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1. INTRODUCCION
1.1. Antecedentes

En la actualidad, la administracion de farmacos de naturaleza proteica y
peptidica suele ser por la via oral o via intravenosa, que a su vez presenta una
baja biodisponibilidad por parte del principio activo, debido a que se administran
solos o bien, protegidos por un polimero hidrofilico llamado polietilénglicol .y por
consecuencia es necesario la aplicacion de sucesivas dosis. Esto provoca que la
probabilidad de causar efectos colaterales en el individuo sea alta (Neira et al.,
2013). Es por ello que desde hace mucho tiempo se han buscado nuevos
sistemas que permitan la entrega controlada de farmacos de una forma segura y
con ello una liberacidon mas eficiente, reduciendo la concentracion de farmacos y
la frecuencia de la dosis, ofreciendo asi una. administracion mas sencilla
(Mamaeva et al., 2013).

Los nanomateriales son capaces de penetrar en los tejidos y son facilmente
absorbidas por las células, lo que permite un suministro eficiente de
medicamentos a los sitios de accion objetivo. También se ha reportado que la
absorcion de las nanoestructuras es 15 a 250 veces mayor que la de las

microparticulas en el rango de 1 a 10 um (Ochubiojo et al., 2012).

Las particulas meso-estructuradas (es decir con poros de 2 a 50 nm de
diametro) especificamente las silices mesoporosas, son consideradas excelentes
candidatas para la administracion controlada de farmacos debido a la estructura
de sus poros, a su amplia area de superficie y a su gran volumen de poros. La
superficie mesoporosa de la silice es aplicable en multiples campos como marcaje

celular y tratamiento de cancer (Aval, 2016).

Los avances en la sintesis de silices mesoporosas han permitido tener un
tamafio de particula, tamafio de poro y morfologia controlados, lo que ha hecho
gue sean muy atractivas para diferentes aplicaciones, entre ellas su utilizacion

como potenciales vehiculos para la liberacion controlada de moléculas huésped



como farmacos y biomoléculas. Se han realizado pruebas con distintos tipos de
sintesis de silice, entre ellas las tipo MCM-41 que a pesar de ser internalizadas
facilmente en los ensayos in vitro para células animales y vegetales y no presentar
citotoxicidad, presenta restricciones estructurales, como que el tamafio de poro
méaximo es 6 nm, lo que limita su aplicacion como vehiculo para la adsorcion.y
liberaciobn de moléculas grandes, como proteinas y acidos nucleicos (Gao et al.,
2009)

Para mejorar el rendimiento en el proceso de internalizacion, se ha propuesto
el ampliar el tamafio de los poros de la silice mesporosa funcionalizada (Solberg &
Landry, 2006). Por ello la espuma de silice mesocelular (MCF) ha sido una buena
candidata debido a su tamafio de poro que va de 17 a 44 nandmetros (Han et al.,
2000).

1.2. Fundamentacion tedrica
1.2.1. Nanomedicina

Los avances de la nanotecnologia estan abriendo posibilidades en medicina
que antes no se tenian contemplados, dando lugar a la generacién de un campo
nuevo de investigacion denominado “nanomedicina”, lo que da lugar a
aplicaciones novedosas en el area de diagnéstico, medicina regenerativa y la

administracion controlada de farmacos (Ortega et al, 2013).

Se entiende como _nanomedicina al conjunto de practicas médicas, incluyendo la
prevencion, el diagnéstico y la terapia, que requieren tecnologias basadas en
interacciones entre el cuerpo humano y materiales, estructuras o dispositivos

cuyas propiedades se definen a escala nanométrica (Freitas, 2005).

Los materiales y las tecnologias que se han utilizado para la construccion de
nanosistemas de liberacion de farmacos son muy diversos, pero se pueden

clasificar de manera muy general en 2 grandes grupos (Rojas-Aguirre et al., 2016):



a. Nanoestructuras organicas. Pertenecientes a este grupo se encuentran
los materiales poliméricos, los cuales son utilizados para construir
nanoesferas, nanocapsulas, micelas, liposomas, dendrimeros vy
conjugados polimero-farmaco.

b. Nanoestructuras inorganicas. En esta clasificacion se encuentran:las
nanoparticulas de oOxidos metalicos, nanoparticulas de silice

mesoporosa y nanotubos de carbono.
1.2.2. Materiales mesoporosos

Los materiales porosos se clasifican de acuerdo con la IUPAC en funcion del
tamafio de poro: siendo materiales microporosos aquellos que tengan un tamafo
de poro inferior a 2 nm, mesoporosos aquellos que tengan un tamafo de poro de
entre 2 y 50 nm y materiales macroposoros los que cuenten con un tamafo de

poro de mas de 50 nm.

De las nanoparticulas de silice mesoporosas se han obtenido buenos resultados
como un medio de transporte o de acarreamiento prometedor y novedoso de
medicamentos debido a su estructura mesoporosa unica, que preserva el nivel de
estabilidad quimica, la funcionalidad de la superficie y la biocompatibilidad de tal
manera que aseguran una liberacién controlada ademas de la administracion de

farmacos de diversas moléculas (Slowing et al., 2008).

Entre las propiedades de los materiales inorganicos para su uso en encapsulacion
de agentes bioactivos destacan: gran area de superfice especifica, volumen de
poro 6ptimo, se pueden cargar y liberar eficientemente diferentes categorias de
farmacos y/o principios activos, la eficiencia de carga y cinética de liberacion, la
cual puede ser controlada ajustando la composicion del material inorganico,
ademas, la presencia de grupos quimicos que pueden funcionalizarse con

moléculas bioactivas (Wu et al., 2013).



1.2.3. Espumas de silice mesocelular (MCF)

Las espumas de silice mesocelulares (MCF) consisten en una estructura de poros
tridimensional de células grandes interconectadas por ventanas mas estrechas.
Las silices de tipo MCF muestran un rendimiento mejorado como soporte para
enzimas inmovilizadas y como adsorbentes en comparacion con otras silices

mesoporosas (Schmidt-Winkel et al., 1999).

Por lo general hay dos vias para la sintesis de materiales de silicato de mesoporos
grandes. La primera es expandiendo los poros con una plantilla-de tensioactivo
con moléculas organicas adecuadas, sirviendo como agente de plantilla auxiliar.
La segunda via es utilizar copolimeros anfifilicos o tensioactivos con cadenas
hidrofébicas mas largas, que sirven para moldear poros (Knezevi¢ & Durand,
2015). La sintesis de la espuma de silice mesocelular se puede obtener a partir de

la sintesis de SBA-15 (Santa Barbara Amorfa No. 15), utilizando la primera via.

La SBA-15 es un material con mesoporos y paredes, cuyas propiedades térmicas
le dan una gran estabilidad. La SBA-15 es un material hexagonal con arreglo
hexagonal de poros entre 3 y 5 nm (Barbaro & Liguori, 2010). Se obtiene a partir
de un proceso sol-gel en cual se suele utlizar como precursor el
tetraetilortosilicato (TEOS) que es la fuente de silice y como agentes directores de
estructura organica a un copolimero de bloques anfifilicos, como el Pluronic123
(EO20-PO70-E020, P123). Este consiste en un copolimero de tres blogues, y es
un surfactante que en solucién tiene dos partes dentro de la misma molécula (un
grupo de cabeza hidrofilico y una larga cola hidrofébica), las cuales al disolverse
en agua, se agregan y autoorganizan de tal manera que minimizan el contacto
entre sus extremos incompatibles. En la Tabla 1 se muestra una comparacion

entre la SBA-15 y silices mesocelulares.



Tabla 1.- Comparacion entre las propiedades texturales de la MCF contra la SBA-
15 (KneZevi¢ & Durand, 2015).

Caracteristicas MCF SBA-15
Area superficial 910 m?/g 800 - 940 m?/g
Tamafio de poro 10-42 nm 3-5nm
Volumen de poro 2.2 mclg 1 mc°/g

Para la sintesis de espumas de silice mesocelulares, ademas del surfactante, se
utiliza un agente de hinchamiento organico (no polar), como puede ser el
mesitileno o 1, 3,5-trimetilbenceno, con el fin de crear arreglos micelares mas
grandes que le permitan al TEOS formar estructuras con poros mas grandes,

obteniendo asi, poros entre 10 y 42 nm. Tal y como se exhibe en la Figura 1.
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Figura 1 Diagrama de formacion de BSA-15 y MCF (Agudelo et al., 2020)

La superficie de la silice (SiO2) esta compuesta por grupos silanol (Si-OH) y
puentes de siloxano (-Si-O-Si-). A un pH superior a 3, los grupos de silanol tienden
a ser desprotonados como Si-O°, lo que lleva a una superficie cargada

negativamente (Mathé et al., 2013).



