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Resumen

Los materiales porosos han despertado un gran interés recientemente por las atrayentes ventajas
que ofrecen, como por ejemplo su gran relacién superficie-volumen, la capacidad de cargarlos
con distintas sustancias, o la posibilidad de obtener elementos de una mayor ligereza. Una de
las principales aplicaciones de dichos materiales es la liberacién controlada de, por ejemplo,
medicamentos.

En este contexto, en el presente Trabajo Fin de Master se plantea el desarrollo de nanoparticulas
de silicio poroso para su uso como nanosistemas de carga-liberacién. En la actualidad, el desa-
rrollo de biosensores foténicos basados en capas planares de silicio poroso ha sido ampliamente
estudiado y analizado en el NTC. En consecuencia, el objetivo es adaptar ese proceso de fabri-
cacién para obtener nanoparticulas de silicio poroso que puedan ser utilizadas en aplicaciones de
liberacién controlada de farmacos. Para ello, las nanoparticulas seran funcionalizadas, cargadas
con una determinada sustancia y cerradas mediante puertas moleculares especificas.

La sustancia a cargar podrian ser diferentes especies quimicas como un determinado medicamen-
to. Asi, las nanoparticulas podran introducirse en el organismo de un paciente para que de forma
selectiva actte sobre un determinado objetivo, por ejemplo, células tumorales. En dicho momen-
to, las puertas moleculares se abriran y liberaran el farmaco justo en el sitio donde deben actuar
para aumentar su eficacia y reducir los efectos secundarios. Teniendo en cuenta lo expuesto, se
desarrollarédn las nanoparticulas de silicio poroso con las caracteristicas apropiadas, se llevaré a
cabo su caracterizacién y se realizardn distintos ensayos de carga-liberacién y de validaciéon in
vitTo.

Palabras Clave: Nanoparticulas; Silicio poroso; Carga-liberacién; Sensor; Liberacién controlada
de farmacos






Resum

Els materials porosos han despertat un gran interés recentment per els interessants avantatges que
ofereixen, com ara la seua gran relacié superficie-volum, la capacitat de carregar-se amb diferents
substancies, o la possibilitat d’obtenir elements d’una major lleugeresa. Una de les principals
aplicacions d’aquests materials és l'alliberament controlat de, per exemple, medicaments.

En aquest context, en el present Treball Fi de Master es planteja el desenvolupament de nanopar-
ticules de silici por6s per al seu s com a nanosistemes de carrega-alliberament. En ’actualitat,
el desenvolupament de biosensors fotonics basats en capes planars de silici porés ha estat am-
pliament estudiat i analitzat en el NTC. En conseqiiéncia, 'objectiu és adaptar aquest procés
de fabricacié per obtenir nanoparticules de silici por6s que puguen ser utilitzades en aplicacions
d’alliberament controlat de farmacs. Per a aix0, les nanoparticules seran funcionalitzades, carre-
gades amb una determinada substincia i tancades mitjangant portes moleculars especifiques.

La substancia a carregar podrien ser diferents espécies quimiques com un determinat medicament.
Aixi, les nanoparticules poden introduir-se en 'organisme d’un pacient perqué de forma selectiva
actue sobre un determinat objectiu, per exemple, cél-lules tumorals. Fin aquest moment, les portes
moleculars s’obriran i alliberaran el farmac just al lloc on han d’actuar per augmentar la seua
eficacia i reduir els efectes secundaris. Tenint en compte el que s’ha exposat, es desenvoluparan
les nanoparticules de silici porés amb les caracteristiques apropiades, es durd a terme la seua
caracteritzacio i es realitzaran diferents assajos de carrega-alliberament i de validacié in wvitro.

Paraules clau: Nanoparticules; Silici porés; Carga-alliberament; Sensor; Alliberament controlat
de farmacs
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Abstract

Porous materials have recently attracted a great deal of interest due to the interesting advantages
they offer, such as their high surface-to-volume ratio, the ability to load them with different
substances, or the possibility of obtaining lighter elements. One of the main applications of such
materials is the controlled delivery of, for example, drugs.

In this context, the present Master’s Thesis is focused on the development of porous silicon
nanoparticles for use as charge-release nanosystems. Currently, the development of photonic
biosensors based on planar layers of porous silicon has been extensively studied and analysed
at the NTC. Consequently, the aim is to adapt this fabrication process to obtain porous silicon
nanoparticles that can be used in controlled drug release applications. For this purpose, the
nanoparticles will be functionalised, loaded with a given substance and gated by specific molecular
gates.

The substance to be loaded could be different chemical species such as a particular drug. Thus,
nanoparticles could be introduced into a patient’s organism to selectively act on a particular
target, for example tumour cells. At that point, the molecular gates will open and release the
drug exactly where it needs to act in order to increase its efficacy and reduce side effects. With
this in mind, porous silicon nanoparticles with the appropriate characteristics will be developed,
characterised, and various loading-release and in vitro validation tests will be performed.

Keywords: Nanoparticles; Porous silicon; Load-release; Sensor; Drug delivery
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Capitulo 1

Justificacion

1.1 Motivacién y justificaciéon

El presente documento expone la labor realizada para el Trabajo Fin de Master "Desarrollo de
nanoparticulas de silicio poroso para aplicaciones de carga-liberaciéon de medicamentos'de la ti-
tulacion del Master Universitario en Ingenieria Biomédica cursada en la Escuela Técnica Superior
de Ingenieria Industrial de la Universitat Politécnica de Valéncia durante el curso 2020/21.

El proyecto consiste en el disefio y la fabricacion de nanoparticulas de silicio mesoporoso con la
intencion de ser empleadas para experimentos de carga-liberacion de farmacos. A través de estas
pruebas, se permitird validar la efectividad de dichas nanoparticulas para su futura aplicacién
en el tratamiento de enfermedades como el cancer.

El trabajo surge a partir del creciente interés en la liberacion controlada de farmacos ya que
esta técnica permite evitar en gran medida muchos de los efectos secundarios que producen los
métodos tradicionales. Esto se debe a que se busca atacar selectivamente aquellas células que
requieran tratamiento y evitar que todas las células del organismo sufran los efectos daninos.

Actualmente, existen una gran variedad de nanoparticulas desarrolladas y disefiadas de formas
distintas que se emplean para diferentes aplicaciones dentro de la administracién de farmacos.
Por ejemplo, una de las mas empleadas son las de silice mesoporosa. Sin embargo, todavia no se
ha explorado y explotado el potencial de otros nanomateriales que presentan una gran proyeccion
para la aplicacién en este ambito y que ya se emplean en otros sectores biomédicos, entre los
cuales se encuentra el silicio poroso.

El silicio poroso (pSi) es un material nanoestructurado que presenta un gran interés en su apli-
cacion en distintas areas tales como la biomedicina, la optoelectrénica o la conversién de energia
[1]. En este primer ambito es interesante debido a que la geometria de las estructuras porosas
se puede controlar, la superficie especifica disponible para el reconocimiento es elevada y que es
biocompatible y biodegradable. Estas caracteristicas resultan relevantes en aplicaciones como la
administracion de farmacos, la inmunoterapia para tratar el cancer o la biodeteccion [2][3].
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Algunas de sus considerables ventajas frente a otros nanomateriales aplicados a la biomedicina
es que permite crear estructuras porosas de morfologia adaptables, presenta un menor grado de
toxicidad, o que su superficie se puede funcionalizar a través de modificaciones quimicas que, por
ejemplo, permite la unién entre receptores de distintos analitos, tales como proteinas, anticuerpos
0 enzimas o que se puedan unir puertas moleculares y albergar farmacos en su interior [4][5].

En consecuencia, es interesante establecer un diseno completo de la sintesis de nanoparticulas
de silicio poroso. Este se compone desde la fabricacion de las capas de silicio poroso hasta la
funcionalizaciéon y la carga de las estructuras porosas con las sustancias de interés. Ademiés,
dicha sintesis debe ir acompanada de una correcta caracterizaciéon que permita comprobar si los
resultados esperados son los que se estan obteniendo o si hay que modificar algin aspecto del
proceso. Junto con esto, ensayos experimentales como los de liberacién controlada o los ensayos
an vitro de cultivos celulares son esenciales para estudiar su correcto desarrollo y comprobar su
posible uso futuro en organismos.

1.2 Estructura

A continuacién se presentan los diferentes capitulos de los que se compone la memoria del Trabajo
de Fin de Maéster.

= Capitulo 1. Justificacién.
Presenta la motivacién y la justificacion del presente Trabajo de Fin de Méster y describe
los diferentes capitulos que lo componen.

= Capitulo 2. Introduccion.
Expone el estado del arte del silicio poroso y de la liberacién controlada de farmacos. Mas
concretamente se centra en el proceso de fabricaciéon mediante ataque electroquimico, la
funcionalizacion y la carga de dicho nanomaterial y en su uso como sistema para tratar

enfermedades como el cancer.

= Capitulo 3. Objetivos
Describe los diferentes objetivos del proyecto, tanto el general como los especificos.

= Capitulo 4. Metodologfa.
Describe los materiales y métodos que se emplean para los distintos procesos que componen
el desarrollo, la caracterizacion y la validacion de las nanoparticulas fabricadas, especifican-
do las caracteristicas de cada uno.

= Capitulo 5. Resultados y discusion.

A partir de la metodologia establecida, se desarrollan distintos supuestos para la fabricacion
de las nanoparticulas. Asi se analizan las distintas alternativas propuestas y se estudia la
funcionalizacion y la carga de estas, mediante distintas técnicas de caracterizaciéon como de
pruebas experimentales. Del mismo modo, se determina, con la informaciéon obtenida tras
los ensayos correspondientes, si los pasos anteriores se han ejecutado correctamente y cudl
es la viabilidad celular cuando se emplean las nanoparticulas para atacar un cultivo celular
Canceroso.
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= Capitulo 6. Conclusiones y trabajos futuros.
Con todos los resultados obtenidos en los diferentes capitulos, se analizan y se presentan las
principales conclusiones y los posibles futuros trabajos que permitan ampliar las funcioa-
lidades y las aplicaciones de las nanoparticulas de silicio poroso asi como posibles mejoras
en el desarrollo empleado.






Capitulo 2

Introduccion

2.1 Nanotecnologia y nanomedicina

La nanotecnologia es un area cientifica multidisciplinar que se fundamenta en el estudio, el diseno,
la fabricacién y la sintesis de sistemas o dispositivos a nivel molecular y que su forma y tamano se
encuentren en la escala nanométrica, es decir, deben presentar dimensiones entorno a los 100 nm
o inferiores [6] [7]. Recientemente, la comprension ante las modificaciones de las propiedades de
los materiales macrométricos a los nanométricos ha aumentado. Por tanto, se han desarrollado
nuevos enfoques y técnicas, algunos de los cuales se destinan a la mejora de la calidad de vida
de las personas |[8].

Las ventajas principales de la nanotecnologia son que, al minuturizar los materiales y las estruc-
turas se pueden obtener componentes mecanicos, quimicos y/o biolégicos con propiedades mas
interesantes que las del material puro inicial. Esto se debe en parte a que poseen comportamien-
tos distintos de autoordenacién y ensamblaje bajo el control de las fuerzas moleculares diferentes
a las de los objetos macroscopicos.

La nanomedicina es la aplicacién de la nanotecnologia para satisfacer fines médicos. De este
modo, la meta a seguir en la nanomedicina es determinar y definir procedimientos guiados que
permitan ocuparse de problemas clinicos que son criticos y peligrosos para la vida de los seres
vivos. Esto conlleva el entendimiento de los procesos patofisiologicos que influyen en el origen y
en el transcurso de una enfermedad determinada ya que es necesario para poder actuar.

Uno de los motivos por el cual es interesante aplicar la nanotecnologia a la medicina es que,
debido al tamafio nanométrico, se facilita la entrada de estos sistemas en las células [9]. Por
tanto, si los nanosistemas fabricados tienen dimensiones similares o inferiores es mas sencillo que

los endociten y actien sobre las células daninas.

La nanomedicina abarca distintas dreas multidisciplinares de la medicina tal y como se observa
en la tabla 2.1. Su uso y su forma pueden ser distintos dependiendo del ambito al que se destinen.
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Tabla 2.1: Aplicaciones de la nanotecnologia en la medicina. Definicion de las siglas: Imagen de resonancia
magnética (MRI), Tomografia de emision de positrones (PET), Tomografia computerizada (CT), Nanoparticulas
de oro (AuNPs).

‘ Diagnéstico ‘ Terapéutico ‘ Liberaciéon controlada ‘ Regenerativa
MRI Antimicrobiales Poliméricas AuNPs
PET Terapia de cancer Liposomas Nanohidroxiapatita
CT Terapia antidiabética Micelas
Biosensores Hibridas

A continuacion, se exponen los sectores médicos principales que comprende la nanomedicina [10].
En primer lugar, el drea referente a la liberacion de farmacos y la ingenieria tisular se centra en el
desarrollo de biomateriales en la escala nanométrica que tienen como finalidad disenar sistemas
de trasporte y entrega de medicamentos de una forma controlada [11].

La segunda rama es el diagnéstico de patologias. Estas se detectan a nivel celular o molecular
mediante el uso de nanobiosensores, puesto que estos pueden detectar los analitos determinados
con una alta sensibilidad, en base a un reconocimiento biomolecular especifico y de modo rapido
y directo [12] .

En dltimo lugar, se encuentra el a&mbito relacionado con la terapia y el diagnéstico, también
conocido como teragnostico. Este ambito se focaliza en el desarrollo de nanomateriales que lleven
a cabo, simultaneamente y de forma controlada, la deteccion e identificacidon de las patalogias,
asi como, la liberacion de las moléculas terapéuticas [13].

Con lo expuesto se determina que uno de los campos mas ampliamente estudiado y con mayor
potencial futuro es el de la aplicaciéon de la nanomedicina al tratamiento de enfermedades. Méas
concretamente, se suele enfocar al tratamiento del cancer debido a la disminucion de los efec-
tos secundarios respecto a técnicas convencionales. Es por ello, que es relevante analizar dicho
supuesto.

2.1.1 Nanomedicina aplicada al tratamiento del cancer

El cancer sigue siendo uno de los mayores problemas de salud a nivel global [14]. Este incluye
un conjunto de enfermedades generadas por el crecimiento desordenado y la proliferacion de
células malignas que tienen la capacidad de invadir o extenderse a otras zonas del organismo. La
prevision del aumento de los casos de dichas enfermedades es esperable pero la tasa de mortalidad
ha disminuido en los tltimos anos debido al entendimiento y al estudio de la biologia tumoral y
al progreso de los dispositivos de diagnostico y los tratmientos empleados [15].

Uno de los principales dilemas es que, generalmente, en los tratamientos convencionales no se
ataca selectivamente a las células cancerosas sino que se agrede a todas las células del organismo
con los farmacos de la misma manera. Algunos inconvenientes que se suplirian y que presentan
terapias como la quimioterapia son su baja biodisponibilidad, la elevada concentracién de sus
dosis, el desarrollo de resistencia a numerosos medicamentos y la falta de especificidad [16]. En
la figura 2.1 se muestran las diferencias principales entre las terapias convencionales y las que
buscan una manera mas selectiva y especifica para actuar.
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Figura 2.1: Comparacion entre el uso de las terapias sistémicas y las localizadas. Adaptado de [17] .

Debido a lo expuesto, se deben estudiar alternativas que permitan atacar selectivamente las
células tumorales pero reduciendo el impacto en las células sanas evitando al maximo la toxicidad
colateral que sufren [18]. La nanomedicina ha brindado la oportunidad de crear una nueva era en
la administracion de farmacos, puesto que, ha mejorado los indices terapéuticos de las sustancias
farmacolégicas mediante el diseno apropiado de las nanoparticulas.

En la préctica clinica se han empleado distintos nanosistemas que se resumen en la figura 2.2.
La clasificaciéon mas general de estos son dependiendo de si las nanoparticulas son orgénicas o
inorgénicas. En la figura 2.2 los nanotransportadores basados en polimeros, los conjugados de
farmacos y los nanotransportadores lipidicos son orgénicos.
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Figura 2.2: Clasificacién de los nanosistemas mas empleados en la nanomedicina.

