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@Resumen:

Particulas hibridas con superficie funcional térmica
para la liberacién sostenida de moléculas.

La invenciéon se refiere a nanoparticulas hibridas
organico-inorgénicas porosas que se han sintetizado
y posteriormente funcionalizado con un agente de
acoplamiento de silano seguido de carga con una
molécula de interés. Se ha identificado la disposicion
de la molécula de silano en la superficie de las
particulas para discernir el mecanismo de interaccién
con la molécula de farmaco cargada.
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DESCRIPCION

Particulas hibridas con superficie funcional térmica para la liberacién

sostenida de moléculas

La invencion describe nanoparticulas hibridas organica-inorganico que han sido
sintetizadas y posteriormente funcionalizadas con un agente de acoplamiento de
tipo silano seguido por la carga con la molécula de interés. Se ha identificado la
disposicién de las moléculas de silano en la superficie de las particulas para

discernir el mecanismo de interaccién con la molécula de farmaco cargada.

ESTADO DE LA TECNICA

En los Ultimos afos se han desarrollado varios materiales con potenciales
aplicaciones en la liberacién controlada de. Los materiales propuestos consisten en
carbono o materiales de base silice, ceramicas vidrios, polimeros organicos
sintéticos, polimeros organicos naturales, ya sean porosos con porosidad aleatoria,
gradiente, jerarquizada, mesoporosos, o materiales densos, cuyos tamafios pueden
variar desde nanémetros a micrémetros. Algunas de estas soluciones son para uso
tépico externo (cremas, geles) mientras que otros pueden ser introducidos en el
cuerpo humano o animal, bien por via intravenosa o como pastillas o liquidos por
toma oral. En todos los casos la propiedad fundamental del material es que sea
biocompatible y no muestre rechazo por el sistema inmune; ademas debe poseer
buena resistencia mecanica, ser idealmente confortable para el paciente, capaz de
ser almacenado durante bastante tiempo, capaz de almacenar gran cantidad de
medicamento en el minimo volumen, debe ser seguro en caso de pérdida
accidental, de sencilla administracién y eliminacién, asi como de facil fabricacién y/o

esterilizacion.

Entre las diferentes estrategias desarrolladas para la liberacion sostenida de
farmacos, destacan los sistemas basados en materiales inertes y altamente
porosos para alojar la maxima cantidad de farmaco. Estos sistemas estan formados
por un material de soporte organico, inorganico o hibrido, donde las moléculas del
farmaco son alojadas. De entre las multiples posibilidades de los materiales

organicos porosos, destacan los sistemas basados en polipropileno, poliestireno,
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acido poli((o,B-L)malico, polietilenglicol, poli(e- caprolactone), etilcelulosa, entre
otros. Estos polimeros son biodegradables, biocompatibles y de facil procesado,
ademas la velocidad de liberacién del farmaco se puede controlar modulando la
degradabilidad del polimero. Esta velocidad se modula cambiando el peso
molecular del polimero, a la vez que el tamafio de las particulas del polimero se
puede ajustar cambiando la composicién quimica o bien el método de fabricacién.
Las moléculas del polimero son de tipo organico es decir C-C pero se requiere
también de la presencia de enlaces C=C, C-N, C-H y C-O. Una caracteristica
comun de estos materiales es que al ser calentados en atmdsfera de oxigeno o aire

se degradan y terminan quemandose sin apenas dejar residuos.

Dentro de los polimeros sintéticos estdn también los dendrimeros y las
macromoléculas ramificadas con forma cuasi esférica. Las moléculas del farmaco
pueden quedar atrapadas fisicamente dentro del propio dendrimero o bien
guimicamente adheridas a su superficie. Los enlaces quimicos de las moléculas del
dendrimero son similares a los sintéticos anteriores con la presencia de los
heteroatomos anteriormente mencionados y también se queman al ser calentados

en presencia de aire a temperaturas moderadas.

Dentro de los polimeros naturales, los polisacaridos o heparina, sulfato de
condroitina y quitosano, gelatina, colageno, alginato, albumina, almidoén, derivados
de celulosa, etc., son los ejemplos mas tipicos. Estos polimeros pueden ser
degradados por muchos tipos de microorganismos y enzimas. En estos materiales,
los enlaces quimicos son también similares a los de los polimeros sintéticos, con
predominancia de enlaces C-C y C-H y con algunos enlaces C-H y C=0. De
manera similar a los materiales sintéticos, los polimeros naturales pueden ser
calentados en atmésfera de aire hasta su degradacion y casi completa

desaparicion.

Dentro del grupo de los materiales inorganicos, los mayores desarrollos han sido
realizados en silice mesoporosa, la cual puede exhibir diferentes tipos de
interacciones con las moléculas organicas para el desarrollo de multiples funciones
biofarmacéuticas. Las silices mesoporosas MCM- y SBA-15 son probablemente los
materiales mas estudiados como soportes de farmacos. Los materiales de silice

preparados por el proceso sol-gel, denominados como xerogeles o aerogeles, ya
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sean con porosidad aleatoria o jerarquizada y con mesoporosidad ordenada. Asi la
patente EP0906243B1 propone un xerogel de silice capaz de disolverse y en el cual
se puede incorporar un agente activo biolégico. Estos xerogeles de silice no sélo
son capaces de absorber-liberar farmacos sino también otros compuestos como

aditivos de alimentacioén, conservantes, potenciadores de sabor, etc.

La patente US8252337B2 describe silices mesoporosas para liberacion de
farmacos, en la que se propone una silice mesoporosa con grupos Si-OH gracias a
los cuales se aumenta el control de la liberacién del farmaco. Asimismo, la solicitud
US2011288234A1 se refiere al uso de nanoparticulas de silice para liberaciéon de
farmacos esta la patente en la que dichas nanoparticulas contienen moléculas
fotosensibles gracias a las cuales se pueden hacer dirigir las propias particulas
hacia el tumor y alli liberar el farmaco que contienen. Todos estos materiales de
silice tienen en comun el estar formados por enlaces Si-O-Si, existiendo también Si-

OH, siendo considerados como materiales de naturaleza inorgénica.

Se han explorado ademas diferentes soluciones de silicatos y carbonatos de calcio
microporosos, aluminosilicatos de magnesio, vidrios y ceramicas bioactivas y de
oxido de titanio. Estos materiales porosos se pueden sintetizar con una alta
superficie especifica, elevados volumenes de poro, asi como tamafo de poro
seleccionado y jerarquizado o diferentes caracteristicas hidrofébico-hidrofilico
(Ahuja, G. et al. Indian Journal of Pharmaceutical Sciences, 2009. 71(6), 599-607).

En la gran mayoria de estos sistemas, las moléculas del farmaco se encuentran
atrapadas en los poros o, en ausencia de porosidad, se encuentran intimamente
mezcladas y distribuidas entre las particulas del material inerte. Asi pues, varios
factores van a afectar a los perfiles de liberacién de las moléculas del farmaco,
muchos de ellos relacionados con el mecanismo de adsorcién del mismo. El
tamano del poro y su volumen van a determinar la penetracion de las moléculas
huésped en los canales de los poros y asi con la superficie del soporte que esta
disponible para interaccionar con dichas moléculas. Asimismo, las propiedades
texturales en términos de tortuosidad de los canales y su permeabilidad seran los
principales actores a la hora de discernir las capacidades de alojamiento y posterior
liberacién de las moléculas de farmaco (Doadrio, et al., Curr Pharm Des, 2015.
21(42), 6213-6819).
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Una de las estrategias mas habituales para mejorar la adsorcioén y liberacion de los
materiales empleados como soportes de farmacos consiste en la funcionalizacién
de su superficie, bien por métodos de injerto a través de agentes de acoplamiento o
mediante la incorporacién de diferentes funcionalidades para modular las

propiedades hidrofilicas o hidrofébicas de su superficie.

