplicar ondas de choque a particulas micrométricas de silice mesocelular
para su fragmentacion y generar particulas de silice de talla compatible para

el uso en hiomedicina.

5.2. Objetivo particular

Sintetizar silice mesocelular de acuerdo con metodologias previamente

desarrolladas.

e Funcionalizar particulas de silice con la molécula APTES para internalizarla
en células eucariotas.

e Aplicar ondas de choque para la fragmentacion de silice mesocelular y
generar particulas de tallas submicrométricas.

e Caracterizar las muestras tratadas por ondas de choque por DLS vy
microscopia electronica.

e . Adecuacion de particulas resultantes de ondas de choque para ensayos con

células.
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6. METODOLOGIA

De manera resumida, el trabajo se desarrollé siguiendo el disefio experimental

mostrado en la Figura 13.

Difraccion de rayos X - Potencial zeta
Sintesis de Silice Analisis termogravimétrico - Microscopia electronica de transmision
MCF Espectroscopia infrarroja - Microscopia electronica de barrido
Dispersion dinamica de luz - Isotermas de adsorcion-desorcion de Ny a 77 K

- Difraccion de rayos X - Potencialzeta

Funcionalizacion - - Isotermas de adsorcion-

. - Analisis termogravimétrico .
(G {2 ZLIIRLY) - Espectroscopia infrarroja deggrgen de Ny a 77 K

- Dispersion de luz dinamica
Aplicacion de - Andlisis termogravimétrico

ondas de choque ‘ - Microscopia electronica de transmision

- Microscopia electrénica de barrido

Protonacion de
- ‘ - Potencial zeta

particulas

Figura 13. Diagrama experimental del proyecto.

6.1. Sintesis dela espuma mesocelular de silice (MCF)

La sintesis de la espuma mesocelular de silice MCF se realiz6 de acuerdo al
procedimiento reportado por Ramirez et al. (2018), utilizando el surfactante neutro
Pluronic P123 como dirigente de la estructura, tetraetil ortosilicato (TEOS) como
precursor de la silice y mesitileno (1,3,5-Trimetilbenceno) como agente de

hinchamiento.

En la sintesis, 4.8 g de surfactante neutro Pluronic P123 se disolvid en una solucion
de acido clorhidrico 4 M y agua destilada (75 mL y 112.5 mL respectivamente) con
agitacion constante a una temperatura de 35°C. Una vez que el surfactante P123
se disolvié completamente en la solucién anterior, se adicioné 5.8 mL de mesitileno
y a continuacién 8 mL de TEOS de manera gradual. La reaccion se mantuvo por 24
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h en agitacion constante a 35 °C. Una vez transcurrido este tiempo, la mezcla de
reaccion se transfirié a un bote de polipropileno; tapado, se colocé en mufla a 80 °C
durante 24 h. Después de la sintesis, el sélido obtenido se recuperé por filtracion,
se lavo varias veces con agua destilada, se secdé a temperatura ambiente y

posteriormente a 110 °C por 18 h. Finalmente se calcind a 550 °C durante 4 h.

6.2. Funcionalizacion de la particula de MCF con el grupo amino —NH2

La funcionalizacién superficial de la MCF se realizé por el método de post-sintesis
(ex-situ), a partir de la MCF previamente sintetizada, descrito por Hernandez et al.,
2012. Se pes6 2.3 g de MCF y se dispersaron en una solucién con 2.9 mL de 3-
aminopropil trietoxisilano (APTES) (precursor de los grupos funcionales NH2) y 31

mL de etanol.

La cantidad de APTES se calculd para obtener 0.3 moles de APTES por cada mol
de TEOS.

La reaccién de realizé a temperatura ambiente y en atmosfera inerte de N2 por 60
min. Posteriormente, se adiciondé 44 mL de agua desionizada y se continué en
agitacion por 60 min. Se recuperd el sélido por filtracidn, se lavo y se dejo secar a
temperatura ambiente, para posteriormente hacer un secado a 110 °C por 18 horas.

Denominamos esta muestra como MCF-NHz.

6.3. Aplicacion de ondas de choque (SW)

Las muestras MCF y MCF-NH:2 fueron tratadas con ondas de choque utilizando dos
generadores piezoeléctricos. Los generadores de ondas de choque utilizados
fueron el generador piezoeléctrico Piezoson 100 Plus y el generador de ondas de
chogue Multifuncional, ambos basados en generadores de la empresa Richard Wolf
GmbH (Knittingen, Alemania). Se trata de dos generadores experimentales

ubicados en el laboratorio de ondas en choque del CFATA de la UNAM.
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6.3.1. Generador Piezoson 100 Plus

El generador piezoeléctrico Piezoson 100 Plus (Richard Wolf GmbH, Knittlingen,
Alemania) esta equipado con una fuente de ondas de choque FB10G4, que consta
de dos capas de varios cientos de cristales piezoceramicos, montados en un soporte
esférico metalico con forma de cascaron esférico, recubierto con un‘polimero
(Figura 14). El arreglo se encuentra dentro de una cavidad de acoplamiento llena
de gel, sellada con una membrana de silicona. La fuente de ondas de choque se
encuentra en el fondo de una tina de acrilico (base 297 mm.x 297 mm, altura 260
mm). Los cristales son sometidos a una descarga de 2.5 a 6.1 kV. La capa posterior
se excita un tiempo antes que la capa frontal, de modo que los pulsos de presién
generados por ambas capas se superponen, propagandose a través del fluido hacia
el foco (F). El sistema esta equipado con un posicionador xyz (modelo A4000,

