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RESUMEN

Actualmente, un importante nimero de avances cienti-
ficos se fundamentan en la utilizacién de nanoparticulas
como superficies de actuacion, vehiculos de transporte,
en procesos relacionados con aplicaciones en catdlisis,
sistemas de informacién, nuevos materiales o biomedici-
na. Esta revisién se centra en las nanoparticulas de silice
mesoporosas, las cuales estan caracterizadas por su ele-
vada superficie especifica, su buena biocompatibilidad, su
facil obtencion en multiples tamanos y formas, asi como
su facil funcionalizacion.

Palabras clave: nanotecnologia, administracién de far-
macos, nanoparticulas de silice mesoporosas.

SUMMARY

Currently, a large number of scientific advances are ba-
sed on the use of nanoparticles as functional surfaces or
transport vehicles, in processes related to applications in
catalysis, information systems, new materials or biomedi-
cine. This review focuses on mesoporous silica nanoparti-
cles, which are characterized by their high specific surfa-
ce, its good biocompatibility, easy preparation in multiple
sizes and shapes, as well as its easy functionalization.

Key words: nanotechnology, drug delivery, mesoporous
silica nanoparticles.

RESUM

Actualment, un gran nombre d’avencos cientifics es basen
en I’'4s de nanoparticules com a superficies d’actuacié o
vehicles de transport, en processos relacionats amb apli-
cacions en catalisi, sistemes d’informacio, nous materials
o biomedicina. Aquesta revisié se centra en nanoparticu-
les de silice mesoporoses, que es caracteritzen per la seva
alta superficie especifica, la seva bona biocompatibilitat,
facil obtencié en multiples mides i formes, aixi com la seva
facil funcionalitzacid.

Mots clau: nanotecnologia, administracio de farmacs, na-
noparticules de silice mesoporoses.
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1. NANOPARTICULAS

En los ultimos afos, el uso de las nanoparticulas (NP’s)
tanto en la investigacion como en la industria ha aumen-
tado de forma exponencial. Segun un informe de la OCDE
(Organizacién para la Cooperaciéon y el Desarrollo Eco-
némico), la manufacturacién de productos que utilizan
nanoparticulas pasara del 0,1% en 2013, a un 15% en
2015 con aplicaciones en el transporte, energia y medio
ambiente, electronica, biotecnologia, ciencias de la salud,
sector textil y construccién®. Las NP’s se definen como
particulas que tienen al menos una de las dimensiones en
el rango comprendido entre 1 y 100 nm®. En la Figura 1 se
comparan los tamanos de diversas NP’s con una molécula
de agua y una célula. Como se puede apreciar las NP’s
poseen un tamafo comprendido entre el de pequenas
proteinas y los virus.
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Figura 1: Escala de tamafios

Dentro del término NP’s se engloban diversas familias de
nanobjetos: dendrimeros, liposomas, sistemas poliméri-
cos, micelas, virus, “quantum dots”, nantotubos de car-
bono y todo tipo de nanoparticulas de metales de transi-
cion y silice entre las mas estudiadas®®. Generalmente,
las nanoparticulas se pueden clasificar atendiendo a su
naturaleza inorganica u organica (Tabla 1). Asi, las nano-

particulas organicas estan formadas por materiales tales
como polimeros, estructuras repetitivas, bicapas lipidicas,
mientras que los materiales inorganicos estarian formados
por metales y materiales inertes como el didéxido de titanio,
la hidroxiapatita o la silice.

2. NANOPARTICULAS DE SILICE MESOPO-
ROSA

Desde hace una década las nanoparticulas de silice me-
soporosa (MNP’s) han atraido la atencién de la comunidad
cientifica. Este hecho es debido a sus excepcionales pro-
piedades fisico-quimicas como son su resistencia meca-
nica, estabilidad quimica, biocompatibilidad y versatilidad
sintética®”. Estas NP’s estan constituidas por una matriz
de silice y se caracterizan por la presencia de poros de
un didmetro comprendido entre los 2 y 50 nm®. Esta sin-
gularidad proporciona a estas NP’s dos dominios diferen-
ciados: una superficie externa y otra interior en los poros
(Figura 2). Las posibilidades que abren estas propiedades
las hacen idéneas para ser utilizadas en un amplio campo
de aplicaciones que van desde la biotecnologia y nanome-
dicina a la ciencia de los materiales. Las principales carac-
teristicas de las NP’s de silice mesoporosa son:

e Elevada area superficial (>1000 m?-g™) que permite
almacenar una gran cantidad de carga (35%).

e  Elevado volumen de poro (>1 cm?-g™"), gran porosidad
y elevado orden del poro.

e  Tamafo de poro modificable con una estrecha distri-

bucién (2-10 nm).

Buena estabilidad quimica y térmica.

No téxicas y biocompatibles con el organismo humano.

Dos superficies funcionalizables (interna y externa)

Facilmente modificables morfolégicamente (control

en tamafo, poro y forma).

e  Facilmente sintetizables.

e  Mesoestructura estable.

Tabla 1: Principales tipos de nanoparticulas y sus aplicaciones

Nanoparticulas poliméricas

Utilizadas en aplicaciones médicas. No obstante, presentan una biodistribucién no espe-
cifica y una baja capacidad de carga.

Dendrimeros

Macromoléculas definidas, que presentan una estructura altamente ramificada formada
por un nucleo y multiples ramas. Su estructura molecular les permite cargar diferentes
agentes activos.

Nanoparticulas
organicas

Nanosistemas esféricos formados por una bicapa lipidica que permiten la encapsulacién

Liposomas de farmacos hidrofilicos e hidrofébicos. A pesar de estar ampliamente estudiados, una
de sus principales desventajas es su rapida eliminacion.

Agregados coloidales de moléculas amfifilicas. Las micelas estan formadas por una parte

Micelas interna hidrofébica y una externa hidrofilica que permite la internalizacion de farmacos de

caracter apolar para su vehiculizacion.

Nanoparticulas de silice

Las nanoparticulas de silice son inertes, biodegradables y presentan una buena biodis-
tribucion. Son facilmente sintetizables y se pueden obtener de distinta forma y tamafio.

Nanoparticulas de oro

Nanoparticulas metdlicas que presentan unas propiedades opticas y electrénicas que
dependen totalmente de su formay tamafio. No presentan toxicidad intrinseca. Ademas
son facilmente funcionalizables mediante la formacién de puentes Au-SR.

Nanoparticulas Nanoparticulas de 6xido de hierro

inorganicas

Nanoparticulas de 6xido de hierro, tipicamente de magnetita (Fe,0,), biocompatibles y
facilmente biodegradables. Tienen gran potencial en biomedicina dada su capacidad
intrinseca de ser monitorizadas in vivo por técnicas de resonancia magnética nuclear.

Quantum dots (QD)

Nanoparticulas activas que se utilizan generalmente como sondas para imagen, ya que
presentan elevados rendimientos cuénticos de fluorescencia, elevada fotoestabilidad y
una emision fluorescente que puede ser variable mediante el tamafio. Sin embargo, los
QD no son biodegradables ni biocompatibles con el organismo, lo que restringe bastante
su uso en aplicaciones médicas.

