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Capitulo 1

Aspectos Generales

1.1 Introduccién

Desde hace unos afios la nanotecnologia se esta perfilando como un area emergente en ciencia
y tecnologia que nos esta conduciendo a una nueva revolucion industrial. La nanotecnologia se
define como el «desarrollo de ciencia y tecnologia a niveles atébmicos y moleculares, en la escala
de aproximadamente 1-100 nm, para obtener una comprension fundamental de fenémenos y
materiales en dicha escala nanométrica y para crear y usar estructuras, dispositivos y sistemas
gue tengan nuevas propiedades y funciones debido a su tamafio”. Nanémetro (del latin nanus,
enano) significa la milmillonésima parte de 1 metro. Lo mas interesante de la nanotecnologia
no es la posibilidad de trabajar con materiales de reducidas dimensiones, sino el cambio a
menudo radical que sufren las propiedades fisicas y quimicas de la materia cuando se trabaja
a esta escala: la conductividad eléctrica, el color, la resistencia o la elasticidad, entre otras
propiedades, se comportan de manera diferente a como lo hace el material volumétrico (Figura
1). Por ello, la nanotecnologia tiene gran aplicacién en diferentes campos, entre los que
destacan los materiales, la electronica, la medicina y la energia. Se han alcanzado ya avances
significativos en la fabricacién de materiales de mayor dureza y resistencia, ordenadores mas
veloces y con mayor capacidad de procesamiento gracias a los microprocesadores con
componentes nanotecnoldgicos, diagndsticos médicos mas eficaces o la obtencién de energia
a bajo costo y respetuosa con el medio ambiente. Ya existen multitud de productos

«nanotecnoldgicos» en el mercado, como cosméticos mas eficaces y protectores, raguetas de



tenis mas flexibles y resistentes, gafas que no se rayan, ropa que no se arruga ni se mancha,

por citar algunos ejemplos.
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Figura 1. Las medidas en la nanotecnologia
1.2-Objetivos generales

e Obtener nanoparticulas de elementos metalicos y no metalicos esenciales
e Validar y caracterizar nanoparticulas de elementos esenciales y no esenciales con
importancia clinica, en medio acuoso.

e Realizar ensayos con nanoparticulas y sustratos vegetales



e Valorar la estabilidad de nanoparticulas de elementos esenciales y no esenciales,

tratadas con Quitosan, acido ascorbico, fructuosa y/o citrato de sodio.

1.3.- Objetivos especificos

e Obtener nanoparticulas de elementos esenciales y no esenciales menores a 20 nm y
preferentemente de 1 a 10 nm con alto grado de estabilidad.

e Determinar el método adecuado para obtener nanoparticulas con alta pureza, tamafo, y
estabilidad de elementos esenciales y no esenciales.

e Analizar el comportamiento entre nanoparticulas de elementos esenciales y no
esenciales y sustratos vegetales

e Analizar los mecanismos a través de los cuales generan su efecto las nanoparticulas no
funcionalizadas en el medio intravascular e intersticial.

e Analizar los mecanismos a través de los cuales generan su efecto las nanoparticulas
funcionalizadas.

e Reconocer la importancia del uso de terapéuticas simultaneas.

e Reconocer la importancia del uso de nanoparticulas sometidas a procesos
biotecnolégicos.

e Reconocer la importancia de utilizar un sensibilizador (fuente de energia externa) y
nanoparticulas, en un sistema biolégico.

e Reconocer la importancia de utilizar nanoparticulas del menor tamafio posible.



1.4. Metodologia

Para la realizacion de esta investigacion se utilizaron técnicas de sintesis de compuestos
inorg&nicos en medio acuoso por reacciones quimicas y electroquimicas, asi como reacciones

de interface entre sustratos organicos e inorganicos para la creacion de nano esferas.

Los parametros a controlar son en general: pureza de los reactivos de origen principalmente los
sustratos metalicos, temperatura, velocidad y tiempo de agitacion, tiempo de reaccion, variacion
de potencial aplicado, filtrado, purificaciébn y esterilizacion de las soluciones coloidales

obtenidas.

Para el analisis y caracterizacion, se utilizaron equipos para realizar analisis espectroscépico

COmo son:

e Espectroscopia Infrarroja con Transformadas de Fourier (FTIR)
e Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-VIS)

e Espectroscopia Raman (RE)

También se utilizaron técnicas de microscopia como las que a continuacién se enlistan:
e Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)
e Microscopia Electrénica de Transmision (TEM)
e Microscopio Confocal (CM)

e Microscopio de Fuerza Atdmica (AFM)

Para el analisis de estabilidad de coloides y composicion quimica se utilizaron las técnicas y

equipos de:



Electrones Dispersados de Rayos X (EDX/EDS)
Espectrometro de Emision Optica Induccion de Plasma (ICP)
Medidor de Distribucion de Tamafio de Particula y Potencial Zeta por Dispersion

Dinamica de Luz (DLS, Dynamic Light Scattering)



Capitulo 2

2.1.-Fundamentos Tedricos

2.1. Introduccién

La medicina actual enfrenta el problema de mantener el estado de salud. En un mundo que
avanza a ritmo vertiginoso, alentado por desarrollos tecnolégicos que hacen mas sencillos el
trabajo humano, utilizando procesos de produccién eficientes que proveen de insumos y
productos a una poblaciéon cada vez mayor. Sin embargo, para hacer posible este objetivo, en
ocasiones se violentan los procesos naturales, ocasionando aumento considerable de
metabolitos toxicos, que finalmente contaminan aire, tierra y agua. Provocando modificaciones
agudas de los procesos bioldgicos, sin dar oportunidad a los mecanismos de compensacion de
generar los ajustes necesarios para conservar la condicion de equilibrio, dando cabida a la
condicion de enfermedad, asi como cambios sustanciales en la historia natural de la misma;
dicho de otra manera, estamos ante enfermedades que presentan mayor agresividad, que
ocasionan grandes repercusiones a la salud en menor tiempo, que son en mayor o menor grado
resistentes a las diversas formas de tratamiento convencional. Condicién que exige el uso de
medicinas en forma simultanea y en muchas ocasiones tratamientos secuenciados para poder

resolver el problema.

Por todo lo anteriormente dicho, la medicina cientifica se encuentra en la busqueda continua de
nuevas alternativas de tratamiento, que cumplan con las condiciones de maxima eficacia,
selectividad, y que sean amigables con las terapéuticas existentes, todo con la finalidad de

potenciar los efectos benéficos y reducir los efectos colaterales de los farmacos utilizados.

Los avances en nanotecnologia ofrecen un futuro prometedor en el campo de la medicina, ya
gue la materia a escala manométrica posee la propiedad de difundir con facilidad en los tejidos
corporales, sin el obstaculo que representan las barreras naturales como lo son: la hemato-
encefalica y el sistema reticulo endotelial, la membrana celular, el endotelio vascular que con

mucha frecuencia ocasionan fallas en la entrega y disposicion del farmaco. Es bien conocido
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gue la eleccion del tamafio y pureza de una particula son factores que favorecen su transito por
el torrente sanguineo. Incluso facilitan su entrega, sin embargo cuando estos condicionantes no
se pueden cumplir, la nanotecnologia ofrece como recurso el utilizar particulas con
recubrimientos que el cuerpo reconoce como parte de si, como sucede con el uso de poli
etilenglicol, albumina, colesterol, fructuosa, folatos y fosfolipidos; esta estrategia permite no solo
garantizar la entrega y disposicion del farmaco, sino ademas, el componente de la estructura
que funge como vial de transportacion puede ser utilizado como sefiuelo en patologias con altos

requerimientos del mismo, como sucede en algunos tipos de cancer.

El uso de particulas con la intencion de repercutir un sistema in vivo, exige el conocimiento
pleno del comportamiento de la misma. Segun la via de administracién que se pretende utilizar,
asi como las reacciones biologicas en que participa, o bien al tejido que se incorpora, capacidad
del sistema para depurarla, tiempo de depuracion. Ademas, es importante saber si el elemento

a utilizar es del orden esencial, es decir, aguellos que son vitales y de aporte exdgeno.

2.2. Nanoparticulas y vias de administracion
2.2.1. Administracién oral de nanoparticulas

Siempre que sea posible, la via de administracion de eleccién sera la via oral, ya que es la via
natural, a través de la cual ingresan hacia nuestro organismo todo tipo de sustancias necesarias
para el buen funcionamiento, esta via ofrece seguridad, ya que mediante el mecanismo de
vomito y diarrea se puede deshacer de sustancias no deseadas, antes de que la absorcion de
la misma se haya llevado a cabo en forma significativa. En el resto de las vias de administracion

este efecto no se presenta, representando en cualquiera de los casos una desventaja.

2.2.2. Nanoparticulas y via de administracién intravenosa

La via de administracion endovenosa ofrece rapida presencia del farmaco en torrente
sanguineo, evita efecto de primer paso, es decir, todo tipo de modificaciones que sufre una

sustancia al exponerse al jugo gastrico, sales biliares, enzimas, antes de su absorcion. Sin duda
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alguna, cuando se busca generar un efecto rapido, esta via siempre sera una buena eleccion,
es importante tomar en consideracion el tipo de solucidon que se pretende utilizar, asi como el
tamafio de la materia que funge como soluto. Estos factores juegan un papel muy importante
en la capacidad de generar una respuesta violenta, por ejemplo en un paciente deshidratado,
un facultativo puede administrar varios litros de disolucion de cloruro de sodio al 0.9%, sin
provocar otro efecto que beneficio, mientras que la administracion de una solucién coloidal en
la que participa un elemento de transicion a escala nanométrica, en la mayoria de los casos,
ocasionaria en el paciente, aumento de temperatura considerable, cambios en la tension
arterial, modificaciones en la oximetria, esto debido a que estos elementos participan en
reacciones tipo redox, en las que liberan grandes cantidades de radicales libres de oxigeno

entre otros.

A escala nanométrica la superficie de contacto aumenta en forma exponencial, esto resulta ser
de gran utilidad cuando se desea repercutir un sistema bioldgico hasta el orden molecular; mas
aun la presencia de nanoparticulas en tejidos que reciben radiacion ionizante pueden aumentar
considerablemente el efecto citolitico de la misma, es decir, el poder destructivo de la radiacion
gue el tejido absorbe; en la actualidad el personal entrenado para aplicar radioterapia realiza
mediciones en base a somatometria, ubicacion de la lesion a tratar, asi como el o los angulos
en que seran realizados los disparos, todo esto redunda en que terapia se vuelve mas selectiva,
de tal forma que aun intensificando el efecto, el dafio colateral es minimo y en el mejor de los
casos no se presenta. Existen otras formas de tratamiento en las que se utilizan ondas
electromagnéticas y nanoparticulas como insumos para producir efectos devastadores en
zonas especificas, bajo el principio de hipertermia, por otra parte, la terapia fotodinamica utiliza
una fuente de energia externa y un fotosensibilizador para generar muerte celular, bajo el
principio de liberacién de especies reactivas de oxigeno. Evidentemente estas terapias vienen
a robustecer el arsenal de manejos minimo invasivos. Conforme han ido avanzando las técnicas
de imagenologia, los conocimientos sobre la afinidad que guardan, iones, radiois6topos, con
zonas corporales sanas y en condicion de enfermedad, ha dado lugar al concepto de
“Terandstica”, el cual, dia con dia cobra mayor importancia, ya que desde el punto de vista de
imagen nos permite mayor fidelidad, ademas del beneficio extra en el camino de curar la

enfermedad. Por otra parte, se debe tener sumo cuidado, ya que puede dar origen a nuevas
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formas de patologia (como sucede en cancer inducido), un aspecto importante de este tipo de
tratamiento es que no distingue estirpe histoldgica, en este caso el sistema bioldgico participa
a través de sus mecanismos de transportacién para concentrar el elemento en el sitio que
deseamos intervenir. Cuando esto no es posible, sin generar dafio colateral, la aplicacion directa
del elemento resulta ser una buena opcion, lo cual la vuelve una herramienta extraordinaria;
como podemos ver, los avances de la medicina en las areas anteriormente mencionadas, giran

en torno a 2 tipos de insumos fundamentalmente; nanoparticulas y fuentes de energia externa.

En algunas areas de la medicina, la patologia supera las formas de tratamiento, en ocasiones
por factores inherentes al agente causal, al paciente y en otras, por factores relacionados con
el tratamiento; en cualquiera de los casos esta condicion motiva el pensamiento holistico por
parte del clinico, llevandolo a la busqueda de nuevas alternativas a la altura de los
requerimientos actuales o bien que, en combinacion con las terapias ya existentes potencien

los efectos benéficos y de ser posible reduzcan los efectos colaterales.

Debido a sus importantes aplicaciones en el campo de la medicina. Se han abierto grandes
lineas de investigacion y desarrollo, asi como de aplicacion del conocimiento de la materia a
escala nanométrica en diversas patologias, dentro de las ventajas que ésta ofrece. Se
encuentran, selectividad, facilidad de entrega, disposicion de farmacos, asi como interaccion
con otras terapéuticas con las que logra efectos sinérgicos, de esta manera la hano tecnologia
permite interactuar con el agente causal, con el paciente y a su vez resuelve muchos de los

problemas inherentes al tratamiento.

2.3. Aspectos importantes de elementos esenciales y no esenciales de gran importancia

en sistemas biolégicos.

El cobre es un elemento que participa en multiples vias metabdlicas, haciendo posible que se
lleven a cabo procesos bioldgicos vitales como lo son, respiracion en donde participa en la
sintesis de hemoglobina porque es el transportador de oxigeno por excelencia, por otra parte
las cuproenzimas como, la superéxido dismutasa con ndcleo de cobre y la ceruloplasmina

cumplen funciones antioxidantes, de esta manera son de gran ayuda en el proceso de cito
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proteccion siempre y cuando los niveles de cobre sérico se encuentren dentro de rango normal.
En los casos en que los niveles de ceruloplasmina se encuentran elevados en forma
permanente, como sucede en los procesos inflamatorios cronicos la ceruloplasmina se encarga
de oxidar las lipoproteinas de baja densidad, ocasionando depoésito de placa de ateroma en la
pared vascular, que mas tarde se traduce en ateroesclerosis. La deficiencia de cobre se
manifiesta a nivel de sistema nervioso como poli neuropatia, desmielinizacion, inflamacion del
nervio de la vision. (43), entonces el cobre participa a través de la enzima citocromo oxidasa en
la generacion de energia, reduciendo oxigeno molecular a agua dando lugar a un gradiente de
energia que la mitocondria dispone para produccion de la molécula almacenadora de energia
ATP (5).

Los principales datos de intoxicacion por cobre son, dolor abdominal, nausea, vémito, diarrea.
Se sabe que la ingesta prolongada de hasta 10mg no ha sido suficiente para producir dafio
hepatico en pacientes sanos (15), lo cual deja ver que existe gran tolerancia a la ingesta, es
importante mencionar que el cobre llega a concentrarse hasta el punto de 80mg, lo cual lo ubica
en el tercer lugar en abundancia, por otra parte participa de diferentes maneras, transfiere
electrones individuales (43), actia como centro catalitico y enlaza a otras estructuras, ejerce
funcidén en la activacion y transporte, la presencia de desequilibrios corporales en funcion de la
concentracion o6ptima del elemento, traen como consecuencia enfermedades tales como

Alzheimer, Parkinson enfermedad de neurona motora (44).

Usos terapéuticos. — el cobre es importante en el manejo de algunos casos de neutropenia por
deficiencia del mismo, de igual manera es de gran utilidad en el manejo de infecciones
bacterianas (45), en muchas ocasiones no es suficiente el utilizar algin preparado de cobre
para erradicar una bacteria y se hace uso de antibiéticos logrando potenciar el efecto benéfico,
acortando asi el tiempo de tratamiento. Es importante valorar la concentracion de cobre
sanguineo en pacientes que presentan intoxicacion por Zn, ya que las altas concentraciones de
Zn ocasionan disminucion de la concentracion de cobre, en algunos pacientes con anemia

ferropénica.
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Ademas, el cobre es sumamente importante, ya que las peroxidasa son cuproenzimas
encargadas oxidar (Fe?*) ferroso a férrico (Fe®*), para de esta manera poder ser transportado
por transferrina (proteina transportadora de Fe3*) al sitio de formacién de glébulos rojos (46).
Es importante recordar que cobre presenta gran afinidad por grupo S-H y N-H lo cual hace a la
membrana celular blanco facil, logra con facilidad unirse a estos grupos ocasionando lisis de la
misma y por consiguiente muerte celular, de alli la importancia de cobre en el manejo de cancer
[93,94]. Por ultimo, la via de eliminacion de cobre por excelencia es la via biliar, mientras que
el cobre que no es ligado a nivel de intestino delgado por metalotionina, terminaré elimindndose

a través del excremento.

Interaccion de cobre con biomoléculas posibles escenarios. El cobre tiene afinidad por; Azufre
(S), Nitrégeno (N) y Oxigeno (O).
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El acido félico o vitamina B9 es
requerido ampliamente por
lesiones tumorales, el cobre guarda
afinidad por los grupos S-H, N-
Oxigeno, OH. Cobre actua sobre
los grupos tiol y N-H de la
membrana celular ocasionando
muerte celular.

Durante el proceso de elaboracién de
un hidrocoloide, la fructuosa juega un
papel importante en la estabilizacién,
la  fructuosa como vial de
transportacién, evitando que la
particula de cobre genere radicales
libres. En torrente sanguineo.
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cantidad de metal enzimas,
interactia con el grupo amino y
carboxilo de la proteina, la utilizacion
de sustratos vegetales y
nanoparticulas. Puede dar cabida a
la formacion de estructuras que por
analogia realizan una accién




La interaccion de cobre con la estructura de fosfolipidos, se realiza en el grupo polar
representado por el grupo fosfato, de igual manera guarda suma afinidad por las 2 colas de
acidos grasos presente en la parte no polar, de tal forma que puede ser utilizado como via de
transportacion y entrega con alto grado de selectividad.

N—/0

A nivel de &cidos grasos el cobre
interactda con el grupo carboxilo
de la region apolar,
especificamente con oxigeno, de
igual forma sucedera con los
oxigenos del grupo fosfato.
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Oro. ElI hombre en su busqueda incansable por mantener el estado de salud ha ido
reconociendo las propiedades de los elementos que se encuentran en la naturaleza, desde

tiempos memoriales el oro ha sido objeto de utilizacion en enfermedades como la artritis (27,28).

En la actualidad esta practica se ha extendido a enfermedades como, cancer de pulmoén, y
algunas otras infecto contagiosas como lo es el HIV, el avance de la nanotecnologia y el
conocimiento de los mecanismos de accion de las particulas en las rutas metabdlicas en
sistemas bioldgicos, ha permitido ordenar el pensamiento del clinico, en el momento de generar
la logistica de tratamiento, de esta forma, es del conocimiento actual, que aquellas estructuras
funcionalizadas con particulas de oro, con fines terapéuticos, ligan con proteinas del tipo
cisteina —tiolato [azufre], o bien cisteina-selenio (27). La presencia de particulas brinda a sus
ligandos azufrados alineamientos lineales (S-Au-S), mientras que en el proceso de
funcionalizacion de metabolitos secundarios de sustratos vegetales los posibles escenarios

serian los siguientes:
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Cisteina.Oro guarda afinidad por grupos
tioles, en el caso de su interaccién cisteina
el grupo S-H, sera el sitio de unién. En el
caso de metionina el resultado sera el
mismo, la fuerza de enlace AU-S es de
47Kcal/mol. (32)

Acido folico. Las nanoparticulas de oro
funcionalizadas con &cido félico, han sido
utilizadas para sefializar en caso de
cancer cervico uterino, el acido félico
facilita la entrada de nanoparticulas a
sitios tumorales, oro puede enlazar
débilmente con nitrégeno (fuerza de 6
Kcal/mol).

Terpenos. Los electrones 11 del doble
enlace terpénico interactua con los
electrones de transicic:on d en el oro y
los pares de electrones libres de los
heteroatbmos como el S, O, Ny P.