Velmex, Inc., Bloomfield, NY, E.U.A) en la parte superior del tanque.

posicionador xyz O nivel de
\ agua
l vial con
L— muestra
L1
F /" tina de
o [ acrilico

/ \ | fuente de
ondas de
/\? choque

Figura 14. Esquema simplificado del generador piezoeléctrico Piezoson 100 Plus.
(figura adaptada de Loske, 2017).
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6.3.2. Generador de Ondas de Choque Multifuncional

El generador de ondas de choque Multifuncional utilizado en este proyecto es un
equipo experimental basado en el generador de un litotritor Piezolith 2500 (Richard
Wolf GmbH, Knittlingen, Alemania) que cuenta con aproximadamente 3000 cristales
piezoeléctricos montados sobre la parte concava de una superficie de aluminio
esférica, situada en el fondo de una tina de acrilico (base 675 mm x 675 mm, altura
450 mm) con agua (Figura 15). Los elementos piezoeléctricos estan aislados del
agua por una membrana polimérica. El radio focal, es decir, la distancia de cada
cristal piezoeléctrico al foco F, es de 345 nm. El tiempo estimado que tarda en llegar
el pulso de compresion de cada cristal al punto focal es de aproximadamente 230
us. El equipo generalmente se opera con voltajes entre 2 y 6 kV y una frecuencia
de emisidon de ondas monopulso o tandem méaximo de 2.0 Hz. Su uso en modo
manual también es posible. El equipo cuenta con un posicionador xyz en la parte

superior de la fuente de ondas de choque.
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Figura 15. Esquema simplificado del Generador de Ondas de Choque
Multifuncional. (figura adaptada de Loske et al., 2014).

6.3.3. Preparacién de muestras para aplicacion de ondas de choque

Se siguié la siguiente metodologia de preparacion de muestras para ambos
generadores.y ambas muestras, MCF y MCF-NHz.

Se preparé una suspension de MCF en agua destilada a una concentracion de
1 mg/mL. Se increment? la dispersion colocando la muestra en bafio de ultrasonido
por 30 seg. Inmediatamente se tom6 1 mL de la suspension y se coloco en tubo de
microcentrifuga. El contenido fue colocado en pipetas de transferencia de
polipropileno estériles, las cuales fueron selladas con fuego para evitar
contaminacion durante el tratamiento. El tiempo Optimo de separacion entre la

primera y segunda onda en modo tandem fue entre 450 y 600 pseg.
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6.3.4. Aplicacion de ondas de choque (SW)

El experimento consistié en colocar una suspension de MCF y MCF-NH: en el punto
focal F de los generadores Piezoson y Multifuncional respectivamente. Se
cambiaron variables de presién maxima (P*), nimero de ondas (n) y frecuencia (v).

Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Se realizaron siete experimentos aplicando ondas de choque con diferentes

parametros (Tabla 1) ademés de un control no tratado con ondas de choque.

Tabla 1: Condiciones utilizadas en la aplicacion de ondas de choque.

Experimento Generador Modo Presion Numero Frecuencia Muestra
maxima_deondas (v)

(p+) (n)

1 Piezoson 100 Monopulso. 17.8 MPa 500 SW 1Hz MCF
Plus

2 Piezoson 100 Monopulso 17.8 MPa 1000 SW 1Hz MCF
Plus

3 Piezoson 100 Monopulso 17.8 MPa 2000 SW 1Hz MCF
Plus

4 Multifuncional Monopulso 19.5MPa 1000 SW  0.5Hz MCF-NH:2

5 Multifuncional Monopulso 43.6 MPa 1000 SW 0.5 Hz MCF-NH:2

6 Multifuncional Monopulso 72.6 MPa 1000 SW 0.5 Hz MCF-NH:2

7 Multifuncional Tandem 72.6 MPa 500 0.5Hz MCF-NH:2

tandem
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6.4. Tamizaje de particulas tratadas con ondas de choque (MCF-NH2-SW)

Inmediatamente después de finalizar el tratamiento con ondas de choque, se coloco
la muestra del vial a un tubo de microcentrifuga. Se tomoé la muestra con una jeringa
estéril de 5 mL y se le coloc6 un filtro de 0.8 um. Se desecharon las primeras dos
gotas. La suspension filtrada se coloc6 en un tubo falcon. La muestra resultante se
denomin6 MCFTSW.

6.5. Liofilizacion de MCF-NH2-SW filtradas (MCFTSW)

La liofilizacién se realiz6 para separar el agua de la disolucion mediante congelacion
y posterior sublimacion del hielo a presion reducida. L.a muestra en suspension se
distribuyé a volumenes iguales en tubos de ensayo de poliestireno. El equipo
utilizado fue un sistema centrifugo de concentrador al vacio SVC 100H (Savant, NY,
NY, E.U.A). Se colocaron los tubos de ensayo en la centrifuga a 1725 rpm. La

muestra se mantuvo en el equipo hasta que estuviera completamente deshidratada.