Nanotubos de carbono

Monocapas de grafeno enrolladas en forma de cilindros. Presentan una elevada superfi-
cie especifica que permite anclar una amplia variedad de moléculas terapéuticas.
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Figura 2: Representacion esquematica de una
MNP y micrografia de MNP realizada mediante mi-
croscopia electronica de transmision (TEM)

Su elevada superficie y gran volumen de poro permite una
elevada carga de componentes, tales como farmacos,
sensores o proteinas, los cuales dotaran de funcionalidad
los soportes inorganicos. Por otra parte, las moléculas
huésped en el interior de los poros estaran protegidas de
una posible degradacién en ambientes hostiles, como son
el estbmago y los intestinos, en el caso de aplicaciones
bioldgicas®.

3. PREPARACION DE NANOPARTICULAS
MESOPOROSAS DE SIiLICE

La preparacion de MNP’s fue comunicada por primera vez
por cientificos de la Mobil Company en 1992 en el marco
de un proyecto de la compafiia para encontrar materiales
con poros de mayor tamafio que el que presentan las zeo-
litas. Es por ello que este tipo de nanoparticulas son cono-
cidas como MCM (Mobil Composition of Matter) y mas en
concreto como MCM-41©. Su metodologia de sintesis se
basa en la condensacion de precursores de silice (silicato
sédico, tetraetilortosilicato o silicato de tetrametilamonio)
en presencia de surfactantes catiénicos en condiciones
basicas. Se trata de una adaptacion del método descrito
por Stéber en 1968 para la obtencién de nanoparticulas
de silice"?, pero con la diferencia de que se le incorpora
un tensioactivo catiénico. Se combina asi el proceso de
sol-gel, una técnica muy utilizada para preparar vidrios
inorganicos, con surfactantes catidnicos que permiten
la obtencién de estructuras ordenadas y monodispersas
mediante la formacion tipica de micelas, que actuaran a
modo de molde o plantilla y daran origen a la formacién de
poros'12, El procedimiento estandar consiste en mezclar
un precursor de silicato, generalmente tetraetilortosilicato
(TEOS), con un surfactante catiénico, siendo el mas utili-
zado el bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), a una tem-
peratura comprendida entre 30 y 60 °C en medio bésico
(pH = 11). Las nanoparticulas se forman mediante el pro-
ceso de sol-gel catalizado en medio basico, segin dos re-
acciones clave, hidrdlisis y condensacion™ (Esquema 1).

La primera etapa del proceso consiste en la hidrélisis del
alcoxido. En esta etapa se obtiene una suspensién coloi-
dal que contiene particulas de tamafo inferior a 100 nm
a la vez que se forman grupos silanol (Si-OH) y se libera
el alcohol correspondiente. A continuacién los grupos
silanol polimerizan por condensacion, formando estructu-

10
OEt
Si @Si—OIH —_—

EtO’ 'OEt EtO” | . - EtOH

ras tridimensionales unidas por enlaces siloxano (Si-O-Si)
con eliminacién de agua y alcohol concomitante. En esta
segunda etapa de condensacion se forma un gel, mas o
menos compacto y denso"'?, La presencia en esta fase
de micelas, formadas por el surfactante es critica ya que
actian a modo de molde y daran origen a la formacién
de los poros. En efecto, el surfactante catidnico atrae las
cargas negativas de las especies de silice, las cuales se
concentran alrededor de las micelas formando una estruc-
tura de silice tubular. La nanoparticula va aumentando de
tamano hasta que la carga neta negativa, que introducen
las especies de silice, es tan elevada que ésta deja de cre-
cer. Hay que sefalar que el tamafo, la forma y la regulari-
dad de las nanoparticulas dependen de diversas variables
como son la temperatura, la velocidad de adicion, la agita-
cion y la cantidad de catalizador utilizado respecto a la de
TEOS". De todos estos factores se ha determinado que
el que mas afecta al tamafo de la MNP es la proporcién
de base respecto a la cantidad de TEOS, seguido de la
temperatura®. La formacion de las MNP’s puede seguirse
visualmente ya que a medida que avanza la polimeriza-
cién aumenta la turbidez de la suspension de MNP’s como
consecuencia del crecimiento de éstas. Alternativamente,
también puede seguirse la evolucién de las NP’s a través
de la dispersion que sufre un haz de luz al atravesar la
disolucion coloidal (efecto Tyndall) (Figura 3).

Figura 3: Turbidez y efecto Tyndall en soluciones coloi-
dales de MINP’s en funcidon del tamafio de particula

Finalmente, se debe liberar el surfactante del interior de
los poros. Para ello se pueden seguir tres métodos: reflujo
en alcohol acidulado con acido clorhidrico, un tratamiento
con nitrato aménico o mediante calcinacién. Estos trata-
mientos permiten la rotura de la interaccion electroestatica
que existe entre los grupos de la cabeza del surfactante
catiénico y los silicatos aniénicos, lo que facilita la elimina-
cion del surfactante en los mesoporos y la formacién final
de las nanoparticulas mesoporosas (Figura 4).

Para aplicaciones biomédicas, las MNP’s deben presentar
un tamafo uniforme que esté comprendido, idealmente,
entre 50-100 nm ya que por debajo de este rango las na-
noparticulas resultan ser algo citotoxicas y dificiles de ob-
tener, mientras que por encima se trata de nanoparticulas
demasiado grandes que o bien no podrian ser inyectadas
o serian facilmente eliminadas del organismo('e 16e.17),

EtO_ OEt EtO_ OEt OEt OEt

|
— = Et0-Si-O—Si-OEt

Si Si
N Sl B l
EtO OH EtO'/ OEt EtOH 6 Et Ot

Esquema 1: Mecanismo de polimerizacion del TEOS
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Figura 4: Fases para la preparacion de MNP’s

4. CARACTERIZACION DE LAS MNP’S

La caracterizacion de MNP’s requiere determinar el ta-
manfo, tanto de la NP como de los poros y su morfologia
general™. Los métodos mas utilizados para caracterizar
NP’s son: dispersion de luz dinamica (DLS), isotermas de
adsorcion y desorcion de N, (BET, BJH), difraccion de ra-
yos X de angulo pequefio (XRD) y microscopia electrénica
de transmision (TEM). Las técnicas del DLS y de TEM per-
miten determinar el tamafo global de las nanoparticulas,
mientras que las técnicas de BET, BJH y de XRD se uti-
lizan para caracterizar los poros. A continuacién se van a
describir brevemente dichas técnicas de caracterizacion.

4.1 TAMANO DE LAS MNP’S: DISPERSION DE LUZ DI-
NAMICA (DLS)

La dispersion de luz dinamica (DLS) permite relacionar el
desplazamiento aleatorio de las particulas con el diametro
hidrodinamico de éstas. Este didametro dependera de la
fuerza iénica del medio, de la concentracién de la diso-
lucion, de la temperatura y de su indice de refraccion. En
medios de elevada fuerza idnica el tamafio obtenido es
menor al real de la MNP, mientras que en medios de baja
fuerza iénica se obtienen valores del diametro de particu-
la mayores. Si ademas las nanoparticulas presentan una
capa de moléculas que recubren su superficie, la veloci-
dad de difusién global se ralentiza y el radio hidrodinamico
tampoco correspondera con el tamafio real de la particula,
obteniéndose un valor superior (Figura 5) 9.

Diametro hidrodinamico

Figura 5: Didmetro hidrodinamico de una
NP funcionalizada en su superficie.

Esta técnica permite estimar el tamafio de las nanoparti-
culas tomandolas como un conjunto. De hecho, el valor
obtenido es un promedio de toda la muestra, lo que per-
mite estimar su polidispersidad. La obtencién de una dis-
tribucién estrecha se corresponde a una muestra homo-
génea, mientras que la obtencién de varios picos significa
la existencia de diversas poblaciones de NP’s de distinto
tamano (Figura 6).