1.2.4. Macromoléculas
1.2.4.1. ADN plasmidico

Los plasmidos son pequefias moléculas de ADN circular con la capacidad de
replicarse forma autébnoma, independientemente del cromosoma. Son muy
comunes en bacterias y algunos de ellos, sobre todo los mas pequefios, existen
en las células bacterianas en un namero elevado (hasta 100 copias por célula).
Estos, portan informacion génica para muchas funciones que no son esenciales
para la célula en condiciones normales de crecimiento. (Betancor et al., 2006). En
el area de la Biologia molecular e ingenieria genética, los plasmidos son una

herramienta importante ya que pueden ser utilizados como “vectores” para
introducir en ellos cualquier fragmento de ADN de interés, de tal manera que se
puede replicar de forma natural al interior de la bacteria. Actualmente existen
muchos plasmidos disponibles para usar con este fin y en donde la mayoria

contienen al menos los siguientes elementos (Caballero et al., 2007):

- Un origen de replicacién autbnomo para Escherichia coli que permite la

replicacion autbnoma en esta bacteria.

- Un gen que confiere a la bacteria portadora del plasmido resistencia a

algun antibiético, generalmente ampicilina.

- Un sitio de clonacién multiple en el que se encuentra dianas Unicas para

varias enzimas de restriccion y que permite la introduccién del ADN a clonar.

Para la obtencidon de un lote de un plasmido en especifico primero debe
introducirse el material genético a las bacterias, este paso es llamado
transformacion. Una de las bacterias mas utilizadas para transformacion es la E.
coli. La transformacion por choque térmico consiste en la preparacion de una
suspension de células de E. coli con el plasmido seleccionado dejando incubar
unos minutos en hielo para después pasarlo a una temperatura mucho mayor con
el fin de permeabilizar la membrana y permitir de esta manera que el ADN

plasmidico entre en la célula (Primrose & Twyman, 2006). Las células



transformadas se depositan en un medio rico en nutrientes para que sigan
creciendo ya con la expresion del nuevo pladsmido. Para comprobar que las células
fueron transformadas se realiza un proceso de seleccion que utiliza la region de
resistencia a antibiético que posee el plasmido, para esto se siembra un cultivo en

agar con antibiético, el cual permite solo el crecimiento de las bacterias que fueron

e\ (D

transformadas.

E. Coli
Célula hospedadora

recombmant

Célula
transformada

Figura 2 Transformacion de la bacteria E. coli

Con el fin de obtener suficiente cantidad de material genético es necesario
reproducir mas células por lo que se realiza un cultivo a partir de una colonia de
células transformadas sobre un medio selectivo con antibiético (Glencross et al.,
2001).

Trasformacion por )\ Crecimi

\ choque térmico 10 Centrifugacion
{ |

7 + (Xy  ———y / 3 e

Pellet bacteriano

E. Coli

Células DNA Plasmidico o~ \\
cdompetentes L/ g‘/

E. Coli trasformada

Figura 3 Proceso de transformacion para obtener ADN plasmidico.

Por altimo, para obtener un lote de ADN plasmidico es necesario llevar a cabo

el proceso de purificacién, el cual consiste en el lisado de las membranas de las



células con el fin de eliminar el material ribonucleico y desnaturalizar el ADN
gendémico para posteriormente ser desechado, todo esto en condiciones
apropiadas de pH. EI ADN plasmidico es renaturalizado con una solucion
amortiguadora (Primrose & Twyman, 2006). El uso de columnas de separacion por
intercambio aniénico permite la separacion del ADN plasmidico usando su carga
negativa debido a sus grupos fosfatos, uniéndose a las cargas positivas de la
resina presente en las columnas, ademas se hace un lavado para eliminar las
biomoleculas. EI ADN es recuperado mediante elucion con un solvente rico en
aniones. Por ultimo el ADN plasmidico es precipitado con isopropanol (Qiagen,
2012).

1.2.4.2. Albumina de suero bovino (BSA)

La BSA es una proteina globular grande (66.4 kDa) comUnmente utilizada en
muchos estudios como proteina modelo debido a sus numerosas aplicaciones en
ciencias biomédicas y a su interés como modelo para la HSA (albumina de suero
humano) (Sezdes et al., 2010). Presenta un punto isoeléctrico entre 4.7 y 4.9 pH
(Zydney, 1998) y tiene un tamafo de 3.8 nm de diametro y 14 nm de largo (Gekle,
2005). Las albuminas se caracterizan por presentar un bajo contenido de
triptéfano y metionina pero.con un contenido alto en cisteina y aminoacidos

aniénicos como el 4cido glutamico y aspartico.
1.2.43. ARN

El acido ribonucleico (ARN) es un polimero de nucle6tidos que esta compuesto de
un azucar (la ribosa), de un grupo fosfato y bases, como lo son la adenina,
citocina, guanina y uracilo. A diferencia del ADN, el ARN posee un grupo oxhidrilo
(-OH) en la posicion 2- de la ribosa (Schroeder et al., 2017). El ARN se puede
clasificar en dos grupos, el primero en ARNs encargados de mediar la sintesis de
proteinas, como lo son el ARN mensajero (MRNA), ARN ribosomal (rRNA) y ARN
de transferencia (tRNA). EI mRNA es el encargado de la transcripcion del cédigo

genetico probeniente del DNA para la sintesis de proteinas. El rRNA constituye al



ribosoma, cuya funcion es la decodificacion del mMRNA en las secuencias de
aminoé&cidos de las proteinas. El tRNA es una molecula adaptadora que lleva
aminoéacidos individuales al sitio de sintesis de proteinas, permitiendo la sintesis
de estas en secuencias codificadas por el mMRNA (Grof3hans & Filipowicz, 2008).
El segundo grupo lo constituyen los ARNs no codificantes, los cuales son capaces
de regular otras funciones, como bloquear o activar la transcripcion celular, pero
sin la capacidad de codificar proteinas (Rinflerch et al., 2016). Entre ellos se
encuentran los pequefios ARN de interferencia (SIRNA) que son pequefias
cadenas de ARN (20-25 nucleédtidos) cuyo interés en la investigacion ha
aumentado debido a que tienen la capacidad de silenciar genes relacionados con

enfermedades, es decir que pueden actuar como medicamentos.
1.2.5. Deteccion de macromoléculas
1.2.5.1. Intercaladores de acidos nucleicos

El 4 ',6-diamidino-2-fenilindol, mejor conocido como DAPI, es un compuesto azul
fluorescente utilizado como marcador de ADN (Lakowicz, 2006), ya que se
intercala entre las bases del DNA, especificamente a timina y adenina (Chazotte,
2011). Cuando dicha intercalacién ocurre, el DAPI emite fluorescencia, por lo que
permite detectar la presencia de ADN mediante la deteccién de luz emitida por la

NH
o N NH
H

NH;

muestra.

»
2

Figura 4 Estructura del DAPI

1.2.5.2. Fluorocromos

El FITC es un colorante fluorescente verde que pertenece al grupo de los

colorantes de xanteno. Se utiliza para el marcado de diversas biomoléculas



como inmunoglobulinas, lectinas, diversas proteinas, péptidos, acidos
nucleicos, polinucledtidos, oligo y polisacéridos (Horobin & Kiernan, 2003). El
FITC es reactivo a nucledfilos, entre ellos los grupos aminos y los grupos tioles
de las proteinas (Riggs, Seiwald, Burckhalter, Downs, & Metcalf, 1958).

JOH

Figura 5 Estructura del FITC

1.2.5.3. Acoplamiento covalente de fluorocromos en proteinas

El marcaje luminiscente es una simple y efectiva forma de monitorear en tiempo
real la localizacion de un vector dentro de un sistema (Insin et al., 2008). Dentro de
los marcadores organicos mas comunes para el marcaje de componentes
organicos encontramos el isotiocianato de fluoresceina (FITC), rodamina y la
cianina (Wu et al., 2013).

La unién del FITC con las proteinas ocurre por medio de un enlace covalente en el
cual el grupo isocianato (-R=N=C=S) del FITC reacciona con los grupos amino de
los residuos de lisina de las proteinas (Hermanson, 2013).
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Figura 6 Reaccién del FITC con los grupos amino de los compuestos (Hermanson,
2013)

1.2.6. Analisis de adsorcion y encapsulamiento de macromoléculas en
silice
1.2.6.1. Electroforesis

La electroforesis en gel de agarosa es un método que permite visualizar ADN o
fragmentos del mismo que se separan en funcién de su tamafo. Esta técnica
consiste en someter el ADN a un campo eléctrico, utilizando las cargas que posee
(cargas negativas de sus grupos fosfato desprotonados) para hacer que migre al
polo positivo. Las moléculas de ADN se embeben en un gel de agarosa, por el
cual las moléculas se van desplazando. El tiempo de desplazamiento dependera
del tamafho de las moléculas, entre mas pequefias, mas rapido migraran al polo
positivo. Una vez separados todos los fragmentos por tamafio, el gel es sumergido
en un intercalador de ADN, es decir en una sustancia afin a las bases
nucleotidicas, para posteriormente ser revelado con luz UV (Caballero et al.,
2007).
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El bromuro de etidio es una molécula que tiene afinidad con el ADN, éste se
intercala entre sus pares de bases y al estar unido a ellas, fluoresce. Esto hace
gue cuando el gel se expone a luz UV, se ven las bandas de fluorescencia, que

corresponde a las moléculas de ADN.
1.2.6.2. Microscopia confocal

Es un método no destructivo de caracterizacion que permite eliminar las imagenes
que estan mas cerca o mas lejos del punto enfocado (Faraldos & GobeARN, 2014)
a partir de un laser que pasa por una apertura confocal, llamada “pinhole”. Esto
permite reconstruir una imagen tridimensional de los componentes de la muestra.
La microscopia confocal permite la visualizacion de fluorescencia de manera
definida con el fin de identificar marcaje con fluorocromos ademas de identificar

proteinas, células entre otros.