6.6. Protonacion de particulas de MCFTSW

Se preparé una solucién de hidroxido de amonio 4% y peréxido de hidrogeno 4%.
Se colocd 1 mL de la solucién anterior por cada 2 mg de MCF-NH2-SW filtrada en
un tubo de microcentrifuga y se incub6 por 10 min a 80°C en bafio maria. Se
mantuvo el tubo ligeramente abierto para la salida de vapor. La suspension se
centrifugo por 20 min a 13 000 rpm para inmediatamente descartar el sobrenadante
y realizar lavados con agua destilada. Posteriormente se volvié a centrifugar con las
condiciones mencionadas anteriormente y se retir6 el sobrenadante. Se volvi6 a
tratar las particulas con un 1 mL de una solucion de HCI 0.4 M y perdxido de
hidrogeno 4%. Se centrifugd y se retird el sobrenadante para finalmente realizar el
lavado con agua destilada. Se deshidrato llevando la muestra a liofilizar (ver
metodologia 6.5).
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6.7. Caracterizacién

A continuacion, se describen los métodos de caracterizacion mas importantes para

el presente proyecto.

6.7.1. Dispersiéon dindmica de luz (DLS)

La dispersion dinamica de luz (DLS) se usé para determinar la distribucion del
tamafio de particula y su patron de dispersion de las muestras tratadas con ondas
de choque, a una concentracion de 0.1 mg/mL para control, y 1 mg/mL de los
experimentos 1-7 (Tabla 1). La concentracion fue seleccionada de acuerdo a los

tamafos de particula esperados para cada experimento.

Se realizaron tres mediciones para cada muestra en el equipo Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments, Westborough, Malvern, Reino Unido), a los siguientes
pardmetros. Absorcion de 0.001 e indice de refraccién (RI) de 1.457 para silice
amorfa (Hans & Krause, 2003). A una temperatura de 25 °Cy con el detector a 173°.
Se utilizé la celda capilar DTS1070 (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino

Unido). Un indice de polidispersidad superior a 0.3 indica una distribucién amplia.

6.7.2. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Los pasos a seguir para las muestras control fueron: se realiz6 una dilucién de 1:5
de cada-muestra en agua destilada. Se coloco en bafio ultrasénico por 30 seg y se
colocaron 7 L sobre la rejilla de cobre malla 200, con pelicula de carbono, y se
secaron a vacio. El equipo utilizado fue el microscopio electrénico de transmisién
JEM-1010 (Jeol Co., Peabody, Massachusetts, E.U.A), ubicado en el CFATA,
UNAM.

Las muestras MCFTSW (Figura 30) se expusieron por 1 min en bafio ultrasénico e
inmediatamente después se colocaron en la rejilla 2 pL de la muestra, proceso que

se repitidé hasta sumar 8 L, y se secaron a vacio.
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6.7.3. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se utilizé un microscopio JSM-6060LV (Jeol, Tokyo, Japon) para SEM y un equipo
SU8230 (Hitachi Ltd., Tokio, Japdn) para SEM de alta definicién, ambos ubicados
en el CFATA, UNAM.

Los pasos a seguir fueron los siguientes: se realizé una dilucion de 1:1 de la muestra
a observar, se colocé en bafio ultrasénico por 30 seg y con ayuda de un tubo capilar
se tomd la muestra. Se colocaron dos gotas de la muestra sobre una de las
superficies del portamuestras perfectamente limpio. Se dejo secar la muestra a

vacio para su posterior observacion.
6.7.4. Isotermas de adsorcion-desorcion de N2 a 77 K

Las propiedades texturales (area superficial, didametro y volumen de poro) de los
materiales (MCF pura y funcionalizada NH2-MCF) se determinaron mediante las
isotermas de adsorcion-desorcion de nitrogeno (N2) a 77 K, utilizando un Autosorb
iIQ2 de la marca Quanthachrome. Las muestras se desgasificaron previamente a
150 °C durante 18 h bajo vacio (10-4 mbar), para garantizar una superficie limpia y

seca, libre de cualquier especie adsorbida.

Las é&reas especificas de las muestras se determinaron de acuerdo con el
procedimiento BET estandar usando datos de la isoterma de adsorcién de nitrdgeno
recopilados en el intervalo de presion relativa de equilibrio de 0.03 <P/P0 <0.3. Las
distribuciones de tamafio de poro se calcularan a partir de las isoterma de desorcién
de nitrogeno utilizando el método BJH.

El volumen total de poros (Vp) se estimé a partir de la cantidad de nitrégeno

adsorbido a una presion relativa de 0,98, y el volumen de microporos (V) y el area

de microporos (Su) se estimaran utilizando el método de t-plot.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Caracterizaciéon de MCF y MCF-NH:2

Se realizo la sintesis y caracterizacion de la MCF y la MCF-NHz2, como se menciona
en el procedimiento experimental. La funcionalizacion de la MCF se realizé para
cambiar las propiedades fisicoquimicas de la superficie y con esto asegurar que la
materia organica (lipidos y proteinas) se adherian a su superficie para formar
particulas mimetizadas, esto de acuerdo a resultados previos obtenidos por el grupo
de Valdemar y colaboradores (Valdemar et al., 2020). Asi, se realizaron diferentes
estudios para determinar las propiedades fisicoquimicas de la estructura de MCF
de silice y de igual manera, también se verific6 si se habia conseguido la
funcionalizacion de la MCF con grupos amino. Los andlisis se realizaron de acuerdo

a las propiedades principales que buscamos en el material.

7.1.1. Difraccién de rayos X (XRD) a bajos angulos

El analisis por difraccion de rayos X de la espuma de silice mesocelular MCF en su
forma de polvo, se realizd para comprobar la formacién de la estructura mesoporosa
tipo esponja en la MCF. Las mediciones de los difractogramas se registraron en un
difractometro Rigaku, modelo Ultra, utilizando radiacion monocromatica Cu Ka en
el rango 26 de 0 ° a 3°.
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Figura 16. Patrones de difraccion de rayos X a bajos angulos de a) MCF y b) MCF-
NH:2.