La presencia de interacciones débiles entre las matrices o soportes inorganicos y
las moléculas de farmaco (de caracter eminentemente organico) han atraido la
atencion al desarrollo de los materiales hibridos en los cuales, la combinacion
sinérgica entre los componentes organicos e inorganicos propicia una solucion
adecuada para un amplio numero de aplicaciones biomédicas y farmacéuticas.
Gracias a la versatilidad del método sol-gel, se ofrece una ruta excepcional para la
preparacion de materiales hibridos organicos inorganicos donde las soluciones
homogéneas de precursores basados en polimeros de silice van a dar lugar a geles
con una porosidad seleccionada. La aplicacion de los polimeros basados en silice o
siliconas para usos biomédicos o biofarmacéuticos estd extendida gracias a su
biocompatibilidad, pudiendo encontrar ejemplos de los mismos en catéteres, tubos
y tuberias médicos o lentes de contacto. Mediante una modificacién selectiva de
sus propiedades superficiales se ha conseguido ademas proporcionar a estos
materiales de interacciones dirigidas con tejidos biolégicos aplicandose incluso en

microreactores y microfluidos.

En los sistemas de liberacion inteligente de farmacos, las moléculas del farmaco
encapsulado en un sélido difunden a su través para interaccionar con los fluidos
biolégicos. Cuando el sistema se compone de particulas inorganicas porosas
embebidas dentro de una matriz insoluble, dicha difusion esta fuertemente impedida
y, por tanto, la liberacion del farmaco puede ser regulada y sostenida por amplios

periodos de tiempo.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion esta dirigida al desarrollo de materiales altamente porosos
gue actuan como transportadores de farmacos a partir de la pirolisis parcial de
precursores derivados de hibridos sol-gel. Materiales hibridos organico-inorganico

se han sometido a un tratamiento térmico a temperaturas inferiores a la reaccién de
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mineralizacion en la que (el componente organico del hibrido ha desaparecido casi
en su totalidad). Tras la funcionalizacién con un agente de acoplamiento de tipo
silano, el farmaco correspondiente ha sido cargado, siendo la cantidad de farmaco
adsorbido en la superficie del material no directamente dependiente de la superficie
especifica sino de su energia superficial. Tras cargar la maxima cantidad de
farmaco en cada uno de los materiales, se ha determinado la cantidad de farmaco

liberado en fluido vaginal simulado.

En particular, la invencién describe nanoparticulas organicas-inorganicas y su
procedimiento de obtencion, las cuales han sido testadas con éxito como
huéspedes para la incorporacién de moléculas tales como farmacos, pigmentos,
etc., para su uso en medicina, cosmética, alimentacién, etc. La cantidad de
molécula cargada no depende del area superficial de la nanoparticula sino de la
funcionalizacién de su superficie. A cierta temperatura de pirolisis (700 °C), se ha
demostrado que la superficie de las particulas interacciona con un agente de
acoplamiento de tipo silano formando una monocapa de grupos amino libres. Estos
grupos amino libres permiten que se puede albergar una alta cantidad de moléculas
dependiendo de su funcionalizacién. A mayor temperatura, la cantidad de
moléculas cargadas es incluso mayor y, por ende, su capacidad de liberacién,
aunque ésta es independiente de la cantidad de la liberacion. Este hecho se ha
atribuido a la presencia de interacciones débiles (zwitterion) entre Ilas

funcionalidades de tipo amino.

Cuando la nanoparticula se carga con un farmaco antiviral, se observa que aparte
de la relacion directa de la funcionalizacién superficial con las capacidades de
adsorcion - liberacién que se presentaba en la muestra pirolizada a 700 °C, no se
ha encontrado ningun efecto citotéxico en ninguna de las lineas celulares
ensayadas, indicando que este material podria ser el candidato perfecto para la
realizacidon de otros ensayos in-vitro e in-silico con el objeto de desarrollar

formulaciones farmacéuticas listas para su uso.

En la actual invencién, las nanoparticulas hibridas organico-inorganico de la
invencion se obtienen a partir de un polimero de base silicio con o sin la presencia
de un alcéxido metalico que se ha tratado previamente a temperaturas de

tratamiento por debajo de su temperatura de mineralizacion. Pueden coexistir
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enlaces de tipo Si-C, Si-N, o Si-N-C en los materiales en diferentes proporciones y
su método de obtencion pudiera llevarse a cabo por varios procedimientos sin que

uno excluya a los otros.

En particular, en la presente invencién se emplea un antiviral, concretamente el
antiviral Tenofovir donde la cantidad de farmaco adsorbido esta directamente
relacionada con la energia superficial del material poroso y es independiente de su
superficie especifica. Tras alcanzar la maxima carga admitida, el farmaco es

liberado a un fluido vaginal simulado.

En este sentido, la capacidad de carga y liberacién del Tenofovir no depende
estrictamente del area especifica superficial sino de la funcionalizaciéon de la
superficie. Es necesario dotar de grupos amino funcionales para conseguir un
material con respuesta inteligente al pH, una condiciéon que solo es adquirida en
presencia de una monocapa de silano. Las interacciones de tipo zwitterion entre los
grupos amino y los grupos silanol inducen una interaccion deébil con la molécula y
por tanto mas susceptible a una liberaciéon no dirigida. Solo los materiales que
contienen tanto los grupos amino libres y los grupos de tipo zwitterion muestran una

respuesta lineal entre la funcionalizacién y las capacidades de carga y liberacion.

Por otro lado, se ha observado que las muestras pirolizadas a temperaturas
inferiores a 700 °C son biocompatibles con las células MT-2, HEC-1A y THP1,
mostrando valores CCso por encima de 1000 pg/ml, la méaxima concentracion
ensayada. Unicamente la muestra pirolizada a 800 °C mostré toxicidad celular en
los tres tipos de células, con una toxicidad ligeramente superior en las células MT-2,
la linea celular de linfocitos, con un valor CC50 de 447,5 ug/ml. Sin embargo, solo
aparecieron efectos téxicos en las células mononucleares THP-1 y células

epiteliales HEC-1A a concentraciones.

Por tanto, el primer aspecto de la presente invencién se refiere a una particula
organica-inorganica porosa con una funcionalizacién térmicamente activada para la
liberacion sostenida de moléculas y caracterizada por que la nanoparticula
comprende una monocapa de silano que contiene enlaces quimicos seleccionados
entre Si-N, Si-O y Si-M donde M es un elemento seleccionado de entre Si, Zr, Ti, Al

y B y donde la monocapa se encuentra adherida por quimisorcion con un agente de
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acoplamiento de tipo silano, que permite una interaccion débil con la molécula que
va a ser liberada en un porcentaje con respecto a la monocapa de silano que esta

comprendido entre 0,1y 3 % en peso total.

En una realizacion preferida, el agente de acoplamiento se selecciona de entre un
aminosilano, epoxisilano, mercapto silano, fenil silano, isocianato silano, metacril
silano y vinil silano; preferiblemente, el agente de acoplamiento es y-aminopropil

trimetoxi silano (y-APS).

En otra realizacion preferida, el porcentaje de agente de acoplamiento esta

comprendido entre 0,1y 1 % en peso.

En otra realizacion preferida, la nanoparticula contiene ademas la molécula que va
a ser liberada, que se selecciona de entre farmacos, pigmentos, cosméticos,
sabores, olores o nutrientes. En una realizaciéon preferida la molécula es un
farmaco, preferentemente es un farmaco antiviral y mas concretamente la molécula

denominada Tenofovir.

En otra realizacion preferida, la monocapa de silano se modifica mediante métodos

guimicos, fisicos o mecanicos.

En otra realizacion preferida, la porosidad de la nanoparticula de invencién es
aleatoria, ordenada o jerarquizada; y esta porosidad se consigue en el mismo
proceso de obtencion del material o por modificaciones adicionales, como la adicién

de un elemento formador de porosidad.

Un segundo aspecto de la presente invencidn esta relacionado con una
composicion que comprende la nanoparticula de la invencion y una molécula
seleccionada de entre farmacos, pigmentos cosméticos sabores, olores o

nutrientes.