Fosfolipidos durante el proceso de
elaboracion de un liposoma, el utilizar
fosfolipidos ofrece como ventaja, rapida
transportacién transmembrana, para
elementos que no tienen esta facultad,
como es el caso de algunos iones 18




CH3

D " ]
N \ DH Quitina. En este caso la particula de

HO L7‘ . oro puede acomplejar;e como
HM %\ sucede en los complejos plata
Quitosan ascorbico, o bien través de
un grupo intermediario como seria
grupo tiol (SHY).

CH3

La utilizacion de poli etilenglicol hizo
posible que la vida media de una
O particula en torrente sanguineo
H O H pasara de 2 horas a 45 horas.
N

El uso de Au-Tiolato-PEG, direcciono el tratamiento, incrementd el tiempo de estancia de la

molécula en el sitio deseado, y favorecié el paso a través de la membrana celular, ademas evita
la generacion de radicales libres en su paso por el torrente sanguineo. Otro aspecto importante,
que resulta del recubrimiento de la particula con poli etilenglicol es que vuelve a la particula

invisible para el sistema reticulo endotelial, es decir la vuelve invisible al sistema de defensa.

Niquel. Actualmente se reconoce la presencia de gran cantidad de enzimas niquel
dependientes en microorganismos, cuya presencia hace posible el estado de homeostasis, que
permite al humano perpetuar su especie (19), bajo este enfoque la condicién de esencialidad
cobra otra dimension, es conocido que la presencia de enzimas niquel dependientes
proporcionan a microorganismos aumento en su virulencia. En el ser humano, niquel ocasiona
un estado de hiperreactividad en que las células CD4 y CD8 juegan un papel muy importante
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(20), ademas tiene la capacidad de unirse a complejos proteicos y al complejo mayor de

histocompatibilidad induciendo la respuesta inmune gestada por células T.

En sistemas biolégicos el niquel presentara afinidad importante por péptidos, como es el caso
de cisteina. Ademas, por ligando no proteicos como es el caso de azufre y oxigeno, en
cualquiera de los casos, este hecho hace posible la presencia de 2 tipos de hidrogenasas donde
la diferencia estriba en que niquel se una a ligando proteico o no (18).

El cuerpo humano concentra en condiciones normales 8 mg de niquel, se desconoce la accion
de dicho elemento en vertebrados, pero es bien conocido su poder alergénico. Visto desde otra
perspectiva, tiene la propiedad de incitar la respuesta inmune, la simple observacion nos ensefa
gue en condiciones normales una piel sana, al exponerse a niquel se desencadena una
respuesta localizada dando lugar a una dermatitis. Este hecho deja ver como la presencia de
niquel modifica la condicion de estabilidad, de una region especifica volviéndola blanco del
sistema de defensa (8), propiedad que puede ser utilizada para afectar zonas no deseadas.

Litio. El Litio es un elemento que actla a nivel de sistema nervioso central, en donde se
deposita al igual que en hueso y tiroides, se encuentra en el mercado como carbonato de litio,
Su uso terapéutico estd encaminado al tratamiento de paciente con trastorno bipolar y maniaco
depresivo (47,6), su accién se ejerce por inhibicion de la enzima glucégeno sintetiza kinasa-3b,
la cual es responsable, de hiperfosforilar la proteina [tau] responsable de la muerte de neuronas

en la enfermedad de Alzheimer (6).

Platino. Método de obtencidén. Arco eléctrico y electroquimico.

Mediante estos métodos se puede obtener nanoparticulas de platino, dela 2 nm. El platino no
es un elemento esencial, pero sin duda alguna es el elemento anti cancer mas utilizado, por
este motivo es considerado de suma importancia [1], cis [PtCIz((NH)3)2] fue sintetizado por
primera vez por el laboratorio de Barnett Rosemberg en la Universidad de Michigan en el afio
de 1960. Actualmente algunos analogos como carboplatino y oxaliplatino son aceptados
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mundialmente como tratamientos. Un aspecto importante del platino es que logra entrar a la
célula por medio del mecanismo de endocitosis, una vez en el interior de la célula las drogas
son liberadas por efecto del ambiente &cido (48), finalmente el platino tiene como blanco
primario la estructura de DNA (49). Actualmente, se reconoce que el Platino, actla sobre las
proteinas transportadoras de cobre, esto representa un aspecto muy importante si reconocemos

las rutas metabdlicas de cobre y su significancia bioldgica.

Depuracion de platino. — platino puede ser eliminado por via renal cuando la particula es igual

0 menor a 2 nm.

El Magnesio.- Es un elemento esencial, alcanza concentraciones de 25 g, se puede preparar
por método electroquimico con gran pureza, su uso terapéutico es muy amplio ya que participa
en replicacion, transcripcion, traslacion de la informacién genémica (50,51), ademéas aumenta
la actividad antiviral en humanos, por lo anteriormente dicho es facil asumir, que el papel del
magnesio no se limita solo a cumplir con la gran tarea de perpetuar la informacién genémica en
forma fiel, ademas la protege de agentes que tienen la capacidad de producir alguna mutacion;
trastornos en la homeostasis de este elemento, pueden dar origen a linfomas, mononucleosis

infecciosa ocasionada por virus Epstein —Barr [56]

La regulacién de la concentracién critica minima de magnesio intracelular, esta dada por el

transportador magt1.

Cromo. Actualmente existe controversia entre si cromo es un elemento esencial o no. Se
recomienda ingesta diaria de 30 mg y esta presente en un gran numero de productos, que
comercializan como adyuvante en la reduccion de peso, se le reconocen propiedades atractivas
en el control de glucosa, con anterioridad se contemplaba la idea de que el cromo formaba parte
del factor de tolerancia a glucosa, sin embargo, estudios actuales no demostraron que el cromo
estuviera ligado a nicotinato y glutatién, lo cual descarta la esencialidad del cromo por esta via,
aun asi picolinato de cromo sigue en el mercado [Cr*3]. Otras presentaciones como [Cr*6], son

consideradas carcinogénicas genotoxicos, ya que pueden generar dafio directo al DNA, en el
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caso de cromo VItiene como particularidad el poder generar dafio al DNA; en ausencia de un
agente reductor u oxidante, cromo forma enlaces con carbono e interactia con gran cantidad

de compuestos organometalicos.

Vanadio. El vanadio es considerado un elemento esencial, en el cuerpo humano, alcanza
concentraciones de 2.4 mg (1), su mecanismo de accion esta relacionado con la inhibicién de
la ATP-ASA Na*/K* se le reconocen propiedades anti diabéticas, en su condicién de vanadato

bloguea la proteina ligando de fosfato

Manganeso. El manganeso es un elemento esencial, en el cuerpo humano se encuentra
concentrado a razon de 16 mg, las nanoparticulas de manganeso de alta pureza pueden ser
obtenidas por método electroquimico, este aspecto, resulta de gran importancia cuando se

pretende que la particula sea utilizada, para fines médicos.

Usos terapéuticos. EI manganeso participa en reproduccion, metabolismo, sistema inmune,
regulacion de energia, mediante la accion de Mn-enzimas, que el genoma humano tiene
capacidad de codificar, por otra parte Mn?* es quimicamente semejante a [Mg?*], en estado de
oxidacion [Mn®*] es sumamente accesible en su acciéon metabdlica, un ejemplo de esto es la
accion de la su peréxido dismutasa con nicleo de Mn3* que participa de forma importante en la
regulacion del estrés oxidativo. Actualmente, se reconoce a la enzima glutamina sintetasa como
el principal ligando de Mn y ésta ejerce su accion a nivel de sistema nervioso central (14).
Desérdenes en la bio disposicion de manganeso conducen a trastornos neurodegenerativos
como disfuncion motora y enfermedad de Parkinson [secundaria a mutacién en el gen
exportador de Mn], lo anteriormente dicho hace evidente la esencialidad de manganeso ya que
al igual que magnesio participa en mantener el estado de armonia de las funciones de ATP,
preservar la integridad del genoma, y mantener la homeostasis mediante la modulacion de

especies reactivas de oxigeno y otras sustancias toxicas producto del metabolismo (52).

El manganeso tiene alta afinidad por transportadores metalicos de calcio y hierro, su mecanismo

de transportacion a través de barrera hematoencefalica se desconoce, se considera que lo hace
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a través de zonas de la barrera afectadas, de igual forma se considera la posibilidad de

transporte activo, difusion facilitada (53,54).

El hierro, es en definitiva un elemento esencial, el cuerpo humano concentra 4.8 g, participan
en rutas metabdlicas diversas mediante la accidbn de enzimas que son codificadas por el
genoma humano (15), para la quimica inorganica ha resultado muy intrigante, la presencia de
sulfuro como ligando de fierro, en Fe-S-proteinas (55,56). Las Fe-S proteinas cumplen funciones
de catalisis, transporte de electrones, y regulacion de hierro, el ligando de azufre es
proporcionado por la cisteina mediante la accidén de la enzima cisteina disulfurasa, ademas este
tipo de complejos enziméticos estan involucrados en el procesamiento de DNA; la
biodisponibilidad de Fe se ve afectada por la ingesta de alimentos.

Niveles altos de hierro juegan un papel importante en el proceso de neuro degeneracion (57).
Actualmente el fierro tiene diversos usos terapéuticos, algunos éxidos sUper paramagnéticos
son utilizados en resonancia magnética, el nitro prusiato de sodio es utilizado como anti
hipertensivo (58), complejos de fierro + tamoxifeno son prometedores en la terapia de cancer
de mama (16). En la actualidad las propiedades de hierro son utilizadas, en terapias donde se

combinan fuentes de energia externa y particulas que tienen afinidad por zonas especificas.

Cobalto es un elemento que se concentra en el cuerpo humano a razén del.6 mg, la ingesta
diaria es de 2 a 3 mg, trastornos en la utilizacion de este elemento conduce a presentar anemia
perniciosa, ya que se inactiva 1 de las 2 enzimas humanas de las cuales B2 es requerida como
coenzima (metionina sintetasa, metilmalonil-coA mutasa) (59), Bi2 puede ser sintetizada solo
por microrganismo (bacterias y archaea), los estados de oxidacion de cobalto en los que tiene
actividad biologica son *1, *2, *3.

Primer organometalicos reconocido en el cuerpo en su forma de Co-C, unido a de oxiadenosil
y grupos metilo. Varios genes codifican proteinas encargadas de absorber Biz, en el tracto
digestivo (60), este hecho resulta interesante, ya que permite visualizar como los seres vivos
coexistimos en una constante simbiosis. Los seres humanos obtenemos del medio gran

cantidad de sustancias que por si mismos no podemos sintetizar, sin embargo, nuestro genoma
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contiene la informacion para codificar proteinas, que cumplen con la funcion de absorcion, de
una manera sumamente eficiente y selectiva. En la actualidad el cobalto es utilizado para

generar drogas antivirales (17).

Zinc. El cuerpo humano concentra 2.6 g, esta involucrado en practicamente todos los aspectos
a celular y molecular, participa en 10% de la proteina, el grupo de proteinas de zinc involucra
3000 enzimas con actividad fisiolégica (21). El zinc juega un papel importante en la estructura,

catélisis, quimica de coordinacion proteica (22).

En el cuerpo humano el zinc esta presente basicamente en toda su economia, en algunas
regiones se concentra en mayor cantidad como sucede en sistema nervioso (23), es evidente
qgue por el nimero de enzimas en las que participa el zinc como parte de su estructura, su
funcion en el cuerpo humano es muy grande, es muy posible que los conocimientos actuales
sobre las funciones de zinc sean aun poco conocidas, a medida que los conocimientos sobre
las rutas metabolicas en que participa y los mecanismos de accion sean revelados, sin duda
alguna podremos sacar mayor provecho de este elemento y auxiliarnos en el tratamiento de

enfermedades (23).

Actualmente se conoce que zinc realiza su accion como cation divalente uniéndose a enzimas
y proteinas, en su estado de oxidacion +2 es muy estable por tal motivo se le considera un
agente redox inerte, presenta una gran facilidad para coordinarse en su estado de oxidacion
[IV, V, VI], gracias a esta condicion y al hecho de que OH y H20 le permiten entrar y salir del

estado de coordinacion, su reactividad se ve favorecida [87].

El zinc presenta gran tendencia a enlazarse con proteinas y acidos nucleicos, a lo cual debe
en gran medida su biodisponibilidad [95,96], el aumento en la concentracién de zinc causa
inestabilidad de la membrana celular, ADN, Ribosomas, Lisosomas (97), ademas provoca
disminucién en la concentracion de cobre y fierro, en los dedos de zinc actia como factor de

transcripcion, uniéndose a ADN, actualmente se ha identificado en muchos receptores de
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membrana jugando un papel importante en sefalizacion, influyendo en la liberacion de
hormonas y trasmision del impulso nervioso, por otro lado la disminucion de la concentracion
de zinc deja a la célula en un estado de vulnerabilidad, ya que participa en la eliminacion de
especies reactivas cuando su concentracion es adecuada [99].

La concentracion adecuada de zinc obedece a dos factores fundamentalmente:
A) Presencia de estrés oxidativo

B) Concentracién de metalotionina en intestino delgado (131).

La metalotionina es una enzima de bajo peso molecular rica en cisteina, la cual muestra gran
afinidad por metales divalentes como cobre, zinc, calcio, cadmio, los cuales en su momento
compiten entre si, por los sitios dentro de la proteina (21). Una vez que se lleva a cabo la
absorciéon de zinc, se transporta a través de torrente sanguineo hasta higado, médula 6sea,
hueso, piel, rifidn y timo, siguiendo siempre este orden, es importante recordar que el
transportador plasmatico hasta en 70% es albumina, y en menor grado participaran transferrina,

cisteina, alfa macro globulina e histidina.

La excrecion de zinc se lleva a cabo a través de secreciones pancreatico y biliares, y en menos
de 2% por via urinaria, la concentracion de zinc corporal puede verse disminuida, en problemas
de absorcion intestinal, abuso de alcohol, ingesta de quelatos, como lo es penicilamina (21). El
estado carencial severo traerd como consecuencia: deficiente desarrollo psicomotriz, riesgo de
infecciones (22), esquizofrenia, Parkinson, demencia senil, accidente cerebro vascular en
mayor o menor grado (23). La intoxicacion por zinc es muy rara dado el amplio margen de
seguridad, el alto consumo de suplementos ricos en zinc esta relacionado con la presencia de

cancer de prostata (23).

Fésforo. El cuerpo humano concentra 0.9 kg de fosforo, el 90% se encuentra en apatita en
huesos y dientes y el resto en fluidos extra celulares. El fésforo es un poderoso reductor y juega
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un papel importante en moléculas bioldgicas, sobre todo en lo que respecta a la estructura de
DNA y RNA, ademés el fosforo juega un papel esencial en el transporte de energia

especialmente en su forma de ATP [poli fosfato Ester].

Deficiencia en la bio-disposicion de fosfato ya sea por aporte o bien transportacion, pueden

derivar en la presencia de rabdomiolisis, falla respiratoria, hemolisis, falla cardiaca (42).

Mientras que el aporte excesivo de fosforo ocasionard enfermedad renal crénica, un hecho
importante es que las células cancerosas acumulan mas fésforo que las células normales. Es
evidente, que el consumo de energia por parte de las células tumorales es mayor, ya que su
crecimiento es sumamente acelerado. El conocimiento de los insumos que son mayormente
requeridos por los tumores, es fundamental cuando se trabaja con nanoparticulas para afectar
o en su defecto auxiliar algun érgano dafiado. Este efecto puede verse favorecido, si tomamos
en cuenta la esencialidad biodisponibilidad, transportacidon, tamafio de particula, caracteristicas
fisicoquimicas y repercusiones biologicas, asi como el estado de valencia del elemento que se
pretende utilizar. Esta condicion se ve favorecida en la accion de funcionalizacion de sustratos
de origen biologico. Por otra parte, se pueden utilizar radio isotopos de fésforo que al
depositarlos en el liquido pleural o bien peritoneal son de utilidad en el manejo de algunos tipos
de cancer. En algunas patologias el retorno de fluidos, asi como el intercambio de fluidos se
puede ver afectado por procesos obstructivos de diversa indole, esta condicion puede
representar una ventaja cuando deseamos que el tiempo de exposicidn y la concentracion de

un elemento aumente.

Hidrégeno. Es el elemento mas abundante en la naturaleza, es esencial para el ser humano,
cumple funciones importantes en estructura, homeostasia, se puede encontrar en forma de
protén H* o bien de anion H-, como sucede en el caso de la NAD(p)H reducida, en condiciones
normales el pH corporal se encuentra en 7.4. Cifras superiores a este valor nos conlleva a
distrés celular. El cuerpo humano cuenta con sistemas buffer de pH como lo es H2COs,

bicarbonato en sangre y por proteinas. Un hecho importante es que el tejido tumoral conserva
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un pH de 6 a 7 es decir, se desarrolla en un pH ligeramente acido con respecto al estimado

normal (2), mientras que en la mitocondria el pH fluctia de 4 a 5 (3).

Sodio y Potasio. El cuerpo concentra 112 g y 160 g de Na y K respectivamente. Estos dos
elementos dificilmente pueden ser mencionados por separado cuando se trata de la accion que
realizan en la economia corporal, es definitiva su participacion en homeostasia celular (7). En
las membranas celulares existen enzimas que cumplen funciones altamente especializadas,
como lo es la Na*/K* == ATP ASA que introduce sodio y saca potasio de la célula, conservando
de esta manera el potencial de membrana. En el transporte activo, involucra el hidrélisis de ATP

de donde obtiene la energia necesaria.

Estroncio. No es un elemento esencial, pero participa evitando la carcinogénesis y este hecho
lo vuelve sumamente importante (61). La difraccion de rayos X revela, que el estroncio valencia
2+ [Sr?*] forma estructuras poliméricas con carboxilato y el oxigeno del agua (10), cumpliendo
funciones analgésicas en pacientes con cancer de pristata metastasico a hueso (11,12).

Silicio. El cuerpo humano concentra 21 g de silicio, aunque no es clara su esencialidad, genes
no especificos codifican para silicio [1], y se considera esencial para la formacion 6sea (36). Es
importante para la sintesis de colageno y su estabilizacion, asi como la mineralizacion de la
matriz 6sea; la ingesta de silicio puede favorecer el incremento de la densidad y grosor del

esqueleto (37).

En foto sensibilizadores de segunda generacion ejerce su accidn en células linfoideas, piel, de
tal forma que es utilizado en terapia fotodinAmica orientada a linfomas (38), cancer de piel y

queratosis actinica [1].
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Carbono. Representa el 18% del cuerpo humano, es el segundo elemento mas abundante, el
rango de estado de oxidacion es de +4 (CO: y bicarbonato) a -4 (hidrocarbonos). EI monoxido
se produce en el cuerpo humano (3-6 ml por dia) y cumple funciones de sefializacion este hecho
lo vuelve importante en el tratamiento de enfermedades. Para la transportacion y entrega de
monoxido de carbono en sitios especificos donde ejerce su accion se utilizan complejos metal
carbonilo. Un ejemplo de esto [Ru(CO)sCl(glicerato)] también llamados [CORMS] (35), que en
sistemas biologicos actian como precursores en la generacion de otros complejos

organometalicos

Osmio. Su importancia radica en que en su forma de tetra 6xido de osmio (0OsO4) es una
molécula que mimetiza a la enzima superoxido dismutasa y cataliza la dismutacion del
superoxido, la cual es una especie reactiva involucrada en la respuesta inflamatoria (62). Un
aspecto importante del comportamiento del osmio en el cuerpo humano es que se distribuye
posteriormente a su aplicacion en tejidos inflamados, como sucede en los casos de sindromes
reumatolégicos (24,25). La utilizacion de organometalicos donde se involucra osmio son vistos

como una promesa en el manejo de cancer (26).

Mercurio. Es utilizado para preservar vacunas (40), un aspecto importante es que su uso no
reduce la eficacia de las mismas, puede ser causa de autismo en nifios. La utilizacion de

thiomersal elimina al mercurio y previene el efecto antes mencionado (29).