Aunque algunos nanosistemas hayan sido usados en pacientes todavia la mayoria de las terapias
se encuentran en ensayos de fase 1. Posteriormente, en ensayos clinicos més avanzados (de fase

2y 3) se estudian las indicaciones especificas de la enfermedad [19].

La primera generaciéon de nanofdrmacos estd compuesta por aquellas sustancias desarrolladas en
las altimas dos décadas. Estas han tenido un alto grado de aprobacién por parte de los clinicos.
El primer farmaco es el Doxil que es doxorrubicina liposomal desarrollado el 1995 y uno de los
més recientes es el Onivyde que es irinotecan liposomal y es del 2015.

La proxima generaciéon se debe centrar en objetivos como la mejora de la especificidad ante
el tejido canceroso. No obstante, algunas trabas actuales que impiden su rapido desarrollo son
la identificaciéon de los biomarcadores espécificos, el aumento de la sintesis y la caracterizacion

reproducible.

Hay dos orientaciones principales para conducir y aglomerar los sistemas nanométricos dentro de
las células cancerosas: la focalizacion pasiva y la activa [20]. En la figura 2.3 se observan ambos
supuestos.
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Figura 2.3: Esquema de las principales estrategias para el tratamiento del cancer empleando nanoparticulas:
pasiva y activa. Adaptada de [19]

Por una parte, uno de los motivos por los que las nanoparticulas son una alternativa favorable
es por el efecto de permeabilidad y retencion mejorada (EPR) que permite una elevada concen-
tracién de estas en dreas especificas donde se encuentran los tumores y que conforma el efecto
pasivo. Respecto a la orientacion activa, el fundamento reside en que el reconocimiento y la union
de las nanoparticulas y el tejido tumoral se lleva a cabo a través de la fijacion de los ligandos
espécificos de la superficie de estas a las células.

2.2 Silicio poroso

El Silicio Poroso (pSi) es un nanomaterial que se ha estudiado para una extensa variedad de
aplicaciones. Entre estas destacan los usos en microelectronica, optoelectronica, sensores quimicos
y biolégicos, asi como en dispositivos biomédicos [21] [22]. De hecho, recientemente, es uno de
los materiales que ha captado més la atencién para su aplicaciéon en el &mbito de la biomedicina.

El silicio como material puro ya tiene propiedades interesantes para su aplicacién en distintos
campos. No obstante, cuando se reduce el tamano de dicho material a uno nanométrico, las
modificaciones estructurales afectan a las caracteristicas del material y permiten que su uso sea
6ptimo para otras areas que, inicialmente, no lo era [23].

Algunas de las caracteristicas que presenta el pSi frente al silicio como material puro son muy
interesantes, tales como la facilidad de fabricacién debido a su amplio estudio y conocimiento,
propiedades fisicas y Opticas especiales, adaptabilidad de la estructura morfologica a medida
y posible mejora de la superficie mediante reacciones quimicas [24] [25]. Algunas de estas se
muestran en la figura 2.4.

11
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Figura 2.4: Esquema de las mejoras aportadas cuando se fabrica el silicio poroso con respecto al material puro.

2.2.1 Técnicas de fabricacion

El pSi se puede producir a través de distintos métodos de fabricacion [26]. Sin embargo, hay
algunos procedimientos méas usados que otros debido a las ventajas que ofrecen.

2.2.1.1 Anodizacion

La técnica de fabricacién més empleada es la anodizacién. Esta se basa en atacar electroquimi-
camente una oblea de silicio con un electrolito mediante la aplicaciéon de un campo eléctrico [27].
De esta manera, se emplean electrolitos con elevado poder de reduccién, puesto que la finalidad
del ataque es extraer un atomo de la red cristalina del silicio para formar un compuesto de este
elemento.

Los banos electroliticos que se usan son basados en disoluciones de agua y fluoruro de hidrégeno
para conseguir acido fluorhidrico (HF) ya que el flior es el elemento mas electronegativo [28].

La configuraciéon y el montaje de la anodizacion del pSi pueden ser de distintas maneras puesto
que depende del grado de automatizacién y control que se desee para el ataque electroquimico.

En primer lugar, la configuracion mas sencilla es la que se ilustra en la figura 2.5 y se compone
de una oblea de silicio que funciona como anodo y un material que actia como catodo. Estos se
sumergen en el bano electrolitico y se aplica una corriente entre ambos electrodos, de tal manera
que la capa de pSi se forme en la superficie de la oblea de silicio.

12
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Figura 2.5: Configuraciéon de una celda electroquimica sencilla para la anodizaciéon del pSi.

Como se ha mencionado, el electrolito esta formado por una disolucién de HF y, ademaés, se anade
un agente reductor de la tension superficial como el etanol [29]. El objetivo de este es mejorar
la homogeneidad del ataque ya que permite reducir la formacion de burbujas de hidrégeno y
mejorar la penetracion del bafio electrolitico en los poros [26].

Respecto al catodo, suele estar fabricado con platinio (Pt) y la celda electroquimica de teflon
(PTFE) ya que ambos son resistentes al HF y, por tanto, no reaccionan con él. Otro equipamiento
fundamental es la fuente de corriente, puesto que es la que distribuye el campo eléctrico que se
requiere para que se lleven a cabo las reacciones necesarias para la anodizacion.

La complejidad del montaje se debe aumentar cuando es necesario una mayor uniformidad tanto
en la porosidad como en el grosor de la capa de pSi. En este caso, la oblea de silicio se encuentra
en contacto, por una de las superficies, con un material conductor que acttia como 4dnodo, por
ejemplo, el cobre. Asi, el silicio solo se ataca por uno de sus lados pero la capa que se produce es
més homogénea que en el supuesto anterior. Generalmente, el contacto con el metal se realiza en
la parte posterior de la oblea, teniendo en cuenta la importancia de que dicho contacto eléctrico
sea bueno.

Ademiés de lo expuesto en el parrafo anterior, se pueden usar celdas de doble depdsito para
garantizar el buen contacto eléctrico de la cara posterior. Estas celdas se diferencian de las
anteriores en que la oblea se encuentra rellena con HF en ambos lados tal y como se aprecia en
la figura 2.6.

El HF es conductor, por lo que al aplicar una corriente entre los comentados dnodo y cétodo,
por un lado aparece un flujo de huecos hacia la oblea, y por otro, se disocia el HF, apareciendo
iones fluor cargados negativamente. Al llegar estos a la superficie de la oblea de silicio, con carga
positiva, se produce el ataque.

13
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Figura 2.6: Celda de doble deposito para la anodizaciéon del pSi.

En los ensayos realizados se han apreciado dos reacciones distintas para la produccién de los
poros durante el ataque. La disolucién puede ser directa o indirecta.

Primeramente, la disolucion directa del silicio (ecuacion 2.1 y figura 2.7) esta relacionada con la
formacién de pSi en soluciones de base acuosa y la valencia de disolucién es cercana a dos. Esta
se produce cuando existen cargas libres, h™, que desencadenen que el fltior y el silicio reaccionen.
En este caso el silicio se disuelve directamente. El producto que se obtiene en esta reacciéon se
disuelve en la disolucién electrolitica y se libera hidrégeno en estado gaseoso.

Si+6F~ +2H" +2ht — SiFy + Hy (2.1)
H HH £ H F
—&i—&i—gi— H H F \H
H |-I\‘::‘>i/|_| H H ‘,;\Sl/ H e H \Si/ H
i Nsit — a7 si” =8 oi” si”
= S / AN N R, X
Ce l-ﬂ—,
F. F < F
F© OF Heel 7 g Ht Nsi” >SI\
1
H\ ,H H\ ,H -~ ~ / \\ / \
+2H" + SiFg /S'\ %

® hole

Figura 2.7: Mecanismo de reaccion para la formacion de estructuras porosas en silicio [23].
Por otra parte, la oxidacién del silicio y disolucion consta de dos fases y esta asociada al electro-

pulido o al grabado en solucién acuosa. Ademas, la valencia de disolucion es de cuatro y no se
genera hidrégeno en el 4nodo.
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En primer lugar, se produce la oxidacion del silicio (ecuacion 2.2) debido a la presencia de
oxigeno. Este proviene principalmente del agua que junto al fluoruro de hidrégeno forman el
4cido fluorhidrico que actta como electrolito.

Si+2Hy0 + 4h™ — SiOg + 4H' + de™ (2.2)

En segundo lugar, el 6xido formado que se encuentra en la superficie de la oblea reacciona con el
fluor de la disolucion electrolitica y que no habia participado en la disolucion del silicio (ecuacion
2.3).

SiO9 + 6F~ +6HT — HySiFg 4+ 2H20 (2.3)

En consecuencia, se pueden extraer dos conclusiones principales de dichas reacciones. Una es que
la disolucién requiere de HF y de huecos y, la otra, que durante el ataque se genera una evolucién
temporal del hidrogeno en la capa que se estd formando de pSi. Estas hay que tenerlas en cuenta
principalmente a la hora de elegir la configuraciéon y el montaje por seguridad.

Ademiés de tener presente lo expuesto con anterioridad, existen distintos parametros fundamenta-
les en el proceso de fabricacién del pSi. Estos van a determinar las caracteristicas de la estructura
disefiada:

= Concentracién de HF: con altas concentraciones de HF se consiguen poros de menor didme-
tro medio pero en mayor densidad. En cambio, a méas bajas concentraciones se obtiene una
menor cantidad de poros pero con un mayor didmetro. Ademas, la concentracion de HF
afecta a la densidad de corriente de tal forma que si dicha concentracion es muy baja dis-
minuye la corriente a la cual se realiza el pulido de la oblea. Por ello, el rango de corrientes
a utilizar es inferior cuando la [HF| disminuye.

= Densidad de corriente: una mayor densidad de corriente crea estructuras con mayor poro-
sidad. En contraposiciéon, cuando la densidad de corriente es menor se favorece la interco-

nexién de los poros.

= Dopado de la oblea de silicio: las obleas pueden estar dopadas positivamente o negativa-
mente. Estas primeras serfan las que estdn dopadas con iones que contienen cargas positivas
(huecos) y las segundas estan dopadas con cargas negativas (electrones) [30]. En ambos ti-
pos se pueden realizar estructuras porosas pero hay que tener presente que en las reacciones
del ataque electroquimico las cargas necesarias son positivas. Es por ello que si se emplean
obleas de silicio tipo n se debe iluminar la cara posterior de la oblea para obtener suficientes
huecos para que se puedan llevar a cabo las reacciones del ataque. Ademas, dependiendo
del tipo de oblea es més probable que se consigan unas estructuras porosas determinadas.
Hay que tener en cuenta la resistividad de la oblea. Menor resistividad da lugar a ataques
més uniformes, y a capas con una mayor densidad de poros. El grado de dopado y la resisti-
vidad son inversamente proporcionales, es decir, una oblea fuertemente dopada presentaréi

una resistividad menor.
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= Catodo: idealmente el campo eléctrico deberfa ser uniforme en toda la superficie del silicio.
Hay que tener en cuenta la forma que este presente ya que, por ejemplo, los catodos con
forma de espiral o planos ofrecen una mayor uniformidad que los catodos puntuales. Ademas,
este debe ser de un material resistente al HF como el platino.

Estos parametros determinan otras caracteristicas como la velocidad de ataque. Esta depende
de la densidad de corriente y determina el tiempo de ataque. Densidades de corriente elevadas
conllevan velocidades de ataque también mayores.

La relacién entre los distintos pardmetros permite obtener ataques distintos y, por tanto, conse-
guir capas de pSi diferentes dependiendo de las caracteristicas necesarias para la aplicacion que
vaya a tener. Por ejemplo, bajas densidades de corriente junto con bajas concentraciones de acido
fluorhidrico aumentan las irregularidades de forma y de longitud entre los distintos poros. En
cambio, si el ataque se produce con densidades de corriente demasiado elevadas puede favorecer
los efectos de borde [30].

Ademas de los parametros expuestos anteriormente, en el caso de la anodizacion, hay que tener en
cuenta la orientacion cristalografica de la oblea, la temperatura, el tiempo de ataque, la agitacion
del electrolito, entre otros.

La clasificacion principal que se sigue es la que separa teniendo en cuenta el tamano del poro
promedio. Segun este las capas de pSi que se formen pueden ser [24]:

= Microporosas: < 5nm
= Mesoporosas: 5 — 50nm

= Macroporosas: > 50nm

Finalmente, en la anodizacién y en otros métodos de fabricacién se emplean electrolitos o diso-
luciones que mojan las capas fabricadas de pSi. Consecuentemente, después de la fabricacién se
deben secar para eliminar los residuos que pueden estar contaminadas de sustancias peligrosas
como el HF.

El control del secado es importante ya que puede deteriorar la morfologia de las estructuras
porosas. Fundamentalmente, las que presenten una elevada porosidad superior al 80 % vy, en con-
secuencia, sean mas fragiles son las mas probables a sufrir danos ya que no tienen una resistencia
mecdanica elevada. En cambio, las capas con porosidades inferiores al 80 % se pueden secar en el
laboratorio o mediante la aplicacién de nitrégeno.

2.2.1.2 Otros métodos

Aunque la anodizacion es la técnica méas empleada para fabricar el pSi existen otras alternativas
menos frecuentes.

En primer lugar, se encuentra el stain etching que ha sido estudiado ampliamente y este método
se basa Gnicamente en reacciones quimicas y no es necesario aplicar ninguna corriente adicional
[31]. Asi se determiné que la velocidad de crecimiento de la capa de pSi es proporcional a la
concentracién de acido nitrico que se emplea. En cambio, se observd que dicha velocidad era
independiente de la resistividad del sustrato. Para que se produzcan los poros en la oblea de Si
se usan soluciones acuosas de HF y de HN O3 ya que asi se producen reacciones catddicas que
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generan NO. Sin embargo, si se compara con el ataque electroquimico, este proceso de fabricacion
no permite obtener capas de espesores tan variados ni se pueden reproducir con tanta eficiencia,
por tanto, tampoco se consiguen capas tan uniformes y homogéneas.

El grabado litografico es una técnica que requiere de una oblea de silicio en la que se graban
agujeros mediante un proceso litografico. Asi el silicio es atacado en las zonas donde se han
grabado previamente los huecos.

Por otra parte, el grabado fotoquimico se lleva a cabo mediante una iluminacién intensa de la
oblea que es la que extrae los electrones del Si para conseguir los poros [32]. Aunque presente
inconvenientes similares a los del método anterior, es una técnica muy empleada para fabricar
estructuras pequenas sin requerir de herramientas litograficas.

2.2.2 Modificaciones quimicas de la superficie

El pSi fabricado mediante anodizacién presenta unas terminaciones de enlaces de hidrégeno que
consisten en hidruros Si — H, Si— Hs y Si— Hs. Tras la sintesis del material poroso se observan
impurezas en la superficie de este. Las principales son el oxigeno y el fluor [25].

Debido a que los hidruros son especies reactivas para algunas aplicaciones es necesario evitar la
veloz degradacion del pSi en medios acuosos. Como consecuencia, la superficie se debe tratar y
para ello existen distintas técnicas que se exponen a continuacion.

2.2.2.1 Oxidacion

El aire o el agua son dos sustancias propensas a oxidar la superficie del pSi, lo que conlleva una
rapida degradacion en medios acuosos y que algunos sufractantes aceleran [33]. Mediante distintos
oxidantes, tanto quimicos como electroquimicos, se pueden crear enlaces Si-O para estabilizar la
superficie del pSi [34].

La oxidacién térmica en aire permite conseguir un 6xido relativamente estable, especialmente si
la reaccion se lleva a cabo a temperaturas superiores a 600°C. Los quimicos mas empleados son
los oxidantes suaves ya que mejoran la estabilidad mecénica de las capas. Generalmente, estos
atacan los enlaces Si-Si que son los mas reactivados puesto que, son los més tensos. Algunos
oxidantes quimicos suaves son el dimetilsulfoxido (DMSO), la benzoquenona y la piridina.