En una realizacién preferida la composicién es una formulacion farmacéutica que
comprende farmacos, preferiblemente un farmaco antiviral; y mas preferiblemente

Tenofovir.
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Un tercer aspecto de la presente invencion esta relacionado con el proceso de
obtencién de las nanoparticulas hibridas organicas-inorganicas de la invencién,

donde el proceso comprende al menos los siguientes pasos:

a) Sintesis de un material hibrido organico-inorganico basado en silicio, y que
contiene elementos seccionados de entre Si, Zr, Ti, Al o B mediante un
proceso seleccionado de entre el método sol-gel (y sus derivados como los
procesos Stober o Pechini), polimerizacién y sonicacion;

b) Pirdlisis del material obtenido en el paso a) a una temperatura comprendida
entre 500 y 800 °C en atmésfera controlada;

c) Opcionalmente, la modificacion superficial del material obtenido en el paso
b) mediante métodos fisicos o quimicos;

d) Funcionalizacién de la superficie del material obtenido en el paso b) o ¢)

mediante quimisorcion por un agente de acoplamiento de tipo silano.

Donde la formaciéon de la porosidad mediante la molienda del material tiene lugar
antes, durante o después del proceso de pirdlisis del paso b) para ajustar el tamario

de la particula que esta comprendido entre 0,1 y 100 micras.

En una realizacién preferid del proceso de preparacion del material hibrido del paso
a) es el método sol-gel en el cual alcéxidos de silicio son seleccionados de entre
tipo tetraetil ortosilicato (TEOS), y tipo metil trietoxisilano (MTES) o silanos
seleccionados de entre trietoxisilano (TREOS), polidimetil siloxano (PDMS) y poli
metil fenil siloxano (PMPS) entre otros; o alcéxidos de otros elementos diferentes
del Si, tal como B, Al, Ti, Zr, etc. En el proceso sol-gel estas moléculas se mezclan
en presencia de un disolvente, preferentemente un alcohol, e hidrolizadas con agua
a diferentes valores de pH, y opcionalmente afiadiendo otras moléculas reguladoras
de la reaccidon como acido acético o acetil-acetona, entre otras. El resultado es un
gel que se seca y piroliza a temperaturas comprendidas entre 500 y 800 °C en una
atmoésfera inerte (N2, Ar, etc.), reductora (CH4, Ha, etc.) o reactiva (NHs), en uno o
varios pasos. La concentracion de estas moléculas en el material final esta entre O y

10% en peso.

En una realizacién preferida, el material hibrido se prepara por el método sol-gel

empleando trietoxisilano como materia prima.
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En otra realizacion preferida el proceso para la preparacion del material hibrido es

un proceso de polimerizacion empleando por ejemplo polimeros de polisiloxano.

En otra realizacién preferida el proceso de pirolisis del paso b) tiene lugar a
temperaturas comprendidas entre 700 y 800 °C e incluso mas preferiblemente la

temperatura de pirolisis del paso c) es 700 °C.

En otra realizacion preferida la atmosfera controlada del paso b) consiste en una

atmosfera inerte seleccionada de entre N2, Ar, He y sus combinaciones.

En otra realizacion preferida la atmosfera controlada del paso b) consiste en una

atmosfera reactiva seleccionada de entre NH3, Hy, CO» y sus combinaciones.

En otra realizacién preferida la atmosfera controlada del paso b) consiste en una
atmosfera reactiva seleccionada de entre NH3, Hz, CO, y sus combinaciones con

una atmésfera inerte.

En otra realizacion preferida la superficie del material obtenido en el paso b) es
modificado en el paso c¢) mediante métodos quimicos seleccionados de entre
oxidacion, oxidacion-reduccion por H2SO4-KoMnOs4 en un método acuoso o con
otros oxidantes como peréxidos de hidréogeno (H203), etc.; la reduccidn puede ser
llevada a cabo mediante agentes reductores como NaBH., hidrazina o hidrogeno

gas.

En otra realizacién preferida la superficie del material obtenido en el paso b) es
modificado en el paso c) por métodos quimicos usando procesos de disolucién
quimica como empleando bases del tipo NaOH, KOH, NH4OH, entre otros; o acidos
como HF, HCI, H,SO,, entre otros.

En otra realizacién preferida la superficie del material obtenido en el paso b) se
modifica en el paso c¢) por métodos fisicos incluyendo, entre otros, deposicion fisica
en fase vapor (PVD), tratamiento laser, pulverizacion o tratamientos térmicos en
atmosfera oxidante. En particular, en la modificacion superficial mediante un
tratamiento térmico en atmoésfera oxidante, la concentracion de oxigeno esta
comprendida entre 0,1 y 100 %, o puede tener lugar a concentraciones parciales de

oxigeno comprendidas entre 0,01 y 1. Estos tratamientos térmicos se llevan a cabo
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en hornos de gas, eléctricos, solares, etc., tanto abiertos como cerrados, durante
periodos que estan comprendidos entre 1 minuto y 24 horas dependiendo del grado
de modificacién (oxidacién) requerido y a temperaturas comprendidas entre 100 y

1000 °C dependiendo del grado de modificacién (oxidacion) requerido.

En otra realizacion preferida la funcionalizacion de la superficie en el paso d) tiene
lugar con un agente de acoplamiento de tipo silano seleccionado de entre un amino
silano, epoxi silano, mercapto silano, fenil silano, isocianato silano, metracril silano y
vinil silano; preferiblemente el agente de acoplamiento es y-aminopropil trimetoxi

silano (y-APS).

Este agente de acoplamiento permite interacciones de la molécula de interés con la
superficie de las nanoparticulas hibridas organico-inorganico de la invencién
mediante interacciones débiles, interacciones de puente de hidrégeno, permitiendo

la absorcion y posterior liberacién de una manera controlada.

En otra realizacion preferida, el proceso comprende ademas un paso g) que
consiste en la interaccion de la nanoparticula del paso f) con la molécula de interés,
que se selecciona de entre farmacos, pigmentos, cosméticos, sabores, olores o
nutrientes; preferiblemente la molécula es un farmaco, preferiblemente un farmaco

antiviral y mas preferiblemente, Tenofovir.

Una tercera realizacion de la presente invencién proporciona un uso de las
nanoparticulas de invencién para la liberacion sostenida, en particular para la

liberacién sostenidas de farmacos.

Un aspecto mas de la invencién se refiere al uso de las nanoparticulas hibridas

organicas-inorganicas de la invencién en medicina y/o cosmética.

Un aspecto mas de la invencién se refiere al uso de la composiciéon que comprende

la nanoparticula de la invencién y un farmaco, como medicamento.

Un aspecto mas de la invencion se refiere al método de liberacion sostenida de la
molécula que comprende i) la preparacion del material hibrido organico-inorganico

como se describe mas arriba ii) la carga de la molécula vy iii) la liberacién controlada.
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En una realizacion referida la molécula de interés (farmacos u otros tipos de
moléculas como pigmentos, cosméticos, sabores, olores, nutrientes, etc.), es sélida,
liquida o gaseosa y las nanoparticulas organicas-inorganicas de la invencion estan
siempre en estado soélido. La concentracién de estas moléculas en la nanoparticula
hibrida organico-inorganico dependera del tiempo de interaccién entre la molécula y
la superficie de la nanoparticula, asi como del grado de modificaciéon adquirido en

los pasos anteriormente descritos.

Por ultimo, la liberacién de las moléculas de interés por las nanoparticulas hibridas
organico-inorganico puede ser realizado en cualquier tipo de medio.
Preferiblemente, el medio es seleccionado de entre fluido gastrointestinal fluido
ocular, fluido nasal, fluido vaginal y fluido seminal, siendo capaz de ser aplicadas
directamente o formando parte de otras composiciones como cremas, esprais,

liquidos, pastillas o tabletas.

El término “interaccién débil” tal y como se emplea aqui re refiere a fuerzas intra o
intermoleculares mas débiles que un enlace covalente simple o una interaccién
electrostatica entre iones de signo opuesto y en contacto directo. El término
comprende las interacciones de van der Waals (incluyendo las fuerzas de Keesom,
Debye y London), enlaces de hidrégeno, fuerzas de ion-dipolo y fuerzas de dipolo-

dipolo inducido.