Aluminio. Es el metal mas abundante por peso en la tierra y el tercero mas abundante solo
después de oxigeno y silicio; se desconoce su rol biolégico, pero se relaciona con enfermedades
cronicas (63,31). La absorcion en sangre puede ocasionar su deposicion en el cerebro
provocando demencia y muerte (31). El aluminio esta implicado en el proceso de estrés oxidativo

ocasionando Alzheimer y Parkinson (30).
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Galio. Puede suprimir el implante de tumores subcutaneos (32), actualmente se encuentra en
estudio el manejo de este elemento en tumores como rabdomiosarcomas, neuroblastomas,
linfomas no Hodgkin y tumores sdlidos refractarios (64). EI manejo de pacientes con galio
ocasiona disminucién de los niveles de calcio (34).

Germanio. No hay evidencia de su esencialidad en el hombre, se utiliza en algunos tipos de
cancer y pacientes con enfermedad por HIV (65,66). La intoxicacidbn por germanio causa
nefropatia, anemia, miopatia, desérdenes gastrointestinales, teratogenocidad, carcinogénesis,
y baja mutagenicidad. Compuestos como el Bis 2-carboxietil germanio tienen efectos
interesantes en el manejo anti cancer, quemaduras, hepatitis, y algunos problemas

cardiovasculares (67).

Plomo. El plomo es un elemento sumamente téxico ya sea inhalado o ingerido, afecta sistema
nervioso central, algunos otros sintomas son plétora, anemia, nefropatia, dolor abdominal
(40,41). Los compuestos organometélicos de plomo son metabolizados en higado, por la paso
dependiente de monooxigenasas a metabolitos neurotoxicos (68). En la actualidad se trabaja
con plomo y monoclonales como una promesa anti tumor, ya que se unen al factor de
crecimiento epidérmico 2(HER2) que es un receptor de tirosina quinasa que se encuentra sobre
expresado en la superficie de células tumorales, por ultimo el plomo tiene la capacidad de inhibir

la sintesis de grupo [haem] via inhibicion de ALA dehidratasa y ferroquelatasa.

Nitrégeno. El cuerpo humano concentra 2 kg, que representa el 3% de su peso, esta presente
en proteinas, amino acidos, bases nitrogenadas, RNA y DNA, es un elemento esencial, su
estado de oxidacion fluctia de -3 (NH3) A +5 (NOg"). Los radicales libres de nitrégeno cumplen
funciones sumamente importantes en el cuerpo humano que van desde sefalizacion,
neurotransmisién, contraccion muscular, reacciones inmunes (69). Los radicales libres de
nitrégeno, son producidos via conversion de L —Arginina a L-Citrulina, por el 6xido nitrico
sintetasa (NOS). Usando NADPH y oxigeno (70).
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Oxigeno. Respiramos aire del cual 21% es oxigeno, y mas del 50% de nuestra masa corporal
la representa la presencia de este elemento. Actualmente, se sabe que la presencia de especies
reactivas de oxigeno, son sumamente dafiinas generando (muerte celular), de este hecho
resulta el fundamento de la terapia fotodindmica, el estado de oxidacién en el cuerpo humano
del oxigeno va de 0 (O2) a -2 (H20), resulta evidente que la homeostasia del oxigeno es crucial
para la vida de los vertebrados. Es un aceptor de electrones en reacciones redox para la
generacion de ATP y participa en la generacion de mediadores de sefializacion [82]. La
disminucién en la concentracion de oxigeno a nivel corporal puede ocasionar patologias
severas dentro de las que figuran el cancer (81), mientras que el aumento en el suministro de
oxigeno a los tejidos puede incrementar la concentracién de especies reactivas como son (1O,
Oz, H202, OH) (80).

La hiperoxia puede ocasionar disrupcién en el balance de oxidantes y antioxidantes, causando
dafio celular (82). El peréxido de hidrogeno cumple funciones de mensajero secundario, en la
produccién enzimética y degradacion de tioles generando las condiciones adecuadas para la

sefalizacion (157).

Azufre. El azufre figura dentro de los elementos esenciales, participa en numerosos procesos
de oxidacion. Su estado de oxidacion fluctia de -2(sulfuro) a +6(sulfato, SO4); ocupa el séptimo
lugar en abundancia en el cuerpo humano en el cual concentra 160 g, los compuestos de azufre

tienen 2 electrones donadores y 1 electron aceptor en reacciones metabdlicas [metionina).

El tio éter amino acido tiene mayor manejo metabdlico y catalitico, iniciando la sintesis proteica,
y llevando reacciones reversibles redox que protegen la integridad de las proteinas [84]. Por
otra parte, existe un tiol tripéptido intracelular llamado [GSH], que cumple funciones de
detoxificacion de drogas y carcindgeno (73), en otras palabras, protege a la célula del estrés

oxidativo directamente o como cofactor de glutatidn, el tioredoxin es el tipo de proteina que tiene
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sitio activo di tiolsulfuro y cumple su rol de sefalizacion redox (72), como la sulfihidratacion de

residuos de cisteina (71).

La sulfihidratacion es responsable de la regulacion de inflamacién y sefalizacion de estrés del
reticulo endoplasmico, asi como la tension vascular (73). Los blancos farmacolégicos del acido
sulfhidrico [H2S], son el canal de potasio sensible a ATP vy la sefial extracelular que regula
quinasas (proteina quinasa B). El H2S puede ser benéfico para la prevencion y tratamiento de
ateroesclerosis (79, 80). En cuanto declina la concentracién de H2S, se induce la delacién
genética de ensamblados en la mitocondria y transportados fuera, donde se incorpora a

ferredoxinasa[79].

Selenio. Los requerimientos diarios de selenio son de 55 mg/dia, se considera que el cuerpo
humano concentra 4 g de selenio el cual se encuentra formando parte de la estructura de
innumerables enzimas desde donde cumple funciones de anti oxidacion como es el caso del
glutation peroxidasa que son reconocidas por su efecto de cito proteccion distribuidas en
practicamente toda la economia corporal. De esta manera, el glutation peroxidasa tipo 1 se
ubica en el citosol, el tipo 2 en pulmédn e intestino, el tipo 3 en tiroides y rifidn, el tipo 4 que actda

a nivel de fosfolipidos y el tipo 5 que actta en epitelio olfatorio.

El selenio es a su vez un protector del codigo genético, de esta manera podemos observar que
su funcién es generada a través de selenio proteinas. Otro aspecto de suma importancia en
gue participa el selenio resulta ser la sefalizacion Redox (74). El selenio —metil-seleno-L-
cisteina esta en fase de prueba como preventivos de cancer de prostata, mientras que seleno
sulfuro es manejado como anti fungico (75). En los animales el aminoacido selenometionina
puede ser incorporado en el sitio dentro de la proteina, que corresponde a metionina, mientras
gue las plantas no requieren selenio, pero lo incorporan del suelo a través de moléculas que

contienen sulfuro.
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Fluor. El fldor es un elemento que cumple funciones muy importantes en el transporte proteico,
lo cual le brinda el caracter de esencial, la economia corporal concentra 3 g. HF cumple
funciones especificas en el transporte proteico. F/H* co-transportador, F/OH- anticipador
proteico (77).

Arsénico. Desde la antigledad el arsénico fue conocido por sus propiedades toxicas, su
ingesta provoca aumento en el vaciamiento intestinal, hematuria, hiperestesia muscular y
fallecimiento, por la concentracién que alcanza en el cuerpo humano se ubica dentro de los
elementos ultra traza. En condiciones normales, el arsénico se concentra en el fluido sanguineo
a razon de 4 nM. Con una vida media de 2 h (85), la ingesta prolongada de arsénico ocasionara
por accion enzimatica, diarrea, vémito, sangrado por orina, calambres musculares y muerte, se
concentra en torrente sanguineo de 4 a 30 nM. Por accién enzimatica puede convertirse en
monometil y dimetil arsénico por efecto de la arsenita metiltransferasa, el arsénico decrece los
niveles de ATP, el As®* tiene alta afinidad por los tioles y puede inhibir enzimas como la pirlivica

deshidrogenasa (78).

Cadmio. Dentro de los metales considerados como téxicos o contaminantes se encuentran el
mercurio, cadmio, plomo, bismuto. El cadmio fue identificado por primera vez en 1817, en su
forma cationica Cd(ll) presenta gran analogia con Zn y Ca, se encuentra como metal puro como
contaminante del carbonato de zinc, como 6xidos, sulfuros. cadmio es considerado como un

gran contaminante ya que menos del 5% puede ser reciclado (107).

La toxicidad de cadmio, esta en funcién a su depuracion en el cuerpo humano, ingresa al cuerpo
a través de piel, pulmon, intestino delgado en el que permanece unido a metalotionina hasta
gue la mucosa se descama y produce su eliminacion a través de heces fecales (108,109). Aun
asi, parte del cadmio puede llegar a torrente sanguineo viajando unido a albimina, este hecho
le permite llegar a higado donde se liga a glutation para finalmente eliminarse en cierto
porcentaje por bilis, la otra parte viaja hasta el rifon en donde penetra la célula hasta alcanzar
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el lisosoma, donde el complejo cadmio-metalotionina es separado en sus fracciones
provocando deposito de cadmio en el citosol (110,111). La via urinaria sigue siendo el principal

conducto de eliminacion de cadmio (112).

El cadmio es considerado un metal genotoxico, ya que tiene la capacidad de interactuar con el
material genético, produciendo mutaciones. Por otra parte, es un elemento que tiene como
caracteristica la de ser poco reactivo, debiendo su capacidad para generar dafio a la
competencia que tiene por el sitio activo de zinc, cobre, calcio o fierro, los cuales, al verse
desplazados, se acumulan en el torrente sanguineo donde gracias a su gran capacidad para
participar en reacciones redox, liberan grandes cantidades de HO, H202, 6xido nitrico, oxigeno
singulete (114).

En los estados carenciales de los elementos susceptibles a ser desplazados por cadmio el
efecto téxico de este elemento se potencia ya que actla fuertemente con los grupos S-H, y OH,

carboxilo, fosfatidil, cistenil, métalo enzimas (114).

En el proceso de detoxificacion de cadmio, juegan un papel importante algunas plantas como
(espartina densiflora), y algunos animales como son el caracol comdn y la trucha (92). En el
reino vegetal, el cadmio se une a fitoquelantes y acidos grasos, mientras que en animales se
une a metalotionina, glutatién, albamina (116). Actualmente se estudian estrategias de
detoxificacion utilizando levaduras, mediante las cuales se pretende cambiar el estado de

oxidacion logrando disminuir su reactividad (117).

Desde el punto de vista de medicina alopéatica, el uso de acido etilendiamino tetra acético, sirve
para eliminar metales considerados contaminantes, dentro de los que se encuentra el cadmio
(118). Diariamente se utilizan sustancias como dimercaprol para eliminar arsénico, plomo y
mercurio. Aspectos importantes de elementos esenciales y no esenciales de gran importancia

en sistemas biolégicos.
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A continuacion, se presenta una tabla donde se observa cuales elementos pueden tener algun
tipo de participacion en patologias diversas, con base en su mecanismo de accion, asi como en

las rutas biologicas en que participan.

Tabla 2.1. Correlacion clinica y elementos esenciales y no esenciales.

Patologia
Infecciosa | Metabolica | Hidroelectrolitica Oncoldgica Autoinmune | Hematolégica Psiquiatrica

Cu Cu Na Cu Au Fe Li
Co I K M Se Cu Mg
Au Fe Mg Ti Zn Co
Mg Co Cl Cr Mg Mo
Ag Cr P Fe Mn Te
Ro Vv Au Cu
B Mn Pt Ni
Ge Mo Mo Os
Pb Pd Al
Sb Cd Te
Bi Hf
Se Rd

Re

Sm

Ho

Ga

Si

Ge

As

Bi
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Te

En la interaccion de metales esenciales y metales téxicos pueden presentarse varios

escenarios.

A). Disminucion de la concentracién del elemento deseado (1).
B). Competencia por su receptor.

C). Competencia por su transportador (1).

D). Activacion de receptor de membrana.

E). Interaccion con ligandos, grupos funcionales (93).

Los metales que penetran hasta el nucleo celular, pueden ocasionar.
1). Generacién de radicales libres, con consiguiente dafio al DNA (30).
2). Incorporacion al DNA (30).

3). Formacion de puentes entre ADN y ADN.

4). Oxidacién de bases nitrogenadas (5).

En cualquiera de los casos cada uno de estos escenarios nos lleva a una condicion pre
mutagénica. Con riesgo alto de que se presenten cambios en la informacion genética,
perdiéndose el caracter de fidelidad con todos los riesgos que esto conlleva, cuando hay
exposicién a metales las enzimas involucradas en la transcripcién se ven afectadas al igual que
el proceso de metilacion del ADN, se introducen a la célula por endocitosis, la cual pertenece a
las formas de transporte activo. En este tipo de transportacion existen tres formas
fundamentales: en una la endocitosis involucra particulas sélidas del medio intracelular, mismas
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gue son atraidas hacia la membrana celular la cual se invagina permitiendo que la particula se
aloje, para posteriormente formar una vesicula hacia el interior del medio intracelular. En el
segundo caso, la endocitosis es mediada por receptores, en este caso particulas de mayor
tamafio como lo son proteinas se fijan a receptores especificos que se encuentra ubicadas en
la membrana celular, una vez que la proteina se une a su receptor inicia el proceso de

endocitosis.

Este proceso es muy importante ya que provee a la célula de nutrientes y ademas participa en
el proceso de renovacion de la membrana celular, en el caso de la pinocitositosis, el contenido
de la vacuola que se genera cuando se invagina la membrana celular no es selectivo pudiendo

de esta manera ingresar el contenido del liquido extracelular.

Como tercer término tenemos la fagocitosis la cual es llevada a cabo por células especializadas
como lo son los macréfagos, a diferencia del mecanismo de endocitosis mediada por
receptores, la fagocitosis no provee a la célula de insumos, de alli la importancia de utilizar el
tamafo de particula adecuado o bien un recubrimiento que le brinde caracter de invisibilidad,

ya que de otra forma corre el riesgo de terminar en el interior de un macréfago.

2.4.3.-Nano somas

La creacion de nano esferas recubiertas con biomoléculas ha resultado de gran importancia
para la medicina (183), en este caso hablaremos de liposomas, los cuales son nano somas con
recubrimiento lipidico que confinan en su interior un contenido acuoso o bien lipidico
aprovechando la propiedad antipatica del lipido (184), que hace las veces de un vial. Para
preparar liposomas se utilizan lipidos naturales y/o sintéticos, nanoparticulas cuyos tamanos
pueden fluctuar desde 1 hasta 100 nm factor que es de suma importancia para la transportacion

y entrega de su contenido, la parte hidréfoba de la bicapa lipidica ofrece una barrera para
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sustancias hidrofilias que son afines a la superficie interna y externa de la membrana(186). Ya
gue los fosfolipidos al ponerse en contacto con sistemas acuosos, las fuerzas hidréfobas
orientan la parte apolar del lipido hacia el centro de la bicapa mientras que la parte polar hace
contacto con el medio externo. Ambas capas mantienen su posicion gracias a las fuerzas de
van der Waals, finalmente la estabilidad de la bicapa lipidica se debe a enlaces puente de

hidrogeno e interacciones entre la parte polar del fosfolipido y el agua circundante (181).

Una caracteristica importante de los liposomas es que pueden contar con una o varias capas,
lo cual les brinda la propiedad de liberar en mayor o menor tiempo su contenido, entre mayor
sea el numero de capas mayor sera el tiempo que se requiera para liberar el contenido. Ademas,
el hecho de que los fosfolipidos queden confinados al interior de un liposoma multilamelar
impide su transferencia hacia lipoproteinas, en algunas ocasiones se utilizan poli etilenglicol y
carbohidratos para evitar que la nano estructura sea absorbida por el sistema reticulo
endotelial(187).

Estructura del liposoma

La capa lipidica normalmente suele ser impermeable a sustancias hidrofilas, como lo son los
agentes anticancerigenos y altamente permeables a sustancias hidréfobas como lo es el
paclitaxel. El coeficiente de particion aceite /agua determina el sitio que ocupara el farmaco.
Mientras que el tamafio del liposoma determinara con mucho el destino del mismo, como se
comentd en parrafos anteriores, en tejidos enfermos las condiciones de permeabilidad se
encuentran modificadas, como sucede en pacientes oncologicos en los que los tumores
presentan angiogénesis muy rapida con endotelio discontinuo de hasta 500 nm (185,186). Esta
caracteristica permite el paso de moléculas de gran tamafio al espacio intersticial y
condicionando el ingreso al interior de la célula por proceso de fagocitosis, en cualquiera de los

37



casos el tamano ideal recomendable para la entrega de farmacos es de 50 a 100 nm (187). Es
importante el mecanismo de ingreso del liposoma al interior de la célula, el mecanismo de
fagocitosis es utilizado cuando el tamafio de la particula alcanza igual o mayor de 150nm
(51,184), mientras que mecanismos de ingreso como lo son la endocitosis en la que intervienen
receptores se da en particulas de tamafio menor a los 150nm y preferentemente en el rango
ideal de 50 a 100 nm ya antes mencionado, otro factor muy importante a considerar en la
entrega de farmaco en la que intervienen liposomas es la carga de superficie ya que esta puede
ser positiva, negativa o neutra. En el caso de los liposomas con carga neutra, su estabilidad
fisica estara muy comprometida, por tal motivo descargaran su contenido en el medio extra
celular. Los liposomas con carga positiva protegen enormemente su integridad fisica ya que
aumentan las fuerzas de repulsion en el sistema en que se encuentran, los liposomas con carga

negativa son menos activos que los de carga neutra y positiva (200).

Para preparar un liposoma deben ser tomadas en consideracién algunas variables.

Caracteristicas fisicoquimicas de los componentes del liposoma incluyendo su contenido
(186).

e Toxicidad del contenido (159).

e Tamafio y vida media

e Costo

e Reproducibilidad procesamiento post formacion (190).

Procesos a que puede ser sometido el liposoma posterior a su formacion;

e Sonicacion (irradiacion ultrasonica) (192).

e Extrusion (paso a través de membrana) (194).

e Homogenizacioén de alta presion (paso a través de una valvula).
e Centrifugado. (190)

e Calentamiento.

e Secado por pulverizacion.
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e Secado por congelacion.
e Supercritico de fase inversa evaporacion (191)
¢ Inyeccion de etanol-modificado.

e Micro fluidos. -permite el control estricto del proceso de hidratacion de lipidos (195).

Sistemas continuos de flujo de micro fluidos. - esta metodologia promete produccién continua y

homogénea a nano escala (172).

Valoracion de liposomas.- algunas caracteristicas importantes de valorar en un liposoma suelen
ser tamafio, forma, lamelaridad., el tamafio del liposoma es evaluado a través de microscopia
electronica, la valoracién de lamelaridad se realiza a través de tincidon negativa y freeze
fracturing para microscopia electrénica de transmision (TEM), resonancia magnética, mientras
que el tamafio del liposoma es evaluado a través de dispersion dinamica de luz (DLS),
cromatografia de exclusibn de la luz dispersa (ya que los liposomas en suspension,

experimentan movimiento browniano aleatorio) (170).
Los liposomas como viales de transportacion ofrecen las siguientes ventajas.

e Reducen toxicidad por efecto de distribucion temporal y espacial

e Funcionan como vehiculo de transportacién de farmaco (162).

e Biocompativilidad y biodegradabilidad

e Capacidad de transportacion de farmacos hidréfilos e hidréfobos.

e La bicapa protege al farmaco de la degradacion enzimatica e inmunologica (184).
e Menor exposicion al tejido sano (112).

e Aumenta la concentracion en tejido diana.

e Disminuye el efecto colateral.

La entrega de farmaco dependera de:
e La capa lipidica (179).
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Tamafio de la molécula. (167).
Coeficiente de particion aceite /agua.

Densidad de carga de la superficie del liposoma (potencial Z) (129).

2.4.4 -Potencial Z
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Es el potencial que se genera entre la capa de stern y la capa difusa, su importancia
radica en que es una manera indirecta de conocer el comportamiento de la carga de
superficie y su potencial (203). Ya que estos no pueden medirse, el potencial Z es una
forma efectiva de monitorear los fendmenos resultantes de las variaciones que puedan
presentarse en las fuerzas de atraccion y repulsion entre las particulas, cuyo balance
fue ampliamente explicado en la teoria de DLVD, dejando ver el verdadero valor de la
correlacion entre la sumatoria de fuerzas de atraccion de van der Waals. La curva de
repulsion electrostatica. dando lugar a la llamada curva combinada que representa a la
energia neta de interaccion, que en el grafico los puntos hacia arriba representan

predominio de fuerzas de repulsion (estabilidad del sistema).
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Los puntos hacia abajo por el contrario estarian --representando predominio de las
fuerzas de atraccion lo cual orientaria el sistema hacia la aglutinacion (Figura 2.1). Para
fines de tratamiento médico estos conceptos son de suma importancia, ya que nos
permiten mayor eficiencia en los sistemas de transportacion de medicamentos y

nutrientes.