La Figura 16 muestra los difractogramas obtenidos, con un pico Unico 26 = 0.3°
para ambas muestras, esto debido a la presencia de mesoporos. Aunque no se
distinguen planos cristalograficos de silice MCF, la aparicion de esta difraccion en
0.3° es consistente con este tipo de una estructuras mesoporosas (Lee et al, 2001).
El resultado anterior respalda la estructura caracteristica de MCF de silice y que la

estructura mesocelular se mantiene aun después de la funcionalizacion.
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7.1.2. Espectroscopia de infrarrojo (IR)

La espectroscopia infrarroja detecta los modos vibracionales caracteristicos de los
grupos funcionales presentes en el material. Cuando se suministra energia luz
infrarroja, los enlaces quimicos vibran y se obtiene una sefial en el rango de 400 a
los 4000 cm™, rango en el que aparecen sefiales especificas y en especial la de los
grupos funcionales amino, que son la de nuestro especial interés. La Figura 17

muestra los espectros de MCF y MCF funcionalizada.
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Figura 17. Espectros IR de a) silice MCF y b) MCF-NH2.
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En ambos espectros se puede observar las bandas caracteristicas de los grupos -
OH, silanoles Si-OH y siloxanos Si-O-Si. La presencia de bandas asociados con
grupos Si-OH aparecen en el rango de 3400 cm™ y uno mas débil en 950 cm™.
Mientras, las bandas asociadas a los grupos Si-O-Si se observan alrededor de
1000-1250, 800 y 470 cm™, asociadas con la formacién de la red de silice. En el
caso de las bandas que aparecen alrededor de 1640 cm proviene principalmente
de la vibracion de flexion del H20 adsorbida. En el caso del espectro sefialado como
(b), corresponde a la MCF funcionalizada con grupos aminos. (MCF-NH2). Una
banda ancha a 2900 cm! y una banda débil a alrededor de 1450 cm™! se observan
y se atribuyen a la vibracién de —NHz2, lo que indica la incorporacién del grupo

funcional al material.

Comparando ambos espectros se puede observar que las bandas correspondientes
a 3400 y 1640 cm™, que corresponden a lavibracion Si-OH y -OH del agua, se ve
disminuida para el material funcionalizado. En MCF-NHz, la primera banda
disminuye drasticamente, mientras la segunda casi desparece. Este cambio en el
espectro (b), se puede asociar a la interaccion entre los grupos amino y los grupos
silanoles a través de los enlaces de hidrégeno, como ya ha sido reportado

previamente (Hernandez et al., 2012; Wang et al., 2005).

De acuerdo a lo anterior, se confirma que el material MCF se logro funcionalizar con
grupos amino, sin afectar el arreglo estructural de la espuma mesoporosa, de

acuerdo a los resultados obtenidos por las técnicas de IR y XRD.

7.1.3. Analisis termogravimétrico (TGA)

Los analisis de termogravimetria permitieron determinar la variacién de masa que

experimentaron las muestras durante el calentamiento en atmosfera controlada.

Los resultados arrojan una pérdida de peso del 4% para MCF durante el
calentamiento desde la temperatura ambiente hasta 425 °C, la muestra MCF-NH:2

exhibe pérdida de peso del 8% (Figura 18). Para ambas muestras, presentan una
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pendiente pronunciada al aumentar la temperatura de 33 °C a 90 °C, lo que se
atribuye a deshidratacién del material.
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Figura 18. Curvas de peso de TGA para MCF y MCF-NHz2.

45



—— MCF

Derivada peso (%/°C)

0.02

0.00

= | Y L} v | ! 1
0 100 200 300 400
Temperatura (°C)

Figura 19. Curvas de derivada de peso de TGA para MCF y MCF-NHz2.

El tratamiento térmico de la muestra funcionalizada hace que los grupos amino se
descompongan, como lo demuestran los resultados obtenidos por esta técnica. El
peso de la muestra sufre una disminucién en el rango de 150-400 °C, ocurriendo
una tasa maxima de pérdida de peso de alrededor de 260 °C (Figura 19). Esta

pérdida de peso puede atribuirse a la descomposicién de los grupos amino y etileno.

Por lo tanto, los resultados de TGA confirman la estabilidad térmica por arriba de
los 180 °C para los grupos funcionales sobre la superficie, y una estabilidad aun
mayor para la silice; confirmando nuevamente la funcionalizacién de la MCF con los

grupos amino.
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7.1.4. Isotermas de adsorcion-desorcién de N2a 77 K

En la Figura 20 se presentan las isotermas de adsorcién-desorcion de N2 de la
espuma de silice mesocelular MCF pura y funcionalizada con grupos amino MCF-
NH2. La MCF y la MCF funcionalizada MCF-NH2 exhiben una isoterma de adsorcion
del tipo IV con una curva de histéresis H1 de acuerdo a la clasificacion de'la IUPAC

y que corresponde con los materiales mesoporosos (Sing et al., 1985).

Las isotermas muestran una region amplia en el rango de presiones relativas
(0.45<P/P0<0.95) que representa el llenado espontaneo de los mesoporos debido a
la condensacién capilar, indicando la presencia de mesoporos con una distribucion
relativamente amplia en didmetro y sin arreglo en los mismos. La curva de
adsorcion-desorcion de nitrégeno de nuestro material-es similar a la reportada en la
literatura para un material de esponja de silice-mesoporoso derivado de una SBA-

15 (Ma et al., 2015).
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Figura 20. Isotermas de adsorcion-desorcion de N2 de las muestras MCF
(izquierda) y MCF-NH2 (derecha).
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La Figura 21 presenta la distribucion del tamafio de poro de la espuma de silice
mesocelular MCF puray funcionalizada con grupos amino MCF-NHz. La distribucién

se calculdé con los datos de la isoterma de desorcion mediante el método B.J.H.