El caso del DMSO se aprecia en la figura 2.8. De hecho, el DMSO se puede usar con la intencion
de agrandar las estructuras porosas debido a la combinacién de dicho oxidante con la disolucién
del 6xido recién formado por el HF.

H H H H
*_33._5./ ~ Dbmso ‘_.\sr”"'o\s./' ,,
si“el “si ~(CHa)2S Si\f‘ \’_‘"Si
Si | Si Si

Figura 2.8: Creacion de enlaces Si-O para estabilizar la superficie del pSi [6].
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La oxidacién proporciona hidrofilia a los poros, lo cual permite la incorporacién y adsorcién de
aquellos farmacos o biomoléculas hidrofilicas dentro de las estructuras porosas. Del mismo modo,
si la oxidacion se lleva a cabo en presencia de distintos iones, como el Ca?T, el pSi se modifica
y se genera una forma calcificada de este que es realmente interesante en aplicaciones in vivo ya
que es bioactiva [35].

2.2.2.2 Estabilizacion mediante enlaces Si-C

La unién entre el Si y el carbono (C) crea unos enlaces muy estables. De hecho, los enlaces Si-C
tienen una mayor estabilidad cinética que los enlaces Si-O debido a la baja electronegatividad
del C [6]. La formacion de dichas uniones se pueden realizar mediante distintas técnicas como la
hidrosililacién o el injerto quimico o electroquimico.

Por una parte, los enlaces Si-C se suelen forman en estructuras porosas que terminan en hidru-
ros mediante hidrosililacién como es el caso del pSi. Dicha técnica se basa en la reaccion de un
alqueno, generalmente un alqueno terminal, o un alquino que presente enlaces Si-H. Mas con-
cretamente, en el supuesto del pSi, la presente reaccién se puede llevar a cabo de forma térmica
[36], fotoquimica [37] o por catalizado por acido de Lewis [38]. En la figura 2.9 se esquematiza
la funcionalizacién de la superficie del pSi creando enlaces Si-C.

[y b
A

5 b ——
Y

S
i Si sV g
Si Si

Figura 2.9: Funcionalizacion de la superficie del pSi [6].

La hidrosililaciéon térmica permite unir un nimero elevado de grupos funcionales organicos a la
superficie del pSi siempre que este contenga especies Si-H para que puedan reaccionar con un
alqueno terminal en el fragmento organico [6]. En consecuencia, es recomendado realizar esta
reaccion en la mayor brevedad posible desde que se haya fabricado el pSi. Asi se evita que este
se contamine de sustancias como el agua o el oxigeno y que al unirse a los enlaces hidruros de la
superficie, estos desaparezcan a favor de la creacién de enlaces Si-O, por ejemplo, y no permita

la reaccién con el alqueno terminal.

Por otra parte, el método de grafting quimico o electroquimico permite realizar reacciones que
en la hidrosililacién no se pueden hacer, como, por ejemplo, la unién de un grupo metilo a la
superficie del pSi (figura 2.10). Ademads, otra ventaja es que debido a la facilidad en que se hacen
reaccionar los haluros de alquilo con los enlaces Si-H de los poros, se mejora la estabilidad y se
preparan biointerfaces para aplicaciones biomédicas posteriores.
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Figura 2.10: Funcionalizacion de la superficie del pSi mediante grafting quimico o electroquimico [6].

Un aspecto relevante a tener en cuenta es que las modificaciones no cubren el 100 % de la superficie
va que solo une los grupos funcionales a esta. Se ha comprobado mediante el uso de espectros
infrarrojos que después de la reaccién todavia hay grupos Si-H residuales. Sin embargo, se pueden
aplicar reacciones que minimizan dichas especies residuales como se aprecia en la figura 2.11.

H H R H R CH,
| | +em | | +ecHyl |

! Si, .Si Si, ——= g Si.,
sV si7 )i sV s NS sy g7 NS

Figura 2.11: Reacciones para minimizar las especies residuales de los grupos Si-H [6].

La mejora en la estabilidad del pSi reside en que el enlace Si-C es cinéticamente inerte debido a
la baja electronegatividad del C. Del mismo modo, las especies orgénicas que se suelen unir son
cadenas de ocho o més carburos lo que conlleva que sean lo suficientemente hidrofébicas como
para que el pSi no se diluya en medios acuosos de la manera que s{ que ocurre si no se encuentra

modificado quimicamente.

Mas concretamente, una de las estructuras més estables del enlace Si-C es aquella que se consigue
cuando se reacciona el pSi con acetileno en fase gaseosa. Esto genera un material altamente
carbonizado que se conoce como TCPSi [39].

2.2.2.3 Funcionalizacion de la superficie

Los métodos que se han expuesto previamente se basan en la adhesiéon en la superficie de las
estructuras porosas de hidrocarburos alifaticos o arométicos. Sin embargo, generalmente dichas
modificaciones no permiten agregar nuevas especies para su aplicacion en el Ambito biomédico.

Ademas, la formacion de enlaces Si-O o Si-C sirven para estabilizar el pSi y que no se disuelva en
medios acuosos pero no evita que dichos enlaces se produzcan uniones no especificas con algunas
proteinas u otras especies quimicas.

Una de las estrategias méas ampliamente usadas debido a su sencillez es la hidrosilacién mediante
acido undecilénico. Esta permite la reaccion entre los enlaces Si-H superficiales y el acido, creando
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grupos carboxilo en la superficie del pSi, tal y como se muestra en la figura 2.12. Dichos grupos ya
son funcionales y pueden ser activados posteriormente para ser modificados con otras sustancias.

Si Si,
S A 0 120°C  Sia 0
.VS\—H + W/\/\)I\ SE—— éi\/\/\/\/\)L
/ OH / OH
Aci Han: 24 h :
Si cido undecilénico Si

Figura 2.12: Proceso de funcionalizacién de la superficie del pSi mediante el uso del dcido undecilénico.

Uno de los enlazadores que se suelen emplear es el polietilenglicol (PEG), puesto que actia como
una puerta molecular ya que al tratarse de una cadena corta produce una estructura hidrofilica
que permite que pasen biomoléculas dentro o fuera de las estructuras porosas sin que sea una
unién muy fuerte. De este modo, el extremo interno se une a los grupos de la superficie del pSi y
el extremo distal queda libre para poder acoplar otras especies tales como farmacos, anticuerpos
o proteinas.

Como se ha expuesto, la estabilizaciéon de la superficie del pSi se consigue mediante la sustitucion
de los enlaces hidruros por Si-O o Si-C. No obstante, existen algunos casos en que es mas favorable
generar una clase de uniones u otras.

Mientras que las estructuras con enlaces Si-C son robustas y versatiles, las quimicas que implican
enlaces Si-O representan una buena alternativa por dos razones principales. Por una parte, para
la mayoria de las aplicaciones relacionadas con la liberacién controlada de farmacos a corto plazo,
es decir, desde unos 20 minutos hasta unas pocas horas, es preferible las estructuras con Si-O
va que se corresponde con el tiempo en que estas sustancias con estables en medios acuosos.
Ademas, otra es que al no contener productos quimicos estabilizadores adicionales existe una
menor probabilidad de que se produzcan efectos secundarios toxicos o antigénicos [6].

En contraposicién, si el material debe ser estable in vivo durante periodos prolongados de tiempo,
tales como una liberacién controlada prolongada o un biosensor in wvivo, es més aconsejable el
uso de estructuras con uniones Si-C debido a su estabilidad cinética.

2.2.3 Aplicaciones biomédicas

En adicién a las ventajas propias y comunes de los materiales mesoporosos, cabe destacar otras
caracteristicas que le amplian sus utilidades a una variedad extensa de aplicaciones. Las princi-
pales son su comportamiento semiconductor, las técnicas altamente desarrolladas para la fabri-
cacién del silicio como material puro y la oportunidad de disenar distintas estructuras épticas
adaptables a su uso [26].

Concretamente, una de sus aplicaciones més destacadas y prometedoras es como material para la
administracion controlada de farmacos. Algunas de las caracteristicas mas interesantes son que al
fabricarse mediante el ataque electroquimico se pueden construir tamanos de poros y volimenes
a medida. Esto se debe a que dependiendo de los pardmetros, tipo de oblea y de las condiciones
que se seleccionen para realizar la sintesis se pueden obtener poros de distinta morfologfa.
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2.2.3.1 Biocompatibilidad

Un aspecto fundamental para el uso del Si en el sector biomédico es su alto grado de biocom-
patibilidad. Esto se debe a que este es un oligoelemento esencial relacionado con la salud de los
huesos y del tejido conectivo [40].

No obstante, hay algunas sustancias quimicas que son téxicas y que se pueden generar a partir
del pSi como el silano (SiHy) y los 6xidos de silicio. Algunas de las principales reacciones de
dichas especies quimicas se muestran en las ecuaciones 2.4, 2.5 y 2.6.

Anteriormente se ha expuesto como después de fabricarse el pSi presenta enlaces Si— H, Si— Hy
y Si — Hj en la superficie que se trasforman rapidamente en silano [41], el cual es una especie
muy reactiva y toxica.

SiHy + 2H50 — Si09 + 4H (2.4)

Del mismo modo, los enlaces hidruro se oxidan velozmente y de forma espontanea en contacto
con medios acuosos derivando en 6xido de silicio, el cual crea una superficie més pasiva.

Si+ Oy — Si0q (2.5)

El Si0O5 en contacto con el agua crea varios compuestos como el acido silicico con el ortosilicato
y estos compuestos son toxicos si se presentan en dosis altas. Si la concentracién no es elevada,
el organismo es capaz de controlar y expulsar el acido silicico.

Si09 + 2H50 — SZ(OH)4 (2.6)

De hecho, las modificaciones quimicas de la superficie del pSi expuestas en la subseccién 2.2.2 son
necesarias para que el material conserve sus propiedades, tanto fisicas como quimicas, aunque
esté bajo condiciones adversas #n vivo como son las del organismo relativas al pH, la actividad
enzimética o la salinidad.

2.2.83.2 Biosensor

Una de las primordiales aplicaciones del pSi en el sector biomédico es como biosensor. Un bio-
sensor [42|[43] es un dispositivo analitico capaz de detectar substancias, llamadas analitos, con
una alta sensibilidad, en base de un reconocimiento biomolecular especifico y de modo rapido y
directo. Esta identificacién se lleva a cabo mediante un transductor que se une a las moléculas
bioldgicas. El reconocimiento del analito por el elemento biolégico proporciona una sefial directa
en el transductor sin necesidad ningin marcaje adicional.

Los biosensores estan formados por dos partes principales (figura 2.13): el receptor bioactivo y
el transductor fisicoquimico. El receptor es el componente que tiene la funcién de detectar el
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analito de interés dentro de la muestra global. En cambio, el transductor es el componente que
se encarga de convertir dicha detecciéon en una senal cuantificable [44][45] [46].

Analito
@) Transductor

P D/ fisicoquimico
Receptor { N\ | —— Senal

bioactivo w ’,"

Figura 2.13: Esquema ilustrado de los elementos fundamentales de un biosensor.

Los sensores 6pticos son uno de los mas usados debido a la posibilidad de disenar estructuras
6pticas multicapas. En general, el principio de los biosensores 6pticos se basa en un aumento
del indice de refraccién de la estructura foténica tras la infiltracién de los analitos en los poros
[24]. Es decir, la deteccion del analito es la que provoca un cambio en las propiedades Opticas
del biosensor que puede ser medida y analizada.

La aplicacién del pSi como biosensor ha sido ampliamente estudiada y analizada en el NTC.
Es por ello que se va a proceder a adaptar las recetas de fabricacién que se emplean para el
desarrollo de los biosensores para obtener nanoparticulas que se empleen en otros sectores como
en la liberacion controlada de farmacos.

2.2.8.3 Liberacion controlada de farmacos

Las principales caracteristicas que presenta el pSi como sistema a emplear en la administraciéon
de farmacos son su baja toxicidad, sus propiedades de degradacion y la solubilidad de las especies
que se generan cuando se degrada. Un aspecto importante es que en la mayoria de las ocasiones
el principal problema de la liberacién controlada de farmacos es la velocidad y el tiempo en el
que se degradan y se reabsorben.

Como se ha mencionado anteriormente en la subseccion 2.1.1, el tratamiento del cancer es una
de las dreas donde el pSi tiene una mayor proyecciéon. La morfologia que presenta el pSi para las
aplicaciones en dicho sector es como nanoparticulas. Mas concretamente, si se desea que estas
sean endocitadas por las células y que actien dentro de estas para, por ejemplo, liberar la sus-
tancia que alberguen, es necesario que las dimensiones de las nanoparticulas sean de 200-300 nm
o incluso inferiores. Ademas, seran mesoporosas para poder funcionalizarlas, cargarlas y unir la

puerta molecular de forma apropiada.
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2.3 Nanoparticulas

El impacto de las nanoparticulas (NPs) en los sistemas biologicos depende de distintos factores
tales como del tamafio, la naturaleza quimica, la composicién, la solubilidad, la morfologia, la
estructura superficial y de la agregacion [9].

En la subseccion 2.1.1 y, mas concretamente, en la figura 2.2 se han mostrado los principales
nanosistemas que se usan en la nanomedicina. L.a mayoria de estos son nanoparticulas debido
a la utilidad de estas por tener tamanos similares a las células donde, en general, tienen que
actuar.

2.3.1 Nanoparticulas de silice mesoporosa

Las nanoparticulas de silice mesoporosa (MSN) son unas de las més empleadas en la actualidad
dentro del &mbito de la liberacién controlada de farmacos. Ademas, estas se pueden considerar
que son las més parecidas a las de pSi. Por tanto, cabe esperar que los métodos y las aplicaciones
de estas se puedan adaptar con algunos ajustes pertinentes a las nanoparticulas de pSi.

Este nanomaterial se caracteriza por una distribucion de los poros regular y hexagonal [47]. La
silice mesoporosa se sintetiza segin se observa en la figura 2.14, el cual es un procedimiento sen-
cillo de llevar a cabo. Dependiendo de la concentracion de los sufractantes se sintetizan distintas
clases de MSN.

TEOS addition
. (hydralysis and silica
Micelle crganisation . T polycondensation)

(lyotropic liquid- \
crystalline hexagonal y &, d ,‘N
arrangement) 4 1 L3 oo

Micelle
formation

Inorganic mesostructured
solid/surfactant

Surfactant

molecule Removal of

surfactant

Mesoporous
silica particle

Figura 2.14: Esquema de la sintesis de las nanoparticulas de silice mesoporosa [47].

Ademas, estas nanoparticulas suelen presentar tamanos de diametro hidrodinamico entorno a los
100 nm o inferiores. Por tanto, son endocitadas rdpidamente por las células. Dependiendo de la
aplicacién esto es una ventaja o un inconveniente ya que para algunos usos las nanoparticulas
es més conveniente que se mantengan durante un periodo de tiempo més elevado en el torrente
sanguineo, por ejemplo.
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2.3.2 Nanoparticulas de pSi

En 2003 se elaboré el primer informe que empleaba pSi para la liberaciéon controlada de farmacos
[48]. En este se administraba el pSi a través de una barrera celular con insulina, la cual era
administrada a través de momnocapas de células Caco-2. El propédsito de dicho estudio era la
fabricacién de microparticulas de pSi cargadas con una proteina hidrofilica farmacolégicamente
activa junto con un potenciador de la permeabilidad. Aunque en estos ensayos no se empleaban
nanoparticulas sino microparticulas, si que se consiguié un mayor trasporte de fArmacos respecto
a otras técnicas que se usaban con mayor frecuencia.

A partir de ese momento, se han llevado a cabo un numero elevado de experimentos que han
demostrado las interesantes propiedades que ofrece el pSi para aplicaciones relacionadas con la
liberacion controlada de farmacos [49].

2.3.2.1 Despegue y rotura de las capas de pSi

La obtencién de NPs de pSi se realiza mediante el despegue y la rotura de las capas de pSi que
se han fabricado siguiendo alguna de las técnicas mencionadas en la subseccion 2.2.1.