Energia Repulsiva

Encrgia Atractiva

Figura 2.1. Energia neta de interaccion.

En conclusion, la medicién del potencial Z, provee de informacion precisa acerca del estado
electrénico de la superficie de la nanoparticula (193), valores de +30 mV son considerados
anormales y se deduce que estamos ante un sistema sumamente inestable propenso a la
aglutinacion, mientras que valores de potencial Z que se encuentran mayor a 30mV y menores
a -30 mV indican condicion estable ya que las fuerzas repulsivas son predominantes. (Figura
2.2)
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Figura 2.2. Correlacion potencial Z y PH.

En la actualidad el campo de la medicina se ha visto sumamente beneficiado con el uso de nano
esferas logrando resultados mejores en las terapéuticas a través de las cuales se aplican, para
lograr estos efectos los nano somas son sometidos a estandares rigurosos de calidad, utilizando
métodos y técnicas de alta precision para validad y caracterizar los parametros que se

reconocen importantes para lograr el fin para el cual fueron disefiados.

Técnicas de caracterizacion:

1. Difraccién de rayos x.-esta técnica es utilizada para valorar tamafio de cristal,
grado de cristalinidad y orientacion, composicion quimica del cristal (161).

2. Dispersion de rayos x Angulo pequefio. -esta técnica es utilizada para valorar el
tamafio de particula, forma, distribucion espacial, interacciones entre particulas,
distancias inter atomicas. (186).

3. Dispersion dinamica de luz. -es de gran utilidad para valorar tamafio de particula,
distribucion de tamafio, potencial z (densidad de carga de superficie (193).

4. Microscopia de luz polarizada. -técnica util vara valorar anisotropia (182).
Microscopia electronica. -valora tamafio de particula, tamafio de distribucion,
estructura y forma de particula, estabilidad, identifica la composicién elemental
(188).
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6. Microscopia electrénica de transmision. - valora tamafio de particula, tamafo de
distribucion, estructura y forma, estabilidad (13,6,3).

7. Poro simetria. - valora tamafio de poro, area de superficie, volumen de poro (160).
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Capitulo 3

Experimentacion

3.1. Introduccién

La presente investigacion esta orientada a generar nuevos conocimientos necesarios, para
sintetizar, validar y caracterizar nanoparticulas de elementos esenciales para el cuerpo humano,
como lo son: F, Na, Mg, P, S, Cl, K, Ca, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, Se, Mo, I, Si, V, Cr, Ni, Bry Sn,
con la finalidad de utilizarlas en terapia simultdnea a quimioterapicos, cirugia, fitoquimica,
herbolaria y fuentes de energia externa. Por razones de extension del estudio se presentaran
para la defensa de esta tesis doctoral y a manera de solucién al problema de investigacién
planteado el desarrollo y comportamiento de al menos 10 nanoparticulas metdlicas y sus

variantes funcionalizadas.

3.2. Materiales y métodos

Con la finalidad de obtener nanoparticulas de elementos metalicos, y no metalicos, se tomaron
en consideraciéon fundamentalmente disefios de sintesis quimica y electroquimica y sus
combinaciones, en los casos en que la obtencion de la nanoparticulas lo requiriese. Debido a
la naturaleza energética de la terapéutica se dio preferencia al método electroquimico, tomando
en consideracion las ventajas que ofrece la metodologia como son las siguientes, no se generan
metabolitos téxicos, se utiliza agua bidestilada, sales y reactivos de grado farmacoldgico y
electrodos del metal de muy alta pureza quimica. De esta manera, todos y cada uno de los
insumos estan presentes en una o varias vias metabolicas. Por otra parte, para estabilizar las
soluciones coloidales fueron utilizados componentes que son reconocidos por los sistemas de
defensa corporal como propios para evitar reacciones de anafilaxia, garantizar la transportacion

y entrega del elemento en funcion.
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3.3. Método de obtencion de nanoparticulas.

Para la obtencion de particulas por método electroquimico se utilizaron dos electrodos de el
mismo elemento de alta pureza y reactivos de grado farmacoldgico. Durante el proceso ambos
electrodos permanecen fijos a una placa de acrilico que cuenta con multiples perforaciones a
través de las cuales se fijan los electrodos. La longitud de electrodo inmerso y su diametro
definirdn la superficie para la reaccion electroquimica de sintesis. La fuente de poder de
corriente directa tiene una capacidad de 200 V y una corriente maxima de 5 A y esta
acondicionada con un programador de barrido variable con control de tiempo de 1 a 999
minutos. El sistema potenciostatico se complementa con un sistema de calentamiento
controlado que cuenta ademas con agitacion magnética y en algunos casos sistemas de reflujo
con refrigerante. En todos los casos uno de los electrodos fungié como céatodo y el otro como
anodo, y la solucion de electrolito fue preparada con agua destilada o bidestilada y agentes

surfactantes y reductores sintéticos y naturales.

La preparacion de algunas nanoparticulas requirié realizar variaciones en la metodologia
descrita, tal es el caso de selenio con el cual contabamos en forma de polvo, de tal forma que
fue necesario confeccionar una funda con malla de nylon nimero dos, introducir electrodos de
grafito grado electroquimico en cada una de ellas, rellenar la funda con el polvo de selenio y por
ultimo fijar la funda al electrodo de grafito mediante un hilo de nylon, con el cual se realizé un
surgete circular en torno al perimetro de la abertura . Que al jalar cada uno de sus extremos en

direcciones opuesta genera un cierre concéntrico y muy resistente.

3.4. Experimentacion.

Las formulaciones desarrolladas para la fabricacion de soluciones acuosas de nanoparticulas
de elementos esenciales y no esenciales de importancia en medicina. A continuacion, se
describiran los detalles de los distintos experimentos y elementos coloidales, mediante el

método electroquimico.
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Metodologia de preparacion de nanoparticulas de elementos esenciales y no esenciales

con significancia clinica

3.4.1.-Método electroquimico de preparacion de nanoparticulas de oro en solucion

acuosa.

En una solucién acuosa de cloruro de sodio y un agente reductor organico. En algunas
ocasiones se puede utilizar citrato de sodio, acido ascérbico, fructuosa, entre otros, en relacion
molar 3:1 NaCl/Citrato, para estabilizar el coloide se puede agregar dextrosa/fructuosa 0.5ml
por cada litro de solucién acuosa, se debe utilizar electrodos de oro 0.999, y diferencia de
potencial en rango 35-175 V, utilizando el dispositivo anteriormente descrito. Es recomendable
mantener una temperatura de 80 °C o mayor y agitacion constante durante todo el tiempo de

sintesis.

Para un litro de solucion se agregan 165 mg de NaCl, y 250 mg de citrato de sodio, al iniciar la
formacion del coloide de oro, la solucién se tornaré de color desde rojo a purpura dependiendo
del tamafio de nanoparticula, las concentraciones alcanzadas fluctian entre 5y 20 ppm, con

un pH 7 aproximadamente.

3.4.2.-Método de obtencién de Arsénico coloidal.

Cuando se trata de elaborar la solucion coloidal de Arsénico es necesario utilizar un aparato de
reflujo para lograr la solucion deseada. Posteriormente enfriar la solucion estando esta bajo
agitacién constante, finalmente se somete a electrolisis utilizando electrodos de platino durante
un periodo de 30 minutos, este hecho deja ver que en la elaboracion de una solucién no basta
con la obtencion de la misma y por ello en ocasiones el proceso termina sometiendo la solucion

electrdlisis en celda electroguimica.

En todos los casos la solucion fue filtrada a flujo de media velocidad antes de ser envasada en

recipientes de vidrio previamente enjuagados hasta conductividad cero.

3.4.3.-Preparacion de plata coloidal de alta pureza.
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Se utiliza un par de electrodos de alta pureza, Ag 0.999, Ag 0.997, Ag 0.99, en donde un
electrodo funge como catodo y el otro como anodo, se fijan intervalos de tiempo de 0.5 a 5
minutos para polarizar la celda, utilizando el dispositivo electrénico antes mencionado. La
solucidn electrolitica se prepara con agua destilada o bidestilada y sales de nitrato borohidruro
de sodio, la temperatura de trabajo se fija en 50 °C, el potencial aplicado por medio de las

fuentes de poder de corriente directa fluctia entre 25-30 V.

Es recomendable, mantener en todo momento, la solucidon en la celda electroquimica bajo
agitacion magnética, después de 30 minutos, la solucién presentara un cambio de coloracion,
el cual se incrementara durante el resto del tiempo que dure el proceso, de color amarillo paja
a café, el color guarda relacién con tamafio de particula, la presencia de plata sélida, no es un

buen indicador y nos obliga detener el proceso.

Posteriormente, la soluciébn debe ser filtrada, y puede ser estabilizada con peroxido de
hidrégeno, la solucién final de plata coloidal debe guardarse en recipientes de plastico o vidrio,

gue protejan de la exposicion a la luz.

Se pueden alcanzar concentraciones de 3 a 20 ppm, o mayores en funcién al tiempo. Con un
potencial de 6xido reduccién, ORP de 485 mV, y pH de 6.8, el &rea del electrodo juega un papel
importante y debe ser acorde al volumen de solucién que se desea utilizar. El tiempo que dura
el proceso de obtencidn es de aproximadamente de 15 a 30 minutos, en ocasiones puede llegar
a una hora dependiendo del potencial, con el que se pretende trabajar, cuando se utilizan
potenciales altos el pH puede llegar a 9. Durante este proceso se puede utilizar, citrato de sodio,
acido ascorbico, dando como resultado, nanoparticulas de plata funcionalizadas, a una

concentracion, que alcanza 8 ppm y un pH de 6, ORP de 112mv.

3.4.4. Preparacion de soluciones acuosas de plomo coloidal

Las soluciones acuosas de plomo coloidal puedan ser preparadas de manera electroquimica
utilizando electrodos de plomo de alta pureza y un sistema de fuente de poder que permita
polarizar los electrodos (anodo -catodo- anodo -catodo) cada 4 minutos (puede variar el

intervalo).
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El electrolito se prepara agregando a 1 | de agua bidestilada y cloruro de potasio (KCI) en el
rango de 100 a 750 mg, se espera lograr un coloide de aproximadamente 5 ppm de plomo por
cada 100 mg de la sal. El potencial a aplicar puede variar en el rango de 15 a 45 V donde se
pueden alcanzar corrientes de hasta 1A. El pH final es de 6.8 a 7.3 y la temperatura de
preparacion debe mantenerse cercana a los 100 °C. También se puede preparar el coloide de
plomo en agua agregando citrato de sodio (100 mg) y 100 mg de KCI en un mismo rango de
potencial y 100 °C bajo agitacion magnética. El pH se incrementard hasta 8.7 y la concentracion
a 30 ppm con un ORP =-62.1 mV.

3.4.5.-Método para obtencidén de nanoparticulas de selenio

El selenio coloidal puede ser obtenido en una solucion acuosa, utilizando dos electrodos de
selenio puro, los cuales fueron preparados con polvo de este elemento construido en soportes
rigidos y porosos de polietileno con un alma para contacto eléctrico de grafito de grado
electrolitico y enfundado en una malla de nylon. La reaccion se lleva a cabo aplicando una
diferencia de potencial de 75 V entre los dos electrodos inmersos en una solucién acuosa de
225 a 950 mg/l de citrato de sodio y 150-300 mg/I de cloruro de sodio a una temperatura mayor
a 75°C la solucioén tiende a un color rojo escarlata en un tiempo menor a 30 minutos, para

estabilizar el coloide se puede agregar uno 0.2 ml de la solucién de fructuosa.

La concentracion obtenida esta en el rango de 30 ppm de selenio, y pH de 6.8. También puede
ser preparado en agua a una temperatura mayor a 100°C, con fructuosa obteniendo hasta 20
ppm de concentracidn. (nota: todas las reacciones son realizadas bajo agitacibn magnética y

filtradas antes de envasar).

3.4.6.-Método electroquimico para la obtencion de nanoparticulas de Cadmio

El cadmio coloidal se prepara electroquimicamente utilizando dos electrodos de Cd de alta
pureza en un rango de temperatura de 70 a 100 °C, agregando de 50 a 100mg de NaCl y 0.2
ml de solucién de fructuosa al 70% y con agitacion magnética a un voltaje no mayor a 95 V.
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3.4.7.-Método de obtencion de nanoparticulas de Manganeso

Las soluciones de manganeso coloidal se pueden obtener a partir de una solucion acuosa de 1
g de cloruro de manganeso (MnCl2) y 1.35 g de citrato de sodio, utilizando dos electrodos de
platino y calentando bajo agitacibn magnética con un rango de 75-100 °C, y una diferencia de
potencial de 25 V por un periodo de 20 minutos. El pH es de aproximadamente 8. La solucion
puede ser estabilizada con 0.2 ml de solucion acuosa de fructuosa al 70%. La solucién tiene un
color rosado y 700 ppm. El pH es cercano a 8 y el ORP de -6.7 mV. Se pueden también utilizar
electrodos de manganeso de 99.9 % de pureza en una solucién 100 a 300 de NaCl, 300 mg de
citrato de sodio y 300 mg de acido ascorbico aplicando una diferencia de potencial mayor a 90
V calentando la solucion100 °C y 0.4 ml de solucion de fructuosa al 70%, al cabo de 2 horas se
obtiene una solucion después de filtrado con pH de 8.5 y ORP de 198.1 mV y 387 ppm de

concentracion.

3.4.8.-Complejo Ademetionina Manganeso método de preparacion

El complejo de manganeso con Ademetionina (500 mg), se prepara a partir del manganeso
coloidal con una solucién de 300 mg de NaCl, 300 mg de citrato de sodio y 390 mg de &cido
ascorbico. El potencial fluctia en el rango de 80 a 95 V a 100°C y se aplica durante 50 minutos

de reaccion. La solucién final tiene pH de 7.7, ORP de 259 mV y 558 ppm de concentracion.

3.4.9.-Método de preparacion de nanoparticulas de Zinc

La solucion de zinc coloidal puede ser preparada electroquimicamente utilizando electrodos de

zinc de alta pureza en una solucion acuosa de cloruro de sodio.

Dada la alta reactividad del zinc, se requiere tener cuidado con el potencial aplicado. El rango
a utilizar es 5 a 30 V y es funcidn del tiempo de electrdlisis y de la concentracion de NaCl. Se

pueden utilizar de 40-60 ppm de NaCl y temperatura de 60 a 100°C, bajo agitacibn magnética.
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Debe evitarse el consumo excesivo de los electrodos que son durante el proceso de polarizacion
electroquimicamente. Esto es facil de observar toda vez que la presencia de particulas solidas

insolubles se hace patente en el reactor.

3.4.10.-Complejo Zinc-Ademetionina

Se prepara una solucidon acuosa con agua destilada de 120 mg de acido ascorbico y 55 mg
NaCl como también se disuelven dos capsulas de sal (1,4 butil sulfato de Ademetionina ) en
agua destilada y se agregan a la solucion de electrolito mediante un embudo con papel filtro a
fin de retirar todos los insolubles inorganicos (falsos) que son utilizados como excipientes en las
pastillas de esta manera se estan agregando 1 g de compuesto de Ademetionina, se introducen
los electrodos de zinc de alta pureza y se deja que la solucién alcance una temperatura de
100°C, para luego aplicar un voltaje de 10 V durante 20 minutos, se permite al reactor enfriarse
a temperatura ambiente para después filtrar, medir pH, ORP y conductividad. Los valores tipicos

gue se obtienen son a manera de ejemplo los siguientes:
ORP =196.8 mV, pH de 4.3 y 593 ppm.

Nota: para estabilizar se puede agregar 0.5 ml de jarabe de fructuosa.

3.4.11.-Método de preparacion del complejo Zn-mesalazina. Complejo de Zn-salofalk

(mesalazina)

Las particulas de zinc se preparan a una temperatura de 95 °C en un electrolito de agua
bidestilada que contiene 100 mg de citrato de sodio y 55 mg de NaCl. Se introducen los
electrodos de zinc y se aplica un potencial de 10 a 15 V después de 6 minutos de reaccion se
agregan 500mg de mesalazina en pastilla que fue previamente disuelta en agua caliente y
filtrada para eliminar los compuestos insolubles del excipiente. Esto genera un incremento de
la corriente en aproximadamente 60 mA, después de 20 minutos en total separa la reaccién se
deja enfriar bajo agitacion magnética, para luego filtrar y envasar. Se obtiene un ORP = 125
mV, pH de 7.82 y 175 ppm de concentracion.
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3.4.12. Método de preparacion del complejo Zn-acido ursodesoxicolico

El complejo de acido ursodesoxicolico-zinc, se prepara a partir de zinc coloidal al cual se
agregan 2 tabletas del &cido ursodesoxicélico previamente disueltos y filtrados para una
concentracion de 500 ppm de ursodesoxicélico. Después de 10 minutos se separo la reaccion
dejo reposar la solucidén bajo agitacion magnética por una noche. Luego se filtré se realizaron

mediciones con los siguientes resultados: ORP = 252 mV, pH de 7.56 y 120 ppm.

3.4.13. Método de preparacién de Magnesio coloidal

Para preparar un coloide de magnesio se utiliza una celda electroquimica que consiste de dos
electrodos de Mg puro y una solucion acuosa preparada con agua destilada o bidestilada a la
gue se han agregado 100 mg de NaCl, y 200 mg de citrato de sodio. Se calienta la solucion en
un rango de 70-100°c y se aplica un potencial de 10 a 15 v c0 bajo agitacibn magnética. El
coloide se puede estabilizar con unos 0.2 ml de solucion de fructuosa. El tiempo para la
obtencion de productos es de unos 20 minutos La solucion final es filtrada y tiene las siguientes
caracteristicas: ORP =230 mV, pH de 10.5y 230 ppm.

Después de 15 minutos se torna color rojo y se sigue intensificando el color. El tiempo final fue

de 25 minutos a una temperatura de 100°C.

3.4.14. Solucién de cobalto coloidal

La solucién acuosa de cobalto coloidal se puede preparar utilizando dos electrodos de Co de
alta pureza y un electrolito en agua destilada que contenga 300 mg de citrato de sodio y 100

mg de cloruro de sodio y un potencial de 90 V.

La solucién debe mantenerse a 100°C y las particulas coloidales pueden ser estabilizadas
agregando 0.2 ml de una solucién de fructuosa — acido ascorbico (70%). Siempre debe
mantenerse agitacion magnética. La solucién final después de filtrada es color verde olivo y

tiene un pH de 10.5y 295 ppm.
51



3.4.15. Molibdeno coloidal

Las soluciones acuosas de molibdeno coloidal pueden ser preparadas electroquimicamente
utilizando dos electrodos de molibdeno de alta pureza, y aplicando, y aplicando un potencial de
90 V, es una solucion de electrolito que contiene 250 mg de citrato de sodio y 100 mg de NaCl
disueltos en agua destilada. La solucion es llevada a 100°C bajo agitacion magnética. La
solucion final se filtra y tiene un color morado, con pH de 4.5 y 280 ppm, para estabilizar las

particulas se agregan 0.2 ml de solucion de fructuosa.

3.4.16. Solucién coloidal de Paladio.

Las soluciones de paladio coloidal en agua se pueden preparar en soluciones de electrolito

compuestos de la siguiente manera:

Se agrega citrato de sodio; 125 mg en un volumen de 500 a 600 ml de agua bidestilada y 0.2
ml de solucién acuosa fructuosa/dextrosa, y un rango de temperatura de 80 a 100°C. Los
electrodos de paladio de alta pureza se someten a un potencial en el rango de 25 a 175 mV. El
tiempo estimado de reaccion es de 1 hora.