La imagen en un microscopio confocal se logra escaneando uno o mas haces de
luz enfocados, generalmente de un laser o una fuente de descarga de arco, a
través de la muestra. Este punto de iluminacion se enfoca en la muestra mediante
la lente del objetivo y se escanea lateralmente utilizando algun tipo de dispositivo
de escaneo bajo control de la computadora. Las secuencias de puntos de luz de la
muestra se detectan mediante un tubo fotomultiplicador (PMT) a través de un
pinhole (apertura), y la salida del PMT se integra en una imagen y mostrado por la

computadora, como se muestra en la figura 8.

Si bien las muestras no tefiidas se pueden ver utilizando la luz reflejada, la
mayoria de las veces las muestras se marcan con uno o varios fluorocromos. Se
utiliza un laser para proporcionar la luz de excitacion, de acuerdo a cada
marcador. La luz laser se refleja en un espejo dicroico que golpea dos lentes
montadas en motores. Estos espejos escanean el laser a través de la muestra,
tifen las muestras de fluorescencia y la luz emitida se desecan por los mismos
espejos que se usan para escanear la luz de excitacion del laser. La luz emitida

pasa a través del espejo y se enfoca en el pinhole. La luz que pasa a través del
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pinhole se mide mediante un detector, es decir, un tubo fotomultiplicador. Por lo
tanto, nunca hay una imagen completa de la muestra en un instante dado; solo se
ve un punto de la muestra. El detector estd conectado a una computadora que
construye la imagen, un pixel a la vez. Para acelerar el escaneo, se utilizé6 un
deflector Optico acustico (AOD) especial en lugar de uno de los espejos. AOD
utiliza una onda de sonido de alta frecuencia en un cristal especial para crear una
rejilla de difraccion, que desvia la luz laser. Al variar la frecuencia de la onda de
sonido, el AOD cambia el angulo de la luz difractada, lo que permite un escaneo
rapido que conduce a imagenes de 512x480 pixeles 30 veces por segundo. Si uno

mira un campo de visibn mas pequenio, el proceso puede ser ain mas rapido (Rai

& Dey, 2011).
D‘— PMT

Componentes del microscopio @"‘— Apertura
confocal:

Espejo
dicroico

- Fuente de luz (sistema laser)

Laser

- Filtros

- Dispositivos acusto-0pticos

e Q‘— Objetivo
- Detector (PMT,; APD) __6__*— Muestra
- Pinhole

Figura 7 Diagrama microscopio confocal..

1.2.6.3. Espectofotometria UV

La espectrofotometria es una técnica que se encarga de medir la interaccion de

moléculas con la radiacion electromagnética. Los acidos nucleicos se encuentran
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conformados por grupos aromaticos funcionales, por lo que pueden ser

cuantificados mediante la absorcion de luz ultravioleta (Schmid & Beer, 2001).

Para los acidos nucleicos la absorcion maxima es de 260 nm, y desde hace
mucho tiempo se usa la relacion de este maximo de absorbancia con la
absorbacia a 280 nm como una medida de pureza en las extracciones de ADN y
ARN (Thermoscientific, 2012)

Si la relacion de Azeor2s0 para acidos nucleicos es mayor a 1.8 se considera que es
un preparacion de ADN libre de impurezas, como lo son algunas proteinas
(Wilfinger et al., 1997).

1.2.6.4. Método de determinacion de proteinas

El método del acido bicinconinico fue propuesto por primera vez en 1985 por Paul.
K, Smith. El BCA es un método colorimétrico para deteccion y cuantificacion de
proteinas. Consiste en agregar las muestras con proteina sobre una placa a la que
posteriormente se le agrega el reactivo de trabajo de BCA y se deja incubar media
hora a 37°, obteniendo un color purpura, después de lo cualse hace la medicion a
562 nm (Thermo Scientific, 2010). Cabe mencionar que el ensayo BCA es
compatible con una amplia gama de detergentes, incluido el dodecilsulfato de
sodio (SDS) (Olson, 2016).

El ensayo mide la formaciéon de Cu® a Cu®" por el complejo de Biuret en
soluciones alcalinas de proteinas usando el BCA. La primera reaccion sucede con
la interaccion de cobre y BCA con los residuos de cisteina, cistina, triptéfano y
tirosina presentes en las proteinas (Olson, 2016b). El segundo paso de la reaccion
consiste en el desarrollo del color, esto gracias al BCA, al ser un reactivo de
deteccion colorimétrico reacciona con el cation cuproso (Cu®) que se forma en la
reaccion anterior. El color purpura se forma debido al complejo BCA/Cu®. La
intensidad del color sera proporcional a las cantidad de enlaces peptidicos que se

encuentren en la reaccion (Thermo Scientific, 2010).
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1.3. Justificacioén

En la actualidad, la administracion de farmacos de naturaleza proteica y
peptidica suele ser por la via oral o via intravenosa, que a su vez presenta una
baja biodisponibilidad por parte del principio activo, debido a que se administran
solas o bien, protegidas por un polimero hidrofilico llamado polietilénglicol .y por
consecuencia es necesaria la aplicacion de sucesivas dosis. Esto provoca que la
probabilidad de causar efectos colaterales en el individuo sea alta (Neira et al.,
2013). Es por ello que desde hace mucho tiempo se han buscado nuevos
sistemas que permitan la entrega controlada de farmacos de una forma segura y
con ello una liberacién mas eficiente, reduciendo la concentracién de farmacos y
la frecuencia de la dosis, ofreciendo asi una administracion mas sencilla
(Mamaeva et al., 2013).

Los nanomateriales son capaces de penetrar en los tejidos y son facilmente
absorbidas por las células, lo que permite un suministro eficiente de
medicamentos a los sitios de accién objetivo. También se ha reportado que la
absorcion de las nanoestructuras es 15 a 250 veces mayor que la de las

microparticulas en el rango de 1 a 10 um (Ochubiojo et al., 2012).

Las particulas meso-estructuradas (es decir con poros de 2 a 50 nm de
diametro) especificamente las silices mesoporosas, son consideradas excelentes
candidatas para la administracién controlada de farmacos debido a la estructura
de sus poros, a su amplia area de superficie y a su gran volumen de poros. La
superficie mesoporosa de la silice es aplicable en multiples campos como marcaje
celulary tratamiento de cancer (Aval, 2016).

Los avances en la sintesis de silices mesoporosas han permitido tener un
tamafo de particula, tamafio de poro y morfologia controlados, lo que ha hecho
gue sean muy atractivas para diferentes aplicaciones, entre ellas su utilizacion
como potenciales vehiculos para la liberacién controlada de moléculas huésped

como farmacos y biomoléculas. Se han realizado pruebas con distintos tipos de
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sintesis de silice, entre ellas las tipo MCM-41 que a pesar de ser internalizadas
facilmente en los ensayos in vitro para células animales y vegetales y no presentar
citotoxicidad, presenta restricciones estructurales, como que el tamafio de poro
maximo es 6 nm, lo que limita su aplicacion como vehiculo para la adsorcion y
liberaciobn de moléculas grandes, como proteinas y acidos nucleicos (Gao et al.,
2009)

Para mejorar el rendimiento en el proceso de internalizacion, una ventaja
que se ha considerado es ampliar el tamafio de los poros de la silice mesporosa
funcionalizada (Solberg & Landry, 2006). Por ello la esponja de silice mesocelular
(MCF) ha sido una buena candidata debido a su tamafio de poro que va de 17 a

44 nanémetros (Han et al., 2000).

2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1. Hipoétesis

. Las adecuadas propiedades texturales de la silice mesocelular permitiran
incorporar las moléculas de DNA plasmidico y una proteina modelo (BSA) en el

interior de sus poros.
2.2. Objetivos
2.2.1. Generales

Sintetizar una silice mesocelular con propiedades texturales 'y
fisicoquimicas adecuadas para la internalizacion de tres tipos de macromoléculas:
RNAs pequefios, albumina de suero bovino (BSA) como proteina modelo, y DNA

plasmidico.
2.2.2. Particulares

- Sintetizar silice mesocelular de tipo espuma (MCF, del inglés mesocellular

foam).
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- Determinar las propiedades texturales, morfolégicas y de tamafio de la
silice mesocelular.

- Funcionalizar la MCF con grupos amino (-NH>) para cationizar su superficie.

- Purificar y caracterizar acidos nucleicos (RNAs y DNA plasmidico).

- Marcar BSA adquirida comercialmente con fluoresceina.

- Explorar la incorporacion de macromoléculas en los poros de .la MCF

mediante su marcaje con fluorocromos y microscopia confocal.

3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El desarrollo de este proyecto consistio en la sintesis de la espuma de silice
mesocelular y su caracterizacion, para posteriormente hacer pruebas de
internalizacion de macromoléculas en los poros del material. Para ello, las
moléculas fueron marcadas con fluorocromos y observadas en microscopia

confocal.