El término “agente de acoplamiento de tipo silano” en la presente invencién se
refiere a moléculas que contienen un atomo de silicio con dos o tres grupos
hidrolizables y uno o dos grupos no hidrolizables (preferiblemente alquilos) en los
cuales hay uno o mas grupos funcionales como amino (NH), imida (NH), vinilo
(CH=CHy), carboxilo (C=0O0H), cetona (C=0), epodxido (COC), etc. El material
poroso es introducido en una solucién acuosa de silano cuya concentracion
determina la energia superficial del material. Tras la reaccion, el material es secado

a 50y 120 °C para fijar el injerto.

A menos que sea definido de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos
empleados aqui poseen el mismo significado que el habitualmente empleado por
cualquier entendido en la materia a la cual esta invencién pertenece. Los métodos y

materiales similares o equivalentes a los descritos aqui pueden ser empleados en la
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practica de la presente invencion. A lo largo de la descripcioén y las reivindicaciones
la palabra “comprende” y sus variaciones no implican la exclusién de otras
caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Objetos adicionales,
ventajas y caracteristicas de la invencién resultaran obvios para un entendido en la
materia tras el examen de la descripcidn o podria aprender mediante la puesta en
practica de la invencion. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan como

ilustracién y no son limitantes de la invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

FIG. 1. a) Espectro FTIR de los materiales pirolizados a diferentes temperaturas y
b) detalle del espectro FTIR-ATR de los materiales pirolizados a diferentes

temperaturas y funcionalizados con 1% de silano en solucién.

FIG. 2. Curvas a) Termogravimétricas y b) Calorimetria diferencial de barrido de los
materiales pirolizados a diferentes temperaturas y que contienen 1% de silano en
solucion (la contribucién del substrato no funcionalizado ha sido sustraido de los

termogramas).

FIG. 3. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de las particulas pirolizadas
a 700 °C y funcionalizadas con el agente de acoplamiento y-APS en soluciones
conteniendo a) y d) 0% y-APS, b) y e) 0,3% y-APS y c) y f) 0,5% y-APS.

Magnificacion 40k para las imagenes a-c y 70k para las imagenes d-f.

FIG. 4. Representacion grafica de la evaluacion citotdéxica de las particulas
pirolizadas a 500, 600, 700 y 800 °C en lineas celulares MT-2, THP-1 y HEC-12. La
viabilidad celular es expresada como porcentaje de células vivas (%URLs)
comparado con un control no tratado (100%). URLs: Unidades relativas de

luminiscencia.

FIG. 5. Espectro FTIR-ATR de las particulas cargadas con Tenofovir a) conteniendo
1% de silano en disolucion y pirolizadas a diferentes temperaturas y b)

funcionalizadas con diferentes cantidades de y-APS y pirolizadas a 700 °C.
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FIG. 6. Distribucién del tamafio de poro de las particulas cargadas con TFV a)
conteniendo 1% de silano en disolucion y pirolizadas a diferentes temperaturas y b)

funcionalizadas con diferentes cantidades de y-APS y pirolizadas a 800 °C.

FIG. 7. A) mg de TFV adsorbido por 100 mg de particulas b) porcentaje de TFV

liberado tras 180 minutos en fluido vaginal simulado

FIG. 8. Intensidad relativa de las bandas IR tras deconvolucion espectral. Se
muestra la intensidad relativa de las bandas correspondientes a) grupos amino

libres y b) grupos amino interaccionando (interacciones débiles) con grupos silanol

EJEMPLOS

Materiales y Métodos

Sintesis y funcionalizacion de las particulas hibridas. Métodos de caracterizacion

Trietoxisilano (TrEOS, ABCR, Alemania) se mezcld con polidimetilsiloxano (PDMS,
ABCR, Alemania) en una relacion en peso de 70:30 y se agitdé en isopropanol
(iPrOH, Sigma Aldrich, 98%) en un recipiente a temperatura ambiente. La solucién
se puso en un reactor termostatizado a 70 °C y bajo reflujo y posteriormente, se
incorporé una soluciéon que contenia iPrOH, H>O y &acido clorhidrico (HCI, Fluka,
32%). La relacién molar de los diferentes componentes fue de 4.5: 3: 0.05: 1
(iPrOH: H2O: HCI: Trietoxisilano). La solucién se dejé reaccionar durante 1 hora a
70 °C con agitacién constante. El sol obtenido se vertidé en un recipiente de plastico
y después de 30 minutos, se afiadié lentamente una solucién de NHOH 1 M
(precaucién por emanacién de gases). Los recipientes se mantuvieron cerrados
durante 1 semana. Periédicamente, los gases se liberaron para evitar la
sobrepresién. Los geles se secaron primero a 50 °C y 120 °C hasta peso constante
y se pirolizaron bajo un flujo constante de N, de 180 ml / min a temperaturas que
oscilaban entre 500 y 800 °C. La velocidad de calentamiento y enfriamiento se
fijaron a 8 °C / min y los materiales se mantuvieron a la temperatura maxima

durante 2 horas.

La superficie de los materiales hibridos obtenidos se modificé mediante el injerto de

moléculas del agente de acoplamiento y-aminopropil trimetoxisilano (y-APS, Sigma
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Aldrich, 99%) en medio acuoso. El y-APS se hidroliz6 durante 1 hen H.O a25°C y
luego se afadié 1 g de las particulas hibridas. El acoplamiento de las moléculas de
silano se realiza durante 30 minutos bajo agitacién vigorosa y, a continuacién, las
particulas modificadas superficialmente se filtraron y se secaron a 50 y 120 °C. En

este ejemplo se emplean relaciones en peso y-APS / H,O de 0,3, 0,5, 1, 2 y 3%.

Se obtuvieron espectros FTIR-ATR mediante un espectrofotémetro Perkin-Elmer
equipado con un accesorio MIRacleTM disefiado para mediciones ATR (Perkin-
Elmer, EE. UU.). Para el analisis térmico, se emple6é una termobalanza TA Q600
alimentada con un flujo de aire constante de 100 ml / min y crisoles de platino. Se
procedié al registro en continuo del cambio de masa y flujo calorifico durante el
calentamiento de los materiales a 10 °C / min. Las areas de superficie especifica
(SSA) se calcularon mediante la ecuacion BET (S. Brunauer, PH Emmett y E.
Teller, . Am. Chem. Soc., 1938, 60, 309-319). Asimismo, las distribuciones de
tamario de poro (PSD), con los célculos correspondientes de las areas de superficie
de mesoporos (MSA) y los volumenes de mesoporos (MPV) se obtuvieron mediante
el procedimiento BJH (EP Barrett, LG Joyner y PP Halenda, J. Am. Chem. Soc.,
1951, 73, 373-380) a partir de las isotermas de adsorciéon de nitrogeno a 77 K
(Tristar 3000, Micromeritics, EE. UU.). Las imagenes de microscopia electrénica de
barrido se recogieron en un microscopio FE-SEM HITACHI S-4700. Previo a la
toma de imagenes, las particulas se recubrieron superficialmente con una capa
delgada de oro para proporcionar conductividad electrénica adecuada para su

observacion.

Evaluacion citotoxica

Se emplearon tres lineas celulares humanas: una linea celular linfoblastica, MT-2
(Harada S, Koyanagi Y, Yamamoto N. Science 229: 563-566, 1985), una linea
celular derivada de monocitos y macréfagos, THP-1 (ATCC® TIB-202) y una linea
celular epitelial de utero / endometrio, HEC-1-A (ATCC® HTB-112 ™ amablemente
proporcionado por Maria Angeles Mufioz). Todas las lineas celulares se cultivaron
en medio de cultivo celular RPMI 1640 humidificado con atmésfera de 5% de CO2,
a 37°C y suplementado con suero bovino fetal al 10% (v/v), L-glutamina 2 mM vy
estreptomicina 50 mg/ml (todos los productos biolégicos Whittaker MA, Walkerville,

MD). Para separar las células HEC-1-A, se retiré el medio y se enjuagé el matraz
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durante 10 minutos con 1 a 2 ml de solucién de tripsina al 0,25% - EDTA al 0,03%.
El medio se reemplazé cada tres dias después de la centrifugacion celular a 1500

rom durante 5 minutos.