3.4.17. Solucioén coloidal de Platino.

Las soluciones de platino preparas electroquimicamente requieren del uso de electrodos de alta
pureza de este metal. A diferencia de soluciones de platino formadas por arcos eléctricos, en el
meétodo electroquimico debemos contar con una buena extensiéon de superficie de platino y un
voltaje alto, se prepara agregando 200 mg de NaCl, a un litro a de agua bidestilada. La solucién
se calienta a una temperatura mayor a 100°C y se aplica un voltaje en el rango de 90 al80 V,
para estabilizar el coloide se agregan surfactantes que pueden ser catidnicos o no iénicos. La
solucion tiende a un color ligero café metélico después de 1 hora de reaccion y la concentracion

varia de 3 a 10 ppm. También se pueden utilizar un electrodo de Pt y uno de grafito en cuyo
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caso obtendremos una solucién coloidal Pt-C. Con concentraciones de 5-10 ppm y pH de 6. En

todos los casos sera necesaria La utilizacion de agitacion magnética.

Se pueden obtener soluciones coloidales de Pt mas concentradas y estables si se agrega a la
solucion de electrolito 200 mg de NaCl, 500 mg de acido ascoérbico y 300 mg de citrato de sodio.
El potencial aplicado debera ser mayor a V accion se pueden agregar unas gotas de solucién
jarabe de fructuosa y después de 1 hora se tiene una solucion de color amarillo intenso.

3.4.18. Solucién coloidal de Hierro.

La solucién de hierro coloidal se prepara electroquimicamente utilizando dos electrodos de
hierro de alta pureza y aplicando un potencial de 90 V en agua bidestilada a 100°C bajo
agitacibn magnética. Se estabiliza la solucién agregando fructuosa (0.2ml). Las soluciones
acuosas de Niquel coloidal se pueden preparar utilizando dos electrodos con potencial
polarizable a tiempo establecido, inmersos en una solucion acuosa de 250 mg de citrato de

sodio y temperatura >mayor a 95°C.

Es importante que la distancia entre los electrodos sea pequefia ya que este favorece el
proceso. La solucién final después de ser filtrada tiene un pH de 6.5 y 100 ppm. El potencial
debe ser mayor a 90 V. Esta reaccién puede ser favorecida con la adiccion de 50-100 mg de
cloruro de sodio. Las particulas coloidales se pueden estabilizar utilizando soluciones de

surfactantes.

3.4.19. Solucioén coloidal de Litio

Las soluciones coloidales de litio se preparan con un carbonato de litio y &cido citrico en agua

en relaciones 3:1
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Li* Li*

Li*
Citrato de sodio M.W. 258.03 g/mol
Acido citrico M.W. 192.13 g/mol
Carbonato de litio M.W. 73.84 g/mol

2 Cy Hg 0, +3Li, CO; —»  2C, Hy Liz 0.+ 2H,0+ 3 CO,

Se utilizan electrodos de platino inmersos en una solucion de 300 mg &cido citricoy 173 mg
Li2COz en 1 L de H20 destilada y se calienta a 100°C a un potencial de polarizacién de 30V.

El pH de 7 y 260 ppm de concentracion.

3.4.17. Solucioén coloidal de cobre coloidal.

El cobre coloidal en soluciones acuosas puede ser obtenido electroquimicamente, utilizando
dos electrodos de este metal, cuidando siempre que sea de alta pureza(0.999), agua
bidestilada, temperatura mayor a 90 grados centigrados, potencial mayor a 90v, que deben ser
aplicados con una fuente de poder de corriente directa, con este método pueden obtenerse
soluciones con concentraciones de 30 ppm y pH de 6.3, después de una hora de reaccion,

durante la cual el potencial es polarizado a intervalos de 1 a 4 minutos.
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Otro método consiste en utilizar citrato de sodio, acido ascorbico o fructuosa/dextrosa y activar
el electrodo con cloruro de sodio o potasio hasta 150 mg por litro y un potencial en el rango de
50a100V, pHde 8a9.5y ORP de 199 mV.
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Capitulo 4.

Analisis de Resultados
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4.1. Resultados de espectroscopia infrarroja con transformadas de Fourier (FTIR)

Se realizaron analisis de espectroscopia infrarroja con transformadas de Fourier (FTIR)
utilizando un espectrémetro Frontier de Perkin ElImer equipado con Atenuador de Reflectancia
Total (ATR).

FT-IR Microsc:

Las muestras fueron colocadas directamente sobre el dispositivo de selenuro de zinc y los
barridos fueron realizados previa calibracién de las condiciones de laboratorio en el rango de
400 a 4000 cm™. En general los resultados muestran desplazamientos en los picos de grupos
funcionales tipo amino (-NH) y carbonilo (-CO, -C=0, -COO") por la coordinacion de las

nanoparticulas metalicas con los distintos extractos naturales utilizados.

Los compuestos predominantes son, Flavonoides, saponinas carotenos, alcaloides,

terpenoides, ademas de otros componentes en menor proporcion.
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Los complejos funcionalizados fueron realizados en sistemas coloidales acuosos de

nanoparticulas metalicas con y sin recubrimiento estabilizador (caped). Asi mismo, se

prepararon mezclas con dos fases: extracto natural oleoso y solucion acuosa coloidal con

minerales nanoparticulados. En ninguno de los dos casos se utilizaron sustancias surfactantes

para estabilizar las soluciones. En el caso particulas de las mezclas acuoso-oleosas la solucion

homogénea final se logré por efecto tenso activo de las mismas saponinas contenidas en el

extracto natural. La homogenizacién fue mejor cuando se manejaron extractos producto de

procesos de fermentacion, debido probablemente a la generacion de metabolitos secundarios

o de orden superior.
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Espectro FTIR de una pelicula de Quitosan-acido ascorbico-citrato formando complejo con

nanoparticulas de Plata

100.0 _

%T

40 | 1716.75
1718.25
35 |

1076.60

89 4 CHITOSAN-ASC-CIT-HCL-AG

25 4 COMPLEJO DE PLATA (ROJO)
20 |

15 |

10 |

0.0

4000.0 3000 2000 1500 1000 400.0
cm-1

Espectros FTIR de comparativo de una pelicula de Quitosan-acido ascorbico-citrato y su
complejo con nanoparticulas de Plata. Se observa el desplazamiento de grupos amino por la

interaccion con la plata metalica nanoparticulada.
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4.2. Espectroscopia UV-Visible

El comportamiento de resonancia de plasmén de las nanoparticulas fue analizado por medio de
espectroscopia ultravioleta visible utilizando un espectrémetro Shimadzu UV-2600 en un rango
de 200 a 1400 nm. Todas las soluciones fueron analizadas en solucion acuosa. Las
absorbancias de los picos de plasmén mas representativos de las distintas nanoparticulas

sintetizadas fueron obtenidos en soluciones acuosas estabilizadas con sustancias organicas

solubles en agua o en forma de complejos como las que se funcionalizaron con Quitosan.
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Espectrometro Shimadzu UV-2600
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Espectro UV de Quitosan Plata (resonancia de plasmén para plata a 434 nm, curva en rojo)
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Espectros de UV-VIS para nanoparticulas de Plata no funcionalizadas (a) y (b) Plata
estabilizada
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Data Set: Cu_des_direct - RawDala
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Espectros de UV-VIS para nanoparticulas de cobre estabilizadas
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Representacion esquematica de una nanoparticulas de oro formando complejo con citrato de

sodio (Caped) en una solucion coloidal.

4.3. Anélisis de contenido elemental Por Emisién Optica de Plasma de Microondas MP-
AES.

Las soluciones de esta investigacion, fueron preparadas convenientemente en medio acuoso y
de esta forma también para su analisis de su contenido elemental, lo cual se hizo en todas esas
soluciones coloidales disefiadas para este trabajo. Los analisis se hicieron utilizando un
instrumento de plasma de microondas, que consiste de un espectrémetro de emisién atomica
de plasma de microondas marca Agilent, Modelo MP-AES 4200. El cual es un instrumento
disefiado para analizar el contenido elemental de soluciones que utilizan espectroscopia de

emision. La espectroscopia de emision es una técnica de medicién basada en la observacion
75



de la intensidad de las longitudes de onda discretas de la luz que emiten los atomos cuando se
excitan a altas temperaturas: la longitud de onda de las lineas de emision individuales esta

asociada con un elemento en particular.

Un MP-AES 4200 tiene la capacidad para generar la excitacion suficiente de los atomos para
estimular la emisién, la que se produce dentro de un plasma de microondas que comprende
materia parcialmente ionizada en un estado extremadamente caliente, excitado a una
temperatura de mas de 5 000 °C. Este plasma acoplado magnéticamente se inicia mediante
una chispa eléctrica a través de un pulso corto de argén que luego se mantiene dentro de la
antorcha de cuarzo con la introduccion continua de nitrégeno en la cavidad de microondas. Este

gas se obtuvo del aire de forma continua desde un generador de nitrdgeno Agilent Modelo 4107.

El plasma dentro de un aparato MP-AES 4200 atomiza y ioniza parcialmente una corriente de
nitrdbgeno gaseoso cargada con un aerosol de la solucion que se esta analizando. Por
consiguiente, el espectro de luz que irradia el plasma contiene longitudes de onda que son
emitidas por el plasma de nitrégeno y el solvente vaporizado, que produce la sefial de fondo; y
también aportes de los solutos y sélidos suspendidos que incluyen los elementos de interés.

La luz del plasma es dirigida por un conjunto de espejos al compartimiento Optico del
espectrometro. Los componentes de precision del mismo separan el espectro en funcién de la
longitud de onda, los que, al separarse mediante una rejilla, permite la deteccion de lineas de
emision individuales contenidas dentro de un espectro discontinuo. En comparacién con los
valores obtenidos para soluciones de concentraciéon conocida como soluciones de referencia
estandar. La medicion de la intensidad de la luz en diferentes longitudes de onda se puede
utilizar para determinar la cantidad de un elemento en una solucion de composicién

desconocida como en las muestras originales de este trabajo.
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Los resultados obtenidos en estos analisis son:

8/9/2017 - Muestra coloidal: Ag-NPS

Elemento: Plata (Ag)

Nombre de la Solucién

Ag (328.068 nm)

Ag-NPS 8.54 (ppm)
Fecha Nombre | Elemento/nm Conc. (ppm) | Intensidad | Coeficiente de | %RSD
correlacion

8/9/2017 | Ag-NPS | Ag (328.068 nm) | 8.54 1064946.50 | 0.99958 0.039
8/9/2017 - Muestra coloidal: SOLUC 17
Elemento: Plata (Ag)

Nombre de la Solucién | Ag (328.068 nm)

SOLuUC 17 0.05 (ppm)

Fecha Nombre Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD

(Ppm) de
correlacion
8/9/2017 | SOLUC Ag (328. 068 0.05 3676.98 0.99958 6.52
17 nm)

8/9/2017 - Muestra coloidal: SOLUC 20

Elemento: Plata (Ag)

Nombre de la Solucién | Ag (328.068 nm)

SOLuUcC 17 0.07 (ppm)

Fecha Nombre Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD

(ppm) de
correlacion
8/9/2017 | SOLUC Ag (328.068 0.02 1177.78 0.99958 2.46
20 nm)
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10/31/2017 - Muestra coloidal: Aul

Elemento: Oro (Au)

Nombre de la Solucién

Au (267.595 nm)

Aul

1.03 (ppm)

Fecha Nombre | Elemento/nm Conc. (ppm) | Intensidad | Coeficiente de | %RSD
correlacion
10/31/2017 | Aul | Au (267.595 nm) 1.03 9602.77 1.00000 0.34
10/31/2017 - Muestra coloidal: Au2
Elemento: Oro (Au)
Nombre de la Solucién | Au (267.595 nm)
Au2 10.19 (ppm)
Fecha Nombre | Elemento/nm Conc. (ppm) | Intensidad | Coeficiente de | %RSD
correlacion
10/31/2017 | Au2 | Au (267.595 nm) 10.19 94663.58 1.00000 0.77
11/03/2017 - Muestra coloidal: Au-Coloidal
Elemento: Oro (Au)
Nombre de la Solucion | Au (267.595 nm)
Au-Coloidal 113.90 (ppm)
. Coeficiente |
Fecha Nombre | Elemento/nm Conc. | Intensida de 7R
(ppm) d o SD
correlacion
11/03/20 Au- Au (267.595 | 113.9 | 2249027 1.00000 0.67
17 Coloidal nm) 0

11/03/2017 - Muestra coloidal: Pd-Coloidal

Elemento: Oro (Au)

78



Nombre de la Soluciéon

Pd (340.458) nm)

Pd-Coloidal 28.41 (ppm)
: Coeficiente |
Fecha Nombre | Elemento/nm Conc. | Intensida de A
(ppm) d L SD
correlacion
11/03/20 Pd- Pd (340.458 | 28.41 | 1470158. 1.00000 0.14
17 Coloidal nm) 6
11/22/2017 - Muestra coloidal: Au-Cu
Elemento: Oro (Au)
Nombre de la Solucion | Au (267.595 nm)
Au-Cu 19.33 (ppm)
: Coeficiente |
Fecha Nombre | Elemento/nm Conc. | Intensida de R
(ppm) d . SD
correlacion
11/22/20 Au-Cu Au (267.595 | 19.33 | 179.47 1.00000 6.10
17 nm)
11/22/2017 - Muestra coloidal: Au-Cu
Elemento: Cobre (Cu)
Nombre de la Solucién | Cu (324.754 nm)
Au-Cu 139.44 (ppm)
: Coeficiente |
Fecha Nombre | Elemento/nm Conc. | Intensida de R
(ppm) d . SD
correlacion
11/22/20 Au-Cu Cu 139.4 | 34975.49 1.00000 1.36
17 (324.754nm) 4

01/04/2018 - Muestra coloidal: 1-4-2018

Elemento: Selenio (Se)

Nombre de la Soluciéon

Se (196.026 nm)

1-4-2018

28.13 (ppm)




Fecha Nombre | Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD
(ppm) de
correlacion
01/04/2018 1-4- Se (196.026 28.13 139.75 0.99996 15.63
2018 nm)
04/26/2018 - Muestra coloidal: 4-26-2018
Elemento: Plata (Ag)
Nombre de la Solucion | Ag (328.068 nm)
4-26-2018 18.27 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD
(ppm) de
correlacion
4/26/2018 4-26- Ag (328. 068 18.27 22774.39 0.99958 0.58
2018 nm)
04/26/2018 - Muestra coloidal: 4-26-2018
Elemento: Plata (Ag)
Nombre de la Solucién | Ag (328.068 nm)
4-26-2018 18.27 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD
(ppm) de
correlacion
4/26/2018 4-26- Ag (328. 068 18.27 22774.39 0.99958 0.58
2018 nm)

04/26/2018 - Muestra coloidal: 4-26-2018

Elemento: Oro (Au)

Nombre de la Soluciéon

Au (267.595 nm)

4-26-2018

20.62 (ppm)
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Fecha Nombre Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD
(ppm) de
correlacion
4/26/2018 4-26- Au (267.595 20.62 22774.39 1.00000 2.71
2018 nm)
04/26/2018 - Muestra coloidal: 4-26-2018
Elemento: Cobre (Cu)
Nombre de la Solucion | Cu (324.754 nm)
4-26-2018 13.68 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD
(Ppm) de
correlacion
4/26/2018 4-26- Cu (324.754 13.68 34316.83 1.00000 2.56
2018 nm)
09/14/2018 - Muestra coloidal: MoroAgua
Elemento: Calcio (Ca)
Nombre de la Solucion | Ca (445.478 nm)
MoroAgua 31.76 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm | Conc. Intensidad | Coeficiente | %RSD
(Ppm) de
correlacion
09/14/2018 | MoroAgua | Ca (445.478 31.76 811.75 1.00000 0.53
nm)

09/14/2018 - Muestra coloidal: MoroAgua
Elemento: Cobre (Cu)

Nombre de la Solucion | Cu (324.754 nm)
MoroAgua 0.07 (ppm)
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Fecha Nombre Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD
(Ppm) de
correlacion
9/14/2018 | MoroAgua Cu (324.754 0.07 158.05 1.00000 36.42
nm)
09/14/2018 - Muestra coloidal: MoroAgua
Elemento: Fierro (Fe)
Nombre de la Solucion | Fe (371.993 nm)
MoroAgua 1.29 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD
(ppm) de
correlacion
9/14/2018 | MoroAgua Fe (371.993 1.29 229.37 0.99998 8.44
nm)
09/14/2018 - Muestra coloidal: MoroAgua
Elemento: Potasio (K)
Nombre de la Solucién | K (766.491 nm)
MoroAgua 63.97 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD
(ppm) de
correlacion
9/14/2018 | MoroAgua K (766.491 63.97 194350.86 1.00000 0.86
nm)
09/14/2018 - Muestra coloidal: MoroAgua
Elemento: Litio (Li)
Nombre de la Solucién | Li (670.784 nm)
MoroAgua 0.03 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD
(ppm) de
correlacion
9/14/2018 | MoroAgua Li (670.784 0.03 762.81 1.00000 1.17
nm)
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09/14/2018 - Muestra coloidal: MoroAgua

Elemento: Fésforo (P)

Nombre de la Solucion | P (213.18 nm)
MoroAgua 109.28 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm | Conc. (ppm) | Intensidad | Coeficiente de | %RSD
correlaciéon
9/14/2018 | MoroAgua | P (213.18 nm) 109.28 607.37 1.00000 1.33
09/14/2018 - Muestra coloidal: MoroAgua
Elemento: Zinc (Zn)
Nombre de la Solucién | Zn (213.857 nm)
MoroAgua 0.20 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD
(ppm) de
correlacion
9/14/2018 | MoroAgua | Zn (213.857 0.20 44.68 1.00000 68.13
nm)
09/14/2018 - Muestra coloidal: MoroAgua
Elemento: Magnesio (Mg)
Nombre de la Solucién | Mg (279.553 nm)
MoroAgua 11.3 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD
(ppm) de
correlacion
9/14/2018 | MoroAgua | Mg (279.553 11.3 3146460.6 1.00000 0.08
nm)

09/15/2018 - Muestra coloidal: 9-15-2018

Elemento: Platino (Pt)

| Nombre de la Solucién | Pt (265.945 nm) |
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| 9-15-2018 | 69.21 (ppm) |
Fecha Nombre Elemento/nm | Conc. Intensidad | Coeficiente | %RSD
(Ppm) de
correlacion
9/15/2018 | 9-15-2018 | Pt (265.945 0.006 48.873 0.99999 69.40
nm)
09/15/2018 - Muestra coloidal: 9-15-2018
Elemento: Sodio (Na)
Nombre de la Solucién | Na (588.995 nm)
9-15-2018 43.84 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD
(Ppm) de
correlacion
9/20/2018 9-15- Na (588.995 43.84 661811.66 1.00000 0.87
2018 nm)
09/19/2018 - Muestra coloidal: 9-19-2018
Elemento: Platino (Pt)
Nombre de la Solucién | Pt (265.945 nm)
9-19-2018 69.21 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm | Conc. Intensidad | Coeficiente | %RSD
(Ppm) de
correlacion
9/19/2018 | 9-19-2018 | Pt (265.945 69.21 1086.36 0.99999
nm)

09/20/2018 - Muestra coloidal: 9-20-2018

Elemento: Calcio (Ca)

Nombre de la Soluciéon

Ca (445.478 nm

)

9-20-2018

42.72 (ppm)
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Fecha Nombre Elemento/nm | Conc. Intensidad | Coeficiente | %RSD
(Ppm) de
correlacion
9/20/2018 | 9-20-2018 | Ca (445.478 42.72 1086.36 1.00000 0.57
nm)
09/20/2018 - Muestra coloidal: 9-20-2018
Elemento: Cobre (Cu)
Nombre de la Solucion | Cu (324.754 nm)
9-20-2018 0.02 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD
(Ppm) de
correlacion
9/20/2018 9-20- Cu (324.754 0.02 4134.83 1.00000 1.35
2018 nm)
09/20/2018 - Muestra coloidal: 9-20-2018
Elemento: Fierro (Fe)
Nombre de la Solucion | Fe (371.993 nm)
9-20-2018 2.77 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD
(ppm) de
correlacion
9/20/2018 9-20- Fe (371.993 2.77 496.20 0.99994 1.59
2018 nm)
09/20/2018 - Muestra coloidal: 9-20-2018
Elemento: Potasio (K)
Nombre de la Solucion | K (766.491 nm)
9-20-2018 69.68 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. (ppm) | Intensidad | Coeficiente de | %RSD
correlacion
9/20/2018 | 9-20-2018 | K (766.491 nm) 69.68 211685.16 1.00000 1.43
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09/20/2018 - Muestra coloidal: 9-20-2018