B0 eees REERTEEPELRERE [EREERT T ELTET SR LT PPRRIRR FECEIRLTTIRE T

1] SEEE TR PP ............... .. ............. ..

Intensidad (%)

0.1 1 10 100 1000 10000

Tamafio (nm)

Figura 6: Distribucion de tamafios medida por DLS

Generalmente, los mismos equipos de DLS incorporan
un sistema de medida del potencial zeta (Figura 7). Este
potencial esté relacionado con la carga superficial de las
nanoparticulas y es muy Util para evaluar la estabilidad y el
grado de agregacion de las NP’s. Asi, si se obtiene un ele-
vado valor absoluto de potencial zeta, las nanoparticulas
tenderan a repelerse entre si y no flocularan. Sin embargo,
si las nanoparticulas presentan unos bajos valores de po-
tencial zeta éstas acabaran floculando ya que no existe
ninguna fuerza que lo impida. En general, la linea divisoria
entre suspensiones estables e inestables se establece en
el rango de +30 mV o -30mV. Por otra parte, un potencial
positivo es altamente recomendable para favorecer la in-
ternalizacién de las nanoparticulas en membranas celula-
res para aplicaciones biologicas.

200000
150000

100000

Cuentas

-200 -100 0 100 200

Potencial zeta (mV)

Figura 7: Distribucion de potencial-
Z de una muestra de MNP’s

4.2 SUPERFICIE ESPECIFICA Y POROSIDAD: METO-
DOS DE BET Y BJT

Un parametro fundamental en la caracterizacién de séli-
dos porosos es su superficie especifica®?. Este valor pue-
de estimarse utilizando el método de Brunauer, Emmett
y Teller (BET) basado en la capacidad de los sélidos en
absorber gases en su superficie que viene gobernada por
la siguiente ecuacién [Eq.1]:

11 " (c-1) (ﬁ)
V(%U_l) VmC | VmC \po/ [EQ.1]
Doénde
V  volumen de un gas (tipicamente N,) adsorbido a la
presioén p;
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V_  volumen requerido para cubrir la superficie del adsor-
bente con una capa monomolecular de adsorbato;

p presién de equilibrio;

p, Presion de saturacion del adsorbato liquido utilizado;

C constante de BET;

De la representacion gréafica de los datos experimentales
sobre un gréafico 1/V[(p,/p)-1] frente a (p/p,) se obtiene una
curva que es lineal en el intervalo 0,05 < (p/p,) < 0,35 de la
cual pueden extraerse V_ 'y C. De estos valores se calcula
la superficie especifica S, a partir de la férmula [Eq. 2]:

(VinNs)
Sger = Va [Eq. 2]

Dénde

V., volumen requerido para cubrir la superficie del adsor-
bente con una capa monomolecular de adsorbato;

numero de Avogadro;

superficie de una moléculas de adsorbato;

volumen molar del adsorbato;

masa del adsorbente.

RS =

Suponiendo que las particulas son esféricas y que presen-
tan una distribuciéon de tamafo estrecha, el area superfi-
cial especifica proporciona un diametro medio de la NP
denominado diametro de BET.

La caracterizacion de los poros se efectia mediante el
método propuesto por Barret, Joyner y Halenda (BJH)@"
para el célculo del diametro y volumen de los poros. Estos
parametros se pueden determinar a partir de las isotermas
de adsorcion-desorcién de nitrégeno utilizando la ecua-
cién de Kelvin [Eq. 3] para poros cilindricos:

p oV

—) = - Eq.
In (po) z—rRT [Eq.3]

Dénde

V., volumen molar del adsorbato liquido;

o tensién superficial del adsorbato liquido;

r radio de Kelvin;

La medida del volumen de los poros ofrece, indirectamen-
te, una estimacion del grado de funcionalizacién que se ha
dado en la superficie de los poros, por comparacién entre
el volumen de los poros de las MNP’s funcionalizadas y
sin funcionalizar.

4.3 ESTRUCTURA MESOPOROSA: DIFRACCION DE
RAYOS X (XRD)

La difraccion de rayos X de angulo pequefio (XRD) es una
técnica no-destructiva que permite estudiar la estructura
interna mesoporosa de las MNP’s. Los difractogramas
dan informacién sobre la periodicidad y el orden interno
de las nanoparticulas porosas®® 2. Esta técnica resulta
especialmente Util para verificar la integridad de la estruc-
tura mesoporosa de las MNP’s después de efectuar ma-
nipulaciones quimicas sobre ellas que pueden erosionar
su estructura.

4.4 MORFOLOGIA DE LAS NANOPARTICULAS: MI-
CROSCOPIA DE TRANSMISION ELECTRONICA (TEM)
La microscopia de transmisién electrénica (TEM) permite
visualizar directamente la estructura y tamafo de una na-
noparticula en concreto o de un conjunto de ellas. De for-
ma visual es posible determinar si la muestra es morfol6-
gicamente homogénea. En el caso particular de las MNP’s
permite la observacion de los poros y su periodicidad. Asi,

cuando la nanoparticula se encuentra perpendicular al
plano de visualizacion se observan los poros como lineas
o canales (Figura 8a), mientras que si las nanoparticulas se
encuentran en el mismo plano de visualizacion lo que se
observa son circulos periédicos (Figura 8b).

Figura 8: Micrografia de MNP’s realizada medi-
ante TEM de alta resolucion: a) plano perpen-
dicular al de visualizacién b) mismo plano

Ademas de poder observar la morfologia y periodicidad de
los poros en las nanoparticulas, la técnica TEM también
permite obtener el valor del didmetro de éstos a través de
la transformada de Fourier (Figura 9).

Figura 9: Transformada de Fourier realizada medi-
ante TEM sobre una muestra de MNP’s proporcio-
nando un diametro medio de poro de 4 nm.

Ademas, algunos modelos de microscopios también per-
miten realizar el andlisis elemental de la muestra, lo cual
permite obtener informacién sobre la composicion y fun-
cionalizacién de las NP’s.

5. DECORACION Y FUNCIONALIZACION DE
MNP’S

Las MNP’s presentan tres posibles dominios de funcionali-
zacion: la superficie de la NP, la parte interna de los meso-
poros y la matriz de silice de la NP. Existen entonces, tres
estrategias de funcionalizacidon que permiten incorporar
cualquier agente activo en una MNP, mediante oclusion,
injerto, o co-condensacion®10,

5.1 OCLUSION

La oclusion se utiliza generalmente con moléculas fluores-
centes, a modo de sondas, o agentes de contraste que
permiten la localizacion y seguimiento de los nanovehicu-
los en el organismo @429, En este tipo de funcionalizacion,
el agente activo se encuentra disperso en la matriz poli-
mérica sin estar unido covalentemente?9. La oclusion de
un agente en el interior de la matriz de la NP permite su
proteccion contra factores externos, minimizandose asi su
degradacion (Figura 10).
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Carga

Figura 10: Anclaje en la matriz de la nanoparticula

5.2 METODO DEL INJERTO

El injerto (“grafting”) es un método post-sintético que per-
mite modificar la superficie de la NP e incorporar grupos
funcionales por silanizacién®. En este procedimiento los
grupos silanol superficiales (Si-OH), que pueden estar
presentes en elevada concentracién, actian como puntos
de anclaje por tratamiento con un siloxano funcionalizado
con el grupo deseado. La silanizacién transcurre ya sea a
través de grupos libres de (= Si-OH) o de grupos silanol
geminales (=Si(OH),).