La toxicidad celular se determin6 a través de un ensayo de viabilidad celular a
través de la técnica de luminiscencia (CellTiter Glo, Promega, Madison, EE. UU.).
Las células se incubaron en placas de 96 pocillos a una densidad de 10x105
células por pocillo (MT-2 y THP-1) y 2x104 (HEC-1A) en medio completo. Para
evaluar el efecto citotdxico, las células se expusieron a medio fresco que contenia
diferentes concentraciones de suspensiones de particulas 5J, 6J, 7J u 8J o la
misma concentracién de PBS 1x como control. Los experimentos se realizaron por
triplicado y el cultivo se mantuvo a 37°C y atmdésfera humidificada con CO» al 5%
durante 48 horas. Se siguié un método estandar para suspender los materiales en
PBS 1x (Harald F. Krug, EMPA, S. Manual de calidad: Procedimientos estandar
para pruebas de nanoparticulas. Nanommune (2011). Después de la incubacién de
48 horas, se retiraron los medios de los cultivos celulares y se agregaron 50 ul de
reactivo CellTiter Glo a cada pocillo de la placa. Las unidades de luminiscencia
relativa (URL) se midieron en un luminédmetro (Sirius, Berthold Detection Systems).
Las concentraciones citotoxicas 50 (CC50) se calcularon utilizando el software
GraphPad Prism (regresién no lineal, inhibidor logaritmico versus respuesta). Los
resultados del ensayo citotdoxico se muestran como el promedio de al menos tres

experimentos individuales.

Ensayos de carga y liberacion de farmacos

Las particulas se sumergieron en una solucion acuosa de Tenofovir (TFV,
Carbosynth Limited, Reino Unido) de una concentracién conocida. Se mantuvieron
en un bafio termostatizado a 37 °C bajo agitacion vigorosa durante 180 minutos o
hasta que se alcanzé la capacidad de carga maxima del material. La cantidad de
TFV cargada se determiné mediante espectroscopia UV-vis (Perkin Elmer, Lambda
25). Después de seleccionar el tiempo éptimo para alcanzar la carga maxima, las
particulas se sumergieron en fluido vaginal simulado (SVF23) termostatizado a 37
°C bajo agitacién continua. Durante la carga, la velocidad de agitacion se fijo en 45

opm mientras que los experimentos de liberacidon se realizaron en condiciones
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estables a 15 opm. La cantidad de TFV liberado al SVF se determin6é por

espectroscopia UV-vis.
Ejemplo 1. Caracterizacién de las particulas hibridas funcionalizadas

La caracterizacion estructural de las particulas hibridas se realiz6 mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, asi como para la
determinacion de la interaccion entre el agente de acoplamiento de silano y la
superficie de la particula. Los espectros de FTIR (modo de transmision) de los
materiales pirolizados a diferentes temperaturas se muestran en la figura 1a. La
banda caracteristica de la deformacioén simétrica de los grupos CHs en el PDMS y
que aparece tipicamente a 1264 cm™' disminuye su intensidad relativa a medida que
aumenta la temperatura de pirolisis, asimismo experimenta un ligero
desplazamiento hacia mayores longitudes de onda debido a su descomposicién en
unidades terminales =CH, a medida que progresa la transformacién inorganica. La
banda mas intensa de los espectros es atribuida a la contribucién de los modos de
vibracién éptica longitudinal y transversal de los enlaces de siloxano (v (Si-O-Si)) en
la red hibrida. El centro de la banda, que aparece a 1080 cm-', corresponde a la
vibracién de la red mas similar a la silice pura, mientras que el modo LO de la red
hibrida se desplaza ligeramente a frecuencias mas altas cuando aumenta el
caracter organico. El desplazamiento hacia el rojo debido a la conversion inorganica
del material tiene lugar simultaneamente con el ensanchamiento de las bandas de
vibracién, una amplitud que es mas evidente en la banda atribuida a la tension

simétrica de los enlaces Si-O (banda centrada en 800 cm™).

Babboneau y col. (F. Babonneau, K. Thorne y JD Mackenzie, Chem Mater, 1989, 1,
554-558) describieron la transformaciéon de una débil banda correspondiente a las
unidades D en los polimeros PDMS a una banda mas intensa y desplazada a 850
cm cuando D y las unidades Q se encuentran presentes en el copolimero. Al igual
que la banda centrada en 1264 cm', el aumento de la temperatura de pirdlisis

induce la desaparicion progresiva de esta banda relacionada con el PDMS.

Debido a la adsorcién de H,O inherente a la preparacion de las muestras mediante
la técnica de KBr, se llevé a cabo la caracterizacion mediante espectroscopia FTIR-

ATR que no precisa de dilucion para identificar las diferentes interacciones entre las
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moléculas de y-APS injertadas y la superficie de los materiales hibridos. Son
posibles las interacciones debidas a presencia en cada molécula de silano de los
tres grupos hidroxilo (Si-OH) y las de la cadena organica terminada en grupos NHa
(-CH2-CH2-CH2-NHy). La Figura 1b muestra los espectros infrarrojos el rango
espectral 1400-1750 cm™' de las diferentes particulas que contienen 1% de y-APS y
en donde se observa claramente que, dependiendo de la temperatura de pirdlisis, la
interaccion del agente de acoplamiento con la superficie de las particulas hibridas
ocurre de manera similar. Esta interaccion no depende exclusivamente de la
temperatura de pirdlisis (es decir, el contenido de la fase organica) sino también de
la cantidad de y-APS.

Los grupos amino libres aparecen reflejados en el espectro a aproximadamente
1520 cm™', mientras que la banda ubicada a una longitud de onda de 1590 cm™ es
debida a las interacciones de hidréogeno (zwitteriones) con la superficie de la
particula. Las interacciones débiles con otros grupos amino o silanol de las
moléculas adyacentes y-APS desplazan la banda de zwitterion a una longitud de
onda mas alta. Aqui, observamos que, para la misma concentracion de agente de
acoplamiento de silano, a 500 °C las interacciones preferidas son -SiOH-H2N- sin
interacciones entre los grupos amino de las moléculas de silano, mientras que, al

aumentar la temperatura, la interaccion NH2-H2N adquiere mas relevancia.

La intensidad relativa de estos espectros no puede tomarse como una
cuantificacién de las moléculas de y-APS adsorbidos en la superficie de los
materiales debido a las caracteristicas inherentes de las mediciones de ATR
(diferente angulo de incidencia en particulas y porosidad). Para tal fin, se ha
empleado analisis termogravimétrico (Figura 2a) que permite el calculo de la
cantidad de y-APS adsorbido en la superficie del material a través de su pérdida en
peso. Como se observa en la Figura 2a, el material que incorpora la cantidad
maxima del agente de acoplamiento de silano es el que se pirolizé a 800 °C ya que
muestra la mayor pérdida de peso con el aumento de la temperatura. En esta
muestra, se observa una primera disminucién de peso que no corresponderia a la
desorcion de la molécula de silano sino al H.O adsorbido en la superficie. Las
curvas de calorimetria diferencial de barrido (Figura 2b) sugieren que el mecanismo

de adsorcion en la superficie del material es diferente dependiendo de la
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temperatura de pirdlisis. A temperaturas de pirolisis de 500 - 600 °C, el mecanismo
de adsorcion preferencial es la fisisorcion de las moléculas, mientras que en las
muestras pirolizadas a 700 y 800 °C los agentes de acoplamiento estan
quimisorbidos. La formaciéon de una monocapa de silano funcional en la superficie
de los materiales es uno de los factores criticos para la adhesién. Esto minimiza la
formacion de silanos fisisorbidos, es decir, un revestimiento multicapa débilmente

unido que afecta la funcionalidad del material en un entorno agresivo.