En la Figura 8 se exhibe un esquema resumido del procedimiento experimental

desarrollado en este trabajo de tesis.
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Figura 8 Diagrama experimental

3.1. Sintesis de particulas de silice mesocelular (MCF)

La sintesis de la espuma de silice mesocelular MCF se realizé por el método
sol-gel, utilizando como agente director de la mesoestructura el surfactante no
ionico Pluronic 123, un copolimero de tres bloques (P123, Aldrich, 99%) y como
precursor_de la silice el tetraetil ortosilicato (TEOS, Aldrich 99%) y Mesitileno
(MES, Aldrich 99%) como agente de hinchamiento.

Se disolvieron 4.8 g del surfactante neutro pluronic 123 en una solucion con 75 ml
de acido clorhidrico 4M y 112.5 ml de agua desionizada con agitacion constante a
35°C. Posteriormente, después de que se disolvio por completo el P123 se

agregaron 5.8 ml del agente de hinchamiento MES y, una vez dispersado
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totalmente, se agregaron 8 ml de TEOS. La reaccion se incubd a 35°C con
agitacion constante durante 24 horas. Una vez transcurrido este tiempo, la mezcla
de reaccion fue transferida a un bote de polipropileno para efectuar el procedo de
madurado, siendo calentada a 80°C durante 24 horas sin agitacion dentro de una
mufla. Terminado el proceso, se dejo enfriar y se recuperé el sélido por filtracion,
lavandolo 3 veces con agua desionizada. El sélido recuperado se dejé secar a
temperatura ambiente y posteriormente se secO a 100°C por 18 horas y, para la

eliminacién del molde organico, se calciné la muestra a 550°C por 4 horas.

3.1.1. Funcionalizacion de MCF con grupos aminos

La funcionalizacién superficial de la MCF con grupos aminos se realizd por el
método de post-sintesis (ex-situ), es decir, a partir de la MCF previamente

sintetizada, descrito por Nava y colaboradores (Hernandez-Morales et al., 2012).

En una sintesis representativa, 2.1 g de MCF se disperso6 en una solucion de 2.7
ml de 3-aminopropil trietoxisilano (APTES, Aldrich, 99%) (precursor de los grupos
funcionales NH2) en 31 ml etanol absoluto (Aldrich, 99%).

La reaccion se incubd bajo agitacion constante a temperatura ambiente por 60
minutos. Posteriormente, se agregaron 41 ml de agua desionizada y se continué
agitando por 60 minutos. El sélido se recuperd por filtracion y se dejé secar a
temperatura ambiente. Por ultimo, el secado fue completado en una mufla a 110

°C por 18 horas.

3.2. Caracterizacion de Silice mesocelular nativa y aminada

Se realizaron varios estudios de caracterizacion de la silice mesocelular para
comprobar de forma cualitativa y cuantitativa que el material cumplia con las

caracteristicas esperadas para este tipo de material (Schmidt-Winkel et al., 1999a)
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3.2.1. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Se mont6 una muestra de MCF sobre un portamuestras de aluminio con un trozo
de cinta adhesiva de carbono, donde se deposité la MCF y posteriormente fue
recubierto con una capa de oro, utilizando un Microscopio Electronico de Barrido
Jeol, Modelo JSM-6060LV para su andlisis en SEM. El estudio se realiz6 en un

microscopio electrénico de barrido Jeol, Modelo JSM-6060LV.

3.2.2. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Para cada lote de material, se prepardé una suspension.de 1 mg/ml en agua
desionizada y se sonicé durante 30 segundos en un  sonicador de bafo.
Posteriormente, se realiz6 una dilucién 1:20, y se depositd la muestra sobre rejillas
de cobre para TEM con pelicula de carbono. El equipo utlizado para la
observacion fue el Microscopio Electronico de Transmision JEM-1010 (Jeol Co.,
Peabody).

3.2.3. Isotermas de adsorcion-desorcién de N, a 77 K.

Las propiedades texturales (area superficial, diametro y volumen de poro) de los
materiales (MCF pura y funcionalizada NH,-MCF) se determinaron mediante las
isotermas de adsorcion-desorcion de nitrégeno (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™ mbar), para garantizar una superficie limpia y

seca, libre de cualquier especie adsorbida (Brechignac, 2006).
Las areas especificas de las muestras se determinaron de acuerdo con el

procedimiento BET estandar usando datos de la isoterma de adsorcion de

nitrdgeno recopilados en el intervalo de presién relativa de equilibrio de 0.03 <P/Py
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<0.3. Las distribuciones de tamafio de poro se calcularan a partir de las isoterma
de desorcién de nitrégeno 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.

3.2.4. Difraccién de rayos X a bajos dngulos (DRX).

El analisis por difraccion de rayos X de la espuma de silice - mesocelular MCF
en su forma de polvo, se realizé para comprobar la formacion de la estructura
mesoporosa tipo esponja en la MCF. Las mediciones de los difractogramas se
registraron en un difractbmetro Rigaku, modelo Ultra, utilizando radiacién

monocromatica Cu Ka en el rango 26 de 0.5 ° a 10°.

3.2.5. Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La presencia de los grupos funcionales amino —NH; en la superficie de la
espuma de silice mesocelular MCF, se analiz6 por medio de la respuesta
vibracional de sus enlaces moleculares (Zhao, 2012), a través de los andlisis por
espectroscopia de infrarrojo. Los espectros de vibracion de IR de las muestras en
polvo se midieron en un espectrofotdmetro Spectrum Two, marca PerkinElmer, en
el rango de 400 a 4000 cm-1, con una resolucion de 2 cm-1. La preparacion de la
muestra consistié en hacer pastillas de MCF y MCF-NH, con bromuro de potasio,

con-la finalidad de poder ver un espectro mas amplio de la sefial.
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3.2.6. Dispersion de luz dindmica (DLS) y potencial Zeta

Para determinar el tamafio de particula y el potencial zeta se utilizé el equipo
Zetasizer de la marca Malvern, colocando la muestra en una suspension de 1 mg

de MCF y MHF-NH, en 1 ml de agua desionizada en celdas de cuarzo.
3.2.7. Analisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico TGA/DTG permitié evaluar la estabilidad térmica de
los grupos funcionales amino —NH; en el interior de los poros de la espuma de
silice mesocelular MCF. Este estudio se realizd en un equipo Q500 TGA de TA

Instruments, en un rango de temperatura de 25 °C a 600° C.

3.3. Obtencion de ADN plasmidico

3.3.1.Transformacion de E. coli por choque térmico.

Se utilizo el plasmido pCX::GFP-GPI2, disefiado para su replicacién en E. coli, con
una talla de 6000 pares de bases (bp). Con esta longitud de nucleétidos, el
plasmido super-enrollado se estima de una talla de entre 25 a 100 nan6metros
(Arkhangelsky et al., 2011), es decir que se encuentra en el limite de tallas a ser
insertada en una silice mesoporosa. Para la transformacion de E. coli, se sigui6 el
protocolo de Sambrok (Sambrook & Green, 2012). Para ello, se descongelaron
dos viales de células competentes a 4°C en bafio de hielo, uno como control y el
otro para ser transformado. Dentro de una campana de esterilidad, al vial a
transformar. se le agregaron 6 pl de plasmido pCX::GFP-GPI2, equivalentes a una
cantidad de 100 ng de ADN. Se dejaron en el bafio de hielo por 30 minutos.

Para el choque térmico se pusieron los viales a 42°C por 2 minutos en un bafio e
inmediatamente después se pasaron al bafio de hielo por 2 minutos. Se deposito
cada muestra en un tubo Falcon estéril con 1 ml de medio LB cada uno, en
ausencia de antibiotico. La incubacion se hizo por 30 minutos a 37°C en agitacion

constante.
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Posteriormente, se sembraron 50 pl de cada tubo en cada una de 2 cajas Petri con
agar de medio LB con ampicilina; se dispersaron con perlas de vidrio estériles, las

cajas fueron cerradas con Parafiim™ y dejadas en incubacién toda la noche.

Del cultivo de bacterias se tomaron algunas colonias para ser resuspendidas en
un tubo Falcon con 3 ml de medio LB con ampicilina, y se dejé incubar por 8 horas
a 37°C en agitacion constante. Posteriormente se diluyo el cultivo (1/1000) en 500
ml de medio LB con ampicilina y se incub6 a 37°C por 12 horas en agitacion. Por
altimo se centrifugd a 6000 rpm por 10 minutos a 4°C para obtencion de la

biomasa.
3.3.2. Purificacion de ADN plasmidico

La purificacion del ADN se llevé a cabo con el material y reactivos indicados en el
protocolo establecido por QIA-GEN® (Qiagen, 2012).

La biomasa fue resuspendida en presencia de RNAsa para posteriormente
agregar detergente y asi romper la membrana celular y desnaturalizar el ADN

genomico. Al final se renaturalizé unicamente el ADN plasmidico,

La purificacién del plasmido con este kit consistio en separar las biomoléculas
provenientes del cultivo y el plasmido, anico componente de carga polianionica. Y
para ello se utiliz6 una columna de intercambio anidnico, en donde después de

lavar otros componentes, el plasmido fue recuperado con una solucion eluyente.

Para precipitar el ADN se agregaron 10.5 ml de isopropanol y se centrifug6 a 5000
rom por 60 minutos a 4°C. Después de decantar el sobrenadante, el pellet se
disolvié con 5 ml de etanol y fue centrifugado a 5000 rpm por 60 minutos a 4°C. El

pellet se dejo secar y se congelo.