En primer lugar, el despegue de la capa o de las capas fabricadas a través del ataque electro-
quimico se lleva a cabo mediante la aplicaciéon de una tltima densidad de corriente elevada. Es
decir, tras atacar la oblea de silicio con la receta de fabricaciéon disefiada para la estructura que
se desea, se aplica una intensidad que se conoce como corriente de despegue. Generalmente dicha
intensidad es elevada pero de corta duracion.

El fundamento de la corriente de despegue se basa en que tiene que ser suficiente para que la
relacion de entrega de huecos de la banda de valencia de la interfaz silicio/silicio poroso sea
superior a la tasa de transferencia de masa de iones fliior a esta interfaz [50]. Por tanto, los
principales parametros que se deben controlar son la concentraciéon de iones flior, la cual debe
ser baja, v la densidad de corriente.

Uno de los procesos para despegar la capa es el que se muestra en la figura 2.15. En primera
instancia, el pSi se forma debido a que la velocidad en la que se transporta el flior en la interfaz
es mas lenta que a la que se oxida el silicio. Sin embargo, cuando la concentracién de iones fltior
disminuye, en vez de generar SiFy se forma SiOs. Asi el HF del electrolito ataca al 6xido creado
en la interfaz entre el silicio y el silicio poroso y la capa porosa se libera del sustrato.
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(1) porous Si formation (2) oxide formation
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Figura 2.15: Proceso de despegue de la capa de pSi fabricada [50].

En segundo lugar, tras despegar la capa y que sea independiente se procede a romperla para
conseguir particulas de tamano nanométrico. La primera técnica que se empleé es la aplicacion
de ultrasonidos [51]. Esta es més economica y requiere de un menor tiempo que otras como la
litografia.

Dependiendo del tiempo de exposicién a los ultrasonidos el tamafio de los fragmentos de la capa
se reducira (figura 2.16). Asi la dimension media de las particulas puede fluctuar entre unas

micras y unos pocos nanémetros.
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Figura 2.16: Esquema de la fractura de las capas de silicio poroso cuando se sonican en el caso de una monocapa

(a,b,c) y en el de una multicapa (d,e).

En la figura 2.17 se observa una imagen de microscopia electronica de transmision (TEM) de
una capa de pSi fracturada mediante ultrasonidos. En esta se aprecia como la geometria de los
distintos fragmentos es desigual y presentan dimensiones entorno a los 200nm.

Figura 2.17: Imagen TEM de NPs de pSi [51].

Otra técnica que se puede emplear es el ball milling. Fn este método se emplea una bola de
metal, por ejemplo de acero, y se hace colisionar con la capa de pSi para que se fragmente en

porciones reducidas.
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No obstante, el solo uso del ball milling no permite llegar a tamanos nanomeétricos debido al tama-
no de la esfera. En consecuencia, una buena estrategia es emplear ambas técnicas en conjunto. Es
decir, en un primer momento se tiene la capa de pSi o fragmentos de esta de considerable tamano.
Por tanto, se puede aplicar el ball milling para reducir su magnitud. Posteriormente, cuando ya
se tienen porciones pequenas, se aplican los ultrasonidos para obtener las nanoparticulas. De este
modo, se reduce el tiempo respecto a si solo se emplean la técnica de sonicacion.

Finalmente, si las particulas deben tener unas dimensiones especificas se pueden centrifugar para
separarlas por tamafio o, directamente, se pueden filtrar. Hay que tener presente que en este
iltimo supuesto aquellas particulas que no sean del tamano deseado se quedardn en el filtro y
no podran ser utilizadas.

2.8.2.2 Carga de las NPs de pSi

El correcto uso del pSi en el 4rea de la administracién controlada de farmacos recae en gran
medida en una carga eficiente de la sustancia de interés en las estructuras porosas del material.
Esto conlleva que la carga se encuentre en su mayoria en los poros y no en la superficie externa.
El proceso de carga se suele llevar a cabo posteriormente o conjuntamente con el proceso de
funcionalizacién de las nanoparticulas.

Los tres principales métodos para cargar los materiales mesoporosos son la inmersion, la impreg-
nacién y la impregnacién de humedad incipiente. Estas técnicas se resumen en la figura 2.18.

En primer lugar, la inmersién es una técnica sencilla y ampliamente usada que se basa en la
inmersién de tanto las nanoparticulas como de la carga en una misma disolucién. De este modo, se
produce la adbosrcién de la sustancia por la superficie de las estructuras porosas del nanomaterial.
Las reacciones suelen tener una duracion desde una hora hasta varias horas. A continuacion, se
elimina el solvente y el exceso de la carga mediante centrifugaciéon o filtracion.

En segundo lugar, en la impregnacion la solucién que contiene la carga se mezcla con el material
poroso y, posteriormente, el disolvente se elimina mediante evaporacién. Respecto a la impreg-
nacién de humedad incipiente, se diferencia de la impregnacién en que se usa el mismo volumen
de la solucién que contiene la carga que el volumen de las estructuras porosas del material.
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Figura 2.18: Los tres métodos principales para la carga de materiales mesoporosos.

Por otra parte, existen tres categorias de carga mas especificas y que se emplean para las NPs
de pSi: unién covalente, atrapamiento fisico y adsorcién. Algunos de estos son procedimientos
similares a los mencionados en la subseccion 2.2.2 y que se emplean para estabilizar la superficie
del pSi.

Uno de los métodos més comunes de la unién covalente se basa en el enlace peptidico entre
el grupo amino de la molécula y el enlazador de acido carboxilico de la superficie del pSi. Es
decir, se emplea la hidrosililacién para unir el dcido undecilénico a los poros. El grupo acido
cabroxilico es activado posteriormente con EDC y NHS. De este modo la molécula se puede unir
covalentemente a este grupo acido activado mediante su grupo amina.
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La principal ventaja de esta técnica es que permite controlar la liberacién del farmaco. La tasa de
liberacién se puede especificar por la desunién de las moléculas o por la erosién del nanomaterial.

El atrapamiento fisico de la carga se puede realizar mediante la oxidacién del pSi. Dependiendo
de las caracteristicas de la sustancia quimica a cargar se puede bloquear mediante la oxidacién del
pSi o no. Es decir, si un farmaco es relativamente robusto cuando el pSi se oxida y pasa a SiO2,
se expande y aumenta en volumen debido a la reordenacién los dtomos de oxigeno adicionales
(figura 2.19).

Farmaco -»¢ @

Figura 2.19: Atrapamiento fisico del farmaco mediante la oxidacion del pSi.

Finalmente, el 0ltimo método es la concentracién de la carga mediante adsorcién espontanea
o adsorcion electroestatica. En esta se usan las fuerzas de atraccion negativas que presenta la
superficie de las NPs de pSi para extraer los atomos cargados positivamente de la soluciéon y
concentrarlos en la interfaz entre ambos. De tal manera la unién entre la especie quimica y las
NPs sea por la fuerza electrostéitica que producen dichas cargas.

Cabe destacar que este tltimo procedimiento inmoviliza las moléculas de forma mas débil que los
dos anteriores ya que estos tienden a retener los farmacos de una manera dificilmente reversible.
Asi, la adsorcién electroestatica es mas 1til para su aplicacion cuando es necesaria una rapida
administracion del farmaco. En contraposicion, las alternativas del enlace covalente o de la oxi-
dacién del pSi serian més apropiados para liberaciones que requieren periodos mas prolongados
desde dias hasta meses.
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Capitulo 3

Objetivos

3.1 Objetivos

El objetivo principal del presente trabajo es el desarrollo de nanoparticulas de silicio poroso para
su uso en ensayos de carga-liberacion de sustancias farmacolégicas. Puesto que la intenciéon es
emplearlas en células se requiere que las nanoparticulas presenten un tamano de unos 200-300nm
v que los poros tengan un didmetro aproximado de 5-8nm para poder albergar la sustancia
cargada.

De este modo, los objetivos especificos que se pretenden conseguir son los siguientes:

= Establecer una receta 6ptima para la fabricacion de las nanoparticulas de silicio poroso.
Concretamente, establecer una receta para el desarrollo de las monocapas y otra para las
multicapas. Asi como un procedimiento valido para su extraccion.

= Diseno, sintesis y caracterizacién de las nanoparticulas de silicio poroso.

» Funcionalizacién de la superficie de las nanoparticulas mediante una puerta molecular sen-
sible a proteasas.

= Carga del farmaco en las nanoparticulas funcionalizadas.
= Estudio de la liberacion controlada del farmaco.
= Calculo de la concentracion del farmaco en las estructuras porosas de las nanoparticulas.

= Validacion in vitro de las nanoparticulas en células HeLa: estudios de viabilidad e interna-
lizacion de las nanoparticulas.
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Capitulo 4

Metodologia

4.1 Sintesis de las nanoparticulas (NPs)

El diseno de las nanoparticulas se compone de una serie de procesos que permiten obtener
el resultado esperado. Es decir, unas nanoparticulas de silicio poroso (pSi) funcionalizadas y
cargadas con una sustancia y que se puedan emplear para la liberacion controlada de farmacos.

4.1.1 Sintesis de nanoparticulas de pSt

En primer lugar, se sintetizan las nanoparticulas a partir de la fabricacion del pSi. Posteriormente,
las capas de pSi se rompen obteniendo asi las NPs de pSi de interés. En la figura 4.1 se resumen
los cinco pasos béasicos que componen dicha sintesis:

1. Preparacion correcta y apropiada de la oblea de Si. Incluye pasos como el limpiado y la

eliminacién de las impurezas.
2. Fabricacién del pSi mediante el ataque electroquimico, teniendo en cuenta los requisitos.

3. Extraccion de la capa de pSi fabricada del sustrato con su posterior recogida en un recipiente
y un eppendorf.

4. Rotura de la capa de pSi en fragmentos nanométricos a través de distintas técnicas tales
como el ball milling y los ultrasonidos.

5. Finalmente, se obtienen las NPs de pSi preparadas para funcionalizarlas y cargarlas con el
farmaco apropiado.
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Preparacion de Fabricacion del pSi @ Despegue y recogida
la oblea de Si (ataque electroquimico) de la capa de pSi

— O
@ Obtencidn de las @ Rotura de las capas
NPs de pSi de pSi

Figura 4.1: Esquema ilustrado de los 5 principales pasos que componen la sintesis de las NPs de pSi.

4.1.1.1 Fabricacion del pSi

El método de fabricacién del pSi seleccionado es la anodizacién. Se ha elegido dicho proceso
puesto que ha sido ampliamente estudiado y utilizado en el NTC. Asimismo, debido a que esta
formado por un tnico paso y se requiere un equipamiento basico, es una técnica relativamente
sencilla de llevar a cabo.

Inicialmente, se eligen las obleas de silicio que se van a emplear. Estas son de tipo p, es decir,
estdn dopadas positivamente y presentan un tamano de 15 mm x 15 mm y una resistividad
de R = 12m§2em. Como se ha mencionado anteriormente, el grado de dopado y la resistividad
son inversamente proporcionales, es decir, una oblea fuertemente dopada presentard una resis-
tividad menor. Al emplear una resistividad de R = 12mSQem la oblea presenta un grado de
dopado elevado ya que los valores estdndares tienen una resistividad entre 1 y 10 mQecm. Se
ha seleccionado este tipo de oblea por ser de baja resistividad, y porque ya ha sido utilizada
con anterioridad en los laboratorio del NTC para la fabricacion de capas de silicio poroso, con
resultados satisfactorios.

Por otra parte, otro parametro a decidir para el ataque electroquimico es el electrolito. Para
ello, se decide que la concentracion de HF es del 16 % ([HF| = 16 %) y, por tanto, la relacion
entre el HF y el EtOH (|HF: EtOH]) es de 1:2. Cabe remarcar que la concentracion de HF es de
aproximadamente el 49 % en agua, y el del EtOH del 99 %. Por tanto, en la disoluciéon también
hay HQO
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La celda electroquimica empleada estd fabricada con teflén ya que este material es resistente
al HF. Una fina l[dmina de cobre acttia como dnodo y una espiral de platino de 5 revoluciones
actiia como catodo o electrodo. Dicha celda tiene una capacidad de 4mL que permite cubrir la
superficie de la oblea con el electrolito. En la figura 4.2 se muestra un esquema de la celda y en
la figura 4.3 la celda que realmente se ha usado para los ensayos.

Catodo
i (Platino)
Oblea (Silicio)
[ Celda (Teflén)
Figura 4.2: Esquema de una celda electroquimica Figura 4.3: Fotografia de la celda electroquimica real
vertical. que se ha usado en el laboratorio [30].

Respecto a la eleccion del cadtodo se inclina por el de geometria de espiral por la uniformidad que
proporciona en el ataque en comparacién con otros electrodos como los puntuales, tal y como se
aprecia en las figuras 4.4 y 4.5.

mm Tiempo=1 s Rebanadas multiples: Potencial eléctrico (V)
Tiempo=1 fﬂm Rebanadas miiltiples: Potencial eléctrico (V)
5

50 10
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]
0.8
0.8
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L

5 0 Sthm

X
0 0 mm 0

¥

Figura 4.4: Distribucién del potencial eléctrico al em- Figura 4.5: Distribucién del potencial eléctrico al em-
plearse un electrodo puntual (hilo de platino de radio plearse un electrodo en forma de espiral [27].
0.3mm) [27].

Otro equipo fundamental para poder llevar a cabo la anodizacién es la fuente de corriente. Esta
estd conectada, por una parte, al catodo (polo negativo) y al d&nodo (polo positivo) y, por otra
parte, al ordenador donde se ejecuta el programa mediante el cual se indican los pasos que van
a realizarse en el ataque.

La preparacion de la oblea de silicio se inicia con su limpieza ya que es necesario eliminar cualquier
tipo de impureza que pueda afectar a la uniformidad del ataque. Para ello, la oblea se introduce
en acetona y después en alcohol isopropilico (IPA). Se enjuaga con agua desionizada (DIW) y se
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sumerge durante 5 segundos en [HF| <5 %. Finalmente, se vuelve a enjuagar con agua desionizada
v se termina de limpiar y secar con nitrégeno.

A continuacion, se adhiere el dnodo a la celda mediante cinta de kdpton, para evitar que se
mueva. Sobre esta se coloca, delicadamente, la oblea de silicio que ha sido previamente limpiada
para que tenga contacto directo con el cobre. Es importante situarla en la posicién apropiada
para evitar posibles fugas del electrolito. El anodo se conecta al polo positivo de la fuente de

corriente.

El siguiente paso consiste en llenar la celda electroquimica con 4mL de electrolito. El electrodo de
platino se introduce en este a una distancia cercana de la oblea de silicio para cerrar el circuito.
El catodo se conecta al polo negativo de la fuente de tension.

En la figura 4.6 se aprecia el montaje de los distintos componentes y como se conectan para
llevar a cabo el ataque.

|_|
Controlador Fuente de corriente Celda
electroquimica

Figura 4.6: Esquema ilustrado del montaje y de la conexién entre los distintos componentes para la formacion
del pSi.

Para ejecutar la secuencia de pasos a realizar durante el ataque es necesario saber el tipo de
capas que se desean elaborar para poder programar las recetas correctamente. En el presente
trabajo se fabrican monocapas y multicapas con un espesor similar. De este modo, se pueden

comparar y observar si existen diferencias entre ambos métodos.

En la figura 4.7 se observan las diferencias entre ambas practicas. En el caso de la monocapa
estd formada por una Unica capa fabricada bajo una receta que permita obtener los requisitos
necesarios. En el supuesto de las multicapas, se lleva a cabo una sucesién de capas de baja
porosidad que es la que cumple los requisitos y capas de alta porosidad. En ambos casos existe
una ultima capa de muy alta porosidad que es la que permite que la capa de pSi fabricada se
despegue del sustrato.
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Monocapa Multicapa

Figura 4.7: Esquema ilustrado de una monocapa (izquierda) y de una multicapa (derecha).