5.3 METODO DE CO-CONDENSACION

El método de co-condensacion se basa fundamentalmen-
te en el proceso de sol-gel®. La diferencia estriba en la
adicién de un siloxano funcionalizado junto con el precur-
sor de silice (TEOS). En comparaciéon con el método de
post-injerto en el que la distribucién de los grupos fun-
cionales tiende a ser heterogénea, el método de co-con-
densacion es capaz de distribuir homogéneamente gru-
pos organicos en la superficie interna de los poros. Otra
ventaja del método de co-condensacion sobre el método
del injerto es que se puede controlar mas facilmente la
morfologia de las MNP’s (Figura 11).

Figura 11: Co-condensacion de una MNP con
aminopropiltrimetilsiloxano (APTMS)

En cualquier caso, cada uno de los dos métodos de fun-
cionalizacion tiene ciertas ventajas. Si lo que se desea es
la funcionalizacion directa de la superficie en un solo paso
de sintesis el método de grafting parece el mas adecuado.
Sin embargo, si se desea la obtencién de una superficie
homogénea e uniforme el método de co-condensacion re-
sulta mas practico.

5.4 FUNCIONALIZACION REGIOSELECTIVA

Existe la posibilidad de funcionalizar las MNP’s de forma
regioselectiva y discriminar entre la superficie externa de
las nanoparticulas y sus poros. Esta regioselectividad se

puede alcanzar, simplemente, eliminando el tensioactivo y,
posteriormente, aplicando el método del injerto tratando
con un silano (p.ej. APTMS). La superficie externa de la
NP, mas accesible al reactivo, se funcionalizara preferente-
mente respecto a la interior. Un método alternativo, quizas
mas eficiente, es silanizar la MNP en dos fases con y sin
surfactante (Figura 12).

Eliminacion
surfactante

Grafting
externo

/ Grafting

externo

Eliminacion \

surfactante

Figura 12: Método selectivo para funciona-
lizar las dos superficies de las MNP’s

5.5 POSTFUNCIONALIZACION

Con el fin de conferir mayor complejidad a las MNP’s y
preparar materiales funcionales se han descrito protoco-
los de post-funcionalizacién que permiten incorporar a la
NP practicamente cualquier grupo funcional, macromolé-
cula e incluso otras NP’s. Basicamente, estos protocolos
se pueden dividir en dos tipos: los que implican la forma-
cion de enlaces covalentes con la MNP’s y los basados en
interacciones de caracter electrostatico.

5.5.1 FORMACION DE ENLACES COVALENTES CON
MNP’s

Una vez la MNP ha sido funcionalizada mediante injerto
0 co-condensacioén es posible utilizar las diversas técni-
cas desarrolladas en bioconjugacién con el fin de deco-
rar la MNP con moléculas o biomoleculas de interés®. A
continuacion, se describen algunas de las estrategias de
acoplamiento mas interesantes en el campo de las nano-
particulas: formacién de amidas, tioureas y cicloadicién de
Huisgen.

Normalmente para la formacion de amidas se requiere la
participacion de un reactivo activador del acido. Un proto-
colo muy utilizado se conoce como reaccion de Steglich o
método de la carbodiimida. Para ello el acido carboxilico
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se activa mediante la formacion del éster de la N-hidroxi-
succinimida correspondiente. Esta activacién se realiza en
presencia de un agente de acoplamiento como la 1-etil-
3-(dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC). Finalmente la
amina reacciona con el éster activado para proporcionar la
amida con excelentes rendimientos (>90%) (Esquema 2).

o N H OQT/O\C/,N \/\_/NH
+ - - )
whon e
EDC
OH
OXN\?O Activacion del acido
/
NHS
° [ o]
_ R
P g o A
;

N
H Formacion de la amida 4

Esquema 2: Formacion de una amida

Alternativamente es posible utilizar la gran reactividad y
selectividad del grupo isotiocianato frente a aminas pri-
marias para formar tioureas®’. Este protocolo es amplia-
mente utilizado en bioquimica para el acoplamiento de
proteinas y conjugacion de anticuerpos. La reaccion es
practicamente cuantitativa y se pueden utilizar DMSO o
EtOH como disolventes (Esquema 3).

S
R R
R-N=C=S 4+ R—NH, —» ‘N'JLN’ 1
H H
Esquema 3: Formacion de una tiourea

Otra ruta muy comun en bioconjugacion es la cicloadicion
alquino-azida catalizada por Cu(l), basada en el concepto
de quimica click o también conocida como “CuAAC”¢1-33),
Este tipo de quimica implica la cicloadicién de un alquino
y una azida para formar un anillo de 1,2,3-triazol, que sir-
ve como un fuerte nexo entre la nanoparticula y el agente
biofuncional (esquema 4).

+)
R ® @
N =N= N R
N=N=N CuS0O, N% N~
R ascorbato sodico Rn):

Esquema 4: Reaccion de formacion de 1,3-triazoles

Este proceso ha demostrado ser altamente versatil y ade-
cuado para la conjugacion de una variedad de especies,
desde moléculas pequefias hasta proteinas®.

5.5.2 INTERACCION ELECTROESTATICA

La elaboracion de sistemas complejos que doten de fun-
cionalidad a las NP’s puede beneficiarse de la aplicacion
de conceptos de la quimica supramolecular. En particular
de todo tipo de interacciones débiles (puentes de hidroge-
no, formacién de complejos metdlicos y pares i6nicos en-
tre otras) y asociaciones entre macromoléculas (polimeros
y biomoléculas). Un ejemplo relevante de aplicacion biol6-
gica es el recubrimiento de MNP’s cargadas positivamente
en su superficie con aminas cuaternizadas y recubiertas
con cadenas de ADN aniénicas®s-7.

6. TECNICAS DE CARACTERIZACION DE
NANOPARTICULAS FUNCIONALIZADAS

Con el fin de estudiar y analizar la presencia de grupos
funcionales en la superficie de las NP’s se dispone de di-
versas técnicas que no difieren de los métodos comunes
del laboratorio: espectroscopia de absorcion y fluorescen-
cia, espectroscopia de infrarrojo (IR), andlisis termogravi-
métrico (TGA), analisis elemental organico (AE) y resonan-
cia magnética en fase solida.

6.1 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION Y
FLUORESCENCIA

Los espectros de absorcion y fluorescencia son una bue-
na opcién para confirmar rapidamente la funcionalizacién
de las nanoparticulas, a partir de su suspensiéon en un
disolvente adecuado®. Estas técnicas son especialmen-
te indicadas para el estudio de sistemas que incorporan
sensores fluorescentes o colorantes. En la Figura 13, se
muestra como ejemplo el espectro de absorcion de MNP’s
funcionalizadas con isocianato de fluoresceina (FITC).