Al siguiente dia el ADN fue resuspendido y se conservé en congelacion.

23



3.3.3. Espectrofotometria UV

Para el andlisis cualitativo del ADN plasmidico se realizé un analisis de
espectroscopia UV en el equipo Nanodrop (Thermo Scientific) para determinar la
concentracion del ADN obtenido en la metodologia de la purificacion. Para ello se

tomd 1 ul de la muestra depositandolo en el punto de carga del equipo.
3.3.4. Electroforesis

El ADN plasmidico obtenido en la metodologia anterior se analizo cualitativamente
por medio de un gel de agarosa en una camara Biorad de electroforesis horizontal

para observar la forma topoisomérica en la que se encuentra el ADN plasmidico.

El plasmido fue diluido a una concentracion de 100 ng de ADN para cada pozo, en
un volumen total de 20 pl, incluyendo ¥ de volumen de buffer de carga (Sigma-
Aldrich, D3937), preparando la muestra sobre un pedazo de Parafim™. Como
referencia se utiliz6 una escalera de 500 a 10,000 pares de bases (ADN LADDER,
DIRECTLOAD, 1 KB, SIGMA).

Para preparar el gel al 0.8% de agarosa, se pesaron 0.32 g de agarosa
colocandolos en un matraz con 36 ml de agua. La mezcla se calenté por 30
segundos en el microondas. Al finalizar, se agregaron 4 ml de TBE 10x y se dejé

enfriar a una temperatura de ca. 37°C.

Una vez tibio se vertié sobre una base de plastico, colocando el molde para hacer
los pozos sobre los que se depositan las muestras. Se dejo gelificar durante 60
minutos. Pasado ese tiempo, se mont6 el gel sobre la cAmara de electroforesis,
colocado del lado negativo de la camara los pozos para depdsito del ADN. El gel
se cubri6 con 200 ml de buffer TBE 1x.

El proceso de electroforesis se realizé de negativo a positivo a 150 V por 1 hora.
Al finalizar se prepar6 una mezcla de 30 ml de TBE 1X con 3 pl de SYBRSafe™,

para incubar en ella el gel, cubriendo totalmente de la luz con papel aluminio, en el
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agitador orbital por 20 minutos. El gel fue revelado en el fotodocumentador Gel
Doc EZ Imager (Biorad).

3.4. Encapsulamiento de ADN plasmidico en particulas de silice

mesocelular

Se pes6 1 mg de cada muestra de silice, se diluyé en 500 pl de PBS 0.25x y se
sonico la suspension durante 30 segundos en un sonicador de bafio. En un tubo
Eppendorf se agregaron 250 pl de la suspension de silice con PBS 'y 250 pl de
ADN plasmidico purificado obtenido de la metodologia de purificacion de ADN
plasmidico. Se incubd por 20 minutos con agitacion ocasional. Posteriormente se
centrifugd a 10,000 rpm por 5 minutos. Pasado ese tiempo, se tomo el
sobrenadante y se guardé para su posterior analisis. Al sedimento se le agregaron
200 pl de PBS 0.25x para continuar con dos lavados mas, guardando el
sobrenadante de cada uno, a fin de evaluar la cantidad de plasmido no

encapsulado. Por ultimo se agregaron 200 ul mas de PBS 0.25x.
3.4.1. Eficiencia de encapsulamiento

La eficiencia de encapsulamiento se calculé a partir del analisis del material no
encapsulado en el sobrenadante, analizando por espectofotometria UV en un

equipo Nanodrop 1000.

3.5. _Preparacién de BSA-FITC

Para el marcaje de la BSA se siguié el protocolo establecido por Sigma Aldrich
(Spiguel et al., 2017). Brevemente, se preparo una solucion de BSA de 2 mg/ml en
buffer de carbonato de sodio, pH 9, 0.1 M. El FITC fue preparado a una
concentracion de 1mg/ml en dimetil sulféxido (DMSO). Se mezcl6 el FITC con 1 ml
de BSA, depositando 50 ul de FITC en alicuotas de 5 pl, con agitacion entre cada

una, y posteriormente se dej6 incubar 8 horas a 4°C cubriéndolo de la luz. Pasado
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ese tiempo se le agregaron 55.2 ul de NH,4Cl y se dejo incubar toda la noche. Para
separar la proteina marcada del fluorocromo sobrante, se utilizé una columna de
separacion con Sephadex G-50, fase para separar proteinas globulares con una
matriz de exclusion de 1,500 a 30,000. Al finalizar, las silices fueron analizadas en
cuanto a su contenido proteico por el método del BCA, para saber la
concentracion final de la proteina con FITC.

3.5.1. Cuantificacién de proteinas por método del acido bicinconinico
(BCA) para BSA

El reactivo de trabajo se prepard con 0.3 ml de Cu®** y 14.7 ml de BCA, mezclando
hasta que se obtuvo una solucion color verde. Para la curva de BSA se preparo
una solucibn madre de 2 mg/ml. Posteriormente se hicieron diluciones para

obtener una concentracion de proteinas dentro de la curva patron.

En una placa de microtitulacion de 96 pozos (Nunc-Immuno™MicroWell™ Sigma-
Aldrich) se colocaron 10 ul de cada dilucion de BSA por triplicado. En seguida de
depositaron 200 pl del reactivo de trabajo. Se dejé incubar media hora a 37°C y
posteriormente se midieron los valores de absorbancia en el equipo Varioskan a
una longitud de onda de 562 nm. Para determinar el valor de la concentracion se
interpolaron los datos de la curva patron para tener una relacién de concentracién-

absorbancia.

3.6. Encapsulamiento de proteinas en particulas de silice mesocelular
(MCF y MCF-NHy)

Una dilucion de BSA-FITC equivalente a 1 mg de proteina por ml, se incub6 con 1
mg-de particulas de silice. Se les dej6 incubar por una hora con agitacion
ocasional, para realizar posteriormente dos lavados con PBS 1x. Al finalizar se
montaron las muestras para verlas en el microscopio confocal. Para ello, 100 pl de
particulas en suspensioén fueron colocadas en un portaobjetos y se dejaron secar.
Posteriormente se le afadi6 a la muestra una gota de ®ClearMount y

cuidadosamente se le puso un cubreobjetos. Para finalizar, el cubreobjetos fue
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inmovilizado, sellando su contorno con barniz transparente. Para su observacion,
el equipo utilizado fue un Microscopio Laser Scaning ZEISS LSM880/Axion

Observer 7.

3.7. Tratamiento para protonacion de las particulas de silice

Para mejorar la interaccion del RNA con las particulas de silice, se realizd una
protonacion de la superficie, siguiendo el procedimiento descrito. por Liu y
colaboradores (Liu et al., 2009). Se pesaron 20 mg de particulas de silice
mesocelular (MCF) o de silice mesocelular funcionalizada (MFC-NH2) en un tubo
Falcon y se dejo incubar a 80 °C con 10 ml de una solucién al 4% de hidréxido de
amonio y 4% de peroxido de hidrégeno por 10 minutos. Posteriormente se

centrifugd a 4000 rpm por 10 miutos y se descarto el sobrenadante

3.8. Obtencién de ARNSs a partir de células inmortales
3.8.1. Pase celular

Se utilizé6 una linea celular inmortal llamada THP-1. Estas células fueron
cultivadas en medio RPMI. 1640 suplementado con suero fetal bovino al 10% y
complementado con antibidticos (estreptomicina y penicilina). La linea celular es
no adherente. Para su cosecha, se centrifugaron las células a 1500 rpm por 4
minutos y. posteriormente se realizé un lavado con PBS 1X. La densidad celular se
determiné por conteo en una camara de Neubauer, con el fin de ajustar su niamero
a 1,000,000 de células en 10 mL.

3.8.2. Obtencion de ARN

El ARN utilizado se obtuvo a partir de las células THP-1, utilizando el protocolo del
kit de purificacion de ARN de la marca Promega (Wiskerchen, 1998). Para ello, se

tomaron 5 x 10° células en 25 mL de PBS 1X estéril, previamente colocado en un
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bafio de hielo y se centrifugaron a 1500 g por 4 minutos. Se decantd el
sobrenadante y al pellet se le afiadieron 175 pl de solucién de lisis (ARN Lysis
Buffer), mezclando por pipeteo. Las células junto con el buffer de rompimiento
fueron pasados por una aguja del numero 21 para romper el ADN gendmico,
repitiendo este paso 5 veces. El lisado se pasé a un tubo de 1.5 ml estéril.
Enseguida, se afadieron 350 pl de una solucién diluyente (RNA Dilution Buffer),
se mezclé por inversion 4 veces y se incubdé 3 minutos a 70°C. Por ultimo, la
muestra se centrifugé a 13,000 g por 10 minutos a temperatura ambiente. Sin
perturbar el sedimento, el sobrenadante fue transferido a un tubo Eppendorf,
donde se le afiadieron 200 pl de etanol al 95% y se mezcl6 por pipeteo.