En primer lugar, la formacién de la monocapa de pSi empieza por la aplicacién de una densidad de
corriente inicial de 100mA/ecm? durante 300 segundos. Estos se aplican con 60 pulsos cuadrados
de 10 segundos de periodo, y cuyo ciclo de trabajo es del 50 %. Es decir, se aplica la corriente
de 100mA durante 5 segundos y los siguientes 5 segundos se aplica una intensidad de OmA y asi
sucesivamente.

El paso anterior permite fabricar una monocapa de pSi. Sin embargo, la intencién es despegar esta
monocapa de la oblea de silicio para obtener posteriormente las NPs. En consecuencia, se aplica
una densidad de intensidad de 400mA/cm? durante 1 segundo. Esta corriente es suficiente para
despegar ligeramente la monocapa de la oblea pero sin romperla y que termine en el electrolito
va que seria dificil recuperarla debido a la presencia del HF.

En segundo lugar, las multicapas estdn compuestas por una sucesion alterna de capas de baja y
de alta porosidad. La primera se empleara para obtener las nanoparticulas de silicio poroso, y la
segunda para facilitar su extraccion. Por ello, la receta programada se adapta para fabricar capas
de baja porosidad con las caracterfsticas requeridas ya que son las capas de interés, y capas de
alta porosidad que permiten interconectar las anteriores y que el despegue sea més sencillo.

La receta de fabricacién de las multicapas son dos pulsos de corriente correspondiente cada uno
al tipo de porosidad de cada capa. Inicialmente, se aplica un pulso cuadrado con una intensidad
de 100mA/cm?. Los tiempos en estado alto y bajo han sido de 6 y 5 segundos, respectivamente.
De este modo, se forman las capas de menor porosidad. Estas son las capas de interés, a partir
de las cuales se obtendran las NPs de PSi.

A continuacién, se aplica una intensidad de 400mA/cm? mediante un pulso con un periodo de
5.5 segundos y un ciclo de trabajo del 9.1 %. Al aumentar la corriente que se aplica se crean
estructuras con mayor porosidad, como se ha mencionado anteriormente. Dichos pasos se repiten
50 veces ya que son las multicapas que se van a fabricar de cara a tener un espesor de la capa
de interés similar al obtenido en el caso anterior, realizando solo una monocapa. Finalmente, se
aplica una corriente de despegue de 400mA/cm? durante 1.1 segundos.

Una vez se han fabricado las multicapas y/o las monocapas se desconecta el 4nodo de la fuente
de corriente y se retira el electrodo de platino para que no esté en contacto con el electrolito.
Posteriormente, se retira este ultimo y se vierte en una botella de residuos que contienen HF,
con la ayuda de una pipeta. Tras la retirada del electrolito, se procede a acceder a la oblea de Si.
Sobre esta se encuentra la capa de silicio poroso casi despegada. Para retirarla se aplica alcohol
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isopropilico o EtOH a presiéon. La capa desprendida se recoge en un recipiente de plastico vy,
finalmente, se introduce en un eppendorf.

Los fragmentos de las capas fabricadas se conservan en EtOH. Los eppendorf se dejan en una
campana de quimicos durante dos dias para que se evapore la mayor cantidad de EtOH ya que
las NPs se disuelven en contacto con medios liquidos.

4.1.1.2  Obtencidn de las pSiNPs

La aplicacion de alcohol isopropilico o EtOH a presiéon fragmenta la capa de Si. No obstante,
estas porciones son demasiado grandes para ser NPs. En consecuencia, se emplean algunas de
las técnicas mencionadas anteriormente para obtener las NPs del tamano requerido.

Los dos métodos usados son el ball milling y los ultrasonidos. Para una rotura inicial se utiliza
el ball milling ya que la bola de acero rompe rapidamente los fragmentos en porciones de menor
tamafio. Hay que tener en cuenta que dicha bola se debe limpiar con EtOH y secar correctamente
para evitar que cuando entre en contacto con el pSi lo contamine afiadiendo impurezas.

De este modo, se dispone de los eppendorf con las porciones de pSi y con una minima cantidad
de EtOH. Se introduce la bola de acero y se agita vigorosamente de forma manual durante 5
minutos. Posteriormente, se retira la bola de acero mediante un iman, evitando asi la pérdida de
NPs. Sin embargo, tnicamente mediante este método no se consiguen NPs del tamano deseado
ya que estos se encuentran entorno a micras sin llegar a la escala nanométrica. Es por ello, que se
aplican ultrasonidos para fragmentar las fracciones obtenidas a través del ball milling, obteniendo
as{ NPs de tamafos entorno a los 200-300nm.

La duracién de los ultrasonidos varia dependiendo de la muestra, es decir, si es una monocapa
o multicapa, el tiempo que lleve fabricada y si se ha disuelto en el medio liquido, entre otros
parametros. A continuacion, generalmente, se debe centrifugar para separar las NPs por tamanos
v asi obtener las de dimensiones deseadas.

4.1.2 Sintesis de pSiNPs funcionalizadas

Las NPs obtenidas a partir de pSi presentan enlaces Si-H en la superficie. Como consecuencia,
para poder anadir el compuesto que actiia como puerta molecular, se debe funcionalizar la
superficie. Esto se lleva a cabo mediante la adicién de grupos acido que, posteriormente, se
activaran. Mas concretamente, para tal finalidad se emplea el dcido undecilénico.

Inicialmente se tienen las pSiNPs secas en viales de 10mL. Para ello, se han secado previamente
en la estufa a 37°C durante 24h. A continuacién, a cada vial se afiade un imén, se tapa con un
septum y se cubre con parafilm con la intencién de evitar posibles fugas. Del mismo modo, se
purga con Ns para eliminar el O ya que la reaccion debe ocurrir en atmésfera inerte.

Se anade ImL de &cido undecilénico en cada vial mediante una jeringa. La reaccién se realiza en
agitacion magnética un bano de aceite a 120°C a 360rpm durante 24h.

Tras esto, las NPs se deben lavar 3 veces con EtOH para eliminar el dcido undecilénico sobrante.
Para lavar se centrifuga durante 3-5min a 13500rpm y se elimina el sobrenadante. Finalmente,
se mantienen en EtOH para su conservacion.
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4.1.3 Sintesis de pSi-(Doxo)

Cuando se ha funcionalizado la superficie de las NPs, se procede a cargar el foirmaco que se
introduce en los poros. En este caso, dicha sustancia es la doxorrubicina (doxo). Esta es una
sustancia citotéxica que se emplea en una gran cantidad de tratamientos para el cancer.

Antes de anadir el farmaco, las NPs se lavan para eliminar el EtOH. Se afiade 0.5mL de tampo6n
fosfato de sodio (PBS) en cada eppendorf y se aplican 2 minutos de ultrasonidos para que se
disuelvan las NPs en el tampoén. A continuacién, se introducen en un vial un iman y la mezcla de
las NPs disueltas en el tampon fosfato. Se anade una pequefia cantidad, 1.5 mg, de doxorrubicina
al vial con una espatula y se tapa el vial. El vial se tiene que cubrir con papel de plata ya que
no le puede dar la luz. El proceso se lleva a cabo en agitaciéon magnética a 25rpm durante 24h.

4.1.4 Sintesis de pSi-(Dozo)-PEG

En dltimo lugar, se construye la puerta molecular. Primeramente, como se ha mencionado en la
subseccion 4.1.2, se deben activar los grupos 4cidos que se han introducido para funcionalizar
la superficie de las NPs y asi poder unir la puerta molecular. Para ello, se disuelven 1mg de
N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC) y 1mg de N-hidroxisuccinimida (NHS) en
0.5mL de PBS, respectivamente, y se anaden al vial que contiene las NPs y la doxo. La reaccion
tiene lugar bajo agitacion magnética. Tras trascurrir 30 minutos de la adiciéon del EDC y NHS, se
disuelven 1.5mg de polietilenglicol (PEG) en 0.5mL de PBS y se introduce en el vial. La reacciéon
se produce bajo agitaciéon magnética a 25rpm durante 24 horas.

Posteriormente, se aisla el s6lido mediante centrifugacion durante 3 minutos a 13500rpm y se lava
con PBS tantas veces como sean necesarias para eliminar el exceso de doxo del sobrenadante.
De este modo, se consigue el solido final pSi-(Doxo)-PEG. Para su conservacion se mantienen en
PBS y en el frigorifico a 4°C.

En la figura 4.8 se resumen los cuatro pasos principales que componen la funcionalizacion de la
superficie de las NPs de pSi asi como la carga del farmaco correspondiente.

Acido EDC/NHS
undecilénico

Doxorrubicina PEG

Figura 4.8: Esquema de los pasos correspondientes a la funcionalizacién y carga de la doxorrubicina en las NPs
de pSi.
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4.2 Caracterizacion de las NPs

La caracterizacién de las nanoparticulas fabricadas se ha llevado a cabo mediante algunas de las
técnicas mas habituales que se emplean para observar la morfologia y composicion de estas. Este
paso es uno de los fundamentales ya que permite conocer cémo es la geometria, el tamano, la
disposicién, entre otros parametros, tanto de las NPs como de los poros.

Las técnicas usadas son el microscopio electronico de barrido (SEM), el microscopio electronico
de trasmision (TEM), la espectroscopia de dispersion dinamica de luz (DLS) y el anélisis del
potencial zeta. Ademéas de la caracterizacion eléctrica que se realiza teniendo en cuenta los
pardmetros establecidos para el ataque electroquimico y de valores que se obtienen mientras se
lleva a cabo este.

La eleccion de las técnicas empleadas se ha realizado teniendo en cuenta distintos factores. Por
una parte, los biosensores de pSi se caracterizan mediante el SEM, por tanto, es interesante
caracterizar la capa fabricada antes de extraerla de la oblea de silicio para comprobar que sigue
la estructura diseniada. EI SEM es una técnica que se basa en la aplicacién de un haz de electrones

v que usa las interacciones electrénicas derivadas de este para generar una imagen.

Sin embargo, el SEM en algunas ocasiones no tiene suficiente resoluciéon para observar con detalle
las muestras. Como consecuencia, es interesante usar el TEM ya que proporciona una buena
alternativa debido a que permite examinar muestras con dimensiones inferiores a 100nm [52].

La técnica del DLS o espectroscopia de correlacién de fotones permite determinar el tamano
medio del didmetro hidrodinamico de las nanoparticulas. Dicho pardmetro es relevante, puesto
que corrobora que los nanosistemas se puedan emplear para la finalidad requerida. Asi se puede
determinar las dimensiones de las particulas en suspensién por el movimiento browniano aleatorio
que experimentan [53]. Cuando se hace incidir el laser sobre la muestra, la luz es dispersada por
las distintas particulas en suspension. Esto conlleva una modificacion del indice de refraccion y
que dependiendo de céHmo sea se puede determinar la dimensién de la muestra.

Otro método de caracterizacion es el del potencial zeta. Se determina el potencial eléctrico de las
particulas en una zona alejada de la superficie de estas. Dicho valor estd ligado a la estabilidad
y a la morfologia de la superficie de las particulas [54].

Finalmente, debido a la baja concentracién de NPs que se obtiene en cada ataque, no ha sido
posible aplicar otras técnicas de caracterizacion como el analisis termogravimétrico (TGA) y el
de isotermas de adsorcion/disorcion de nitrogeno (BET).

4.3 Estudio de liberacién controlada

Para estudiar cudl es la liberacion de la carga y si se ha efectuado correctamente se realizan
ensayos de liberacion controlada. Para ello, se tienen las NPs pSi-(Doxo)-PEG suspendidas en
1mL de PBS y se separan en dos partes iguales. Una se considera el blanco o control y la otra
fraccion, la muestra. De este modo, se puede comparar cudl es la diferencia que se observa en el
comportamiento de la disolucién cuando se aniade la proteasa que debe seccionar el enlace amida
de la puerta molecular.
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En primer lugar, ambas fracciones se centrifugan durante 3 minutos a 13500 rpm para poder
separar las NPs del sobrenadante. Esto es importante ya que para medir la doxo liberada en el
medio solo se tiene que seleccionar el sobrenadante. Para las medidas se emplea el espectrofluo-
rimetro JASCO FP-8300 y su cubeta pertinente. Del mismo modo, se tiene en cuenta que la
Aeze = 470nm y la ey, = 555nM.

Inicialmente, es decir en el tiempo correspondiente a 0 minutos, tanto el blanco como la muestra
deben presentar valores similares ya que no se han modificado y provienen del mismo volumen
original. Tras la medida, se dejan en el agitador térmico a 37°C.

Cuando han trascurrido 15 minutos se repiten los pasos y se mide la fluorescencia emitida por la
Doxo que se ha podido liberar en el medio. Tras esta segunda medida se anade 1 mg de proteasa
procedente de Streptomyces griseus a la muestra.

A continuacion, en intervalos consecutivos de tiempo (0, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos) se
realizan mediciones del blanco y de la muestra para apreciar cual es la evolucién temporal de la
concentraciéon de doxorrubicina en el medio en ambas fracciones.

En la figura 4.9 se muestra el esquema de los distintos pasos a seguir para la liberacion. Finalmen-
te, el presente procedimiento se repite como minimo 3 veces para realizar el célculo estadistico
del error.

= — —

Proteasa
===y -
15 min

Figura 4.9: Esquema de los pasos correspondientes al estudio de la liberacion controlada .
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4.4 Calculo de la concentracion de doxorrubicina

La concentracién de doxorrubicina que hay cargada en las NPs es un pardmetro importante a
conocer para la realizacién de ensayos. Sobre todo, porque estos experimentos no se han ejecutado
con anterioridad y no se conoce el dato.

Para ello, se selecciona uno de los eppendorf que contienen las NPs secas y pesadas. Se introduce
PBS y se aplican ultrasonidos para que las NPs se disuelvan en este. Posteriormente, se afiade la
proteasa y se deja liberando 24 horas para que la mayoria de la carga de las estructuras porosas
se libere al medio.

Al dia siguiente se centrifugan y se mide con el UV. Primero se tiene que hacer una medida con
el blanco (en este caso el PBS) para saber cudl es la medida o linea base. A continuacion, se mide
la muestra. Esta contiene PBS y doxo, por tanto, al tener la linea base del blanco se vera cuél
es la absorbancia de la doxo que ha tenido. Esta medida también es necesaria para las pruebas
en células.

Finalmente, el calculo de la concentracion se realiza mediante la aplicacion de la Ley de Lambert-
Beer.

A = ebc (4.1)

4.5 Validacion in vitro de las NPs

La finalidad ultima de las NPs desarrolladas es emplearse como método de liberacion controlada
de farmacos para el tratamiento de enfermedades. En consecuencia, se debe comprobar cuil es
su comportamiento cuando se encuentra en un entorno celular.

De este modo, tras la obtencién y caracterizaciéon del nanosistema, es necesario evaluar su acti-
vidad en un entorno biolégico para comprobar su eficacia como sistema de liberacion controlada
de doxorrubicina.

4.5.1 Lineas celulares y medios de cultivo

La linea celular utilizada fue HeLa, como modelo tumoral ya que es una linea de adenocarci-
noma epitelial de cérvix, proporcionada por el DSMZ. Estas células se cultivaron en Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) a 37°C en
una atmosfera al 5 % de C'Oq. Los reactivos utilizados pertenecen a Sigma-Aldrich. Para el man-
tenimiento de las mismas se usé6 PBS adquirido de la casa comercial Biowest y tripsina-EDTA
0.05% (1X) de Sigma-Aldrich.

42



Desarrollo de nanoparticulas de silicio poroso para aplicaciones de carga-liberacion de
medicamentos

4.5.2 Ensayos de viabilidad celular

Con el objetivo de evaluar la toxicidad del presente sistema, se realizaron ensayos de viabilidad
celular. Para ello, se utilizaron placas de 96 pocillos con una densidad de 3500 células por pocillo
las cuales, tras 24 horas de incubacién, se sometieron al tratamiento con diferentes concentracio-
nes de nanoparticulas: 0, 15, 25, 50, 75 y 100ug/ml.