La espuma de silice mesocelular de silice MCF muestra una distribucion
relativamente amplia (de 40 a 70 nm) en el tamafio de poro centrado

aproximadamente en 50 nm.
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Figura 21. Distribucion del diametro de poro de los materiales MCF y MCF-NHz2.

La espuma de silice mesocelular funcionalizada con grupos amino MCF-NHz,
presenta una distribucion mas uniforme en el diametro de poro, centrado alrededor
de 40 nm, en comparacién a la MCF sin funcionalizar. Este resultado indica que los
grupos amino se han incorporado (han decorado) de manera uniforme a la superficie

interna de los poros de la MCF.
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En la Tabla 2 se presenta un resumen de las propiedades texturales (area
superficial, volumen promedio de poro y didmetro de poro) de la MCF vy

funcionalizada con grupos amino MCF-NH2.

En ella se observa que nuestro material MCF presenta una alta area superficial de

816.2 m?/g y un alto volumen de poro de 1.4 cm?/g.

La incorporacion de los grupos funcionales amino en la superficie interna de los
poros de la MCF provoca una importante disminucion tanto en el area superficial
como en el volumen de poro. Esta situacion se puede atribuir a un-posible decorado
y bloqueo menor de poros por el precursor de los grupos-aminos. Sin embargo, el
grande didmetro de poro y la alta area superficial y volumen de poro de la MCF-

NHz, le proporcionara al material una alta capacidad de adsorcion.

Tabla 2. Propiedades texturales de MCF y MCF- NH2

Material Area superficial (m?%g) Volumen de poro (cm?3/g)
MCF 816.20 1.40
MCF- NH; 472.6.0 0.73

7.1.5. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Las micrografias de TEM permitieron confirmar la estructura de la MCF sintetizada.
En la muestra de MCF se encontraron espumas irregulares con variaciones en
densidad a lo largo de toda la particula y con presencia de poros (Figura 22a). Los
poros se presentan desordenados e interconectados, con tamafio del orden de los

mesoporos, entre 10 a 30 nm.
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100 nm

Figura 22. Imagenes de TEM de MFC de silice.

Una vez incorporados los grupos amino en la superficie de la MCF, las particulas
siguen mostrando una morfologia similar. Las micrografias de las particulas de
MCF-NH: (Figura 23) muestran particulas irregulares con mayor densidad en su

centro y presencia de mesoporos no uniformes.

a b

200 nm

Figura 23. Imagenes de TEM de MFC-NH:2 de silice.
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Estos resultados hacen suponer que los grupos amino no tienen un cambio
considerable en la morfologia de la MCF, aln se conservan una estructura porosa

tridimensional no arreglada, antes y después de la funcionalizacion.

7.1.6. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se continud con los andlisis morfolégicos, ahora por SEM para la muestra MCF-
NHz. En la Figura 24a y 24b podemos observar particulas irregulares de decenas

de micras, formadas por microestructuras mas pequefias ensambladas entre si.

De acuerdo a los resultados observados por TEM y SEM, las particulas obtenidas
de la MCF y MCF-NH2 son de talla micrométrica, los tamafos de las particulas, en
su mayoria van desde 10 a 30 um. Sin embargo, se sabe que no todo el material se
encuentra aglomerado y que también hay algunas particulas no agregadas, como
se observé en TEM (Figura 23), aunque parecen ser una cantidad menor (Figura
24a).
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Figura 24. Imagenes de SEM de MCF-NH: en distintas escalas.

Las imagenes de SEM también muestran la presencia de mesoporos
tridimensionales (Figura 24e) interconectados y de borde definido. En la Figura 24f
se observan las estructuras de celdas y ventanas asociadas a la MCF (Figura 1).
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Hay presencia de celdas con un tamafio de hasta 50 nm, formadas por ventanas de

15 nm aproximadamente.

De acuerdo a las micrografias, se puede suponer que el material no es compacto y
que podria ser facil su fractura, lo que llevo a explorar la técnica de ondas de choque
para fragmentar la espuma mesocelular de silice funcionalizada con grupos amino
(MCF-NH2) y generar particulas de silice de talla compatible para el uso en

biomedicina.

7.2. Aplicacion de ondas de choque (SW)

7.2.1. Caracterizacion de MCF-SW expuestas a ondas de choque en el

generador Piezoson 100 Plus

Las particulas tratadas con ondas de choque, principalmente se caracterizaron con
DLS. Esta técnica permitio obtener las tallas promedio de un conjunto de particulas,
por lo que fue determinante para ver si el tamafio de particula promedio se iba
reduciendo conforme el aumento en el nimero de ondas de choque. En el equipo
Piezoson 100 Plus se trabajé con la muestra de MCF sin funcionalizar. Se aplicaron
500, 1000 y 2000 ondas monopulso (MP) a cada muestra. Estos resultados fueron
los que determinaron los ajustes necesarios para los experimentos restantes y los

respectivos andlisis complementarios.
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7.2.1.1. Dispersion dinamica de luz (DLS)
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Figura 25. DLS de MCF tratada con SW en el generador Piezoson 100 Plus. MP:

monopulso. PDI: indice de polidispersidad.