Finalmente, el RNA precipitado fue purificado de acuerdo con las instrucciones del

proveedor, utilizando DNAsa | y sistemas de filtracidon y de lavados.
3.8.3. Espectrofotometria UV

Para el andlisis cualitativo del ARN se realiz6 un analisis de espectroscopia UV en
un equipo Nanodrop (Thermo Scientific) para determinar la concentracion del ARN

obtenido. Para ello se utilizé 1 ul de la muestra.
3.8.4. Electroforesis

El ARN obtenido se analizé cualitativamente por medio de un gel de agarosa en
una camara Biorad de electroforesis horizontal para observar los tamafios
obtenidos de ARN.

El ARN fue diluido a una concentracion de 37 ng de ADN para cada pozo,
agregando 2 ul de buffer de carga (Sigma-Aldrich). Como referencia se utilizé6 una
escalera de 100 a 2,000 pares de bases (Tracklt™ 100 bp DNA Ladder).

Para preparar el gel al 1% se pesaron 0.40 g de agarosa colocandolos en un
matraz con 36 ml de agua. La mezcla se calent6 por 30 segundos en horno de

microondas; al finalizar se agregaron 4 ml de TBE 10x y se dejo enfriar a 37°C.
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Una vez tibio, la suspension se vertio sobre una base de plastico, colocando el
molde para los pozos (peine) sobre los que se depositan las muestras. Se dejo
gelificar durante 60 minutos. Pasado ese tiempo se monto sobre la camara de
electroforesis, colocando del lado negativo de la camara los pozos del gel de

agarosa y se vertieron 200 ml de buffer TBE 1x hasta cubrir el gel.

El proceso de electroforesis se realizd de negativo a positivo a 100 V por 1 hora.
Al finalizar se preparé una mezcla de 30 ml de TBE 1X con 6 pl del marcador
Nancy-520®, para incubar el gel. La incubacion se realiz6 cubriendo totalmente de
la luz con papel aluminio, en un agitador orbital por 20 minutos. El gel fue revelado

en el fotodocumentador Gel Doc EZ Imager (Biorad).

3.9. Encapsulamiento de ARN en particulas de silice mesocelular

En un tubo Eppendorf se agregaron 150 pl-de suspension de silice protonada en
PBS y 150 ul de ARN purificado. Se incub6é por 20 minutos con agitacion
ocasional. Posteriormente, se centrifugd a 10,000 rpm por 5 minutos. Pasado ese
tiempo se tomoé el sobrenadante 'y se guardd para su posterior andlisis. Al
sedimento se le agregaron 200 pul de PBS 0.25x para continuar con dos lavados
mas, guardando el sobrenadante de cada uno, para fines de cuantificacion de
ARN no encapsulado- o adsorbido. Por ultimo se agregaron 200 yul mas de PBS
0.25x.

3.10. ‘Encapsulamiento de ADN plasmidico en particulas de silice

protonada

En un tubo Eppendorf se agregaron 150 ul de la suspension de silice protonada
con PBS y 150 ul de ADN purificado. Se incub6 por 20 minutos con agitacion
ocasional. Posteriormente se centrifug6é a 10,000 rpm por 5 minutos. Pasado ese
tiempo, se tomoO el sobrenadante y se guardd para su posterior analisis. Al

sedimento se le agregaron 200 ul de PBS 0.25x para continuar con dos lavados
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mas, guardando el sobrenadante de cada uno. Por ultimo, se agregaron 200 pl
mas de PBS 0.25x.

3.11. Microscopia confocal

Las muestras se montaron sobre un portaobjetos, al cual se le colocaron 100 pl de
cada suspension de silice, se les dejo secar. Posteriormente se le afiadio a la
muestra una gota de DAPI y cuidadosamente se le puso un cubreobjetos. Para
finalizar, el portaobjetos fue inmovilizado, sellando con barniz transparente
alrededor del cubreobjetos. El equipo utilizado fue un Microscopio Laser Scanning
Zeiss LSM880/Axion Observer 7 con el objetivo 100x.

4., RESULTADOS
4.1. Caracterizacion fisico-quimica de las particulas MCF Y MCF-NH;

La sintesis de esponjas mesocelulares de silice da como resultado estructuras con
un tamafio de poro mas grande a comparacion de las sintesis convencionales de
silice, debido a la adicion de un agente de hinchamiento, en este caso mesitileno,
obteniendo poros con dimensiones entre 17 y 46 nm (Schmidt-Winkel et al.,
1999Db).

Para poder compraobar que mediante la sintesis se obtuvo la morfologia deseada
de la silice mesocelular, se realizaron diferentes pruebas de caracterizacion. En la
figura 9 se muestran micrografias de una particula, obtenida por microscopia
electronica de transmision; del lado izquierdo se observa que posee una forma
irregular y no definida. La figura 9 del lado derecho muestra un acercamiento que

permite ver la porosidad presente en toda la particula de forma no ordenada.
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Figura 9 Micrografias por TEM.

Muestran la morfologia de la particula b) es un acercamiento donde se aprecia

mejor la porosidad de la particula.

El material también fue analizado por microscopia electronica de barrido (SEM), la
cual permitié observar un panorama general del tamafio de las particulas, como se
puede observar en la figura 10 las particulas forman aglomerados de 20 micras

aproximadamente.

zokN e 17808 fBum
e

Figura 10 Microscopias por SEM de las particulas MCF.
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Con el fin de analizar mejor la superficie de la particula se le hicieron
acercamientos a la particula que permitiera ver el tamafio de los poros, asi como
se muestra en las figuras 11 y 12. En ellas podemos observar como la porosidad
esta presente en la superficie y mediante el programa Imagej se determiné el
diametro de algunos poros donde se ven tamafios de entre 13 y 26 nm. Para la
absorcién de farmacos, ADN y proteinas se considera suficiente poros de tamafos
entre 2 a 50 nm (Katiyar et al., 2006)

19 nm

- i 3 1 ' L & 1 1} { 1
MCFNH2CTL 1.0kV. 265 mm.x150k SQQU{) 300nm

Figura 11 Imagen SEM de las particulas MCF-NH
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Figura 12 Imagen SEM y medicion de poros de las particulas MCF-NH

En la Figura 13 se presentan las isotermas de adsorcion-desorcion de N, de la espuma de
silice mesocelular MCF pura y funcionalizada con grupos amino 0.3NH2-MCF. Como se
puede ver de la figura, tanto la MCF pura como funcionalizada 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.

Las isotermas muestran una region amplia en el rango de presiones relativas
(0.45<P/Py<0.95) que representa el llenado espontaneo de los mesoporos debido a la
condensacion 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 nitrogeno de nuestro material es similar a la reportada en la literatura para
un material de esponja de silice mesoporoso derivado de una SBA-15 [J. Ma, Q. Liu, D.
Chen, S. Wen and T. Wang. 2015. Synthesis and characterization of pore-expanded
mesoporous silica materials. Micro and Nano Letters, 10 (2) 140-144].
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Figura 13 Isotermas de adsorcién-desorcion de N2

La figura 14 presenta la distribucion del tamafio de poro de la espuma de silice
mesocelular pura y funcionalizada con grupos amino. La distribucion se calculé con los

datos de la isoterma de desorcién mediante el método B.J.H.

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

La espuma de silice mesocelular funcionalizada con grupos amino 3NH2-MCF, presenta
una distribucién mas uniforme en el diametro de poro, centrado alrededor de 40 nm, en
comparacion la MCF sin funcionalizar. Este resultado indica que los grupos amino se han
incorporado (han decorado) de manera uniforme la superficie interna de los poros de la
MCF.
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Figura 14 Distribucion del tamafio de poro de la espuma de silice mesocelular

puray funcionalizada

En la tabla 2 se presenta un resumen de las propiedades texturales (area superficial,
volumen promedio de poro y didmetro de poro) de la espuma de silice mesocelular pura 'y

funcionalizada con grupos amino.

En ella se observa que nuestro material MCF pura presenta una alta &rea superficial de

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

La incorporacioén 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 situacién se puede atribuir a un posible decorado y bloqueo de
poros por el precursor de los grupos amino. Sin embargo, el grande diametro de poro y la
alta area superficial y volumen de poro de la MCF-NH,, le proporcionara al material una

alta capacidad de adsorcion.

Tabla 2. Propiedades texturales de los catalizadores

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

Para el XRD no se presentan picos caracteristicos de cristalinidad (Hernandez-
Morales et al., 2012) por lo se presenta un material amorfo para la silice normal
(MCF), Figura 15 parte superior Yy funcionalizada (MCF-NH;) figura 12 parte

inferior.
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Figura 15 Difractogramas de las particulas.

a) MCE sin funcionalizar, b) particulas MFC-NH,.

En la figura 16 se presenta la grafica FT-IR para las particulas MCF y MCF-NH,
las cuales presentan bandas de vibracidén correspondientes al enlace siloxano (Si-
0-Si) en 1062 cm™y en 804 cm™. En 3436 cm™, 963 cm™ se presentan los grupos
silanoles (Si-OH). Para las particulas funcionalizadas con grupos aminos se
presentan vibraciones en 941 cm™, 1559 cm™, 3273 cm™, que indican la presencia
de enlaces N-H. Ademas, ambas graficas presentan una vibracién en 1630 cm™
gue pertenece a las moléculas de H,O libres en las muestras. Con los resultados
de FT-IR se comprueba que las particulas sintetizadas cuentan con la

composicion de las particulas de silice, ademas de que solo la muestra
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funcionalizada cuenta con los grupos aminos provenientes del APTES

(Hernandez-Morales et al., 2012).
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Figura 16 Espectro FT-IR de las particulas de silice mesocelular MCF y MCF-NH..