Elemento: Litio (Li)

Nombre de la Soluciéon | Li (670.784 nm)
9-20-2018 0.021 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. (ppm) | Intensidad | Coeficiente de | %RSD
correlacién
9/20/2018 | 9-20-2018 | Li (670.784 nm) 0.021 59280.90 1.00000 2.26
09/20/2018 - Muestra coloidal: 9-20-2018
Elemento: Fésforo (P)
Nombre de la Soluciéon | P (213.18 nm)
9-20-2018 53.77 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm | Conc. (ppm) | Intensidad | Coeficiente de | %RSD
correlaciéon
9/20/2018 | 9-20-2018 | P (213.18 nm) 53.77 298.82 1.00000 22.23
09/20/2018 - Muestra coloidal: 9-20-2018
Elemento: Azufre (S)
Nombre de la Solucién | S (181.972 nm)
9-20-2018 3.67 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. (ppm) | Intensidad | Coeficiente de | %RSD
correlacion
9/20/2018 | 9-20-2018 | S (181.972 nm) 3.67 4.13 1.00000 85.12
09/20/2018 - Muestra coloidal: 9-20-2018
Elemento: Zinc (Zn)
Nombre de la Soluciéon | Zn (213.857 nm)
9-20-2018 0.05 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD
(ppm) de
correlaciéon
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9/20/2018 9-20- Zn (213.857 0.05 1131.05 1.00000 2.78
2018 nm)
09/20/2018 - Muestra coloidal: 9-20-2018
Elemento: Magnesio (Mg)
Nombre de la Solucion | Mg (279.553 nm)
9-20-2018 20.3 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD
(ppm) de
correlacion
9/20/2018 9-20- Mg (279.553 20.3 58598.9 1.00000 0.33
2018 nm)
09/20/2018 - Muestra coloidal: 9-20-2018
Elemento: Sodio (Na)
Nombre de la Solucion | Na (588.995 nm)
9-20-2018 44.19 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. Intensidad | Coeficiente %RSD
(Ppm) de
correlacion
9/20/2018 9-20- Na (588.995 44.19 667113.26 1.00000 0.09
2018 nm)
10/03/2018 - Muestra coloidal: 10-03-2018
Elemento: Platino (Pt)
Nombre de la Solucion | Pt (265.945 nm)
10-03-2018 8.81 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm | Conc. Intensidad | Coeficiente | %RSD
(Ppm) de
correlacion
10/03/2018 10-03- Pt (265.945 8.81 660.90 0.99999 3.53
2018 nm)

10/10/2018 - Muestra coloidal: 10-10-2018
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Elemento: Oro (Au)

Nombre de la Solucién | Au (267.595 nm)
10-10-2018 43.54 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. | Intensida | Coeficiente | %R
(ppm) | d de SD
correlacion
10/10/20 10-10- Au (267.595 | 43.54 | 11277.07 1.00000 2.1
18 2018 nm) 7
10/22/2018 - Muestra coloidal: 10-22-2018
Elemento: Plata (Ag)
Nombre de la Solucion | Ag (328.068 nm)
10-22-2018 51.00 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm | Conc. | Intensida | Coeficiente | %R
(ppm) | d de SD
correlacion
10/22/20 10-22- Ag (328.068 | 51.00 | 75460.77 1.00000 1.59
18 2018 nm)
10/22/2018 - Muestra coloidal; 10-22-2018
Elemento: Cobre (Cu)
Nombre de la Solucién | Cu (324.754 nm)
10-22-2018 944.91 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm Conc. | Intensidad | Coeficiente | %RSD
(ppm) de
correlacion
10/22/2018 10-22- Cu (324.754 | 944.91 | 207123.44 1.00000 0.60
2018 nm)

10/26/2018 - Muestra coloidal: As-Pt-10-26-2018

Elemento: Arsénico (As)

| Nombre de la Solucién | As (193.695 nm) |




As-Pt-10-26-2018

| 663.50 (ppm)

Fecha Nombre | Elemento/nrm | Conc. Intensidad | Coeficiente | %RSD
(ppm) de
correlacion
10/26/2018 | As-Pt- As (193.695 663.50 476.31 1.00000 5.16
10-26- nm)
2018
10/26/2018 - Muestra coloidal: As-Pt-10-26-2018
Elemento: Platino (Pt)
Nombre de la Solucion | Pt (265.945 nm)
As-Pt-10-26-2018 46.63 (ppm)
Fecha Nombre | Elemento/nrm | Conc. Intensidad | Coeficiente | %RSD
(ppm) de
correlacion
10/26/2018 | As-Pt- Pt (265.945 46.63 349.83 0.99999 8.96
10-26- nm)
2018
11/02/2018 - Muestra coloidal: Ag-Galon-11012018
Elemento: Plata (Ag)
Nombre de la Solucién | Ag (328.068 nm)
Ag-Galon-11012018 | 177.27 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm | Conc. Intensidad | Coeficiente | %RSD
(ppm) de
correlacion
A9- | Ag(328.068
11/02/2018 | Galon- nm). 177.27 2622.74 1.00000 0.62
11012018

11/02/2018 - Muestra coloidal: Ag-Tubo 1-11012018

Elemento: Plata (Aqg)




Nombre de la Soluciéon

Ag (328.068 nm)

Ag-Tubo 1-11012018

6249.45 (ppm)

Fecha Nombre Elemento/nm | Conc. Intensidad | Coeficiente | %RSD
(ppm) de
correlacion
Ag-Tubo
11/02/2018 1- Ag (ii?)'%S 6249.45 | 92461.23 1.00000 0.85
11012018
11/02/2018 - Muestra coloidal: Ag-Tubo 2-11012018
Elemento: Plata (Ag)
Nombre de la Solucién | Ag (328.068 nm)
Ag-Tubo 2-11012018 | 28342.16 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm | Conc. Intensidad | Coeficiente | %RSD
(ppm) de
correlacion
Ag-Tubo
11/02/2018 2- A9 (ﬁr2n8).068 28342.16 | 41932.50 1.00000 1.11
11012018
11/12/2018 - Muestra coloidal: Ag-615mL-11122018
Elemento: Plata (Ag)
Nombre de la Solucion | Ag (328.068 nm)
Ag-615mL-11122018 | 6.29 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm | Conc. Intensidad | Coeficiente | %RSD
(ppm) de
correlacion
A9~ ag (328.068
11/12/2018 | 615mL- nm)l 6.29 9300.23 1.00000 1.47
11122018

11/12/2018 - Muestra coloidal: Ag-AgNPs-11122018

Elemento: Plata (Ag)
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Nombre de la Soluciéon

Ag (328.068 nm)

Ag- AgNPs -11122018 | 91.03 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm | Conc. Intensidad | Coeficiente | %RSD
(ppm) de
correlacion
AQ- 1 ag (328.068
11/12/2018 | AgNPs - nm)' 91.03 13468.29 1.00000 1.65
11122018
11/13/2018 - Muestra coloidal: Ag-AgNPsY-11132018
Elemento: Plata (Ag)
Nombre de la Solucién | Ag (328.068 nm)
Ag- AgNPs -11132018 | 743.06 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm | Conc. Intensidad | Coeficiente | %RSD
(ppm) de
correlacion
Ag-
11/13/2018 | AINPSY | Ad (ﬁrzf)'(’% 743.06 | 10993597 | 1.00000 | 0.74
11132018
11/13/2018 - Muestra coloidal: Ag-Tubo 4-11132018
Elemento: Plata (Ag)
Nombre de la Solucion | Ag (328.068 nm)
Ag- Tubo 4-11132018 | 17.67 (ppm)
Fecha Nombre Elemento/nm | Conc. Intensidad | Coeficiente | %RSD
(ppm) de
correlacion
Ag-Tubo
11/13/2018 4- Ag (ﬁiS).OGS 17.67 26148.04 1.00000 1.35
11132018

11/23/2018 - Muestra coloidal: 11-23-2018-directo
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Elemento: Oro (Au)

Nombre de la Solucion | Au (267.595 nm)
11-23-2018-directo | 5.86 (ppm)

Fecha Nombre | Elemento/nm | Conc. Intensidad | Coeficiente | %RSD
(Ppm) de
correlacion
11-23-
11/23/2018 | 2018- | AU(267595 | oae | 15186553 | 1.00000 | 0.65
directo hm)

4.4. Determinaciéon de tamafo de particula nanométrica por Dispersion de Luz Dindmica
(DLS)

La dispersion de luz dinamica (DLS), a la que a veces se hace referencia como dispersion de
luz cuasi elastica (QELS), es una técnica no invasiva y bien establecida para medir el tamafio y
distribuciéon de tamafio de moléculas y particulas tipicamente en la regiébn submicrométrica, y

con la ultima tecnologia, inferiores a 1 nm.

Las aplicaciones tipicas de la dispersion de luz dinamica son la caracterizacién de particulas,
emulsiones o moléculas que se han dispersado o disuelto en un liquido. EI movimiento
Browniano de las particulas o moléculas en suspension hace que la luz laser se disperse en
diferentes intensidades. Del analisis de estas fluctuaciones de intensidad se obtiene la velocidad
del movimiento browniano y por lo tanto el tamafio de particula utilizando la relacion de Stokes-

Einstein.

Se utilizé un equipo Nanotrac Wave Il para llevar a cabo mediciones de tamafio de particula y
el potencial Zeta en soluciones coloidales de las particulas sintetizadas objeto del presente

estudio.
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Distribucién de tamafio de nanoparticulas de oro coloidal sintetizadas por método

electroquimico.
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Distribucion de tamafio de nanoparticulas de paladio coloidal sintetizadas por método

electroquimico.
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Distribucién de tamafio de nanoparticulas de Platino coloidal sintetizadas por método

electroquimico.
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Distribucidon de tamafio de nanoparticulas de plata coloidal sintetizadas por método

electroquimico.

Particle Size Distribution
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Distribucién de tamafio de nanoparticulas de cobre coloidal sintetizadas por método

electroquimico.
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Distribucidén de tamafio de nanoparticulas de Zinc coloidal sintetizadas por método

electroquimico.
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Distribucién de tamafio de nanoparticulas de arsénico coloidal sintetizadas por método

guimico electroquimico.
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Distribucién de tamafio de nanoparticulas de Plomo coloidal sintetizadas por método

electroquimico.
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4.5. Analisis de superficie por Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y de
Transmision (TEM). Analisis quimico por Espectroscopia de Energia Dispersada por
Rayos-X EDS

Las imagenes de microscopia electronica fueron utilizadas para corroborar la naturaleza
morfoldgica, estructural y quimica de las muestras y/o nano estructuras estudiadas. Haciendo
uso de un conjunto de detectores y modulos de acoplamiento en los dos equipos de microscopia
utilizados, se logré obtener informacion a través de imagenes y espectros que le agregan un
valor adicional al presente documento de tesis. Los equipos utilizados son el JEOL JSM-5300
(SEM) y el JEOL JEM-2010 (TEM), ambos con un moderno sistema de adquisicion de imagenes
digitales del fabricante GATAN.

A través de microscopia electrénica de barrido SEM (por sus siglas del inglés, Scanning Electron
Microscopy), se pudieron observar de primera mano las imagenes de las nanoparticulas
metalicas obtenidas. Para esto fue necesario soportar dichas nanoparticulas sobre soportes
conductivos base carbdn, dandole la estabilidad de carga necesaria a la muestra y la porta
muestra para la interaccion con el haz de electrones, y asi, obtener las imagenes mas
representativas utilizando altas amplificaciones. Estableciendo los parametros de barrido del
haz de electrones adecuados, fue posible obtener informacién de la composicién quimica en
forma selectiva para conocer el contenido elemental presente en cada nanoparticula. Utilizando
un detector acoplado al SEM para realizar espectroscopia de energia dispersada por rayos-X
EDS (por sus siglas del inglés, Energy Dispersive Spectroscopy), podemos inferir la naturaleza
elemental de la muestra, como puede ser observado en los espectros que se muestran en el
presente documento de tesis. Se configuraron voltajes de aceleracion de electrones de entre 5
y 15 kV para obtener los contrastes adecuados en el analisis presentado, asi como, el volumen
de interaccion y la profundidad de la sefal obtenida. El detector de electrones secundarios fue

utilizado para las imagenes SEM que se presentan en el presente documento.
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Se utilizé6 microscopia electrénica de transmision TEM (por sus siglas del inglés, Transmision
Electron Microscopy), para conocer la naturaleza estructural/cristalografica de la muestra y
poder obtener imagenes de alta resolucion evidenciado los espaciamientos interatomicos de las
nanoparticulas asociadas a su naturaleza quimica. Para el soporte de las muestras fue
necesario utilizar rejillas de cobre mesh 200 recubiertas con una fina pelicula de carbdn,
permitiendo soportar fisicamente las particulas metalicas y ayudar con el contraste obtenido por
la transmision de electrones. El voltaje de aceleracién de electrones utilizados fue de 200 kV
para obtener imagenes de alta resolucion, estabilizando las muestras después de 2 hrs de
interaccidn con el haz. De las imagenes TEM aqui presentadas, se pudo realizar una estimacion
de la densidad de particulas por unidad de area, asi como, la pureza de las mismas mediante

la estructura cristalografica asociada al elemento metilico correspondiente.

Microscopios electronicos de barrido y haz de iones enfocado.
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Nanoparticulas de Oro (Au) Coloidal
Sintesis electroquimica
Microscopia electrénica de transmision . 3

10 1/nm "

Microscopia electronica de transmision de nanoparticulas de oro.

Nanoparticulas de platino
(Pt)coloidal funcionalizadas
Sintesis electroquimica
Microscopia electronica de
Barrido

Nanoparticulas de Selenuro de
cadmio (SeCd) coloidal Sintesis
electroquimica
Microscopia electronica de
Barrido
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Microscopia electronica de transmision de nanoparticulas de Selenuro de Cadmio y Platino

funcionalizadas.

Selenio (Se) Coloidal

Sintesis electroquimica
Microscopia electrénica de

transmision

Microscopia electronica de transmision de nanoparticulas de Selenio
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Nanotubos de Titanio (Ti)

Sintesis electroquimica

Microscopia electronica
de transmision

| — =&

Nanoparticulas de Plata (Ag) Coloidal
Sintesis electroquimica

Microscopia electronica de transmision

"

-

10 1/nm

Microscopia electronica de transmision de nanoparticulas de Plata

102



Arsénico Coloidal Funcionalizado
Sintesis electroquimica
Microscopia electronica de Barrido- EDX

Microscopia electrénica de Barrido y EDS de nanoparticulas de Arsénico funcionalizadas.

Nanoparticulas de platino
(Pt)coloidal funcionalizadas
Sintesis electroquimica
Microscopia electrénica de
Barrido

Nanoparticulas de Selenuro de
cadmio (SeCd) coloidal Sintesis
electroquimica
Microscopia electronica de
Barrido

Microscopia electrénica de barrido de nanoparticulas de Selenuro de Cadmio y Platino

funcionalizadas.
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p— Selenio Coloidal Sintesis electroquimica
SEM-EDX

Microscopia electrénica de barrido de nanoparticulas de Selenio
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4.6. Analisis de microscopia 6ptica confocal.

Con el apoyo de la Dra. Lucien Veleva se llevaron a cabo andlisis con microscopio confocal.
Como se podra observar las nanoparticulas ahora funcionalizadas con estructura de liposoma
son de tamafio micrométrico al formar el cluster.

Zn microscopio optico Confocal (2)
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Aqui, a partir de Zn40x zoom 2,5-8 serie 0O (la superficie) inicien los cortes revelando el acomodo
estructural del liposoma.
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Zn Cortes finales hacia la profundidad de las esferas - microscopio confocal
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Cortes: Zn 40x y Zn63x
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Zn, esfera ultimo corte Zn 63x (la capa mas baja)
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4.7. Discusion del analisis de resultados

Mediante el estudio de espectroscopia infrarroja con transformadas de Fourier se observo la
interaccion de las nanoparticulas con grupos funcionales del tipo amino y carbonilo, este hecho
puede explicar el por qué el efecto terapéutico de un sustrato vegetal se ve magnificado cuando
se utiliza acomplejado a un elemento que produce una respuesta similar al ser administrado.
Por otra parte, deja ver que los componentes orgénicos del sustrato, cumplen una funcion
importante en el proceso de funcionalizacion de particulas. Favoreciendo la transportacion y
entrega de la misma, siempre que sea posible debemos buscar ligandos con propiedades afines
a la particula en funcién, bajo este concepto el ligando ademas de ser una via de transportacion,
también impacta en la terapéutica. El analisis de interaccién elemento ligando permite generar
una terapéutica direccionada con alto indice de selectividad, lo que nos explica el por qué del
incremento de la efectividad y la disminucion tan evidente de los efectos colaterales. Bajo este
entendimiento el direccionamiento puede ser generado desde el ligando o desde la particula
dependiendo de cual de los dos tenga afinidad por el sitio receptor. Finalmente, el resultado
obtenido en la espectroscopia infrarroja es una prueba fiel del por qué utilizar extractos
vegetales y nanoparticulas de elementos esenciales puede resultar una buena opcion para

producir un efecto benéfico ante la condicion de enfermedad.

Al realizar el analisis de espectroscopia UV-visible nos percatamos que la absorbancia de los
picos de plasmon mas representativos, fueron aquéllos en los que las nanoparticulas metalicas
fueron estabilizadas con sustancias organicas. Este hecho es de suma importancia ya que nos
permitié valorar la presencia nanoparticulas en nuestras soluciones a la vez que nos aporta el

dato preciso del tipo de luz cuya longitud de onda resulta apropiada para generar el efecto de
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plasmon de superficie. Esto es muy importante desde un punto de vista terandstico ya que abre
nuestro pensamiento para el mejor aprovechamiento de aquellos momentos en los que
pacientes son expuestos a fuentes de luz externa (diferentes tipos de radiacion). También
resulta muy util en terapéuticas simultdneas basadas en la utilizacion de fuentes de luz y
nanoparticulas. El efecto terapéutico final lo produce el aumento del campo eléctrico de la luz a

la que se expone la particula, ya que se aumenta en varios érdenes su magnitud.

Para el estudio de composicion elemental fue utilizada espectroscopia por emision de plasma
de micro ondas, la cual nos aport6 el dato de concentracion en ppm del elemento funcion de
estudio. También resultd una técnica excelente en soluciones de composicion desconocida
como es el caso de los fitoextractos en fase acuosa. Esta informacion es importante porque nos
permitié establecer una correlacion entre las propiedades que se atribuyen a cada solucion
motivo de estudio y su composicion elemental. Por otra parte, permite su dosificacion en forma

confiable.

Para determinar el tamafio de nuestras particulas, se utilizé la metodologia de dispersion de la
luz dinamica, la cual basa su principio, en las desviaciones que sufre la luz laser por efecto del
movimiento browniano, de tal forma que el estudio de dispersion de la luz dindmica, nos
proporciona dos parametros muy importantes como son, la velocidad del movimiento browniano
y el tamafio de particula, en la terapéutica es bien conocido que cuando se trabaja con
soluciones de nanoparticulas con movimientos browniano alto, la magnitud de la respuesta sera
proporcional al mismo e inversamente proporcional al tamafio de la particula. Este efecto se

presenta cuando se utiliza como via de administracion la intravenosa. Esto fue reconocido por
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el Dr. Jagues Loeb desde principios del siglo pasado. Cuando se utiliza la via oral de
administracion este efecto pierde importancia, ya que las particulas son transportadas unidas a

proteinas, lipidos etc.