El anadlisis de las curvas DSC de los diferentes materiales muestra que la
dependencia del mecanismo de adsorcion no es exclusiva de la temperatura de
pirdlisis, sino también de la cantidad de silano en solucién. En las muestras
pirolizadas a baja temperatura (500 y 600 °C), el agente de acoplamiento se
fisisorbe primero y, al aumentar la cantidad de silano en solucién, se adsorbe
quimicamente. En los materiales pirolizados a las temperaturas mas altas el
comportamiento es el opuesto. El silano se adsorbe quimicamente en la superficie
del material hasta la formacién de la monocapa y luego, los mecanismos de

fisisorcidn dominan la funcionalizacioén.

La disminucién del area especifica superficial (SSA) es otra evidencia de la
eficiencia de la funcionalizacién. Excepto en las muestras pirolizadas a 500 y 600
°C, hay una marcada disminucién del SSA con la cantidad de silano en disolucién
(Tabla 1). Las isotermas son de tipo IV, de acuerdo con la clasificacion IUPAC, y
son caracteristicas de materiales micro-mesoporosos. Las ramas de desorcién
forman dos tipos de bucles de histéresis, siendo el observado en el rango de
presién parcial alta (mesoporos mas grandes) de un tipo H3, lo que indica poros en
forma de grietas y, a presiéon parcial mas baja (poros mas pequefios), los poros
serian de tipo cilindrico, como se deduce a partir de la forma del ciclo de histéresis
de tipo H2.

Tabla 1. Area especifica superficial (determinada por el método BET), volumen de
microporos (determinado por el método t-plot) y volumen de mesoporos

(determinado por el método BJH) de los materiales preparados

500 600 700 800

BET V mico  Vmeso BET V mico  Vmeso BET V micro Vmeso BET V micro Vmeso
;/OPSY- (m?/g) cm?d/g (m?g)  cmdlg (m?g)  cmg (m?g)  cmlg
0 553 0,178 0,908 | 710 0,260 1,176 | 611 0,208 1,063 | 658 0,180 1,242
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0,3 500 0,146 0,910 | 704 0,252 1,253 | 571 0,164 1,000 | 530 0,250 0,851
0,5 484 01164 0,872 | 702 0,202 1,220 | 570 0,189 0,992 | 518 0,195 0,853
1 480 0,131 0,861 | 697 0,263 1,259 | 531 0,199 0,969 | 490 0,237 0,813
2 465 0,145 0,794 | 701 0,206 1,211 | 526 0,183 0,912 | 405 0,171 0,621
3 504 0210 0,882 | 643 0,199 1,169 | 514 0,199 0,900 | 395 0,162 0,623

En las imagenes de SEM se muestra el caracter poroso de las particulas (figura 3),
Cuando el material hibrido se sumerge en las soluciones que contienen el agente
de acoplamiento de silano, se observa una ligera agregacion de las particulas, pero
en ningun caso, se pierde su caracter de material nanoestructurado, En las
imagenes de alto aumento se aprecia que la superficie de las particulas esta
completamente cubierta por nanoagregados, a cuya presencia se le atribuye la

apariciéon de microporosidad,

A medida que las multiples capas de y-APS se van agregando en la superficie de
las particulas, el area superficial también disminuye, El agente de acoplamiento y-
APS se dispone preferiblemente en la superficie de los poros mas grandes, tal y
como se deduce de la disminucion del volumen de mesoporos mostrado en la Tabla
1, En ningun caso, los microporos son accesibles para el agente de acoplamiento,
La muestra que, tras la pirolisis, que poseia el mayor valor de area superficial
(SSA), fue la tratada 600 °C; no obstante, debido a la formacién de los agregados
en la superficie, no se aprecia una variacién significativa en el volumen del
mesoporo tras su funcionalizacién, Después de cargar las moléculas del farmaco
TFV, el SSA experimenta una segunda disminucién debido al llenado de los poros
pequefos por las moléculas del farmaco, A partir de los datos recogidos en la Tabla
1y la Tabla 3 se puede apreciar una disminucion de la SSA en todos los materiales
cargados con TFV excepto en las muestras pirolizadas a 500 °C, Esta disminucién
es mayor a medida que aumenta la temperatura de pirdlisis y, nuevamente, es mas
pronunciada en la muestra pirolizada a 800 °C y aumenta con la funcionalizacién,
De la Figura 7, se esperaria una disminuciéon del SSA correlacionada con la
cantidad de silano, Sin embargo, la muestra pirolizada a 700 °C es la Unica muestra
donde observamos una relacién entre la funcionalizacién de la superficie y la

capacidad de carga del farmaco,
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Ejemplo 2, Evaluacion de la citotoxicidad

Para estudiar la toxicidad celular, las particulas sintetizadas se incubaron y
suspendieron en los medios de dilucién a temperatura ambiente durante las 48
horas previas al ensayo con el objeto de asegurar que cualquier componente téxico
potencial estara presente en los cultivos a analizar, A continuacién, el cultivo celular
se traté con una suspension de diluciones en serie de base 5 de la suspensién mas
concentrada (1000 pg/ml), Los experimentos se realizaron en lineas celulares
derivadas de monocitos macréfagos y linfoblasticos (MT-2) para evaluar la toxicidad
en las células inmunes presentes en las mucosas vaginales o uterinas, y en una
linea celular epitelial del utero (HEC-1A) para evaluar el dafio potencial en la

integridad de las mucosas,

Tabla 2. Resultados del analisis de citotoxicidad de los materiales analizados en
células MT-2, THP-1 y HEC-1A, Las concentraciones citotdxicas 50 (CC50) se

calcularon utilizando el software GraphPad Prism

CCso pg/mL (C195%; R2)

Temperaura deHEC-1A THP1 MT-2

pirolisis (°C)

500 >1000 >1000 >1000
600 >1000 >1000 >1000
700 >1000 >1000 >1000
800 ~1000 =1000 4475

(269,0-765,0, 0,9012)

Tal y como se muestra en la Figura 4 y la Tabla 2, las muestras pirolizadas a 700
°C o menos son todas biocompatibles en los tres tipos de células, mostrando
valores de CC50 superiores a 1000 ug / ml, la concentracién maxima probada, Solo
la muestra pirolizada a 800 °C mostré toxicidad celular en los tres tipos de células,
mostrando una toxicidad ligeramente mayor en las células MT-2, la linea celular
linfoblastoidea, con un valor CC50 de 447,5 ug / ml, Sin embargo, los efectos
téxicos sobre las células monociticas THP-1 y las células epiteliales HEC-1A solo
aparecieron a concentraciones de alrededor de 1000 ug / ml, mostrando un efecto

toxico solo a altas concentraciones,
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Ejemplo 3, Capacidad de carga y liberacion de farmacos