03 -
0,25
02
20,15 4
[}
01 1
0,05

0 T T 1
400 450 500 550
A/nm

Figura 13: Espectro de absorcion de MNP’s
funcionalizadas con FITC (EtOH)

6.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAROJO (IR)

La utilizacién de la espectroscopia de IR esta muy indicada
para el estudio de MNP’s funcionalizadas dado que per-
mite reconocer facilmente y de forma no destructiva® la
presencia de carbonilos, tioureas, azidas, aminas, ésteres
0 acidos. Como ejemplo, en la Figura 14 se muestra el es-
pectro de IR de nanoparticulas funcionalizadas con aminas
primarias. A continuacion las NP’s se tratan con isocianato
de fluoresceina (FITC) para generar el conjugado corres-
pondiente. Si se comparan los espectros de IR de las NP’s
funcionalizadas (Figura 14 b) con el de las mismas NP’s sin
funcionalizar (Figura 14 a), se puede observar la aparicion
de toda una serie de bandas entre 1600 cm™ y 1200 cm™'
que corresponden a la tension de la lactona (1575 cm™) y al
aumento de las flexiones C-H alrededor de 1400 cm™

1626 cm™
1466 cm™ ¢
1463 cm™?
1391 cm™
1326 cm! -

1575cm™? -

Transmitancia 100%

1069 cm™
1069 cm?

a) b)

N2onda/ cm™*

Figura 14: IR MNP'’s sin funcionali-
zar a) y funcionalizadas con FITC b)
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6.3 TERMOGRAVIMETRIA (TGA)
ELEMENTAL (AE)

La termogravimetria és una técnica destructiva de anali-
sis que consiste en monitorizar las cambios de peso de
una muestra en funcion de la temperatura y el tipo de at-
mosfera (oxidante, reductora). En particular, los estudios
de TGA sobre MNP’s permiten determinar su contenido
en materia organica y estimar su grado de funcionaliza-
cion®Y. A modo de ejemplo, en la Figura 15 se muestra el
TGA de una muestra de nanoparticulas no funcionalizadas
que se comparan con unas nanoparticulas funcionaliza-
das con grupos amino por co-condensacién con APTES
(aminopropiltrietilsilano). Asi, como se puede observar en
la Figura 15a), se produce una primera pérdida de masa
que corresponde a la pérdida de agua. En cambio las na-
noparticulas funcionalizadas con grupos amino ademas
de la pérdida de agua, presentan otra pérdida importante
de masa entre 300 °C y 550 °C. Comparando la cantidad
de materia organica que se encuentra presente en las
MNP’s sin funcionalizar y funcionalizadas se estima que el
porcentaje de carga de materia organica proveniente del
APTES es del 17%. Es decir, hay alrededor de 2,8-107 mol
de grupos amino por miligramo de MNP’s.

y ANALISIS

2) 10

S0 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 /C

Figura 15: TGA de MNP’s sin gru-
pos APTES a) y con APTES b)

S0 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 KO 650

También es posible realizar un estudio analogo, aunque
no tan preciso, de las MNP’s funcionalizadas utilizando
el andlisis elemental por combustién (AE). En efecto, esta
técnica permite estimar la presencia de la fraccion organi-
ca por comparacién del porcentaje de carbono, hidrégeno
y nitrégeno de las MNP’s sin funcionalizar con el de las
funcionalizadas. En el ejemplo de la Tabla 2, se compa-
ran MNP’s sin funcionalizar, con MNP’s funcionalizadas
por co-condensacion con APTES. En este caso se puede
observar que se ha introducido un 1,9 %, de nitrégeno y
la fraccién organica ha aumentado aproximadamente el
doble. Ademas se puede calcular que cada miligramo de
MNP’s equivale aproximadamente a 1,4:10° mol de gru-
pos amino.

Tabla 2: AE MNP’s y MNP's-(CH,),NH,

Peso / mg C/% H/ % | N/ %
MNP’s
1,090 3,36 1,33 -
1,006 3,24 1,26 -
MNP’s-(CH,).NH,
1,127 6,39 2,08 1,9
1,068 6,17 2,04 1,9

00 fe

6.4 RESONANCIA MAGNETICA EN ESTADO SOLIDO
(RMN-MAS)

A diferencia de lo que ocurre con las muestras en diso-
lucion, la espectroscopia de resonancia magnética nu-
clear de muestras sélidas no esta tan extendida. La razén
proviene del gran ensanchamiento de las sefales del es-
pectro debido a las interacciones dipolo-dipolo entre los
momentos magnéticos de los nlcleos vecinos que carac-
teriza los espectros de sélidos. Una técnica cominmente
empleada, que minimiza estas interacciones y reduce la
anchura de las sefiales, consiste en la rotacion de la mues-
tra con un angulo de 54,44° con respecto a la direccién del
campo magnético. Esta técnica se conoce como RMN de
rotacién en angulo magico (RMN-MAS, Magic Angle Spin-
ning). El desarrollo de ésta y otras técnicas han permitido
el uso del RMN en estado sélido para el estudio estructu-
ral de sustancias poco solubles, como algunos polimeros,
vidrios, ceramicas y resinas, entre otros, siendo una bue-
na alternativa para materiales de baja cristalinidad que no
pueden ser estudiados por técnicas de difraccion®0.

La aplicacién de la técnica de RMN-MAS a MNP’s permite
observar los protones provenientes tanto de la superficie
externa como de la interna. Asi en el caso de MNP’s fun-
cionalizadas con grupos APTES es posible observar los
tres grupos metileno acoplados entre si. Esta técnica tam-
bién permite conocer la existencia de algun tipo de inte-
racciéon entre las moléculas y la silice o incluso que tipo
de conformacién puede ser la mas probable en funcién
del tipo de interacciones de los protones con el medio®".

7. APLICACIONES DE MNP’S EN BIOMEDICI-
NA: NANOPLATAFORMAS TERANOSTICAS

Aunque las MNP’s se desarrollaron inicialmente para ca-
talisis, rapidamente se descubrié su potencial para otras
muchas aplicaciones tales como sondas de imagen, sen-
sores, materiales 6pticos, fotocatalisis, pilas de combus-
tible, sistemas eléctricos y sobretodo en el ambito de la
investigacion médica. Es precisamente en este campo en
el que los cientificos han mostrado un mayor interés por
las MNP’s como materiales biotecnolégicos* 42 debido a
su elevado potencial para albergar diferentes moléculas
huéspedes gracias a su elevada superficie especifica y
particular geometria. Estas caracteristicas y su baja toxi-
cidad hacen de las MNP’s prometedores vehiculos Utiles
para la liberacion de farmacos (Controled Drug Release)
3, Estos vehiculos se conciben como nanoplataformas
capaces de desempefiar una doble funcién de diagnosis
y terapia al mismo tiempo, lo que hoy en dia se conoce
bajo el concepto de “terandstica”“¥ (derivado de terapia 'y
diagnosis) (Figura 16).

Tratamiento

Deteccion

‘Terandstica

Nanotecnologia

Figura 16: Concepto de Terandstica
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Por tanto se desea disefiar NP’s con capacidad para de-
tectar, visualizar y tratar“>+). Para dotar de todas estas
funciones a las NP’s es preciso funcionalizarlas y conju-
garlas con los agentes activos necesarios (Tabla 3).