Mediante el estudio de microscopia electronica de trasmision, se logré medir el tamafio de
nanoparticulas en soluciones acuosas obtenidas a través de método electroquimico,
encontrandola en el rango de 10 nm a 20nm, al interior de la nano particula se logré visualizar
formaciones lineales de atomos de oro, de igual forma, se pudo constatar la presencia de
nanoparticulas de platino funcionalizadas. Estas particulas mostraron una forma al igual que las
particulas de selenuro de cadmio. Las nanoparticulas de selenio fueron analizadas, por
microscopia de trasmision y mostraron forma de varillas, los diAmetros de las varillas estuvieron
em el rango de 30 a 100 nm mientras que a longitud pudo alcanzar hasta varios cientos de
nanometros. Se analizaron nanoparticulas de 6xido de titanio mediante microscopia electronica
de trasmision, encontrando formas tubulares (nano tubos de titanio), el diametro de los nano

tubos estuvo en el rango de 50 a 70 nm aproximadamente.

La microscopia electronica de trasmision de nanoparticulas de plata, mostré formas esféricas
con tamafos que fluctuaron en el rango de los 10 a 20nm, al interior de la nano particula se
observd una distribucién concéntrica de atomos de plata a diferencia de las nanoparticulas de
oro que mostraron hacia su interior distribucion lineal de los atomos de oro.

Las nanoparticulas de Arsénico coloidal funcionalizados, obtenido por sintesis electroquimica,

fueron analizadas por microscopia electronica de barrido, se observaron formas circulares con
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tamafo en rango menor a 100 nm hasta conglomerados de particulas que alcanzan las 2

micras.

Las soluciones acuosas de nanoparticulas de selenuro de cadmio y platino funcionalizadas,
obtenidas por método electroquimico, fueron analizadas por microscopia electronica de barrido.
Encontrando evidencia de particulas de platino en forma de esféricas de tamafio nanométrico,
por otra parte, las particulas de selenuro de cadmio presentaron formas esféricas de tamafio

nanomeétrico.

Nanoparticulas bimetélicas de zinc manganeso funcionalizadas con quitosan y acido ascorbico
y obtenidas por sintesis electroquimica fueron analizadas por microscopia confocal. Con esto
fue posible observar formaciones esféricas de composicion lamelar en la cual las hanoparticulas
bimetélicas se acomplejaron con el quitosan formando una red. Por otro lado, el &cido ascorbico

permitié la formacion de laminas esféricas responsables de la forma final observada.

119



Capitulo 5
Discusiones y conclusiones

4.8. Discusiones finales

El concepto de esencialidad se amplié gracias a los conocimientos adquiridos acerca de las
propiedades de los elementos, y participacion en las diversas rutas metabdlicas, su interaccion
con otros elementos, la participacion de microorganismos con el proposito de que lo
considerado esencial cumpla su funcién, de tal forma que actualmente cuesta trabajo mencionar
no esencial lo que antes era considerado sin relevancia. Por otra parte, el tema de utilizacion
de nanoparticulas sigue siendo controversial en cuanto a la dosificacién y via de administracion.
Poco a poco, se han introducido al mercado farmacos cargados en nano esferas y se han
utilizado nanoparticulas de manera simultadnea con terapias de primera linea para direccionar y
potenciar su efecto benéfico, asi como, reducir los efectos colaterales de estas Ultimas. La
utilizaciébn de materia a escala nanométrica exige el conocimiento pleno de las propiedades
fisicoquimicas de la materia en estas dimensiones, el no hacerlo conlleva a resultados muy

diferentes a lo esperado.

5.2. Conclusiones
e La nanotecnologia aplicada al campo de la medicina deja ver un futuro prometedor en el
diagnastico y tratamiento de enfermedades, en las cuales la medicina actual presenta
limitaciones. Sin duda alguna el uso de terapéuticas simultaneas con conocimiento de
los mecanismos de accion de cada una de ellas permite la interaccion de las mismas,
con el fin de lograr un efecto sinérgico que puede dar como resultado, menor tiempo de

tratamiento, menos efectos colaterales y direccionamiento del tratamiento.
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El uso de fuentes de energia externa y nanoparticulas representa un apartado muy
especial ya que su efecto supera el orden manométrico, ademas tiene la facultad de
generar dafio celular hasta el punto de causar la muerte de la misma, sin que la extirpe
celular represente algun problema. Con ello se vuelve una herramienta extraordinaria en
el tratamiento de céancer.

El uso de nanoparticulas permite repercutir un sistema biolégico hasta el orden
molecular, ya sea para mejorarlas condiciones celulares como sucede en los
tratamientos de regeneracion o bien produciendo muerte celular como sucede con el uso
de elementos toxicos,que tienen como blanco de accion el ADN, como lo es platino,
cromo etc., el uso de elementos esenciales asi como las biomoléculas que se utilizan
para generar sus recubrimientos ofrece gran seguridad en el manejo ya que nos aleja de
la posibilidad de que se produzcan gran cantidad de reacciones tipo redox y con esto
generacion excesiva de especies reactivas.

Sin duda alguna el control de tamafio de particula, debe ser tomado en cuenta, ya que
se ha comprobado que particulas de 2 nm pueden ser aclaradas por el rifion. Ademas a
menor tamafio de particula el numero de atomos de superficie aumenta
exponencialmente al igual que la superficie de contacto.

En cuanto a la metodologia de sintesis, el trabajar con diferentes métodos permite
ampliar el conocimiento acerca del comportamiento del elemento, ademas de utilizar una
metodologia mas limpia (sin metabolitos secundarios téxicos).

La obtencion de nanoparticulas por método electroquimico resultd ser el mas eficiente y

por ello se debe considerar como la primera opcion.
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El proceso de validacion y caracterizacion se realizd con equipo de ultima generacion lo
cual nos permitié conocer fielmente datos relevantes de la nanoparticula como son, la
presencia, afinidad con grupos funcionales, tamafio, comportamiento ante la exposicion
a luz con longitud de onda adecuada a la particula en funcién como se pudo observar en
la caracterizacion de plasmones.

El entendimiento de los principios en que se basan los equipos utilizados para validar y
caracterizar nanoparticulas, ayuda entender como repercuten las nanoparticulas a los
sistemas biologicos.

Por ultimo, es probable que el éxito para el que incursiona en este campo esté supeditado
a ser parte de un equipo multidisciplinario, con laboratorios equipados con la tecnologia
requerida para objetivar la informacion, mientras que cada caso en la practica médica
representa un escenario que exige del clinico, elaborar la logistica que cubra las
variables que el caso incluye, tal como si fuera un traje hecho a la medida que requiere

ajuste dia a dia.

5.3. Perspectiva a futuro

La idea principal de este trabajo es generar nanoparticulas de alta pureza (grado médico), con
la finalidad de aplicarlas en el desarrollo de otras lineas de investigacion, que integran la
totalidad del proyecto. El proyecto contempla el repercutir estados patologicos a través del uso
de nanoparticulas funcionalizadas, no funcionalizadas, cargadas en biopeliculas, transportadas
en nano esferas, sensibilizadas con luz con longitud de onda adecuada, manipuladas a través

de procesos biotecnolégicos. Este proyecto encuentra su viabilidad en la capacidad para
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generar cada uno de los componentes que se requieren para interactuar o en su defecto, la

certidumbre de poder generarlos.
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Antibacterial Properties of Silver Nanoparticles Biosynthesized
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Abstracr— Silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized
by reduction of Ag” ions using a cell-free culture supernatant
derived from Sraplylococens aurens and silver nitrate solution
as a precursor. Under UV light exposure the process was
completed within 1 minute after the silver nitrate came in
contact with the supernatant. The UV-Visible spectrum of
aqueous colloidal solution showed a peak at 420 nm indicating
a formation of AgNPs. Further characterization by Scanning
Electron Microscopy, Energy Dispersive X-ray Spectroscopy,
Transmission Electron DMicroscopy and Dynamic Light
Scattering proved the syvnthesis of AgNPs and showed that
they are spherical in shape and as small as 2 nm.

Keywords— Silver nanoparticles, bacteria, Staplylococcus
aurens, synthesis, green method, antibacterial activity.

I. INTRODUCTION

The nanoparticles (INPs) have various applications in
medical, environmental and pharmaceutical industries and
biotechnology due to their unique chemical and physical
properties, such as optical. magnetic. electronic, biological
and catalytic activity [0

Chemucal and physical methods have been used to
synthesize silver nanoparticles (AgINPs) but most of these
techniques are environmentally hazardous. Efforts for
developing low-cost. non-toxic and environmentally
friendly technologies for the synthesis of AgINPs has been
realized by researchers around the world %,

Some metallic ions occurring in the nature are non-
biodegradable and are capable to inhibit microbial growth,
but they also tend to cause toxicity in biological organisms.
Despite this toxicity., extremophilic microorganisms are
capable of tolerating and flounishing at high metal
concentrations by reducing or oxidizing the metal ions .
These microorganisms can be considered as “mucroscopic
factories™ that perform biosynthesis of metallic
nanoparticles due to their ability to chemically alter certain
metallic 1ons .

Silver nanoparticles exhibiting antimicrobial activity
have been synthesized using several microorganisms. both
unicellular  (bacteria,  viruses, actinomycetes) and
multicellular (plants, fungi) through intracellular and/or
extracellular mechanisms &%,

54

The extracellular biosynthesis of AgNPs employing a
cell-free culture supematant of Staphylococcus aureus was
studied m the present work. A bacterial system was used
for nanoparticle synthesis because of the relative simplicity
to work with and because of the well-defined size and
shape of the resulting AgINPs. The latter are key factors
iiqtlftermining essential properties of nanoscale materials "

The metabolites from bacterial act as reducing and
capping agents during biosynthesis. Metallic 1on reduction
is  achieved through the collaborative action of
biomolecules found in the bacterial culture supernatant
such as enzymes, polysaccharides and vitamins.

The cumulative surface area of the nanoparticle
ensemble becomes greater as the particle size decreases,
which in turn increases the total surface available for
contact with bacteria. mcreasing the antibacterial efficiency
of AgNPs. Despite its negative effects in bacteria 1t has
been previously reported that low concentrations of silver
are non-toxic to human cells opening up new opportunities
for medical applications 351

II. MATERIALS AND EXPERIMENTAL PROCEDURE

A.  Bacteria and chemicals

The test strain used was Staphvlococcus aureus ATCC
25923 aerobically maintained in Trypticase Soy agar
media, which was subcultured every 24 hours in order to
regulate 1ts wviability duning the study period. All the
chemicals used were purchased from Fermont with
analytical grade and meeting the specifications of the
American Chemical Society (ACS).

B.  Preparation of solutions

A volume of 40 ml of Trypticase soy broth were
inoculated with five colonies of a fresh 24 hours culture of
Staphviococcus aureus and incubated for 2 to 3 hours, until
the absorbance reading at 600 nm of this moculum reached
0.3 m a UV-VIS spectrophotometer. After the incubation
period, the culture was centnifuged at 12.000 rpm and the
supernatant was used for further experiments.
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TEM and SEM showed that most of the particles were
well-defined in shape and with size as small as 2 nm that
meets the requirements of several mdustrial and medical
applications. The present study places emphasis on the use
of AgNPs as an antibacterial agent mhibiting the growth of
Staphylococcus aureus, a nosoconual strain that has been
found to be resistant to a wide range of broad-spectrum
antibiotics.
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Abstract: Titanium (Ti) and its alloys are amongst the most commonly-used biomaterials
in orthopedic and dental applications. The Ti-aluminum-vanadium alloy (Ti6Al4V) is
widely used as a biomaterial for these applications by virtue of its favorable properties,
such as high tensile strength, good biocompatibility and excellent corrosion resistance.
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TiO2 nanotube (NTs) layers formed by anodization on Ti6Al4V alloy have been shown
to improve osteoblast adhesion and funetion when compared to non-anodized material.
In his study, NTs were grown on a Ti6Al4V alloy by anodic oxidation for 5 min using a
super-oxidative aqueous solution, and their in vifre biocompatibility was investigated in
pig periosteal osteoblasts and cartilage chondroeytes. Scanning electron microscopy
(SEM), energy dispersion X-ray analysis (EDX) and atomic force microscopy (AFM) were
used to characterize the materials. Cell morphology was analyzed by SEM and AFM. Cell
viability was examined by fluorescence microscopy. Cell adhesion was evaluated by nuclei
staining and cell number quantification by fluorescence microscopy. The average diameter
of the NTs was 80 nm. The results demonstrate improved cell adhesion and wiability at
Day 1 and Day 3 of cell growth on the nanostructured material as compared to the
non-anodized alloy. In conclusion, this study evidences the suitability of NTs grown on
Ti6Al4V alloy using a super-oxidative water and a short anodization process to enhance
the adhesion and wiability of osteoblasts and chondrocytes. The results warrant further
investigation for its use as medical implant materials.

Keywords: titanium; TiO2 nanotubes; chondrocyte: osteoblasts; adhesion; tissue engineering

1. Introduction

An imperative goal in bone and cartilage regeneration is the refinement of biomaterials with
physicochemical and biological properties that better resemble the native architecture of human tissues
to regenerate. Thus far, T1 and its alloys have frequently been used for dental and orthopedic implants
because they offer good biocompatibility, low toxicity, corrosion resistance and favorable mechanical
properties [1-8]. In this regard, the Ti6Al4V alloy offers superior physical and mechanical properties
than commercially pure Ti (Cp-Ti), as well as excellent biocompatibility [9]. However, Ti- and its
alloy-based implants occasionally loosen and fail [10]. Some of the factors that appear to lead to
clinieal failure are incomplete integration of the surrounding bone (i.e., osseointegration) and cartilage
with the material mmplanted [11,12]. Interestingly. it has been suggested that by improving the
osseointegration on the material, long-term implant failures will decrease [13]. The manipulation of
cell-surface material interactions can have a profound effect in osseointegration. To enhance this
process, several techniques focused on the biomaterial surface have been investigated, such as grit
blasting, acid etching, anodic oxidation, molecule immobilization, sol-gel and caleium phosphate
coating [3,14-19]. It is well known that anodic oxidation has been shown to provide a strong adherence
of an NTs layer to the material surface [20,21], increasing material corrosion resistance [22—24],
surface area [25—-27] and, more importantly, bone growth [25] and cartilage adhesion [22].

Various studies suggest that nanostructured biomaterials may provide physical/chemical properties
that resemble the native bone structure and. thus, may offer ideal substrates to support bone
regeneration [28]. It is worth noting that the NTs” diameter on the material surface has a significant
effect on bone and cartilage integration [8,20,23]. For example, it has been reported that cultured
preosteoblasts on NTs with a 70-100 nm diameter elicit good cell adhesion and selective
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differentiation into osteoblast-like cells when compared to smaller NTs (~30 nm) [29]. Moreover, NTs
of 70-100 nm in diameter exhibit higher alkaline phosphatase activity levels, suggesting greater
bone-forming ability with a superior filopodia elongation than smaller NTs [30]. Filopodia are highly
dynamic structures containing actin filaments [31]. They play an important role in osteoblasts adhesion
and act as a sensory organelle for cellular spreading and actin polymerization [32,33]. Nonetheless,
previous reports suggest that the anodization process using fluoride as an electrolyte to obtain NTs of
80-100 nm diameter requires periods of 1 h [34,35] and perhaps 2 h [20]. According to this faet,
we hypothesize that using a fluoride solution dissolved in super-oxidative water will accelerate the
fabrication of NTs, which, in turn, will positively impact adhesion, proliferation and viability of
primary osteoblasts and chondrocytes.

To our knowledge. this is the first study aimed at fabricating and characterizing NTs on the
Ti6Al4V surface by anodic oxidation using a novel short process constituted by a commercial
super-oxidative water used for medical instrument disinfection [36.37], containing ammonium
fluoride, and studying its biological effects on primary pig periosteal osteoblast (PPO) and elastic
cartilage pig chondrocytes (PCC). Cell morphology was examined by SEM and AFM. Cell adhesion

and viability were evaluated by means of fluorescence microscopy.
2. Results

2.1. Surface Characterization

2.1.1. SEM Material Characterization

The non-anodized Ti6Al4V alloy surface features are displayed in Figure la, which shows,
as expected, the smooth texture of the material. Following electrolytic anodization, a nanotubular and
uniformly distributed layer was formed over the Ti6Al4V alloy surface, as noted by SEM examination
(Figure 1b). The estimated diameter of the nanotubes was between 80 and 90 nm.

Dr.l Ll

Figure 1. SEM micrographs of the experimental Ti6Al4V alloys. (a) Non-anodized flat
Ti6Al4V alloy: (b) anodized Ti6Al4V alloy with NTs.
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The purpose of the present study was to synthetize 80 nm diameter TiO2 nanotubes (NTs) on Ti6 Al4V alloy using a commercially
superoxidized water (SOW) enriched with fluoride to reduce anodization time and promote the antibacterial efficacy against
Staphylococcus aureus (S. aureus). The alloy discs were anodized for 5 min and as a result, NTs of approximately 80 nm diameters
were obtained with similar morphology as reported in previous studies using longer anodization times (1-2h). Filed emission-
scanning electron microscopy (FE-SEM) and energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX) were used to characterize the materials
surfaces. The N'Ts showed significantly decreased S. aureus viability after 1, 3, and 5 days of culture in comparison to nonanodized
alloy. Likewise, SEM analysis also suggested lower bacterial adhesion on the NTs surface. No differences in bacterial morphology
and topography were observed on both materials, as analyzed by SEM and atomic force microscopy (AFM). In conclusion, 80 nm
diameter N'Ts were grown on Ti6 Al4V alloy in 5 min by using a SOW solution enriched with fluoride, which resulted in a material
with promoted antibacterial efficacy against S. aureus for up to 5 days of in vitro culture when compared to nonanodized alloy.

1. Introduction

Despite strict sterilization procedures biomaterials assoclated
infection (BAI) is a common complication associated with
any implanted biomaterial [1]. Once infection arises, bacteria
tend to aggregate into a polymeric matrix forming a biofilm
on the biomaterial surface, which is difficult for the host
defense and antimicrobial therapy to destroy [2, 3]. Such BAI
may lead to removal of the implant, revision surgery, and even
amputation, all of which are associated with high medical
costs [4, 5]. One of the most common causes of BAI is related
to S. aureus, which has become an important protagonist
in metallic materials, bone joints, orthopedic implants, and

soft tissue infections [6-11]. Therefore, there is the need for
biomaterials with improved antibacterial properties in order
to increase the success of dental and orthopedic implants.
Bacterial adhesion to the implanted material is known
to be the first and most critical step in the pathogenesis
of the infection, in part because nonadhered bacteria are
rapidly phagocytized by the immune system [12, 13]. Thus,
prevention of bacterial adhesion exerts a fundamental role
in preventing the implant infection [14]. Currently, bacterial
infection has been safeguarded through the chemoprophylac-
tic use of antimicrobial agents before surgery, primarily when
they are systematically administered and in some cases even
locally released from the biomaterial. Nevertheless, this latter
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TabLE 1: Surface elemental composition by EDX analysis.
Surface Atomic concentration (%)
C v Al Ti o] F
Non-anodized alloy 5.96 5.67 5.37 83.00 0.00 0.00
NTs 4.00 0.00 5.40 61.91 2551 3.18

37°C to allow adhesion in a static model. Thereafter, 2 mL of
warm TSB was deposited, and the incubation time continues
for D1, D3, and D5. After the corresponding incubation
days, the specimens were rinsed twice with phosphate saline
buffer (PBS; pH 7.0) to remove any unbounded cells. The
substrates were transferred into sterile conical tubes (Falcon,
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) with 5 mL of fresh
TSB medium. The tubes were placed in an ultrasonic bath
and sonicated for 15 minutes at 120 W to release the attached
cells from the biomaterial [36, 37]. Next the materials were
removed and the remaining suspensions were diluted with
PBS (pH 7.0) and cultured at 37°C for 24 hours in TSA plates.
Bacterial viability was assessed by CFU counting in TSA
plates. The above procedure was performed 20 times for each
material [36]. The viability was expressed as log,, CFU/mL +
SD.

2.6. Bacterial Density and Morphology on the Samples by SEM.
In order to determine the bacterial density and morphology
at the end of each incubation period, the samples were pre-
pared for SEM (JSM-6010LA, JEOL, Tokyo, Japan) analysis
according to the following procedure: the discs were rinsed
in PBS (pH 7.0) to wash away nonadhered bacteria and then
fixed with 2.5% glutaraldehyde (Sigma-Aldrich, ST. Loulis,
MO) in 0.1 mol/L PBS (pH 7.0) for 2 h at 25°C. Next, samples
were washed three times with PBS (10 minutes each wash),
dehydrated in a graded series of ethanol solutions (50, 60, 70,
80, 90, and 100% v/v), and finally sputter-coated with 10 nm
gold layer for the analysis.