De manera similar a como se realizé en la seccion anterior, se determinaron las
interacciones que ocurren entre la superficie de las particulas hibridas
funcionalizadas y los grupos funcionales de la molécula del farmaco, El farmaco
tenofovir posee un espectro FTIR complejo donde coexisten varias bandas de
vibracién de los enlaces N — H y deformaciones fuera de plano de los enlaces C — H
en el rango de frecuencias comprendido entre 900-600 cm™', El modo de vibracion
stretching de los enlaces C-N y C = N aparecen en el espectro alrededor de 1250
cm™' para el enlace simple, mientras que los enlaces de tipo aromaticos aparecen
entre 1410 y 1450 cm™', A 1695 cm™' se puede encontrar la banda correspondiente
al modo de stretching del grupo fosfato, asi como la vibracién de tipo tijera de los
enlaces del grupo NH; a 1550 y 1570 cm™, En presencia de agua, las vibraciones
tipo stretching de los enlaces N-H suelen verse desplazadas hacia el rojo
aproximadamente unos 10 cm™', mientras que el modo de vibracién de tipo tijera de
NH2 no se ve afectado, En los espectros de la Figura 5, se observa que las bandas
correspondientes a la funcionalizaciéon con y-APS se superponen parcialmente a las
bandas correspondientes al TFV cargado en las particulas, No podemos distinguir
la contribucién efectiva ni del silano ni del tenofovir, pero, en general, a medida que
aumenta la temperatura de pirdlisis, y para la misma cantidad de silano (Figura 5 a),
se observa un aumento en la intensidad y amplitud de la banda, lo que indicaria que
ambos componentes estan adheridos a la superficie, Centrando nuestra atencién
en una sola temperatura de pirdlisis (Figura 5b), la tendencia general es un
aumento de la intensidad con la concentracion de y-APS, Sin embargo, se ha de
precisar que, este aumento podria atribuirse a la contribucién de las bandas y-APS

a los espectros,

Las moléculas de TFV cargadas sobre las particulas inducen una reducciéon de su
SSA, especialmente en aquellas muestras pirolizadas a 700 y 800 °C, La Tabla 3
recoge el SSA las muestras cargadas determinado por BET, asi como el volumen
de micro y mesoporos, calculados a través de la aplicacién del método t-plot y los
métodos BJH, respectivamente, En las muestras tratadas térmicamente a 500 y 600
°C solo encontramos ligeras variaciones en el volumen de mesoporos, mientras que

el volumen de microporos permanece casi inalterado, Al aumentar la temperatura,
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el tamafio medio de poro, calculado a partir de las distribuciones de tamafo de
poro, disminuye progresivamente (Figura 6a), siendo esta disminucion mas

pronunciada cuando aumenta la cantidad de y-APS (Figura 6b),

Esta disminucion de SSA es mas pronunciada en las muestras pirolizadas a 700 y
800 °C y de alguna manera esta relacionada con el contenido de y-APS en solucién,
En las distribuciones de tamafio de poro de las particulas funcionalizadas (no
mostradas aqui) observamos una disminucién del volumen de poro, pero no en el
tamafio de poro medio, mientras que en las muestras cargadas con TFV, el
volumen de micro y mesoporos se acompafa de una reduccién en el didmetro de
poro medio, Este hecho sugiere que las moléculas de y-APS llenan la superficie de
los poros independientemente de su diametro, lo que lleva a una disminucion en el
volumen de poros pero no en el tamafio medio de poros (calculado a partir de la
PSD), El comportamiento del TFV es completamente diferente ya que las moléculas
ocupan preferiblemente la superficie de los poros de aproximadamente 8-9 nm

mientras que el farmaco no alcanza los poros pequefios, de 3-4 nm,

Tabla 3. Area especifica superficial (determinada por BET), volumen de microporos
(determinado por el método t-plot) y volumen de mesoporos (determinado por el
método BJH) de los materiales preparados y cargados con la cantidad maxima de
TFV

500 600 700 800

BET V micro Vmeso BET V micro Vimeso BET V micro Vmeso BET V micro Vimeso
0
A/:)PS (m2/g) cm?g (m2/g)  cmdg (m2/g) cm¥g (m?/g) cm?g
0 534 0,119 1,456 | 679 0,158 1,348 | 562 0,270 1,133 | 427 0,139 0,600
0,3 554 0,003 1,131 | 687 0,235 1,402 | 551 0,129 1,126 | 316 0,131 0,607
0,5 594 0,028 1,233 | 669 0,173 1,407 | 459 0,082 0,985 | 281 0,109 0,615
1 546 0,056 1,147 | 665 0,226 1,376 | 398 0,071 0,844 | 243 0,094 0614
2 517 0,255 1,059 | 653 0,189 1,354 | 325 0,047 0,707 | 230 0,083 0,521
3 537 0,186 1,100 | 626 0,178 1,365 | 323 0,082 0,751 | 202 0,015 0,499

Como se mencioné anteriormente, la muestra pirolizada a la temperatura mas baja
experimentd un aumento en el SSA después de los experimentos de carga, Este
aumento de SSA podria atribuirse a la creacién de nuevos microporos (ver Tabla 3)
debido al estrés creado en la estructura hibrida cuando las particulas se

sumergieron en el medio de carga, Cuando la temperatura de pirélisis aumenta, la
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estructura hibrida posee una consistencia mayor (se vuelve mas inorganica) dando
como resultado una disminucién general del volumen de microporos debido a la
incorporacion del farmaco, Solo en la muestra pirolizada a 700 °C, donde se
encuentra una relacién directa entre la funcionalizacién y la cantidad de farmaco
cargado, tanto el volumen micro como el mesoporo disminuyen progresivamente
con la funcionalizacién, La presencia de microporos o porosidad intra-pared ejerce
un obstaculo en la difusién de las moléculas del farmaco a lo largo del material, El
obstaculo de difusion se aplica tanto a las capacidades de carga como de
liberacion, como ya se describié en materiales micro-mesoporosos cargados con
ampicilina y dasatinib, En estos materiales, el mecanismo de adsorcion de TFV de
la superficie de las particulas se describié siguiendo el modelo de Langmuir, que
supone la formaciéon de una monocapa completa de la molécula del farmaco en la
superficie de las particulas porosas, Se ha predicho que la energia de la superficie
seria homogénea de tal manera que todos los sitios de la superficie presenten la
misma energia para la adsorcién, No solo la presencia de micro y mesoporos, sino
también la funcionalizacion amino del y-APS influye en la adsorcién de TFV a
medida que se modifica la energia de la superficie, lo que permite una interaccién
quimica entre las moléculas de TFV y las superficies de los materiales, Se ha
descrito un comportamiento similar en la carga de diferentes moléculas de farmacos
como la molsidomina, el azul de metileno o el ibuprofeno en diferentes silices
mesoporosas con diferente cristalinidad, morfologia y areas de superficie, La
funcionalizacién de la amina superficial resulta ser un factor determinante en la
velocidad de adsorcidon, Ademas, la incorporacion de moléculas lipidicas cuya
funcién es actuar como portador del farmaco en huéspedes organicos o hibridos
puede evitar la formacion de fuertes enlaces covalentes entre los grupos
funcionales de la matriz y el farmaco creando interacciones de hidrégeno con la

participacién de los grupos amino del lipido,

Con objeto de examinar la capacidad de carga del farmaco, se emple6 la técnica de
espectroscopia UV-Vis (espectros no mostrados aqui) para determinar asi la
concentracién en solucién del farmaco TFV después de cargarse en las particulas,
El tiempo en que se alcanza la capacidad de carga maxima se determiné mediante
la toma de una alicuota del licor de carga y midiendo la cantidad de TFV en

solucién en el momento especifico, Como se muestra en la Figura 7a, la muestra
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gue presenta la capacidad de carga maxima es la que se pirolizé a 800 °C y la
cantidad de grupos funcionales de superficie no influye en su capacidad de carga,
Por el contrario, la muestra pirolizada a 700 °C presenta una clara dependencia de
la funcionalizacién con la cantidad cargada de TFV (a tener en cuenta que estos

graficos no estan normalizados a la SSA),

Estas dos muestras también presentan una excelente capacidad de liberacion, con
porcentajes de liberaciéon cercanos al 90% del TFV adsorbido (Figura 7b), Por otro
lado, ni la muestra pirolizada a 500 ni la tratada térmicamente a 600 °C exhibe un
comportamiento aceptable para este farmaco ya que, aparte de la escasa

capacidad de adsorcion, solo se liber6 el 5% del TFV adsorbido,

En conclusion, los materiales hibridos preparados han demostrado que la estructura
porosa y las caracteristicas de la superficie también determinaran su

comportamiento como portadores de farmacos,

La disposicién de las moléculas y-APS en la superficie de los materiales hibridos
juega un papel determinante en el tipo de interacciones con la molécula del
farmaco, Por lo tanto, se ha realizado el analisis por desconvolucién de los
espectros de FTIR en la regién donde aparecen las bandas principales del agente
de acoplamiento de silano, y asi determinar la disponibilidad de los grupos
funcionales propensos a interactuar con el TFV, Como se muestra en la Figura 8, la
intensidad relativa de la banda correspondiente a los grupos amino libres aumenta
con la cantidad de y-APS en soluciéon solo en la muestra pirolizada a 800 °C, A
temperatura mas baja, hay un maximo en las concentraciones 0,5, 1y 0,25% y-APS
para las muestras pirolizadas a 500, 600 y 700 °C, respectivamente, Estas
diferencias se deben a las diferentes caracteristicas superficiales de los materiales
pirolizados a diferentes temperaturas, En el caso de los materiales pirolizados a
bajas temperaturas, la presencia de residuos organicos provenientes del PDMS

minimiz6 la adsorcién del agente de acoplamiento de tipo silano,

El silano injertado forma interacciones débiles cerca de los grupos de silanol, ya sea
provenientes de las funcionalidades de silanol de la superficie o con otros grupos
Si-OH hidrolizados del propio silano, Este es el caso de las muestras pirolizadas a