Tabla 3: Agentes activos utilizados para funcionalizar MNP’s

Molécula Propiedades
Farmaco Tratamiento enfermedades
Anticuerpos Selectividad del transporte
ADN/SIiRNA Transduccién genética
Fotosensibilizadores Terapia fotodinamica (PDT)
Proteinas Centro activo, selectividad
Polimeros cati6nicos Cruzar membranas
Polimeros biodegradables Biodistribucion y estabilidad
Agentes de contraste Imagen por Resonan-
cia Magnética (IRM)
Fluoréforo Localizacién y reconocimiento
Sensor de iones o pH Sensor, diagnéstico
Fosfolipidos Encapsulacién moléculas

El modelo tipico de estas nanoplataformas (Figura 17)
consiste en incorporar un farmaco en el interior de la MNP
de forma reversible y decorar la superficie con elementos
que mejoren su biodisponibilidad (polietilenglicol (PEG)
“8-52) y polimeros catidnicos para cruzar membranas ci-
toplasmaticas®), aumenten su selectividad (anticuerpos
que permiten una gran selectividad hacia la zona afecta-
da181754) y |ocalizen la NP (agentes de contraste,®%3Y mo-
léculas fluorescentes o nanocristales paramagnéticos®?).
Adicionalmente, la incorporacién de receptores de anio-
nes y cationes ofrece informacién sobre la composicién
del entorno quimico ya sea el pH del medio (niveles bajos
asociados a células con un elevado metabolismo como
las células tumorales) o la presencia de ciertos aniones o
cationes ©5 %9,

Y

Fotosensibilizador
) b :} Si-RNA

NP magnética

Sonda de IRMy
fluorescencia

Proteina

@ Receptor

P
~~
% Polimero
&
e

Figura 17: Ejemplo de una nanoplataforma

Otra modalidad de nanovehiculo descrito en la literatura
consiste en MNP’s recubiertas por cadenas de SiRNA uni-
das a la superficie de la nanoparticula por interacciones
idnicas. Una vez la MNP se ha internalizado, la nanoplata-
forma se disocia liberando el SiRNA. Esta tecnologia se ha
utilizado en la transfeccion celular®.

7.1 SISTEMAS DE LIBERACION DE FARMACOS

Un importante requisito para el disefo de sistemas de li-
beracion de farmacos es que presenten una eficiente ha-
bilidad para transportar la carga a la region adecuada y
liberarla dosificadamente. En este contexto, las MNP’s se
presentan como una buena alternativa a los vehiculos ac-

tuales® (p.ej. liposomas y polimeros biodegradables) ya
que es posible incorporar elevadas cantidades de carga
en sus mesoporos y a continuacion bloquear reversible-
mente su salida, permitiendo un transporte selectivo y una
liberacion eficaz (Figura 18).

MNP cargada Liberacién carga
. ] > J
°° > & o
® > N

Figura 18: Liberacion de carga controlada

Para conseguir este objetivo es necesario disefiar nano-
puertas inteligentes que se abran como respuesta a un
estimulo“426), Principalmente, se han utilizado dos tipos
de estimulos®?%9: los estimulos internos como cambios
de pH, medios reductores y actividad enzimatica, que
dependen de la homeostasis de la célula, y los estimulos
externos como son la luz, los ultrasonidos o los campos
magnéticos, que pueden aplicarse segun se desee. Ade-
mas, los estimulos externos tienen la ventaja que pueden
controlarse en tiempo y localizacion (Tabla 4).

Tabla 4: Tipo de nanopuertas que se pueden utilizar

Nanopuertas Mediante
sensibles a:
pH Enlaces labiles (hidracinas, ésteres, tioles)
Temperatura Polimeros termosensibles
Reacciones redox Puentes disulfuro
Luz Isémeros cis-trans
Campos magnéticos Aplicaciéon de un campo magnético
sobre nanoparticulas metalicas
Enzimas Glucosa, enlace biotina-avidina, enlace
glicosidico, interaccion con aptdmeros

A continuacién se describen tres sistemas de apertura de
las nanopuertas: apertura mediante un grupo bloqueador,

apertura mediante polimero y apertura mediante valvulas
(64,65)

7.1.1 APERTURA POR ELIMINACION DE UN GRUPO
BLOQUEANTE

Se trata de anclar un grupo blogueador en los poros de
la MNP mediante un enlace reactivo capaz de escindirse
o sufrir isomerizacién a través de un estimulo, liberando-
se asi la carga contenida (Figura 19). Este tipo de control
mecanico se basaria en enlaces covalentes (por ejemplo,
tioéteres que son escindidos en medios reductores o ami-
das degradables por enzimas especificas®®-’), grupos
voluminosos (por ejemplo, NP’s de Au o nanocristales de
CdS) o moléculas fotoisomerizables, como los azobence-
nOS(BB-GQ)_
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Figura 19: Liberacion de carga medi-
ante un grupo bloqueador

7.1.2 APERTURA MEDIANTE POLIMEROS

Los polimeros se han utilizado como controles mecanicos
ya sea mediante absorcién o unién covalente a la super-
ficie de las MNP’s. Su mecanismo de accion se basa en
envolver fuertemente la superficie externa de las nanopar-
ticulas taponando la salida de los poros®707)_ A través de
diferentes estimulos, los polimeros pueden inflarse, enro-
llarse o eliminarse lo que permite la apertura de los poros
blogueados y la liberacién de la carga (Figura 20).

MNP cargada

&-

Ln Polimero

Figura 20: Ejemplo de liberacion de carga mediante polimero

Liberacion carga

@ Carga

7.1.3 APERTURA MEDIANTE VALVULAS

El concepto de una nanovalvula supramolecular incluye el
uso de una molécula inmovilizada unida covalentemente a
la matriz de silice (eje) junto con una molécula ciclica que
actuard a modo de tapon®? 7273, En el estado cerrado, la
molécula ciclica se une al eje y este conjunto sirve como
barrera de las aperturas de los poros. Por otra parte, la
disociacion y la retirada de la tapa hace que la valvula este
en la posicién abierta y se libere la carga del poro (Figura
21).

MNP cargada

&-

Vialvula @ Carga

Liberacion carga

Figura 21: Liberacion de carga mediante valvula

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Con el fin de preparar MNP’s para su utilizaciéon en apli-

caciones biomédicas como nanoplataformas, una amplia

gama de propiedades, factores y condiciones de caracter

fisico, quimico, biolégico y fisiolégico deben cumplirse:

e  Deben ser biocompatibles y biodegradables

e  Deben permitir una elevada carga de agentes activos

e  Deben presentar un mecanismo de entrega de la car-
ga especifico en el lugar adecuado excluyendo la li-
beracion en células normales y tejidos

e No debe liberarse el farmaco de forma prematura

e Deben presentar un mecanismo de liberacién contro-
lado para proporcionar una dosis eficaz

Aunque gran parte de estos requisitos se han alcanzado,
desgraciadamente las interacciones que sufren las NP’s
en el organismo son extraordinariamente complejas, lo
que explica, en gran medida, la dificultad del proceso de
optimizacién y evaluacion al que deben someterse las na-
noplataformas para que estén listas para ser usadas en
aplicaciones clinicas. Aun asi grandes progresos se han
conseguido en poco mas de una década (Figura 22).

In vivo: : terapia
tumoral, bio-
A distribuciony

@ eliminacién

Multiplataforma: :
fluorescencia e imagen

@ In vitro: : control de liberacién de farmaco,
especificidad y citotoxicidad.

ELER

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2002

Figura 22: Avance en el estudio de las MNP’s

Sin duda, una cuestiéon fundamental que rodea el uso de
las MNP’s es su toxicidad. Esta dependera siempre de los
sustituyentes y agentes activos que se encuentren an-
clados a las nanoparticulas. Por lo que, en cada caso, se
debera estudiar la toxicidad de las nanoparticulas funcio-
nalizadas.

Otro aspecto critico es la tendencia de las NP’s a formar
agregados. Cualquier agregacion que ocurra en el torrente
sanguineo puede obstruir los capilares y resultar en una
embolia. En general, el higado y el bazo son los principales
6rganos doénde se acumulan las MNP’s(™. Se cree que,
mayoritariamente, la eliminacién de las nanoparticulas de
silice ocurre a través de su descomposicién en acido orto
silicico y su posterior excrecion a través del sistema re-
nal®. Se han observado nanoparticulas de silice mesopo-
rosa intactas en la orina pero el proceso de excrecion por
el cual ocurre todavia no es conocido.