En azul se muestra la sintesis -normal y en rojo la muestran las particulas funcionalizada

con grupos aminos.

En la figura 17 se muestran las curvas de TGA para MCF y MCF-NH; en las
cuales se observa la pérdida de los materiales, en rojo vemos que para la segunda
derivada de la MCF-NH; en 160 °C aproximadamente empieza la descomposicion
de los grupos aminos, lo que le da estabilidad térmica a la particula a altas
temperaturas. Para la silice, en ambas muestras se observan puntos de inflexion
en 50 y 250 °C, lo que indica la deshidratacion y la deshidroxilacion de la silice

respectivamente (Jesenak et al., 1999).
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Figura 17 Graficas de DTAy GTA para MCF Y MCF-NH,.

4.2. Potencial zeta de las particulas MCF y MCF-NH,

Con el fin de determinar la atraccién o repulsion electrostatica entre las particulas,
se les realizaron pruebas de caracterizacion por potencial zeta, tanto a las
particulas MCF, como a las funcionalizadas con grupos amino, MCF-NH,. Ademas
se incluyen los resultados de las particulas protonadas, refiriéndose a las que
fueron tratadas con una solucion salina y seguida por una solucién acida (Liu et
al., 2009), con el fin de ver si se presentaban cambios en la carga superficial de la
particula con el fin de mejorar la interaccion con las biomoléculas. Cabe mencionar
gue se realizaron pruebas en diferentes medios, para ver como afectaban en las
interacciones entre particulas, se utilizé agua como medio convencional, y PBS ya

que en este medio se realizarian los experimentos con las biomoléculas.
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Figura 18 Graficas de potencial zeta de las particulas MCF y MCF-NH2.

Como se puede observar enla figura 18 las muestras en PBS antes y después de
la protonacion se conservaron muy similares, en donde se observa un cambio mas
notable es en las muestras en agua, para MCF (en negro) aumento su
negatividad, al contrario de la MCF-NH; (en rojo) que pas6 de una carga negativa

en la superficie a una positiva.

4.3. Obtencion de ADN plasmidico

Como se mencioné anteriormente en la metodologia, el ADN plasmidico se
obtuvo mediante transformacion introduciendo material genético en bacterias, y
posteriormente haciendo una seleccion de células ya transformadas, en este caso

gracias a la region de resistencia al antibiotico. Una vez seleccionadas las células,
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crecen formando colonias de mismo tipo. El plasmido fue propagado en la bacteria
E. coli, la cual fue transformada por choque térmico. El crecimiento de las colonias

resistentes a ampicilina se observan en la figura 19.

Figura 19 Crecimiento de colonias de la bacteria E. coli modificadas con el plasmido en

medio LB que contiene ampicilina.

Una vez obtenido el plasmido se procedié a la purificacion, la cual consistia en
extraer el material genético plasmidico de las bacterias transformadas. Esto por
medio de la extracciébn de ADN por intercambio iénico, el cual se basa en la
interaccion de la carga negativa que tiene el ADN debido a sus grupos fosfatos y
la resina que contienen las columnas con carga positiva. Por ultimo el ADN se

remueve por precipitacion (Glencross et al., 2001).

El ADN plasmidico fue purificado con el kit QIAGEN Plasmid MaxiKit. Para
comprobar la cantidad y calidad del plasmido se realizé una medicién por
espectroscopia UV, determinando las razones de Azgo2s0 para conocer la pureza
del ADN obtenido. En la figura 20 se muestra el espectro del ADN, con un pico de
absorbancia en 260, un valor caracteristico de absorbancia para acido nucleicos.
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Figura 20 Cuantificacion de ADN plasmidico purificado por espectrometria UV.

El lote de ADN plasmidico purificado obtuvo una razén 260/280 con un valor de
1.88, que como se habia mencionado en marco tedrico, entra en los parametros

adecuados para considerarse puro.

Con el fin de determinar las condiciones en las que se encontraba el plasmido,
refiriéendose a su composicion en formas topoisoméricas, se realiz6 un analisis de
electroforesis horizontal en gel de agarosa, el cual se puede observar en la figura
21. En el gel se observa sobre el carril derecho, dos fragmentos de la muestra de
ADN plasmidico purificado, los cuales representan el ADN relajado y el ADN
superenrollado. Estas dos estructuras del ADN muestran las estructuras
topoisoméricas mas comunes en las que se encuentra el ADN purificado, por lo se
puede afirmar que hay una mayor cantidad de ADN superenrollado, que es la

forma que se buscaba al ser esta la forma mas estable.
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Figura 21 Analisis del plasmido en gel de agarosa.

A la izquierda referencia de tallas moleculares, a la derecha plasmido purificado.

4.4. Visualizacion de ADN plasmidico en particulas de MCF en

Microscopia confocal

Una vez que se comprobo que el ADN plasmidico cumplia con las condiciones
adecuadas de tamafio y cantidad se prosigui6 a hacer las incubaciones
correspondientes con las particulas de silice mesocelular de acuerdo a la parte de
metodologia-que se describi6 anteriormente. Una vez el ADN incubado con las
particulas, fueron marcadas con DAPI, con el fin de que se intercalara con las

bases nitrogenadas del ADN y asi poder ver si estaba presente en la muestra.

En la figura 22 se presenta una vista general de las particulas en la muestra por
microscopia confocal, en ella se puede ver que el tamafio y forma de las particulas
concuerdan con las imagenes anteriormente presentadas por SEM. Del lado
izquierdo se presenta una vista en campo claro de un corte en z por el microscopio

confocal. Del lado derecho podemos observar la fluorescencia del DAPI alrededor
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de todas las particulas, cada una de ellas con el contorno definido, lo que quiere
decir que el ADN se encuentra presente sobre la superficie. Cabe mencionar que
estas micrografias presentadas son de las particulas MCF funcionalizadas con
grupos amino (MCF-NHy), las cuales presentaban un potencial zeta ligeramente
negativo, a comparacion de las MCF sin funcionalizar, pero que permite la
interaccién entre las particulas de silice y el ADN plasmidico sin importar su carga.
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Figura 22 Imagenes de microscopio confocal de las particulas con ADN.

A la izquierda se observa un.campo de las particulas en campo claro, a la derecha
podemos ver las particulas fluorescentes en su contorno debido al DAPI

intercalado en el ADN plasmidico.

Se hizo un acercamiento a las particulas con el fin ver si se podia observar si el
ADN se encontraba al interior de la particula. Como se puede observar en la figura
23 el ADN no se encuentra en el centro de la particula ya que no hay
fluorescencia, sin embargo se pueden observar regiones donde el ADN se ve mas

abundante sobre la superficie.
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Figura 23 Acercamiento a las particulas por microscopia confocal.

A la izquierda la imagen encampo claro y a la derecha la misma imagen pero con

la fluorescencia del DAPI.

4.5. Marcaje de proteinas con FITC

Con el fin de poder comprobar lainteraccion de la proteina BSA con respecto a las
particulas de silice se realizé un marcaje de proteinas con FITC con el fin de tener
una proteina fluorescente. Para ello se siguid el procedimiento establecido por la
metodologia. De las incubaciones de BSA con FITC se obtuvieron dos lotes de
proteina marcada por cromatografia de exclusion molecular, a uno se le llamo
FITC-BSA concentrada y al otro FITC-BSA diluida, cada uno con un mililitro. Con
el fin de determinar que se tenia en los lotes la presencia de la proteina con FITC
se hizo un analisis por espectroscopia UV. La espectrofotometria es la técnica
utilizada en los ensayos de proteina la cual depende de la presencia de un metal
(en el caso de BCA se tiene Cu?") para absorber los fotones producidos por el
espectrofotometro. Su principal ventaja es que no es un método destructivo y
puede realizar mediciones de alta precision en periodos de tiempo muy cortos. En

la figura 24 se muestran los dos espectros, los cuales presentan dos picos de
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absorbancia en la misma muestra para cada lote, uno en 280 nm tipicos de las
proteinas y en 495 nm cuyo valor es el representativo para FITC, con lo cual se

puede decir que la BSA habia sido marcada exitosamente.
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Figura 24 Espectros de absorbancia para los lotes obtenidos del marcaje de BSA
con FITC.

Una vez comprobado que la proteina habia sido marcada, se realizdé una prueba
para determinar la concentracion de la proteina usando el ensayo del acido
bicinconinico (BCA). La concentracion se determind a partir de una curva patron
de BSA con diferentes concentraciones. EI método del &cido bicinconinico nos
permite conocer los valores de la concentracion a partir de la absorbancia, con la

que se realiza una interpolacion con los datos obtenidos de la curva patrén.

En la figura 25 se muestran los valores para las concentraciones de los lotes
obtenidos de FITC-BSA. Para FITC-BSA concentrada se obtuvo un valor de 1.3
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mg/ml y para FITC-BSA diluida un valor de 0.78 mg/ml. Siendo estos suficientes

para realizar las pruebas de incubacion con la silice mesocelular.
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Figura 25 Grafica con los valores de concentracion para FITC-BSA obtenida del

marcaje de proteinas.