500 y 600 °C, que forman agregados y-APS no unidos a la superficie del material
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hibrido, En las muestras pirolizadas a 700 °C, después de la formacién de la
monocapa a la concentracion minima de y-APS, las moléculas del agente de
acoplamiento comienzan a interactuar entre si, Unicamente en el caso de la
muestra pirolizada a 800 °C, podemos encontrar la misma proporciéon de grupos

amino libres y formas zwitteriénicas,

Por otro lado, se ha observado que en las muestras pirolizadas a la temperatura
mas baja, los agregados de y-APS se descomponen a temperaturas alrededor de
250 °C, Al aumentar la temperatura de pirélisis a 600 °C, la interaccidén con la
superficie es ligeramente mayor y la eliminacion del silano adsorbido ocurre
exotérmicamente a aproximadamente 270 °C, En la muestra pirolizada a 700 °C, la
monocapa de y-APS se elimina mediante una reaccién endotérmica, mientras que
las capas subsiguientes de y-APS que se forman sobre ella se eliminan a
temperaturas cercanas a 320 °C, De manera similar a lo que sucede en la muestra
tratada térmicamente a 800 °C, la temperatura de descomposicion del y-APS

disminuye con el aumento de la cantidad de y-APS,

En conclusion, a las temperaturas de pirélisis mas bajas, la capacidad de absorcién
del farmaco es la mas baja (a pesar de la elevada area superficial encontrada en la
muestra pirolizada a 600 °C) ya que casi no hay grupos libres -NH- disponibles para
interactuar con la molécula del farmaco, La capacidad de liberacion también es la
mas baja, lo que indica que la interaccién con la molécula del farmaco esta en
forma de un enlace quimico, A 700 °C se observa una fuerte correlacion entre la
cantidad de y-APS adsorbido en la superficie y la capacidad de adsorber al TFV,
Mientras que en el caso de la muestra no funcionalizada, la capacidad de liberacién
es bastante baja, la incorporacién del y-APS aumenta sustancialmente la cantidad
de TFV en los medios de liberacion, Se observa que, cuando los grupos libres —NH>
estan presentes, la capacidad de liberacién es la mas baja, un hecho que se
atribuye nuevamente a la formacién de los enlaces quimicos, En el caso de la
muestra pirolizada a 800 °C se alcanzan capacidades de liberacion de
aproximadamente el 95%, En esta muestra hay la misma cantidad de formas libres
de amino y zwitteriénico, por lo que la interaccidn de la molécula del farmaco con la

superficie de las particulas hibridas debe ser débil,
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REIVINDICACIONES

Nanoparticula hibrida y porosa organica-inorganica con una superficie
funcionalizada térmicamente para la liberacion sostenida de moléculas,
caracterizada por que la nanoparticula comprende una monocapa de silano
que comprende enlaces quimicos seleccionados de entre Si-N, Si-O y Si-M
en donde M es un elemento seleccionado de Si, Zr, Ti, Al y B; y en el que
esa monocapa se funcionaliza por quimisorcion con un agente de
acoplamiento de silano, que permite una interacciéon débil con la molécula a
liberar, en un porcentaje con respecto a la monocapa de silano que oscila

entre el 0,1y el 3% en peso total.

Nanoparticula segun la reivindicaciéon 1, donde el agente de acoplamiento
de silano se selecciona de entre un amino silano, epoxi silano, mercapto

silano, fenil silano, isocianato silano, metacrilato silano y vinil silano.

Nanoparticula segun cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, donde el

agente de acoplamiento de silano es y-aminopropil trimetoxisilano.

Nanoparticula segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el
porcentaje del agente de acoplamiento de silano varia entre 0,1 y 1% en

peso.
Nanoparticula segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la
nanoparticula comprende ademas la molécula a liberar, que se selecciona
de entre farmacos, pigmentos, cosméticos, sabores, olores o nutrientes.

Nanoparticula segun la reivindicacion 5, donde la molécula es un farmaco.

Nanoparticula segun la reivindicacién 6, donde la molécula es un farmaco

antiviral.

Nanoparticula segun cualquiera de las reivindicaciones 6 y 7, en donde la

molécula es Tenofovir.
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9. Composicidn que comprende la nanoparticula segun cualquiera de las

reivindicaciones 5 a 8.

10. Composiciéon segun la reivindicacion 9, donde la composicién es una

1.

12.

13.

14.

composicion farmacéutica o cosmética.

Un proceso de obtencién de la nanoparticula segun cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 8, que comprende al menos los siguientes pasos:

a) Sintesis de material hibrido organico-inorganico basado en silicio, que
comprende elementos seleccionados de entre Si, Zr, Ti, Al o B, mediante un
proceso seleccionado de sol-gel, polimerizacion y sonicacién;

(b) Pirdlisis del material obtenido de la etapa (a) a una temperatura que
oscila entre 500 y 800 °C en una atmésfera controlada;

(c) Opcionalmente, modificacién de la superficie del material obtenido de la
etapa (b) por métodos quimicos, fisicos 0 mecanicos;

(d) Funcionalizacion de la superficie del material obtenido de la etapa (b) o
(c) por quimisorcién con un agente de acoplamiento de silano;

en donde la formacién de la porosidad por molienda del material tiene lugar
antes, durante o después de la pirdlisis de la etapa (b) para ajustar el

tamafio de particula a un tamafo que oscila entre 0,1 y 100 micras.

Proceso segun la reivindicacién 11, donde la etapa (a) es un proceso sol-
gel, donde el material de partida de silicio se selecciona de entre TEOS,
MTEOS, TREOS, PDMS y PMPS.

Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 12, donde el material
hibrido en la etapa (a) se prepara mediante un proceso sol-gel usando

trietoxisilano como material de partida.

Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13, donde la pirdlisis

en la etapa (b) tiene lugar a una temperatura que oscila entre 700 y 800°C.
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Proceso segun la reivindicacion 14, donde la temperatura de pirélisis en la
etapa (c) es 700°C.

Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 15, donde la

superficie del material obtenido de la etapa (b) se modifica en la etapa (c).

Proceso segun las reivindicaciones 11 a 16, donde la funcionalizacién de la
superficie en la etapa (d) tiene lugar con un agente de acoplamiento de tipo
silano seleccionado de entre un amino silano, epoxi silano, mercapto silano,

fenil silano, isocianato silano, metacrilato silano, y vinil silano.

Proceso segun la reivindicaciéon 17, donde el agente de acoplamiento de

silano es y-aminopropil trimetoxisilano.

Proceso segun cualquiera de las reivindicaciones 11 a 18, que ademas
comprende una etapa (g) que consiste en la interaccion entre la
nanoparticula de la etapa (f) con una molécula de interés seleccionada de
entre farmacos, pigmentos, cosméticos, sabores, olores o nutrientes.

Proceso segun la reivindicacién 19, donde la molécula es Tenofovir.

Uso de la nanoparticula segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para

la liberacién sostenida de moléculas.

Uso segun la reivindicacion 21, donde la molécula es un farmaco.

Composicién segun la reivindicacién 10 para uso como medicamento.
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