Si las nanoparticulas son administradas mediante in-
yeccion por via intravenosa, el tiempo de circulacién en
sangre y su biodistribucion depende principalmente del
diametro efectivo de las nanoparticulas y de sus propie-
dades de superficie. Se sabe que las nanoparticulas de
gran tamano, superiores a 100 nm de diametro, o nano-
particulas agregadas son rapidamente absorbidas por el
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sistema reticulo-endotelial (RES)7®. Del mismo modo, una
adsorcién de proteinas no especificas en la superficie ex-
terna de las nanoparticulas también produce aumento del
diametro efectivo y puede conducir a mismo fenémeno de
absorcién por el RES. Por lo tanto, resulta muy importante
controlar el tamafio y modificar adecuadamente la super-
ficie de las MNP’s para superar con éxito los ensayos in
vivo.

9. CONCLUSIONES

Las MNP’s se caracterizan por presentar unas cavidades
mesoporosas que permiten alojar y proteger una amplia
variedad de moléculas organicas, mientras que en la su-
perficie externa se pueden funcionalizar con agentes que
mejoren su biodistribucién, solubilidad, selectividad y es-
pecificidad. Estos agentes pueden ser adsorbidos o cova-
lentemente enlazados tanto en las paredes interiores de
los mesoporos como en su superficie externa. Las MNP’s
se presentan como unos buenos candidatos para su apli-
cacion clinica como nanoplataformas multifuncionales
para el disefio de nanodispositivos capaces de desempe-
Aar una doble funcién de diagnosis y terapia (terandstica).
No obstante, todavia hay variables que deben ser estudia-
das como su estabilidad y biocompatibilidad.

10. BIBLIOGRAFIA

1. http://www.oecd.org/science/nanosafety/37770473.
pdf 17/06/2013

2. Deepak, T., Yashwant, P, Michel, D., Drugs and the
pharmaceutical sciences vol. 166, Nanoparticulate
Drug-Delivery Systems: An overview. Chapter 1.
Nanoparticulate Drug-Delivery Systems: An Overview
p.1-32. Edited by Deepak T., Michel D., Yashwant, P.
(2007).

3. Mai, W. X,, Meng, H.: Integr. Biol., 5, 19-28 (2013).

Vallet-Regi, M.: ISRN Materials Science, 1-20, (2012).

5. Zhang, L., Gu, F. X., Chan, J. M., Wang, A. Z., Langer,
R. S., Farokhzad, O. C.: Clin. Pharmacol .Ther., 83,
761-769 (2008).

6. Mamaeva, V., Sahigren, C., Linden, M.: Adv. Drug De-
liv. Rev., 65, 689-702, (2013).

7. Slowing, I. I., Vivero-Escoto, J. L., Trewyn, B. G., Lin,
V. S. -Y.: J. Mater. Chem., 20, 7924-7937 (2010).

8. Rosenholm, J. M., Sahlgren, C., Lind M.: Nanoscale,
2, 1870-1883 (2010).

9. Beck, J. S., Vartuli, J. C., Roth, W. J., Leonowicz, M.
E., Kresge, C. T., Schmitt, K. D., Chu, C. T. W., Olson,
D. H., Sheppard, E. W.: J. Am. Chem. Soc., 114(27),
10834-10843 (1992).

10. Stoéber, W.; Fink, A. J. Colloid. Interf. Sci., 26, 62-69
(1968).

11. Ramirez Palma, M. T., Huirache Acuna, R., Espino-
sa Acosta, G., Hernandez Padrén, G.: Ciencia Ergo
Sum, 17, 183-188 (2010).

12. Zanella, R.: Mundo. Nano, 5, 69-81 (2012).

13. Wu, S. -H., Mou, C. -Y,, Lin, H. -P.: Chem. Soc. Rev.,
42, 3862-3875 (2013).

14. Tewodros, A.; Tao, Z.: Chem. Res. Toxicol., 25,
2265-2284 (2012).

15. Vivero-Escoto, J. L., Slowing, I. I., Trewyn, B. G., Lin,
V. S. -Y.: Small, 6(18), 1952-1967 (2010).

>

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

a. Chiang, Y. -D., Lian, H. -Y., Leo, S.-Y., Wang, S.
—-G., Yamauchi, Y., Wu, K. C.-W.: J. Phys. Chem. C.,
115, 13158-1316 (2011). b. Santamaria, J., Yague,
C., Moroa, M., Grazu, V.: Chem. Eng. J., 137, 45-53
(2008). c. Lin, Y-S , Haynes C.L. J. Am. Chem. Soc.,
132, 4834-4842 (2010).

Park, Y.-H., Bae, H. C., Jang, Y., Jeong, S. H., Lee, H.
N., Ryu, W. -1, Yoo, M. G., Kim, Y. -R., Kim, M. -K_,
Lee, J. K., Jeong, J., Son, S. W.: Mol. Cell. Toxicol.: 9,
67-74 (2013).

Scott E. McNeil. Editor “Characterization of Nanopar-
ticles Intended for Drug Delivery” Editorial Humana
Press (2011).

Akbari, B.; Tavandashti, M. P., Zandrahimi, M.: I[JM-
SE., 8, 48-56 (2011).

Mou, C. -Y., Lin, H. -P.: Pure Appl. Chem., 72(1-2),
137-146 (2000).

Chang, B., Chen, D., Wang, Y., Chen, Y., Jiao, Y., Sha,
X., Yang, W.: Chem. Mater., 25, 574-585 (2013).
Popat, A., Liu, J., Lua, G. Q., Qiao, S. Z.: J. Mater.
Chem., 22, 11173-11178 (2012).

Yulin, H.: “Functionalization of mesoporous silice
nanoparticles and their applications in organometallic
and organometallic catalysis”. PhD Dissertation. lowa
State University (2009).

Rossi, L. M., Shi, L., Quina, F. H., Rosenzweig. Z.:
Langmuir, 21, 4277-4280 (2005).

Rossi, L. M., Silva, P. R., Vono, L. L., Baptista, M. S.:
Langmuir, 24, 12534-12538 (2008).

Slowing, . I., Vivero-Escoto, J. L., Wu, C.-W. Lin, V.
S. -Y.: Adv. Drug. Deliv. Rev., 60, 1278-1288 (2008).
Carniato, F, Tei, L., Cossi, M., Marchese, L., Botta,
M.: Chem. Eur. J., 16, 10727-10734 (2010).

Yildirim, A., Ozgurab, E., Bayindir, M.: J. Mater. Chem.
B, 1, 1909-1920 (2013).

Thanh, N. T. K., Green, L. A. W.: Nano Today, 5, 213-
230, (2010).

Clarke, O. J., Boyle, R. W.: Chem. Commun., 2231-
2232 (1999).

Dickschat, A. T., Behrends, F., Biuhner, M., Ren, J.,
WeiB, M., Eckert, H., Studer, A.: Chem. Eur. J. 18,
16689-16697 (2012).

Chandran, S. P, Srinivas, S.; Prasad, B. L. V.: Curr.
Sci., 95(9), 1327-1333 (2008).

Lia, N., Binder, W. B.: J. Mater. Chem., 21, 16717
(2011).

Thirumurugan, P, Matosiuk, D., Jozwiak, K.: Chem.
Rev., doi.org/10.1021/cr200409f (2013).

Climent, E., Martinez-Manez, R., Sancenén, F., Mar-
cos, M. D., Soto, J., Maquieira, A., Amorés, P.: Angew.
Chem. Int. Ed., 49, 7281 -7283 (2010).