4.6. Visualizacién de BSA-FITC en particulas de MCF por microscopia

confocal

Las incubaciones de la silice mesocelular y la proteina BSA marcada con FITC
fueron hechas de acuerdo a la metodologia establecida en la seccion de
metodologia. Las imagenes obtenidas por microscopia confocal de las particulas
nos muestran en un campo general como la BSA esta presente, como se ve en la

figura 26.
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Figura 26 Campo general de las particulas con fluorescencia debido a la presencia
de la proteina BSA marcada con FITC.

En la figura 27 se aprecian proyecciones para las particulas MCF (izquierda) y
MCF-NH; (derecha) a partir de los planos obtenidos por el microscopio. En ella se
puede observar como todas las particulas parecieran recubrirse con la proteina.
Para las dos muestras se encontraron resultados bastante similares en cuanto a la
interaccién con la BSA, la diferencia entre las imagenes se debe a que para la

MCF-NH; el fondo estaba mucho mas limpio.
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Figura 27 Proyecciones de las particulas por microscopia confocal para MCF
(izquierda) y MCF-NH2 (derecha).

Con el fin de determinar mas de cerca donde se encontraba la proteina se hicieron
acercamientos digitales a la muestra para poder observar una sola particula en
sus distintos planos. La figura 28 nos muestra el acercamiento a una particula de
MCF vy la figura 29 a la una particula de MCF-NH2. Para ambas particulas
pareciera que la proteina se retiene sobretodo en la superficie, pero también se
observa como en ciertas partes esta mas presente la fluorescencia verde en el

interior como en la figura 28.
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Figura 28 Acercamiento a una particula de MCF de un corte medio en Z por

microscopia confocal.

Figura 29 Acercamiento a una particula de MCF-NH2 de un corte medio en Z por

microscopia confocal.
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4.7. Obtencién de ARN

Con el objeto de monitorear la internalizacion de una macromolécula de talla mas
pequefia que el DNA plasmidico y que proteinas, se obtuvo el ARN total a partir de
células humanas, el cual se sabe que consiste en ARN ribosomal (2 subunidades),
ARNs de transferencia y ARN pequefos. El material fue obtenido de una linea
celular inmortal llamada THP-1, derivada de monocitos humanos. Para purificar el
ARN se utilizé el kit SV Total RNA Isolation System de la marca Promega
(Wiskerchen, 1998). El aislamiento hace uso de las propiedades disruptivas y
protectoras del tiocianato de guanidinio (GTC) y el B-mercaptoetanol para inactivar
las ribonucleasas presentes en los extractos celulares. EI GTS junto con el SDS
sirve para romper las nucleoproteinas permitiendo que el ARN quede en solucién
libre de proteinas. La centrifugacion permite eliminar el lisado de proteinas junto
con los restos celulares, y el ARN se precipita con etanol selectivamente
guedando en las cestas de centrifugado.-La DNasa | sin RNasa se aplica
directamente a la membrana de la cesta de centrifugado para digerir el ADN
gendmico contaminante sin dafiar el ARN. Mediante simples pasos de lavado se

eliminan las sales contaminantes, proteinas e impurezas celulares que quedan.

Finalmente, el ARN total se eluyé de la membrana mediante la adicion de agua

libre de nucleasas.

Para comprobar la cantidad y calidad del ARN se realiz6 una medicién por
espectroscopia UV, determinando las razones de Aso2s0 para conocer la pureza
del ARN obtenido. Como se puede ver en la figura 30 se observa el pico de
absorbancia en 260, caracteristica para &cidos nucleicos y obteniendo una
relacion de Agsopgo de 2.05, que se encuentra dentro de los parametros

establecidos para considerar un lote de ARN puro.
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Figura 30 Cuantificacion de ARN por espectrometria UV.

Para determinar el tamafio aproximado del ARN obtenido se hizo un analisis por
electroforesis horizontal en gel de agarosa para la muestra. En la figura 31 se
muestran en el carril derecho las subunidades correspondientes a 18S y 28S que
son caracteristicas para ARN de eucariontes. De acuerdo a la referencia de tallas
moleculares que se encuentra a la izquierda podemos deducir que tenemos en la
muestra ARN de varias tallas entre los cientos de pares de bases hasta un poco
mas de 2,000 pares de bases, que era lo que se esperaba al utilizar ARN, obtener
un menor tamafio al del ADN plasmidico obtenido que era aproximadamente de

6,000 pares de bases.
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Figura 31 Andlisis de ARN en gel de agarosa. A la izquierda referencia de tallas
moleculares, a la derecha ARN.

4.8. _Visualizacion de ARN en particulas de MCF-NH, en microscopia

confocal

Para la incubacién de ARN con particulas de silice se siguié un procediendo
similar a la incubacion con ADN, usando como marcador fluorescente el DAPI. En
este caso fueron utilizadas las particulas de silice mesoceular hidrofilizadas, con el
fin de mejorar la interaccion con el ARN ya que esto significaria un cambio de
carga para la particula a una menos negativa. Como se observa en la figura 32, la

cual es un corte intermedio de la particula, podemos ver que hay presencia de
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ARN en la superficie y se podria decir que un poco mas hacia su interior, sin
embargo no se puede confirmar si al centro de la particula hay presencia de

fluorescencia porque también hay ruido en la imagen.

Figura 32 Acercamiento a una particula de MCF-NH2 con fluorescencia debido a

la presencia de ARN
4.9. Analisis de ADN plasmidico en particulas de MCF-NH; protonada

Se realiz6 una prueba mas con ADN pero esta vez con particulas de MCF-NH,
protonada, para ver si habia una diferencia en su interaccion. En la figura 33 que
corresponde al plano medio en Z obtenido por microscopia confocal, se ve como
no hay un cambio significativo en la ubicacion de la fluorescencia, se sigue
presentando en la superficie de la particula, no obstante también es notable como

el ADN se ve mas agrupado a las orillas de la particula.

53



Figura 33 Imagen por microscopia confocal de la MCF-NH2 después de ser
protonada y enincubacién con ADN.

5. CONCLUSIONES
Sintesis y caracterizacion de particulas

Se obtuvieron las estructuras esperadas para las espumas de silice mesocelular,
con un tamafio de poro grande y particulas de gran tamafio para que fuera posible
ver su interaccion con macromoléculas por microscopia confocal. También se
obtuvo una exitosa funcionalizacion demostrada por los resultados de potencial
zeta en los cuales se distingue un cambio en la carga de la particula
proporcionada por los grupos aminos, lo cual significa que la particula tiene gran
capacidad de cambio en cuanto a su funcionalizacion, ademas se comprueba que

poseen alta estabilidad térmica.
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Marcaje de proteinas e incubacion en las particulas

La proteina BSA fue marcada con éxito con FITC, como se pudo ver la
espectroscopia UV y la determinacion de la concentracion por el método del acido
bicinconinico, se obtuvo la cantidad necesaria para llevar a cabo los experimentos.
Las incubaciones de las particulas con la proteina permitieron ver por microscopia
confocal como interactuaban, y por lo que se pudo observar con las imagenes es

evidente que existe un fendmeno de adsorcion en la superficie de las particulas.
Obtencion de ADN plasmidico y ARN

El ADN plasmidico y el ARN fueron obtenidos de acuerdo a los parametros
esperados de purificacién. Mediante la electroforesis se pudo observar el nUmero
de bases que presentaba cada uno. Siendo el ARN el gue contenia menor nimero
de pares de bases, lo que se esperaba ya que el propésito de usarlo era ver si
afectaba el tamafio de las biomoléculas para que fuera posible la internalizacion

en las espumas de silice mesocelular.

Mediante la microscopia confocal y gracias al marcador fluorescente DAPI, fue
posible hacer el rastreo de las moléculas en las particulas. Con las imagenes se
pudo observar cdmo el ADN también presenta un fendbmeno de adsorcion en la
superficie de la particula, en todos los planos obtenidos de la microscopia se
puede ver. Posteriormente cuando se hicieron incubaciones con las particulas
protonadas y el ADN no hubo un cambio representativo, esto debido a que por los
resultados obtenidos en potencial zeta la protonacion no afectd la carga de la
superficie en el medio PBS para las particulas. Con respecto al ARN se observo
una leve mejoria en cuanto a la internalizacion. Cabe mencionar que la
funcionalizacion de la silice en su superficie no constituye un grave problema,
debido al alta area superficial del material, y a la alta carga de material nucleico

gue en esta localizacion puede ser alcanzado (Carrasco et al., 2016).

En este trabajo se analizd la capacidad de la silice mesocelular para el

encapsulamiento de biomacromoléculas por microscopia confocal. El uso de
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fluorescencia para reconstruccion de imagenes confocales pudo ser realizado
gracias a la escala mesocelular de la silice estudiada, que cuenta con poros de 10
- 50 nm, y tallas de 1 - 20 micras (Goodsell, 2019).

El uso potencial de estas silices mesocelulares en aplicaciones biomédicas es
prometedor sobre todo para la inmovilizacién de biomoléculas y administracion
controlada de farmacos, gracias a la versatilidad de las particulas durante su

sintesis y funcionalizacion.
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