Con la técnica DLS se obtuvo un rango medible entre 0.01 y 6 um para todas las
particulas. Primero se midio el radio hidrodinamico promedio para la muestra sin
tratamiento con ondas de choque, que se utiliz6 como referencia (Figura 25a). El
diametro promedio de MCF sin SW, muestra dos poblaciones, una de mayor
intensidad en 5 um y una menor en 0.5 um. Lo que sugiere que hay, en menor
cantidad, particulas por debajo a una micra como se observaron en imagenes de
TEM (Figura 22).

En la Figura 25b se observa el resultado del primer experimento aplicando SW,
utilizando el generador Piezoson. Aparece una poblacién promedio de 810 nm con

una intensidad de 25% medible. Como se observa en la Figura 25c y 25d, el tamafio
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se va reduciendo al incrementar el nimero de SW monopulso. Para el caso de 1000
ondas MP se obtuvo una poblacion promedio de 640 nm, mientras que para 2000
ondas MP se observan poblaciones por debajo de 500 nm para mas del 10%. Estos
experimentos indican que el tratamiento con 2000 ondas de choque MP es el que
mejor fragmentd a las particulas con este generador. El indice de polidispersidad
resulté estar por arriba de 0.7 en todos los tratamientos, valor que revela un alto

nivel de agregacion y variacion de tamarfio de las particulas.

7.2.2. Caracterizacion de MCF-NH2-SW expuestas aondas de choque en

el Generador Multifuncional

De acuerdo a los resultados obtenidos en el generador Piezoson 100 Plus, se utilizé
un generador que podia alcanzar mayores presiones y experimentar con el modo
tandem. Los experimentos se realizaron.a P* de 19.52, 43.61 y 72.68 MPa, este
altimo en modalidad monopulso -y tandem. La muestra tratada para estos

experimentos fue MCF-NHz2.
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7.2.2.1. Dispersion dinamica de luz (DLS)
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Figura 26. DLS de MCF-NH: tratada con SW en el generador Multifuncional.

Los diametros hidrodinamicos de MCF-NH2 para la muestra control pueden
observarse enla Figura 26a. El estudio arroja un resultado muy similar a MCF sin
grupos amino (Figura 25a). Con dos poblaciones, la primera que va de los 100 nm
a1 um que alcanza una intensidad maxima de 5%, y una segunda poblacion de

20% de intensidad alrededor de 5 pum.

Conforme se aumenta la P*, de 19.52 a 72.68 MPa, se presentaban poblaciones de
menor tamafio, con una distribucion muy amplia. Las graficas a 19.5 y 43.6 MPa
(Figura 26d y 26¢) muestran poblaciones aun por arriba de los 500 nm. Mientras
que para las graficas a 72.68 MPa, en su modalidad de monopulso y tandem, son
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casi nulas las particulas a una talla mayor a 500 nm. Si se aumenta el niumero de
ondas de choque, se reduce el tamafio de las particulas, aunque no de manera
uniforme en talla. En la modalidad tandem hubo un 10% de particulas de 50 nm,
talla que no se habia visto en los experimentos anteriores, revelando ser el

tratamiento mas eficiente para fragmentar las particulas de silice.

Los PDI estan por arriba de 0.3 para todos los casos, lo que indica una gran variedad

de tamanos en la muestra.

7.2.3. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

En la Figura 27a se muestra la micrografia de una particula expuesta a ondas de
choque con una P* de 19.5 MPa. Puede observarse que mantiene la estructura de
MCF, con un tamafo de aproximadamente-2 um. Se logran ver orificios de 100 a
200 nm que son ajenos a una porosidad normal de MCF y que pueden ser el
resultado de la accién de microjets formados por la cavitacion dentro de la

suspension.

En la micrografia de la Figura 27b pueden observarse diferentes particulas. La
primera y tercera, de ‘izquierda a derecha, podrian ser el resultado del
desprendimiento de una particula mayor. La tercera particula tiene dos rostros, uno
liso (izquierda) y una zona rugosa (derecha). La zona rugosa podria ser el costado
por el cual estaba unida a otra particula. La particula de en medio, presenta varias
depresiones, de hasta 300 nm de ancho, de un posible efecto de los microjets, no
vistas en el control (Figura 24). Estas particulas son casi esféricas y con respecto a
su.tamafio estan por arriba de una micra. Esta forma esférica no aparecié en las

micrografias control.
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Figura 27. Imagenes de SEM de MCF-NH2-SW tratadas por ondas de choque.

La particula que se muestra en la Figura 27c¢ fue expuesta a ondas de choque con
una P* de 43.61 MPa. Presenta depresiones en su cara derecha y superior, con
algunos orificios de 300 nm, dados posiblemente por una erosion de material de esa
zona. Este material erosionado podria ser el mostrado en la Figura 27d. Estas

particulas tienen formas casi esféricas con diametros menores a 500 nm.

7.3. Caracterizacién de MCFTSW

Se recuperaron las particulas menores a 0.8 um mediante un tamiz con ese tamafio
de poro con la finalidad de tener tamafos de particula mas homogéneos para su
analisis. La muestra utilizada fue la de experimentos a 72.6 MPa de la muestra MCF-

NH2, tanto en modo monopulso como tandem.
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7.3.1. Dispersion dinamica de luz (DLS)

Los experimentos con una P* igual a 72.68 MPa fueron los mas prometedoras, por
el tamafo de particula medible de acuerdo al analisis en DLS (Figura 26). ES por
ello que se continud con el proceso de tamizaje para P* igual a 72.68 MPa en modo

monopulso y tdndem, para obtener mas informacion.
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Figura 28. DLS de MCF-NH: tratada con SW y tamizada por filtro de 0.8 um.