Una vez realizados los distintos tratamientos, las células se incubaron 24 h, anadiendo final-
mente 10pul de WST-1 a cada pocillo durante 1 hora. Este es una sal de tetrazolio la cual se
reduce por las deshidrogenasas mitocondriales a un producto coloreado llamado formazan. La
cantidad de formazéan producido se relaciona con el namero de células metabélicamente activas
en el cultivo y con ello, se puede determinar la viabilidad celular. Este valor se cuantificé mi-
diendo la absorbancia de la solucién coloreada a 440 nm en el espectrofotémetro Victor 1420
MultilabelCounterWallac.

4.5.3 Ensayos de internalizacion y liberaciéon controlada por microscopia
confocal

Para determinar la internalizacion celular de las nanoparticulas, y la correcta liberacién de la
doxorrubicina, se obtuvieron imégenes de fluorescencia asociada a este farmaco mediante el
microscopio confocal Leica con un sistema TCS SP8, equipado con un divisor de haz 6ptico
actstico (AOBS) y un microscopio Leica TCS SL.

Las muestras se prepararon dejando crecer a las células sobre cristales para microscopia confocal
durante 24 h en placas de 6 pocillos y adicionado a continuacién el tratamiento deseado a los
pocillos a excepcién de los controles. En este caso las células fueron tratadas con las nanoparti-
culas de silicio poroso a una concentracion de 50ug/ml. De forma previa a su visualizacion, se
incorporaron a los pocillos Hoechst y aglutinina de germen de trigo (WGA) a una concentracion
de 1ug/ml. Estos reactivos son unos colorantes fluorescentes que nos permite visualizar los nu-
cleos celulares y las membranas celulares respectivamente. Se tomaron imagenes pasadas 1, 4 y
6 h desde el tratamiento.
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Capitulo 5

Resultados y discusion

5.1 Sintesis de las NPs

La sintesis de las NPs de pSi estd compuesta por distintos procesos como se ha expuesto en la
seccion 4.1. El primer paso es la fabricacién del pSi a partir de una oblea de Si. Para ello se
deben seleccionar y determinar los parametros implicados en dicha fabricacién tal y como se ha
especificado previamente en la subseccion 4.1.1. Asi como preparar el montaje y sus conexiones
de forma apropiada.

Inicialmente, se empez6 por la fabricacién de monocapas finas de pSi ya que estas son mas
faciles de romper y el grado de homogeneidad en el ataque es considerablemente elevado. Para
los primeros ensayos se emplearon obleas de distintas resistividades y una concentracion de [HF:
EtOH] de 3:1. Tras las primeras pruebas y con la informacion de los estudios previos del NTC,
se decanté por el uso de obleas tipo p de una resistividad de R = 12mf{lem, ya que estas ofrecen
la posibilidad de disenar capas de pSi con los requisitos necesarios. Del mismo modo, se opt6 por
disminuir la concentracién de HF en el electrolito y emplear una relacion de [HF| = 16 %.

Respecto a la disminucion de la [HF], esto conlleva a que habré una menor cantidad de poros, pero
con un tamano mayor. Asimismo, la densidad de corriente disminuye y se favorece la interconexion
de los poros. De este modo, las capas fabricadas se romperan con una mayor facilidad para obtener
las NPs. Hay que tener en cuenta que cuanto menor sea el espesor de la capa mas faciles seran
de romper.

Uno de los mayores problemas iniciales es la baja concentraciéon de NPs que se obtienen al
realizar las monocapas finas. Es por ello, que otras posibilidades que se contemplan son fabricar
multicapas y monocapas de mayor espesor. Tanto en el caso de la fabricaciéon de las monocapas
como de las multicapas se emplean obleas de Si de tipo p, tamafio de 15 mm x 15 mm y una
resistividad de R = 12mQcm.

Por una parte, las multicapas se basan en fabricar una capa de baja porosidad que es la capa de
interés y la que se lleva a cabo con los parametros 6ptimos para obtener el tamano de poros que
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se requiere. Cabe esperar que las capas de més alta porosidad se disuelvan antes que las capas
de menor porosidad ya que son mas faciles de romper. De este modo, la mayoria de las NPs que
se obtienen son de las capas de interés, es decir, de las de baja porosidad.

Un aspecto que se observa durante el proceso de extracciéon de la capa y a tener presente en las
multicapas es que se fragmentan con mayor facilidad que las monocapas. Aunque a primera vista
pueda parecer una ventaja realmente no lo es ya que dificulta la recogida de la capa despegada
al quedar més fragmentada. Fse mayor fraccionamiento se puede deber a la existencia de capas
de porosidad superior.

Por otra parte, si se realiza una monocapa de mayor espesor se obtendra una mayor concentraciéon
de NPs. Estas presentan la misma porosidad, es decir, tamafios de poro entorno a los Snm ya que
se obtienen de la misma capa de pSi. Se ajusta el tiempo de ataque para tener en la monocapa
un espesor similar al de todas las capas de menor porosidad presentes en la multicapa. De este
modo, se eliminan las NPs que se obtienen de las capas méas porosas y que no son de interés. No
obstante, hay que tener en cuenta que tanto en el caso de las multicapas como de las monocapas
existe una dltima capa de muy alta porosidad que es la que se usa para despegar las capas de la
oblea. Por tanto, si que hay NPs con tamafnos de poro mayores.

Un aspecto fundamental en la fabricacion es la extraccion y la recogida de las peliculas. Gene-
ralmente, esta va asociada a la corriente de despegue ya que si no es lo suficientemente alta no
es capaz de despegar la capa de la oblea. Pero si, al contrario, es demasiado elevada la capa
se despegard completamente y quedard emergida en el electrolito. Este ultimo supuesto no es
aconsejable ya que al estar en contacto con el HF su recuperacion es mas compleja y peligrosa e
incluso puede quedar inservible.

En la figura 5.1 se observan fotografias asociadas a la optimizacion de la extraccion de las capas
porosas. En los ataques iniciales no se aprovechaba el 100 % de la superficie atacada de la oblea
(oblea situada a la izquierda). Sin embargo, conforme se mejora y se ajusta la receta de fabricacion
se aumenta tanto el drea como el volumen de utilizacién y de recuperaciéon de la capa de pSi.
Como se aprecia en la evoluciéon del aprovechamiento, en el caso de la oblea situada a la izquierda
se recoge aproximadamente el 30 %, la del medio se aumenta hasta un 50 % y la de la derecha se
consigue el 80 % de la superficie atacada.

Figura 5.1: Evoluciéon del aprovechamiento de la capa de pSi. Aprovechamiento aproximado de izquierda a
derecha: 30 %, 50 % y superior al 80 %.

El aumento del aprovechamiento de la oblea permite que dicho sustrato se emplee para més de
un ataque. Asi con una misma oblea y ajustando las densidades de corriente y los tiempos que
se aplican para la formaciéon de la capa se fabrican varias capas de pSi.
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Igualmente, el modo de recogida de la capa es un paso a establecer ya que esto forma parte de
la optimizacién del proceso de fabricacién y del despegue de las capas de pSi. Inicialmente, se
prob6 a introducir cuidadosamente la oblea de silicio con la capa ligeramente unida a esta en un
recipiente que contiene unos 3mL de agua desionizada. Asi se introduce en su interior la oblea con
la capa, intentando que el agua cubra la superficie de esta. El contacto con el agua permite que la
pelicula se despegue del sustrato y que los fragmentos queden como sobrenadante en el liquido.
En caso de ser necesario se pueden aplicar ultrasonidos para facilitar el despegue. Posteriormente,
las fracciones de pSi se introducen en eppendorf mediante la ayuda de un embudo.

No obstante, otro método mas sencillo que se us6 fue el de extraer la oblea de silicio con la capa
unida a esta y dejarla secar dentro de la campana de gases. Una vez el HF se ha evaporado
se procede a aplicar IPA directamente sobre la muestra para extraer la capa y depositarla en
un recipiente. De este modo, se tiene la capa de pSi con el IPA que se puede introducir en un
eppendorf para su posterior uso. Se decanté por este ultimo método ya que era menos complejo
v aparatoso de llevar a cabo y no se desperdiciaba tanto disolvente.

Aunque tal y como se observa en la figura 5.2 el pSi se disuelve en medios liquidos, la disolucion
natural de estas no permite conseguir NPs de dimensiones controladas. Es por ello que para
obtener las NPs a partir de las capas se han empleado dos métodos principalmente: ball-milling
v ultrasonidos.

Figura 5.2: Izquierda: fragmentos de capa de pSi recién fabricados. Derecha: disolucién del pSi tras 15 dias.

Como se ha expuesto en la subseccién 4.1.1.2, primeramente se usa la bola de acero para romper
los fragmentos de la capa de pSi en fracciones de tamaifio menor. La duracién de este depende pero
suele oscilar entorno a los 5-10 minutos. Posteriormente, se sonican durante el tiempo necesario
para conseguir que las NPs presenten un tamano de 200-300nm.

En otras ocasiones se ha empleado dnicamente ultrasonidos, lo cual conlleva un aumento en
el tiempo de sonicacién de las muestras. Generalmente, la duracién se encuentra entorno a los
60-90 minutos. Esta depende de distintos factores tales como de si se trata de una monocapa/
multicapa, ya que las monocapas tardan ligeramente més tiempo en fragmentarse. Otro aspecto
es el tiempo que estén en medio liquido, puesto que, dependiendo de si estdn en IPA, DIW o
EtOH se disuelven con mayor o menor velocidad.
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Como norma, las NPs se fabrican y se conservan en IPA o en EtOH. Los eppendorf que las
contienen se dejan en la campana de quimicos o en una habitacién con buena ventilacion abiertos
para que se evapore la mayor cantidad de disolvente. Tras unas 48h-72h, se usan los métodos para
la obtencidn de las NPs. Se ha determinado que dicho tiempo es 6ptimo para que el pSi se haya
disuelto ligeramente pero no tanto como para que la concentracion de las NPs haya disminuido
tanto que no se puedan caracterizar correctamente.

Es importante remarcar que para poder determinar algunas caracteristicas como el tamafio medio
de las NPs o su potencial se deben caracterizar. En la seccién 5.2 se muestran los resultados
obtenidos de las distintas técnicas empleadas.

Una de dichas practicas es el DLS (subseccion 5.2.4) la cual permite conocer las dimensiones
del didmetro hidrodinamico, la uniformidad o la polidispersiéon de las muestras entre otras op-
ciones. Respecto a estos, se observa que las NPs obtenidas no son generalmente uniformes y
que presentan tamanos variados, lo cual es mas notorio en el caso de las multicapas que en el
de las monocapas. Se deduce que esto es debido a la existencia de capas de distinta porosidad
dentro de la misma muestra ya que coexisten capas de baja porosidad (la disenada segun las
especificaciones requeridas), capas de alta porosidad y la capa de despegue que también presenta
una cantidad de poros elevada. Al presentar distintas estructuras porosas tanto la rotura como la
disolucién de las capas serd distinta afectando a la polidispersién. En consecuencia, es necesario
centrifugar, tantas veces como sea necesario, para separar las NPs dependiendo de su tamano
hasta que se consigan buenos resultados en el DLS.

El pSi presenta una superficie con enlaces Si-H y, como se ha visto mediante el uso del potencial
Zeta (subseccion 5.2.5), el potencial de esta es bastante neutro. Es por ello, que para poder
anadir las puertas moleculares es necesario funcionalizar la superficie. En consecuencia, esto se
lleva a cabo mediante la adiciéon de grupos éacido en la superficie como se ha explicado en la
subseccion 4.1.2. Concretamente, el acido undecilénico es el indicado para tal funcién ya que
permite anadir un grupo acido a la superficie del pSi y la cadena de carbonos no es ni muy
extensa ni reducida.

En la figura 5.3 se muestra un vial con las NPs de pSi secas preparadas para poder ser funcio-
nalizadas. Estas presentan un color dorado propio de las NPs de pSi que todavia no han sido
cargadas con ninguna sustancia.

Figura 5.3: Vial con NPs de pSi secas antes de su funcionalizacion.
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Cabe mencionar que si se desean conservar las NPs de pSi es aconsejable mantenerlas secas,
es decir, sin que se encuentren en un medio acuoso para evitar su degradacidon. Sin embargo,
cuando estas se funcionalizan, la superficie se pasiva y, por tanto, se ha observado que ya no
se disuelven y se pueden conservar en DIW, en EtOH o en PBS, por ejemplo. La eleccion del
disolvente depende del posterior uso que se les quiera otorgar a las NPs.

A continuacion, se anade el farmaco o la sustancia que se va a cargar en los poros. Para las
primeras pruebas se usd como carga un colorante. Se selecciond el rutenio y la finalidad de este
era comprobar si mediante el procedimiento seguido se cargan y se funcionalizan correctamente
las NPs. Tras comprobar que los ensayos de liberacién controlada del farmaco mostraban que,
en efecto, cuando se anadia la proteasa a la muestra el rutenio se libera del interior de los poros,
se procede a usar la doxorrubicina como carga. Los principales motivos de su eleccién recaen en
que es una sustancia citotoxica ampliamente utilizada en la quimioterapia del cancer. Ademas,
es un intercalante del ADN y se aplica a gran variedad de tipos de cancer.

Se determina que el proceso de cargado es el mismo cuando se emplea el rutenio a la doxorrubi-
cina. Las tinicas diferencias residen en las medidas de seguridad que hay que tener al manipular

la doxorrubicina, puesto que es un compuesto citotéxico.

Posteriormente, se tienen que activar los grupos acidos provenientes del acido undecilénico que
se han anadido a la superficie. Para tal finalidad se usan el NHS y el EDC. Primero se anade
el EDC que es el que se pega a estos grupos y se utiliza como agente activador del carboxilo
para el acoplamiento de aminas primarias con el fin de obtener enlaces amidicos. Unos cinco
minutos después se aniade el NHS el cual lo desplaza y se usa como reactivo activador de los
acidos carboxilicos. Los acidos activados (carboxilatos) pueden reaccionar con aminas para formar
amidas, por ejemplo, mientras que un acido carboxilico normal sélo formaria una sal con una

amina.

Cuando han transcurrido 30 min se anade el PEG. Su funcién es actuar de puerta molecular ya
que produce una superficie hidrofilica que es capaz de hacer pasar biomoléculas dentro o fuera
de los poros sin que se unan fuertemente. Asi, la carga se mantiene en el interior y se evita que

se libere pasivamente.

Tras la carga con la doxorrubicina, las NPs presentan un color rojizo debido a dicho farmaco tal
y como se aprecia en la figura 5.4.

Figura 5.4: NPs de pSi funcionalizadas, cargadas con doxorrubicina y con la puerta molecular.
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Aunque se han observado y reportado diferencias entre las muestras de pSi fabricadas bajo las
estructuras de monocapas y de multicapas, estas no son notorias ni determinantes en el proceso
de funcionalizacién y carga. Por tanto, se determina que a través de los dos tipos de muestras se
obtienen resultados similares. Sin embargo, serfa mas aconsejable optar por la alternativa de la
monocapa porque se consiguen NPs més homogéneas tanto en cuanto a sus dimensiones como a
las estructuras porosas.

5.2 Caracterizacion

La caracterizacién es un paso fundamental para analizar y comprobar que los procedimientos y el
diseno establecidos estan funcionando de la manera esperada. Ademés, mediante los valores que
se obtengan se pueden realizar los cambios pertinentes y necesarios para que las NPs cumplan
con los requisitos estipulados.

5.2.1 FEléctrica

La principal funcién de la caracterizacién eléctrica es comprobar que durante el ataque elec-
troquimico no se ha producido ninguna variaciéon grave de los parametros que pueda afectar al
resultado final de las capas fabricadas.

En el presente trabajo, los parametros que se determinan, es decir, los que se introducen en el
programa que lleva a cabo el ataque electroquimico son la intensidad (I) y el tiempo (t). El voltaje
(V) se adquiere con los valores que proporciona la fuente de corriente mientras se esta atacando
la oblea de silicio. Finalmente, la resistencia equivalente (Requivaiente) S€ calcula siguiendo la ley
de Ohm (ecuacién 5.1) y con los valores adquiridos.