He, W. -T., Xue, Y. -N., Peng, N., Liu, W. M., Zhuo,
R. -X., Huang, S. -W.: J. Mater. Chem., 21, 10496~
105083 (2011).

Ozalp, V. C., Eyidogan, F., Oktem, H. A.: Pharmaceu-
ticals 4, 1137-1157 (2011).

Climent, E., Martinez-Manez, R., Maquieira, A., San-
cendn, F.,, Marcos, M. D., Brun, E. M., Soto, J., Amo-
rés, P.: Chemistry Open, 1, 251 — 259 (2012).

Ma, W. -F.,, Wu, K. =Y., Tang, J., Li, D., Wei, C., Guo,
J., Wang, S. -L. Wang, C. -C.: J. Mater. Chem., 22,
15206-15214 (2012).

Trebosc, J., Wiench, J. W., Huh, S., Lin, V. S. -Y., Prus-
ki, M.: J. Am. Chem. Soc., 127, 3057-3068 (2005).

30

AFINIDAD LXXI, 565, Enero - Marzo 2014



41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.
48.

49.

50.

51.
52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

Nedd, S., Kobayashi, T., Tsai, C.-H., Slowing, I. 1.,
Pruski, M., and Gordon, M. S.: J. Phys. Chem. C.,
115, 16333-16339 (2011).

Colilla, M., Gonzélez, B., Vallet-Regi, M.: Biomater.
Sci., 1, 114-134 (2013).

Coti, K. K., Belowich, M., Liong, M.; Ambrogio, M. W.,
Lau, Y. A, Khatib, H. A., Zink, J. |., Khashab, N. M.,
Stoddart, J. F.: Nanoscale, 1, 16-39 (2009).

Chen, N. -T., Cheng, S. -H., Souris, J. S., Chen, C.
-T., Mou, C. =Y., Lo, L. -W.: Mater. Chem. B, 1, 3128-
3135 (2013).

Bechet, D., Couleaud, P, Frochot, C., Viriot, M. L.,
Guillemin, F., Barberi-Heyob, M.: Trend. Biotechnol.
26(11), 612-621 (2008).

Vivero-Escoto, J. L, Slowing, I. I., Trewyn, B.G., Lin,
V.S.: Small, 6(18), 1952-1967 (2010).

McNeil, S. E.: J. Leukocyte Biol. 78, 585-594 (2005).
Tsai, C-P, Chen, C. -Y., Hung, Y., Chang, F-H., Mou,
C. -Y.: J. Mater. Chem.: 19, 5737-5743 (2009).
Tansub, W., Tuitemwong, K., Limsuwan, P., Thepa-
roonrat, S., Tuitemwong, P.: J. Nanomater, 1-20
(2012).

Cho, K., Wang, X., Nie, S., Chen, Z. Shin, D. M.: Clin.
Cancer. Res., 14(5), 1310-1316 (2008).

Haag, R.: Angew. Chem. Int. Ed.: 43, 278-282 (2004).
Park, J. T., Seo, J. A., Ahn, S. H., Kim, J. H., Sang
Kang, W.: J. Ind. Eng. Chem.: 16, 517-522 (2010).
Delehanty, J. B., Boeneman, K.; Bradburne, C. E.,
Robertson, K., Bongard, J. E., Menditz, I. L.: Ther. De-
liv.: 3, 411-433 (2010).

Cheng, S. -H., Lee, C. -H., Chen, M. -C., Souris, J.
S., Tseng, F. -G., Yang, C. -S., Mou, C. -Y., Chend, C.
-T., Lo L. -W.: J. Mater. Chem., 20, 6149-6157 (2010).
Moro, A. J., Schmidt, J., Doussineau, T., Lapres-
ta-Fernandez, A., Wegener, J., Mohr, G.: J. Chem.
Commun., 47, 6066-6068 (2011).

Gao, W., Chan, J. M., Farokhzad, O. C.: Mol. Pharm.,
7, 1913-1920 (2010).

Veale E. B., Gunnlaugsson, T.: Annu. Rep. Prog.
Chem. Sect. B., 106, 376-406 (2010).

Jeong, Y., Yoon, J.: Inorg. Chim. Acta, 381, 3-14
(2012).

Formica, M., Fusi, V., Giorgi, L., Micheloni, M.: Coord.
Chem. Rev., 256, 170-192 (2012).

Angelos, S., Liong, M., Choi, E., Zink, J. I.. Chem.
Eng. J. 137, 4-13 (2008).

Li, Z., Barnes, J. C., Bosoy, A., Stoddart, J. F.,, Zink, J.:
Chem. Soc. Rev., 41, 2590-2605 (2012).

Hechta, M., Climent, E., Biyikal, M., Sancenoén, F,,
Martinez-Manez, R., Ruracka, K., Coord. Chem. Rev.
http://dx.doi.org/10.1016/j.ccr.2013.03.020 (2013)
Descalzo, A. B., Martinez-Martinez, R., Sancenén, F.,
Hoffmann, K., Rurack, K.: Angew. Chem. Int. Ed., 45,
5924-5948 (2006).

Wang, C., Li, Z., Cao, D., Zhao, Y. -L., Gaines, J.
W., Bozdemir, O. A., Ambrogio, M. W., Frasconi, M.,
Botros, Y. Y., Zink, J. ., Stoddart, J. F.: Angew. Chem.
Int. Ed., 51, 5460-5465, (2012).

Trewyn, B. G., Giri, S., Slowing, I. I, Lin, V. S. -Y.:
Chem. Commum., 3236-3245 (2007).

Nadrah, P., Maver, U., Jemec, A., Tisler, T., Bele, M.,
Goran Drazic, G., Mojca Bencina, M., Pintar, A., Pla-
ninsek, O., Gaberscek, M.: ACS Appl. Mater. Inter-
faces, 5, 3908-3915 (2013).

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

Cui, Y., Dong, H., Cai, X., Wang, D., Li, Y.: ACS Appl.
Mater. Interfaces, 4, 3177-3183 (2012).

Coll, C., Bernardos, A., Martinez-Mafiez, R., Sance-
noén, F.: Acc. Chem. Res. 46(2), 339-349 (2013).

Mal, N. K., Fujiwara, M., Tanaka, Y., Taguchi, T., Mat-
sukata, M.: Chem. Mater., 15, 3385-3394 (2003).

Fu, Q. Rao, G. V. -R, Ista, L. K., Wu, Y., Andrzejewski,
B. P, Sklar, L. A.,Ward, T. L., Lopez, G.P.: Adv. Mater.,
15, 1262-1266 (2003).

Yang, Y., Yan, X., Cui, Y., He, Q., Li, D., Wang, A., Feia,
J. Li, J.: J. Mater. Chem., 18, 5731-5737 (2008).
Zhao, Y., Li, Z., Kabehie, S., Botros, Y. Y., Stoddart, J.
F., Zink, J. |l.: J. Am. Chem. Soc., 132, 13016-13025
(2010).

Nguyen, T. D., Tseng, H. R., Celestre, P. C., Flood, A.
H., Liu, Y., Stoddart, J. F, Zink, J. |.: Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A., 102, 10029-10034 (2005).

Lin, Y.-S., Hurley, K. R., Haynes, C. L.: J. Phys. Chem.
Lett., 3, 364-374 (2012).

Yu, T., Greish, K., McGill, L. D.; Ray, A., Ghandehari,
H.: ACS Nano, 6, 2289-2301 (2012).

AFINIDAD LXXI, 565, Enero - Marzo 2014

31