Para verificar el tamafio de particula resultante del tamizaje, se realizaron analisis

de DLS a MCF-NH2-SW tamizada utilizando filtros de 0.8 um a los dos experimentos
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que dieron particulas menores a 200 nm, esto es, 1000 ondas monopulso y 500
ondas tandem con una P* de 72.68 MPa (Figura 26). La Figura 28 muestra el
diametro hidrodinamico correspondiente a 1000 SW monopulso y 500 SW tandem,
respectivamente. Puede observarse que el tamizaje funciono al no haber presencia
de particulas superiores a 800 nm. Ambos diametros fueron muy similares;. sin
embargo, la muestra expuesta a 500 ondas tandem mostré una distribucién mas
homogénea, presentando las mejores caracteristicas en talla para ser utilizadas en
biomedicina. Por ello se decidié caracterizar a estas particulas. por SEM y TEM.
Denominamos como MCFTSW a la muestra expuesta a 500 SW tdndem a P* de
72.68 MPay tamizada.

7.3.2. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

A [ I B B B B B

MCFNH800NM 1.0kV 1.5mm x200k SE(UL) 200nm

Figura 29. Imagenes de SEM de MCFTSW agregadas a) TEM b) SEM.

En la Figura 29 pueden observarse las micrografias tomadas por TEM y SEM de las
particulas MCFTSW; en ellas se observa una agregacion significativa de las
particulas. El protocolo de preparacion de muestras para micrografia no mantuvo a
las particulas estables. El hecho de que se formaran aglomerados esta relacionado
con interaccién, probablemente de caracter electrostatico, entre estas particulas,
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generando agregados en forma de malla. Por lo anterior se realizaron cambios en
la preparacion de las muestras (ver metodologia 6.7.2), para analizar las particulas

individualmente.

Figura 30. Imagenes SEM de MCFTSW.

Siguiendo la metodologia descrita en el apartado 6.7.2, se tomaron nuevamente las

micrografias por SEM de las particulas MCFTSW y mostradas en la Figura 30.
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Analizando las micrografias, se observan particulas esféricas en su mayoria, sin
presencia de aglomerados, con un diametro de 30 a 200 nm. La particula
presentada en la Figura 30c tiene un didmetro de 150 nm, con presencia de
mesoporos en el rango de 5 a 20 nm. Es una particula con densidad volumétrica. El

tamafo corresponde a los resultados obtenidos con DLS (Figura 28).

Las MCFTSW son particulas singulares que no se habian presentado en las
micrografias de control, lo que lleva a la idea de que puede ser el resultado de
erosion de particulas de mayor tamafio, por efecto de la cavitacion. Es importante
haber conservado el arreglo poroso para aumentar el area superficial. Las particulas
MCFTSW cumplen con el tamafio de particula y-poro aceptable, para su
internalizacion celular y para la carga de principios activos en su superficie.
Particulas menores a 50 nm serian particulas con casi nula porosidad por el tamafio

de poro que tienen las MCFTSW.

7.3.3. Analisis termogravimétrico (TGA)

Se procedié a caracterizar la composicién quimica de las particulas MCFTSW,
provenientes de la muestra MCF-NH2. Lo anterior para comprobar si hubo
variaciones en la composicion del material, pero mas importante, si los grupos

amino superficiales siguen presenten en las particulas después de los tratamientos.
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Figura 31. Espectros IR de MCFTSW.

El resultado de IR, demuestra que los grupos Si-OH (3400 y 950 cm™) y Si-O-Si
(800 y 1100 cm™) contintlan presentes (Figura 31). Asimismo, las bandas en 2900
y 1450 cm que representan las vibraciones de los grupos amino, por lo cual ain

se encuentran presentes en las particulas MCFTSW.
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7.3.4. Espectroscopia de infrarrojo (IR)
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Figura 32. Curvas de TGA de MCF-NH: antes y después del tratamiento con SW y

tamizaje.

Enla Figura 32 puede observarse que la muestra MCFTSW tuvo una pérdida de
peso mayor (20%) al alcanzar una temperatura de 400 °C (curva a) en comparacion
con la muestra MCF-NHz2 (curva b). El primer pico a 60 °C de la curva d representa
la perdida de agua; y la abduccién entre 200 y 350 °C es la descomposicion de
grupos amino. La curva c, derivada de peso de las particulas MCFTSW, tiene una

forma muy semejante a la curva de la muestra control (curva d), sin embargo, con



un desplazamiento de los puntos de inflexion a una temperatura menor. Lo anterior
puede explicarse ya que al ser particulas de menor tamafio que las particulas de
MCF, el calor distribuye la temperatura de manera uniforme, por lo que se necesita
de menor temperatura para comenzar con la descomposicion de los grupos amino

(punto de inflexiéon a 150°C, curva c).

7.3.5. Potencial zeta

El potencial zeta describe la intensidad de la repulsién o atraccién electroestéatica
entre las particulas, siendo un parametro relacionado con su estabilidad. El
potencial zeta depende de la concentracion de iones en el medio de suspension. Es
por ello que, para las muestras de MCF y MCF-NHz, se midi6 el potencial zeta en
dos medios: agua y medio PBS; este ultimo por ser el medio de contacto con lineas
celulares en pruebas in vitro. La muestra MCFTSW también fue suspendida en PBS

para su medicion.
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Figura 33. Valores de potencial zeta con diferentes tratamientos.