Requivalent@ = V/I (51)

En la tabla 5.1 se muestran los valores de dichos pardmetros en el caso de la sintesis de las
monocapas. Las referenciadas como k-115 y la k-127 siguen la misma receta de fabricaciéon con la
misma durabilidad y el valor de la Reguivalente €8 similar en ambos casos. En cambio, la muestra
k-118 presenta un grosor menor ya que en vez de repetir el ataque durante 300s la duracién
es de 120s. Esto conlleva que la capa sea de menor espesor y que, por tanto, la oblea no esté
tan atacada y que la capa de despegue tenga una duraciéon superior. Sin embargo, el tiempo
de ataque influye poco en la Reguivaiente- El que en la tabla 5.1 sean distintas puede deberse
principalmente a que el contacto de platino estuviese mas cerca, el de cobre mejor presionado,
la oblea mas limpia y/o la concentracion de HF un poco superior.

Respecto a esta tltima, es distinta para cada espesor ya que si se emplearan 3s en el caso de
las capas de 300s, seria una corriente elevada aplicada durante demasiado tiempo y la pelicula
se despegaria completamente del sustrato quedando asi en el electrolito en contacto con el HF
o completamente fragmentada. En contraposicion, si el supuesto es el contrario y se aplicaran
400mA/em? durante 1s en la capa de menor espesor no seria suficientemente potente como para
que se despegara la capa de la oblea.
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Los valores del voltaje y de la Reguivalente SON similares en las tres muestras, siendo ligeramente
inferior en la k-118 debido a que la resistencia que opone la capa fabricada no es tan elevada como
en el caso de las otras dos muestras. Esta diferencia puede deberse a pequefas desigualdades en
la [HF], a la separacién del electrodo de Pt o a que no habia un buen contacto trasero entre el
4nodo de cobre y la oblea.

Tabla 5.1: Caracterizacion eléctrica de monocapas.

Muestra I(mA) T(s) V(V)  Requivatente(§2)
k-118 100 120(5s*24) 2.48/—0.32/ 2.46 24.48/24.60
400 3 7.26 18.15

k-115 100 300(5s*60) 3.02/-0.33/3.01 30.2/30.1
400 1 9.43 23.575

k-127 100 300(5s*60) 2.96/-0.32/2.93 29.6/29.3
400 1 9.12 22.80

En la tabla 5.2 se resumen los pardmetros de dos multicapas de las fabricadas siguiendo la receta
explicada en la subseccion 4.1.1. Como se observa los valores son ligeramente superiores a los del
caso de las monocapas pero son similares entre las distintas muestras donde se ha optado por las
multicapas. De este modo, se comprueba que los ataques se realizan de una forma repetitiva.

Tabla 5.2: Caracterizacion eléctrica de multicapas (N=50).

Muestra I(mA) T(s) V(V)  Requivalente(£2)
k-132  100/0/400 6/5/0.5/5 3.12/-0.32/9.85/-0.19  31.20/24.625
400 1.1 9.42 23.55

k-133  100/0/400 6/5/0.5/5 3.62/-0.28/12.51/-0.19  36.2/ 31.275
400 1.1 11.85 29.625

Teniendo en cuenta la ecuacion 5.1 si la Reguivalente €5 €levada, el voltaje también lo es. En
algunas ocasiones puede ocurrir que la tensién necesaria para alcanzar la corriente indicada sea
tan alta, que la fuente no pueda suministrarla debido a que su limite es de 30V. Ademas, lo
que sucede en estos casos es que la corriente es proxima a cero. Como resultado la oblea no esta
siendo atacada. Algunos factores que pueden contribuir a que no se lleve a cabo el ataque son
que no haya un buen contacto entre la oblea y el anodo, que no haya un buen contacto entre el
catodo y el electrolito o que exista algin tipo de fuga. Todo esto contribuye a que el circuito no
esta bien cerrado.
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5.2.2 SEM

La técnica del SEM es la que se suele emplear para la caracterizaciéon de las estructuras forma-
das en obleas de Si o de las capas porosas disenadas para otras aplicaciones del pSi como los
biosensores. Es por ello, que es interesante observar las caracteristicas de la capa o de las capas
fabricadas a través de esta técnica.

Por una parte, como punto de partida, es interesante analizar la superficie de la capa fabricada
antes de ser extraida del sustrato (figura 5.5). Esta presenta las mismas caracteristicas de las
capas fabricadas para la obtencién de NPs pero sin la corriente de despegue ya que no se separa
de la oblea.

En la figura 5.5 se observa como el didmetro medio de los poros es bajo, inferior a los 8 nm. En
consecuencia, la receta empleada para la fabricacién de las nanoparticulas es correcta ya que la
capa cumple con las especificaciones requeridas.

Figura 5.5: Imagen SEM de la superficie de la capa porosa sin extraer del sustrato.

Analizando las imagenes de las NPs se puede hacer una idea de la densidad de NPs presentes
en la superficie de la oblea, asi como de su tamano. Las NPs disueltas tras haber estado en
contacto en IPA o en EtOH presentan dimensiones menores. Esto se aprecia mejor en las graficas
obtenidas con el DLS y que se muestran en la subseccién 5.2.4. Sin embargo en la figura 5.6 lo
que parece que se estd mostrando son NPs producidas a partir de la capa de despegue.

Como se aprecia en las siguientes imagenes SEM (figuras 5.7 y 5.8), el diametro de las NPs es
notablemente mayor al deseado y al que se ha observado en la capa fabricada antes de despegarse
y que era inferior a 8 nm. Puesto que el didmetro medio de los poros se sittia en torno a 30 nm. Es
por ello que, parece que lo que se esta observando es la parte més porosa de la capa, es decir, la
capa de despegue que ha sido realizada con una corriente de 400 mA. A favor de este argumento
se tiene por ejemplo las imégenes que aparecen en las figuras 5.7 y 5.8.
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400 nin

Figura 5.6: Imagenes SEM de las nanoparticulas de pSi fragmentadas.
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Figura 5.7: Imagenes SEM de las NPs de pSi extraidas del sustrato y fragmentadas.
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Figura 5.8: Imagenes SEM de la superficie de la capa porosa extraida de la oblea y fragmentada.
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En la figura 5.9 y la figura 5.10 se aprecia claramente la presencia de una doble capa porosa,
correspondientes a la capa de la cual se desean sacar las NPs de pSi y a la utilizada para realizar
su extraccion. El didmetro de los poros de la segunda es notablemente superior al de la primera.
Por lo tanto y utilizando solo ultrasonidos y/o la bola de acero, se tendran NPs con tamanos de
varias micras y con la presencia de poros de gran didmetro.

Figura 5.9: Vista lateral de una NP de pSi. Figura 5.10: Vista superior de una NP de pSi.

Ademiés, la disolucién en medios liquidos se presenta mas acusada para la parte més porosa,
dando como resultado NPs de pequefio tamafio (en torno a 300 nm), y de reducido didmetro
medio de los poros.

En consecuencia, para conseguir muestras de dimensiones uniformes e inferiores a los 300nm hay
que aplicar con una mayor duracién los ultrasonidos, asf como analizar otras posibles técnicas
como la separaciéon por tamano o el filtrado. En la siguiente subseccion 5.2.4 se muestran algunos
de los efectos de dichos procedimientos y cémo afecta a las muestras.

5.2.3 TEM

El TEM presenta una mayor resoluciéon que el SEM y, por tanto, cabe esperar que se pueda
observar con mas detalle las estructuras. En las siguientes figuras se aprecian distintas NPs o
distintos fragmentos de las capas de pSi sin funcionalizar ni cargar, es decir, las muestras se
tomaron después de aplicar ultrasonidos y de medirlas en el DLS.

En estas se observa lo que parecen ser una superposicién de capas que se puede deber a distintas
NPs en un mismo espacio. Las zonas més oscuras corresponden a las que contienen una mayor
concentracion de pSi y aquellas con tonos méas claros los que son una menor cantidad de capas.

En la figura 5.11 se observa lo que parece ser una NPs de 162nm de tamano. No obstante, en
la figura 5.12 v en la figura 5.13. las dimensiones son superiores ya que se encuentran entorno
a una micra. Estas dltimas figuras son més similares a las de la figura 2.17. Estas se pueden
corresponder a las derivadas de la capa de despegue.

En conclusion, tras analizar estas imagenes TEM se puede determinar que las NPs de pSi no
presentan una geometria esférica y regular como puede ser el caso de las NPs de silice mesoporosa.
Las de pSi exhiben una forma irregular y que puede diferir de una NP a otra.
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100 nm

Figura 5.11: Imagen TEM de unas NPs pSi.

*
1158 nm

100 nm

Figura 5.12: Imagen TEM de una NPs pSi de tamafo 1158nm.
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1000 nm

Figura 5.13: Imagen TEM de una NPs pSi de tamafio 1607nm.

5.2.4/ DLS

Segiin el DLS el tamano de las NPs de pSi iniciales, es decir, sin haber sido ni cargadas ni
funcionalizadas, es de 200-300nm en el caso de las monocapas (figura 5.14). Incluso si se aplica
un pulso a esta muestra se consiguen tamanos de didmetros hidrodinamicos inferiores a los 100nm

(figura 5.15).
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Figura 5.14: Grafica del DLS de una monocapa. Maximos en 68,06nm y 295,3nm.
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Figura 5.15: Grafica del DLS de una monocapa. Maximo en 68,06nm

Posteriormente, se ha vuelto a medir para observar cual es el tamano que presentan cuando se
han funcionalizado y cargado. En dicho caso presentan un tamano de unos 700nm tal y como se
muestra en la figura 5.16. El didmetro de las NPs ha aumentado debido a las distintas sustancias
que se han anadido a la superficie de estas.
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Figura 5.16: Grafica del DLS de las NPs de pSi cargadas y funcionalizadas. Maximo en 712,4nm.

A través del DLS se pueden concluir otras afirmaciones relacionadas con la variaciéon del tamafio
medio del didmetro de las NPs de pSi. En primer lugar, uno de estos supuestos que mas se
ha mencionado es la disminucién en las dimensiones de los nanosistemas cuando se aplican
ultrasonidos.

Del mismo modo, la disolucion de las NPs de pSi en medios liquidos como al encontrarse disueltas
en EtOH influye en la disolucién de estas. En la figura 5.17 se aprecia el caso de una muestra de
NPs de pSi que habia sido fabricada 48 horas antes. El tamano medio del didmetro hidrodinamico
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es de 1106 nm el cual disminuye hasta 255 nm tras 5 dias (8 dias desde su fabricacion) disueltas
en EtOH, segin se observa en la figura 5.18.
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Figura 5.17: Gréfica del DLS de las NPs tras aplicar ultrasonidos. Méaximo en 1106 nm.
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Figura 5.18: Grafica del DLS de las NPs de pSi tras 5 dias disueltas en EtOH. Maximo en 255nm.

Por otra parte, en algunos casos pueden aparecer distintos picos que indican que existen NPs de
diferentes tamanos. Cabe remarcar que esto no es lo mismo que la muestra sea polidispersa. Es
decir, en el caso de que aparezcan varias agrupaciones significa que la muestra es homogénea y
concentra sus tamanos de didmetro medios en distintas franjas pero dentro de ellas no presentan
polidispersion. Sin embargo, si fuera polidispersa presentaria dimensiones variables y el progra-
ma indicaria que los resultados no son de buena calidad. En estos supuestos se deben aplicar
alternativas para conseguir muestras homodispersas que se puedan emplear en los ensayos.

En la figura 5.19 aparecen dos picos cuyos maximos son 955,4 nm y 2305 nm. Como las NPs de
interés son las de didmetros menores se aplica un pulso hasta 12000 rpm en la centrifugadora
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para separar las dos franjas. Asi, en la figura 5.20 solo aparece un méximo situado en 9554 nm
el cual corresponde al mismo maximo de menor valor anterior al pulso.
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Figura 5.19: Grafica del DLS de las NPs de pSi. Méximos en 955,4 nm y 2305 nm.
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Figura 5.20: Grafica del DLS de las NPs de pSi tras aplicar un pulso en la centrifugadora. Maximo en 955,4 nm.

Igualmente, dicha muestra se dej6 en una disolucion de EtOH durante 5 dias antes de volver a
caracterizarla en el DLS. El resultado obtenido se muestra en la figura 5.21 donde los tamanos
medios de las NPs de pSi han disminuido hasta 78,82 nm el primer maximo que concentra la
mayor cantidad de NPs y el otro se encuentra en 255 nm. Es decir, ambos son menores a 300 nm
y, por tanto son éptimos para su uso.
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Figura 5.21: Grafica del DLS de las NPs de pSi. Maximos en 78,82nm y 255nm.

5.2.5 Potencial Z

Otra técnica de caracterizacion que se ha empleado es el potencial Zeta. En un primer momento,
el potencial que tienen es ligeramente negativo pero cercano a OmV. Mas concretamente, este es
un poco mas negativo en el caso de las monocapas que en las multicapas. El hecho que las NPs
de pSi presenten un potencial Z cercano a cero es uno de los motivos por los que hay que anadir
el 4cido undecilénico para su funcionalizaciéon ya que para poder reaccionar y unir, por ejemplo,
el PEG se deben tener potenciales més negativos.

Zeta Distribution Data
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Figura 5.22: Potencial Zeta de una muestra de monocapas. Méaximo en -5,61mV.
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Figura 5.23: Potencial Zeta de una muestra de multicapas. Méaximo en -0,458mV.

Sin embargo, cuando las NPs se cargan y se anade la puerta molecular PEG el potencial se vuelve
més positivo debido a las cargas positivas que tiene el PEG.
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Figura 5.24: Potencial Zeta de las NPs de pSi cargadas y con la puerta molecular. Maximo en 1,91mV.
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5.3 Estudio de la liberaciéon controlada

Para observar si las NPs se han cargado de forma correcta se realizan distintas pruebas de
liberacién de carga-liberaciéon. Del mismo modo, estos ensayos permiten analizar el correcto
funcionamiento de la puerta molecular empleada, la cual es sensible a la presencia de proteasas.
Para ello, se estudia la fluorescencia de la sustancia o del fairmaco que se ha cargado en varios
intervalos de tiempo.

En presencia de la proteasa (curva roja) se produce una liberacion practicamente completa de
la carga encapsulada en las NPs en tan solo 40 minutos, debido a la ruptura del enlace amida
que desune el PEG y permite que el formaco salga de las estructuras porosas. No obstante, en
ausencia de la proteasa (curva negra) las NPs permanecen con la puerta molecular intacta y, en
consecuencia, la liberacién es poco representativa.
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Figura 5.25: Evolucién temporal de la liberaciéon controlada de doxorrubicina. La curva roja corresponde a la
muestra y la curva negra al blanco.

Los resultados obtenidos demuestran la capacidad de las NPs desarrolladas para llevar a cabo
una liberacion controlada y especifica de farmacos. Fn resumen, en presencia de proteasas se abre
la puerta molecular y los poros quedan al descubierto liberandose el farmaco citotoxico, gracias
a la ruptura del enlace amida. En ausencia de estas, la puerta molecular se mantiene unida a la
superficie del pSi y, por tanto, el fArmaco se mantiene contenido en el interior de los sistemas.
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5.4 Calculo de la concentracion de doxorrubicina

Es necesario saber cuinta doxorrubicina hay en las NPs cargadas. Como se ha definido en la
seccion 4.4, primeramente se selecciona un eppendorf con NPS secas y pesadas. En este supuesto
el peso de estas es de 0,15mg.

Tras realizar los procedimientos oportunos, se tienen los datos que son necesarios para aplicar
la ecuacién 4.1. De tal manera que se concluye que la concentraciéon de doxorrubicina es de
0,002969635 mg/mL y de 0,019797564 mg/mg nanoparticula. Dichos valores son similares a los
que presentan otras nanoparticulas como las de silice mesoporosas.

5.5 Validacion in vitro de las NPs

Finalmente, se evaliia la toxicidad in witro de las NPs disenadas mediante ensayos en células
tumorales tipo HeLa. Para estas pruebas en células se tienen que pesar las NPs. Cuando se han
pesado se guardan en un mismo eppendorf que contiene 0.500 mg. Para estos también se debe
tener en cuenta los calculos realizados anteriormente en la seccién 5.4.