En la Figura 33, podemos observar los valores de potencial zeta para cada muestra.
Las particulas de MCF dieron un valor de -44, y una vez funcionalizadas aumentaron
suvalor a -26. Se esperaba un valor positivo debido al cation de los grupos amino.
Esto sugiere que no hay un acoplamiento aminar en toda la superficie, y todavia hay
presencia de grupos silanoles. Para medio PBS, los valores bajaron a -20 para MCF
y a -9 para la muestra MCF-NH2. A valores que se acercan a una particula neutra
pero inestable, un alto potencial zeta les confiere estabilidad, mientras que cuando
un potencial es bajo, se reduce la repulsion de carga favoreciendo su agregacion,

como sucedio con las particulas MCFTSW aglomeradas (Figura 29). Las particulas
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MCFTSW tienen un potencial zeta de -15. Comparando las muestras MCF-NHz y
las muestras MCFTSW, tratadas por ondas de choque y tamizadas, las MCFTSW
mostraron una disminucion de 6 unidades, con respecto a MCF-NHz2, lo que sugiere
el aumento de particulas sin grupos amino o de particulas con zonas superficiales
en donde no hay presencia de grupos amino. Estas zonas se pueden tratar de areas
por donde se encontraba unida a otra particula antes del tratamiento con ondas de
choque. Por los resultados anteriores, a las particulas MCFTSW se les realizé un
proceso de protonacion (ver metodologia 6.6). La protonacion de las MCFTSW
(MCFTSW-H*) concedi6 una carga de -7, 8 unidades menos que su antecesora
MCFTSW. Este valor de potencial zeta es bajo, por-tanto, no intervendria
desfavorablemente en la interaccion de las nanoparticulas con la membrana celular
de carga negativa, sin embargo, se prevé una agregacion de particulas si se

encuentran en un medio en reposo.
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8. CONCLUSIONES

Se sintetizaron correctamente las particulas MCF, con la forma, composicion y
sistema de poros tridimensionales caracteristicos de las espumas, con cavidades
aleatorias de tamafio nandémetrico. La incorporacion de los grupos amino en las
particulas MCF mostraron una disminucion del tamarfio de las cavidades reduciendo
en un 48%. La funcionalizacion de las particulas MCF con grupos amino no dio un
valor de potencial zeta positivo, y aunque se encontrdé una disminucion del area
superficial al estar funcionalizada con grupos amino, los resultados mostraron que
la particula MCF-NHz aun conserva un volumen de poro y area superficial con alta

capacidad de adsorcion.

Se presentan nuevas formas de particulas de silice después del tratamiento de
ondas de choque a la muestra MCF-NHz, denominadas MCFTSW, por lo que las
ondas de choque si pueden fragmentarlas particulas MCF, producto de una erosién
del material. Estas particulas tienen caracteristicas fisicas tales como forma
esférica, tamafo de particula menor a 200 nm y cavidades entre 5 a 20 nm. Las
particulas MCFTSW auln conservan grupos amino de su antecesora, MCF-NHz, y
cargas cercanas a 0. La conminucion de las MCF de silice por SW depende de la

presion, numero de ondas y técnicas utilizadas en el tratamiento.

En el presente trabajo, el modo tdndem presentd las mejores condiciones de
fragmentacién. La técnica tandem arroj6 fragmentos de tamafio muy similar al modo
monopulso con la misma presion maxima, 72.68 MPa, pero con la mitad de tiempo
requerido para el experimento. Es decir 500 ondas tandem dan resultados similares
de fragmentacion como 1000 ondas monopulso, requiriendo un tiempo de 17 min
por tratamiento tandem. A reserva de hacer mas ensayos, el sistema tandem fue

mas eficiente para erosionar las particulas MCF.

Las particulas MCFTSW poseen caracteristicas muy prometedoras, ya que
conservan las caracteristicas estructurales originales de la particula MCF y MCF-

NH2, pero con una menor talla. Las particulas tienen un didmetro de
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aproximadamente 150 nm que, de acuerdo a las revisiones bibliogréficas, es
adecuado para atravesar la membrana celular por la via de endocitosis mediada por
clatrina y una naturaleza quimica que no alteraria negativamente el proceso, sin
embargo, habria que realizar nuevos ensayos para mejorar su estabilidad coloidal,

y asi, su potencial uso como nanoacarreador.
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9. TRABAJO A FUTURO

La estrategia a seguir como continuacion de la investigacion para la interaccién con
células es la siguiente: Se usaran fluorocromos para marcar las zonas de interés,
tanto en la célula, como en las particulas que interaccionaran. En resumen, las
particulas resultantes del tratamiento con ondas de choque, MCFTSW, seran
marcadas con el flurocromo FITC a través de los grupos amino, para después
colocarlas en contacto con células HEK-293 (Figura 34). Los cultivos se mantendran
por 24, 48 y 72 h, al término de las cuales seran lavadas con PBS y fijadas con 4%
de paraformaldehido, para ser marcadas con faloidina-TRITC, que interacciona con
la actina del citoesqueleto, y DAPI para el ADN presente en el nucleo.
Posteriormente seran observadas por microscopia confocal de fluorescencia. Con

esta técnica confirmaria si las particulas MCFTSW se internalizan en las células.

MCFTSW silice
incubacién

FITC

cultivo celular fijacion y
: lavado

I
"‘e"‘T"a celular 1 CFTSW silice

DAPI

A x . faloidina-TRITC
ntcleo microscopia confocal

Figura 34. Esquema de experimentos a seguir para la interaccion de las MCFTSW

con células.
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