Tal y como se aprecia en la figura 5.26, cuando la concentracion de las NPs cargadas con el
farmaco citotoxico no es elevada (inferior al 15 %) la viabilidad de las células no se encuentra
gravemente comprometida. Sin embargo, cuando la concentracién aumenta, la viabilidad dismi-
nuye. Es por ello que se puede afirmar que la viabilidad de las células disminuye a medida que
aumenta la concentracién de nanoparticulas. Esto es debido a la presencia en su interior del far-
maco doxorrubicina, el cual inicamente se libera en el interior celular y acttia como citotéxico.
Tal y como muestra la figura 5.26, incluso a bajas concentraciones como es 25 ug/ml ya se reduce
de forma significativa la viabilidad (75 %), llegando hasta un 36 % en el caso de la concentracion
més elevada (100 ug/ml). De esta manera, se demuestra la actividad antitumoral y citotoxica
del sistema.
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Figura 5.26: Viabilidad de las células HeLa dependiendo de la concentraciéon de pSiNPs-Doxo-PEG.
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Tras analizar la viabilidad se comprueba cuél es el comportamiento mediante microscopia con-
focal. En las figuras 5.27, 5.28, 5.29 y 5.30 se aprecia cudl es la evolucion de la doxo y de los
distintos marcadores tanto en el caso control como cuando las NPs entran en las células y las
proteasas presentes en estas cortan el enlace amida que une la puerta molecular a la superficie.
En consecuencia, el farmaco sale del interior de las estructuras porosas y afecta a las células.

En dichas figuras se pueden visualizar las imagenes de microscopia confocal tomadas a diferentes
tiempos para observar el efecto del material en células tumorales. La internalizacién de las nano-
particulas por parte de las células y liberacion de doxorrubicina se puede ver claramente gracias
a la fluorescencia de este farmaco. Dicha fluorescencia es mayor conforme aumenta el tiempo tras
el tratamiento, esto se debe a que poco a poco las células van internalizando de forma natural
un mayor ntmero de nanoparticulas y estas van liberando su contenido en el interior.

HOECHST+WGA DOXO MERGE

Figura 5.27: Imagen de microscopia confocal del control de pSiNPs-Doxo-PEG en células HeLa.
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HOECHST+WGA DOXO MERGE

Figura 5.28: Imagen de microscopia confocal de pSiNPs-Doxo-PEG en células HeLa tras 1 hora desde el trata-

miento.
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Figura 5.29: Imagen de microscopia confocal de pSiNPs-Doxo-PEG en células HeLa tras 4 horas desde el

tratamiento.
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HOECHST+WGA DOXO MERGE

Figura 5.30: Imagen de microscopia confocal de pSiNPs-Doxo-PEG en células HeLa tras 6 horas desde el

tratamiento.

En conjunto, estos resultados confirman la sensibilidad de las NPs desarrolladas a la presencia
en las células de proteasas que desencadenan la liberacién del farmaco.
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Conclusiones y trabajos futuros

6.1 Conclusiones

A lo largo del presente Trabajo Fin de Master realizado se han disenado y fabricado nano-
particulas de silicio poroso con la intencién de su aplicacién en ensayos de carga-liberacion de
farmacos.

Se ha analizado la problematica de la fabricacion y de la extraccién del silicio poroso estableciendo
recetas validas para la sintesis de las nanoparticulas, tanto las referentes al desarrollo de las
monocapas como a la de las multicapas. Asi como el proceso de despegue y rotura de las capas.

El proceso de carga de las sustancias se ha corroborado como, en efecto, es similar al que se
emplea en otras nanoparticulas més estudiadas como es el caso de las de silice mesoporosa. Esto
hace pensar que otros quimicos se puedan cargar y crear otros disenios con otras finalidades. La
principal diferencia recae en la funcionalizacién puesto que al silicio poroso no se puede unir
directamente una puerta molecular y se debe anadir un grupo carboxilo que posteriormente es
activado. Asimismo, la concentracién del farmaco en las estructuras porosas de las nanoparticulas
se determina que presenta valores semejantes a las que presentan otras nanoparticulas que se
emplean actualmente.

Respecto a la caracterizacion, se concluyen dos aspectos fundamentales. En primer lugar, el
DLS muestra que se pueden llegar a conseguir nanoparticulas de dimensiones entorno a los 200-
300nm con una muestra homogénea. Dicho tamafo se incrementa hasta los 700nm cuando ya
se ha funcionalizado, cargado y tiene la puerta molecular. Por otra parte, en el TEM se aprecia
como la geometria de las nanoparticulas de silicio poroso no es regular ni homogénea para todos
los casos. Esto se puede deber a que la fractura mediante ball milling y ultrasonidos no rompe la
capa de forma uniforme. Sin embargo, esto no ha resultado ser un impedimento para su correcto
funcionamiento y desarrollo.

Los distintos ensayos llevados a cabo han resultado en una comprobacién del correcto funciona-
miento del sistema. En el estudio de la liberaciéon controlada del fairmaco se aprecia como en los
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primeros 40 minutos la mayor parte del farmaco es liberado de la muestra debido a estar en un
entorno con proteasas que desunen el enlace amida de la puerta molecular.

Del mismo modo, las pruebas de validacién in vitro de las nanoparticulas en células HeLa como
son los estudios de viabilidad y la internalizacion de las nanoparticulas, han mostrado como las
nanoparticulas son capaces de liberar la doxorrubicina en las células cancerosas en un entorno

de cultivo celular.

En conclusioén, el presente Trabajo de Fin de Master ha sido un proyecto multidisciplinar abar-
cando desde el diseno, el desarrollo y la fabricacion de las nanoparticulas de silicio poroso hasta
su funcionalizacién y carga. Ademas de llevar a cabo estudios y ensayos de carga-liberacion tanto
en el laboratorio como n vitro en células.

6.2 Trabajos futuros

A continuacién, se proponen diversos posibles trabajos futuros a realizar partiendo de la base
tanto tedrica como experimental del desarrollo de las nanoparticulas de silicio poroso para su
aplicacién en la carga-liberacién de farmacos que se ha mostrado en el presente proyecto.

= Comparativa mas exhaustiva entre los resultados que se obtienen cuando se usan nanopar-

ticulas de silicio poroso de una monocapa o de multicapas.

= Optimizacién del proceso de fabricacion para obtener una mayor concentracién de NPs en
cada proceso de fabricacion. Esto se puede hacer con capas porosas de mayor espesor y/o
aumentando la superficie atacada.

= Comparativa entre los resultados obtenidos mediante nanoparticulas de silicio poroso y
otras nanoparticulas como, por ejemplo, las de silice mesoporosa.

= Mejora de la caracterizacién de las nanoparticulas. Si se consigue una mayor concentracion
de nanoparticulas se pueden aplicar otras técnicas de caracterizacién tales como el BET o
el TGA.

» Estudio de otras aplicaciones y/o farmacos. Tras corroborar los resultados obtenidos en el
presente trabajo, se abren nuevas posibilidades para emplear otros medicamentos o especies

quimicas.

» Modificacion de la geometria y/o de la morfologia de las estructuras porosas como de las
dimensiones de las nanoparticulas. Uno de los principales problemas de otras nanoparticulas
como las de silice mesoporosa es que presentan tamafnos pequenos y no se pueden modificar.
Esto conlleva que las células las endociten rapidamente y que no puedan mantenerse durante
periodos prolongados en el torrente sanguineo o fuera de las células, lo cual seria interesante
para algunas aplicaciones.
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Capitulo 7

Presupuesto

7.1 Necesidad del presupuesto

El presente presupuesto forma parte del trabajo de fin de master “Desarrollo de nanoparticulas de
silicio poroso para aplicaciones de carga-liberacién de medicamentos”. El objetivo del presupuesto
es detallar la inversién econémica necesaria para la realizacién de dicho Trabajo Fin de Master
puesto que su desarrollo ha conllevado el empleo de recursos, tanto personales, materiales como
temporales.

7.2 Estructura

El presupuesto se ha dividido en tres capitulos teniendo en cuenta los principales recursos que
se han empleado para su desarrollo. El primero se refiere a la mano de obra. El segundo ca-
pitulo corresponde con la maquinaria usada as{ como los servicios de microscopia . El tercer y
altimo capitulo comprende los materiales. Este tltimo se divide a su vez en materiales fungibles,

inventariables, y software.

7.3 Costes de mano de obra

En este capitulo se detalla el presupuesto dedicado a la mano de obra. El coste de cada partici-
pante del proyecto ha sido calculado segtn la ecuacién 7.1.

CP(e) = Ch(e/h) + D(h) (7.1)

Siendo CP el coste del participante (€), Ch el coste horario (€/h) y D la dedicacion (h).

En la tabla 7.1 se detallan los miembros que han formado parte en el desarrollo del proyecto y
el coste total de este capitulo.
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Tabla 7.1: Capitulo 1.Coste de la mano de obra del proyecto.

Cadigo Descripcion Ch (€) D (h) Importe (€)
MO.TS1 Titulado superior 40,00 100,00 4000,00
MO.TS2 Titulado superior 40,00 100,00 4000,00
MO.TS3 Titulado superior 40,00 100,00 4000,00
MO.IBJ Ingeniero Biomédico junior 30,00 500,00 15000,00

Total mano de obra 27000,00

7.4 Coste de maquinaria

En segundo lugar, para la maquinaria como para los materiales inventariables y el software se
requiere calcular la amortizacién de dichos equipos y licencias usadas en el trabajo. Para calcular
el coste se sigue la ecuacion 7.2.

ClI(e) = C(e) x (T'(meses)/A(meses)) x U( %) (7.2)

Siendo CT el coste inventariable (€), C el coste de cada equipo (€), T el tiempo de uso del
instrumento en el proyecto (meses), A el periodo de amortizacion (meses) y U el porcentaje de
uso del equipo (%). Para el calculo del periodo de amortizacion se considera que este es de 10
afos excepto para las licencias de programas informaticos que es de 1 afo.

En la tabla 7.2 se agrupa la maquinaria indicando el importe gastado para cada equipo.

Tabla 7.2: Coste de la maquinaria del proyecto.

Codigo Descripcion C(€) T (meses) A (anos) U (%) Importe (€)
MAQ.ORD Ordenador 600 11 10 100 55,00
MAQ.BAS Bascula 29,0 4 10 20 0,19

MAQ.PA Placa agitadora 795,37 4 10 20 5,30
MAQ.EST Estufa 30L 785 4 10 20 5,23
MAQ.NEV Nevera 123,0 3 10 20 0,62
MAQ.US Ultrasonidos 230,41 4 10 20 1,53
MAQ.CEN Centrifugadora 728,03 4 10 20 4,85
MAQ.DLS Zetasizer nano zs  35000,00 5) 10 20 291,67
MAQ.EF Espectrofluorimetro  35000,00 3 10 20 175,00
Total maquinaria 539,39

Otra parte fundamental de la maquinaria usada es aquella empleada para la caracterizaciéon y

los ensayos in vitro de las NPs. Se han tenido en cuenta las tarifas de los servicios de microscopia
de la UPV [55] .
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Tabla 7.3: Coste de los servicios de microscopia del proyecto.

Cadigo Descripcion Ch (€) D (h) Importe (€)
MAQ.SEM Servicio SEM 13,00 2,00 26,00
MAQ.TEM Servicio TEM 25,00 1,00 25,00
MAQ.CON Servicio microscopia confocal 38,00 6,00 228,00

Total microscopia 279,00

Por tanto, el cémputo total de la maquinaria y de los servicios de microscopia se resume en la
tabla 7.4.

Tabla 7.4: Capitulo 2. Coste de la maquinaria del proyecto.

Maquinaria Precio (€)

Maquinaria 539,39
Servicio microscopia 279,00
818,39

7.5 Coste de materiales

El dltimo capitulo corresponde a los materiales empleados en el desarrollo del trabajo. Como
se ha mencionado estos se han dividido en materiales fungibles, inventariables y el software.

Aplicando la ecuaciéon 7.2 se calcula el coste de los materiales inventariables (tabla 7.5) como del
software (tabla 7.6).

Tabla 7.5: Coste de los materiales inventariables del proyecto.

Codigo Descripcion C(€) T (meses) A (anos) U (%) Importe (€)

MAT.PIP Pipetas 657,42 9 10 20 9,86
MAT.SEP Séptum 13,515 4 10 20 0,09
MAT.IM Iman 3,72 4 10 20 0,02
Total material inventariable 9,97

Tabla 7.6: Coste del software empleado en el proyecto.

Codigo Descripcion C(€) T (meses) A (anos) U (%) Importe (€)
SW.OFF Licencia Office 365 19,9 11 1 100 18,24
SW.LAT Licencia LaTeX 0,0 11 1 100 0,00

Total software 18,24

A continuacion, se detalla el presupuesto correspondiente al material fungible.
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Tabla 7.7: Coste de los materiales fungibles del proyecto.

Codigo Unidades Descripcion C (ud.) Coste (€/ud.) Importe (€)
MAT.SI u Oblea de Si 100 0,1875 18,75
MAT.HF L HF 0.1 13 1,30
MAT.ET L EtOl 0.3 7 2,10
MAT.AC L Acetona 0.1 5 0,50
MAT.TPA L IPA 0.2 5 1,00
MAT.AU mL  Acido undecilénico 20 0,143 2,86
MAT.PBS mL PBS 200 0,04 7,73
MAT.DOX g Doxorrubicina 0,0015 170 0,26
MAT.RUT g Rutenio 0,0017 98 0,17
MAT.NHS g NHS 0,006 1.80 0,01
MAT.EDC g EDC 0,006 10,98 0,07
MAT.PEG g PEG 0,006 413 2,48
MAT.PR mL Proteasa 10 5 50,00
MAT.GN u  Guantes de nitrilo 100 0,342 34,20
MAT.EPP u Eppendorf 100 0,0396 3,96
MAT.PP u Puntas de pipeta 100 0,0906 9,06
MAT.ESP u Espatulas 10 0,26 2,60
MAT.JER u Jeringas 5 0,10 0,50
MAT.PAR m Parafilm 0,25 0,72 0,18
MAT.VIAL u Viales 10 0,30 3,02
Total material fungible 140,75

Por tanto, el cémputo total de los materiales fungibles, inventariables y del software se recogen
en la tabla 7.8.

Tabla 7.8: Capitulo 3. Coste de los materiales del proyecto.

Materiales Precio (€)

Fungible 140,75
Inventariable 9,97
Software 18,24
168,96
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7.6 Presupuesto de ejecuciéon, por contrata y base de licitacion

En la presente seccién se indican el presupuesto de ejecucién material, de ejecucién por contrata
v base de licitacion. Para la obtencién del presupuesto de ejecucién por contrata se ha utilizado
un 13 % de gastos generales y un 6 % de beneficio industrial. Finalmente, se ha aplicado el TVA
actual del 21 %.

Tabla 7.9: Presupuesto por capitulos.

Capitulo Precio (€)

Capitulo 1 27000,00

Capitulo 2 818,39
Capitulo 3 168,96
27987,35

Tabla 7.10: Presupuesto de ejecucién, por contrata y base de licitacion.

PRESUPUESTO DE EJECUCION MATERIAL 27987,35€

Gastos generales (13 %) 3638,36

Beneficio industrial (6 %) 1679,24

PRESUPUESTO DE EJECUCION POR CONTRATA  33304,95€
IVA(21 %) 6994,04

PRESUPUESTO BASE DE LICITACION 40298,99 €

Asciende el presupuesto total de ejecucion material a la siguiente cantidad:
VEINTISIETE MIL NOVECIENTOS OCHENTA Y SIETE EUROS CON TREINTA Y CINCO
CENTIMOS

Asciende el presupuesto total de ejecucién por contrata a la siguiente cantidad:
TREINTA Y TRES MIL TRES CIENTOS CUATRO EUROS CON NOVENTA Y CINCO CEN-
TIMOS

Asciende el presupuesto base de licitaciéon a la siguiente cantidad:
CUARENTA MIL DOSCIENTOS NOVENTA Y OCHO EUROS CON NOVENTA Y NUEVE
CENTIMOS
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