2.7 Bacterial Topography on the Samples by AFM. To assess
any changes on bacteria’s topography incubated on the mate-
rials, we used AFM analysis. However, we only analyzed D1
in order to obtain a more precise analysis of only a subset of
bacteria’s surface instead of layers of bacteria. Thus, following
D1 of bacterial growth, the samples were prepared in the
same way as for SEM, as described above [38]. A Quesant Q-
Scope 350 AFM (AMBIOS, Agura Hills, California, USA) was
used because of its high-resolution probe with an acceptable
resolution in the subnanometer range [39]. The analyses were
carried out at room temperature using an antiacoustic box to
prevent noises, which can affect measurements. The system
was operated in the contact mode, using a 40 gm X-Y and
4pum Z scanner equipped with a silicon tip and 10 nm tip
curvature. The scan speed was 0.5 Hz/sec. The experiment
scan area was 25 pm’.

2.8. Statistical Analysis. At least three independent experi-
ments were performed, each in triplicate. Numerical data

were analyzed using GraphPad Prism 6 (San Diego, Califor-
nia, USA). One-way analysis of variance (ANOVA) followed
by post hoc Tukey’s test was used to determine statistical
significance. A P value below 0.05 was considered statistically
significant.

3. Results

3.1. Surface Characterization. Nonanodized TieAl4V alloy
surface morphology is depicted in Figure 1(a), denoting
a smooth texture as expected. Following anodization, a
uniform layer of NTs was fabricated over the Ti6Al4V alloy
surface, as observed in Figure 1(b). Cross section view Is
presented in Figure 1(c). The NTs diameter was estimated to
be 80 nm and the length 380 nm.

The EDX analyses suggest the formation of NTs based
on an increased percentage of oxygen in the chemical
composition analysis compared to the nonanodized alloy (see
Table 1). Moreover, a trace amount of fluoride can be detected
on the NTs surface as shown by an Increased percentage of
fluoride content (Table 1).

3.2. Bacterial Viability on the Samples by CFU Analysis. The
S. aureus viability on the samples is shown In Figure 2. At
day 1 (D1) of bacterial incubation, the NTs showed 35.4%
(P < 0.05) decreased viable bacteria when compared to
nonanodized material. At day 3 (D3), the number of viable
bacteria increased on both materials; nonetheless, a lower
bacterial viability was observed on the NTs surface, that is,
a 31.5% bacterial growth inhibition (P < 0.05) in comparison
to the nonanodized material. Finally at day 5 (D5), the NTs
surface showed 25% (P < 0.05) reduced viable bacteria
compared to nonanodized alloy. Also, at D5 no significant
changes in bacterial viability were observed compared to D3
on both samples.

3.3. Bacterial Density and Morphology on Samples by SEM.
The morphology of the bacterial colonies on the anodized
and nonanodized alloys did not vary, as tested by SEM
(Figure 3). However, at D1 of incubation we detected an
increased cellular colonization and agglomeration on the
nonanodized alloy surface (Figure 3(a)) compared to the NTs
(Figure 3(b)). At D3, the bacterial colonization increased
in both samples (Figures 3(c) and 3(d)), despite being to a
lower extent on the NTs surface (Figure 3(d)). Similarly, at
D5 adhered bacteria were higher on the nonanodized alloy
(Figure 3(e)) when compared to the N'Ts surface (Figure 3(f));
nevertheless, no apparent increase was found on bacterial
density when compared to D3.
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FiGure 1: FE-SEM micrographs of the samples. The nonanodized and anodized Ti6Al4V alloy surfaces were characterized and compared.

(a) Nonanodized alloy, (b) NTs, and (c) cross section view of N'Ts.

3.4. Bacterial Topography. The S. aureus topography after D1
of culture on anodized and nonanodized alloys is displayed
in Figure 4. There were no apparent bacterial topographic
changes on nonanodized (Figure 4(a)) and anodized alloys
(Figure 4(b)). Thus, the bacterial topography was not altered
by the N'Ts formed on the anodized alloy.

4. Discussion

Infections of dental and orthopedic devices are strongly
associated with bacterial adhesion to the material surface
[1, 40]. Once bacteria adhere to the material surface the
colony proliferates forming a biofilm [14]. There are two
stages involved in the mechanism of the biofilm formation.
The first stage comprises the bacterial attachment to the
surface by physicochemical interactions [3, 14], while in the
second stage, there are cellular and molecular interactions
between bacteria that provide an adequate environment
for bacterial growth [3, 41]. Thus, according to this fact,
by inhibiting the bacterial adhesion one could avoid the
biofilm development and therefore reduce the probability of
BAL. Previous investigations evaluating changes of bacterial
adhesion on the surface of modified commercial implants
have shown promising results; that is, Cochis et al. suggested
decreased bacterial growth for up to 72 h using Ti surfaces
grafted with gallium ions [42]; Jin et al. reported increased
in vitro antibacterial performance of Zn/Ag nanoparticles
immersed by plasma ion implantation on a Ti surface [43].
In this regard, implants with nanostructured surfaces have

been widely investigated for their capacity to enhance the
biocompatibility of orthopedic and dental materials, which
may also have improved their antibacterial properties [44-
47].

In the present study, we built self-organized and ordered
NTs (80 nm of diameter) using a SOW containing fluoride
by anodization on Ti6Al4V alloy surface, requiring just only
5min of anodization to obtain similar morphology NTs
as reported by Wang et al. who anodized Ti6Al4V for 1h
[28] and Narayanan et al. for 2h [21] using fluoride and
deionized water as electrolyte. This trend could be explained
by the presence of the oxidized components that with fluoride
synergistically may act promoting a faster oxidation which
leads to a nanostructured morphology and significantly
impacting the adhesion and colonization of S. aureus up to
5 days of incubation. As previously mentioned, the N'Ts were
successfully obtained by the anodization process with traces
of fluoride and a decrease in Al due to an increment of oxygen
as illustrated by the EDX analysis (Table 1), data which are in
accordance with previous reports [3, 26, 48].

Hitherto, the eradication of biofilms-associated infections
on orthopedic and dental implants has been an elusive goal
[49]. Several approaches have been undertaken to treat those
infections, such as the prophylactic and prolonged use of
antimicrobial therapy, as well as the use of biomaterials
loaded with drugs [50, 51]. However, such options indi-
vidually possess limitations due to antibiotic-resistance, fast
delivery of the immobilized drug, and toxicity or failure
that ultimately leads to removal of the implanted biomaterial

151



6 Journal of Nanomaterials

Sum

FiGuRre 3: SEM micrographs of S. aureus adhered on the experimental substrates. (a) Nonanodized alloy and (b) NTs after DI; (c) nonanodized
alloy and (d) N'Ts after D3; and (e) nonanodized alloy and (f) NTs after D5.

(a) (b)

FiGure 4: AFM images of S. aureus on the surfaces. Differences between bacterial topography were assessed at D1 of culture on the
experimental samples. (a) Nonanodized alloy and (b) NTs. Scale bar is 5 ym.
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All these results prove that anodization process can
be performed using a SOW solution with fluoride as an
electrolyte to dramatically reduce the time of anodization and
to promote antibacterial properties. Most likely the observed
effects are due to the presence of fluoride, the nanostructured
surface morphology, and the oxidizing species of the SOW.

5. Conclusions

Surface modification of Ti6Al4V alloy with 80 nm diameter
NTs obtained using SOW and fluoride as electrolyte enhances
the antibacterial effects of the material against S. aureus.
We suggest that bacterial inhibition of the NTs can be due
to the presence of fluoride derived from the anodization
process, modification of the surface morphology, and the
oxidized species present in the SOW. The obtained results
indicate that N'Ts fabricated by anodic oxidation using SOW
solution enriched with fluoride can be used as a means for the
development of biomedical implants with promoted antibac-
terial properties. However, more investigation regarding the
interactions between S. aureus and NTs is required in order
to corroborate those findings.

Conlflict of Interests

The authors declare that there is no conflict of interests
regarding the publication of this paper.

Authors’ Contribution

Ernesto Beltrdn-Partida and Benjamin Valdez-Salas contri-
buted equally to this work.

Acknowledgment

This work was supported by Consejo Nacional de Ciencia
y Tecnologia (CONACYT-CVU 348737, 114359) for a Ph.D.
scholarship.

References

[1] M. Riool, L. de Boer, V. Jaspers et al., “Staphylococcus epider-
midis originating from titanium implants infects surrounding
tissue and immune cells,” Acta Biomaterialia, vol. 10, no. 12, pp.
5202-5212, 2014.

M.-Y. Lan, C.-P. Liu, H.-H. Huang, and S5.-W. Lee, “Both
enhanced biocompatibility and antibacterial activity in Ag-
decorated TiO, nanotubes,” PLoS ONE, vol. 8, no. 10, Article ID
e75364, 2013.

C. Pérez-Jorge, A. Conde, M. A. Arenas et al, “In vitro
assessment of Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus
aureus adhesion on TiO,nanotubes on Ti-6 Al-4V alloy,” Journal
of Biomedical Materials Research Part: A, vol. 100, no. 7, pp.
1696-1705, 2012,

K. M. D. Merollini, R. W. Crawford, and N. Graves, “Surgical
treatment approaches and reimbursement costs of surgical site
infections post hip arthroplasty in Australia: a retrospective
analysis,” BMC Health Services Research, vol. 13, article 91, 2013.

[2

[2

[4

[5] K. ]. Bozic, S. M. Kurtz, E. Lau et al., “The epidemiology of
revision total knee arthroplasty in the united states,” Clinical
Orthopaedics and Related Research, vol. 468, no. 1, pp. 45-51,
2010.

[6] 1. Rivadeneira, A. L. Di Virgilio, M. C. Audisio, A. R. Boc-
caccini, and A. A. Gorustovich, “Evaluation of antibacterial
and cytotoxic effects of nano-sized bioactive glass/collagen
composites releasing tetracycline hydrochloride” Journal of
Applied Microbiology, vol. 116, no. 6, pp. 1438-1446, 2014.

[7] C.Soundrapandian, 5. Datta, and B. Sa, “Drug-eluting implants
for osteomyelitis,” Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier
Systems, vol. 24, no. 6, pp. 493-545, 2007,

[8] M.-T. Tsai, Y.-Y. Chang, H.-L. Huang, ].-T. Hsu, Y.-C. Chen, and
A. Y.-]. Wy, “Characterization and antibacterial performance of
bioactive Ti-Zn-O coatings deposited on titanium implants,
Thin Solid Films, vol. 528, pp. 143-150, 2013.

[9] M. Mattioli-Belmonte, S. Cometa, C. Ferretti et al, “Char-
acterization and cytocompatibility of an antibiotic/chitosan/
cyclodextrins nanocoating on titanium implants,” Carbohydrate
Polymers, vol. 110, pp. 173-182, 2014.

[10] ].S. Moskowitz, M. R. Blaisse, R. E. Samuel et al,, “ The effective-
ness of the controlled release of gentamicin from polyelectrolyte
multilayers in the treatment of Staphylococcus aureus infection
in a rabbit bone model,” Biomaterials, vol. 31, no. 23, pp. 6019~
6030, 2010.

[11] M. Ma, M. Kazemzadeh-Narbat, Y. Hui et al,, “Local delivery
of antimicrobial peptides using self-organized TiO, nanotube
arrays for peri-implant infections,” fournal of Biomedical Mate-
rials Research Part 4, vol. 100, no. 2, pp. 278-285, 2012.

[12] 1. Esteban and J. Cordero-Ampuero, “Treatment of prosthetic
osteoarticular infections,” Expert Opinion on Pharmacotherapy,
vol. 12, no. 6, pp. 899-912, 2011.

[13] M. A. Arenas, C. Pérez-Jorge, A. Conde et al,, “Doped TiO,
anodic layers of enhanced antibacterial properties,” Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, vol. 105, pp. 106-112, 2013.

[14] 1. D. Bryers, “Medical biofilms,” Biotechnology and Bioengineer-
ing, vol. 100, no. 1, pp. 1-18, 2008.

[15] D. M. Livermore, “Has the era of untreatable infections
arrived?” Journal of Antimicrobial Chemotherapy, vol. 64, no. 1,
pp. 129-136, 2009,

[16] A. M. Gallardo-Moreno, M. A. Pacha-Olivenza, L. Saldana
et al, “In vitro biocompatibility and bacterial adhesion of
physico-chemically modified Ti6 Al4V surface by means of UV
irradiation,” Acta Biomaterialia, vol. 5, no. 1, pp. 181-192, 2009.

[17] L. G. Harris, S. Tosatti, M. Wieland, M. Textor, and R. G.
Richards, “Staphylococcus aureus adhesion to titanium oxide
surfaces coated with non-functionalized and peptide-function-
alized poly(l-lysine)-grafted-poly(ethylene glycol) copolymers,”
Biomaterials, vol. 25, no. 18, pp. 4135-4148, 2004.

[18] R.R.Maddikeri, S. Tosatti, M. Schuler et al., “Reduced medical
infection related bacterial strains adhesion on bicactive RGD
modified titanium surfaces: a first step toward cell selective
surfaces.” Journal of Biomedical Materials Research Part: A, vol.
84, no. 2, pp. 425-435, 2008.

[19] S. Ferraris, A. Venturello, M. Miola, A. Cochis, L. Rimondini,
and §. Spriano, “Antibacterial and bioactive nanostructured
titanium surfaces for bone integration,” Applied Surface Science,
vol. 31, pp. 279-291, 2014.

[20] C. Giordano, E. Saino, L. Rimondini et al., “Electrochemically
induced anatase inhibits bacterial colonization on Titanium
Grade 2 and Ti6Al4V alloy for dental and orthopedic devices,”

153



Materials Sdence and Engineering C 60 (2016) 239-245

Contents lists available at ScienceDirect

MATERIALS

SCIENCE &

ENGINEERING
]

Materials Science and Engineering C

journal homepage: www.elsevier.com/locate/msec

Disinfection of titanium dioxide nanotubes using super-oxidized water
decrease bacterial viability without disrupting osteoblast behavior

@ CrossMark

Ernesto Beltran-Partida *°, Benjamin Valdez-Salas ®*, Alan Escamilla ®, Mario Curiel ®, Emesto Valdez-Salas €,
Nicola Nedev °, Jose M. Bastidas ¢

* Department of Biomateriak, Dental Materiak and Tissue Engineering Foculty of Dentistry Mexioali, Autonomous University of Baja Califomia, Av. Zotoluca and Chinampas St 21040 Mexical,
Baja California, Mexico

" Department of Corrosion and Materiak, Engineering Instifute. Auronomous University of Baja California, Bivd. Beniro Juarez and Normal St. 21280 Mexicali Baja Califomio, Mexico

© Ixchel Medical Centre, Av. Eravo y Obregon, 21000 Mexical, Baja California, Mexico

@ National Centre for Metalhirgical Research, CSIC Av. Gregorio del Amo 8, 28040 Madrid, Spain

ARTICLE INFO ABSTRACT

Artide history: Amorphous titanium dioxide (TiO;) nanotubes (NTs) on TiGAMV alloy were synthesized by anodization using a
Received 8 May 2015 commercially available super-oxidized water (SOW). The NT surfaces were sterilized by ultraviolet (UV) irradi-
Received in revised form 20 October 2015 ation and disinfected using SOW. The adhesion and cellular morphology of pig periosteal osteoblast (PPO) cells
Accepted 16 November 2015

and the behavior of Stap hylococcus aureus (S aurews) cultured on the sterilized and disinfected surfaces were
investigated. A non-anodized TiGAMV disc sterilized by UV irradiation (without SOW) was used as control. The
results of this study reveal that the adhesion, morphology and filopodia development of PPO cells in NTs are
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ﬁ‘fmﬁf dramatically improved, suggesting that SOW cleaning may not disrupt the benefits obtained by NTs. Sig nificantly
Manostructures decreased bacterial viability in NTs after cleaning with SOW and comparing with non-cleaned NTs was seen. The
Sterilization results suggest that UV and SOW could be a recommendable method for implant sterilization and disinfection
Bacterial viability without altering osteoblast behavior while decreasing bacterial viability.

Super-oxidized water © 2015 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Introduction

Titanium (Ti) and Ti-based alloys are among the most widely used
clinical materials for orthopedic and dental implants [1], due to their
mechanical strength, light weight, corrosion resistance by the formation
of a protective TiO, layer, and biocompatibility [1,2]. However, bacterial
adhesion on the implant surface is a complication that can critically
affect the success of biomaterials due to the ability of bacteria to form
biofilms which lead to implant failure [ 3-5]. To address these problems,
this study considers NTs produced by anodization, as they can be
synthesized with controlled order, improved corrosion resistance, in-
creased surface roughness, a lower water contact angle, and excellent
biocompatibility compared to non-modified Ti surfaces [2,6,7]. It has
also been suggested that a 70-100 nm NT diameter promotes alkaline
phosphatase activity levels and inaeased calcium deposition compared
to non-anodized Ti and smaller NT diameters [8], information that
propose 80 nm NTs as a bone forming-functional coating. On the other
hand, Ercan et al., reported decreased Staphylococcus aureus viability
on amorphous 80 nm NTs after comparing to minor diameter NTs (20,
40 and 60 nm) and non-anodized Ti [9]. Likewise, Arenas et al,

* Corresponding author.
E-mai address benvak@uabe edumx (B, Valdez-Salas).

http://dx.doiorg/10.1016j.msec.2015.1 1.042
0928-4931/0 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

described that amorphous 100 nm NTs built on Ti6AIV by anodization
promotes superior antibacterial effects against S. aureus after comparing
to non-anodized TiGAl4V [10]. As well, they suggested a reduced coloni-
zation rate of a clinically S. aureus strain (isolated from an infected hip
prosthesis) cultured on NT surfaces after comparing to 20 nm diameter
Ti0, nanopores and non-anodized Ti6AIMV [ 10]. Moreover, in a recent
study we observed an elevated and sustained antibacterial performance
against 5. aureus for up to 5 days on amorphous 80 nm NTs fabricated on
TiBAI4V using SOW for anodization, but not for surface disinfection [ 11].
This information advocates the use of 80-100 nm NTs as an appropriate
antibacterial nanostructured coating.

Sterilization is defined as a process that completely eradicates or
destroys bacterial life, being widely performed by physical or chemical
processes [ 12], and has been reported to play an important role in the
biological behavior (e.g. cellular adhesion or bacterial viability) of im-
plant surfaces [2,13-15], especially Ti In recent studies autoclaving
has commonly been used as a sterilizing technique for Ti surfaces [2],
but autoclaving has shown that is capable to reduced hydrophilicity of
Ti surfaces through the deposition of hydrophobic contaminants on
the material surface [13], resulting in reduced cytocompatibility.
Furthermore, sterilization by autoclaving has led to significantly
decreased MGG3 human osteoblast and MC3T3-E1 mouse osteoblast re-
sponses on NTs and non-anodized Ti [ 13,16). Moreover, Kummer et al.,
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suggested increased S. aureus growth on 80 and 20 nm diameter NTs
and on non-anodized Ti surfaces sterilized by autoclaving, compared
to ethanol and UV sterilization methods [2].

SOW is an electrolyzed water that contains oxidizing species such as
H-0,, oxidizing radical (i.e. hypochlorous species) an chlorine mole-
cules like hypochlorite [ 17,18]. It has been widely used as a disinfectant
for medical instruments and inanimate surfaces [ 17]. Furthermore, it
has been reported to be effective in the treatment of infectious diseases
such as skin defects or ulcers, peritonitis and intraperitoneal abscesses
[17,19], suggesting that SOW acts as a potent antibacterial agent with
a broad-spectrum antibacterial efficacy [20]. In this manner, it has
been proposed that SOW works destroying the covalent bonds of the
nucleic acid chains, as well as the protein chains in Escherichia coli
(E coli) JM109 [21,22]. Moreover, an AFM study showed that SOW in
contact with E. coli for 30 s was able to induced cellular swelling and
at the end of 5 min of exposure it was observed that the cells were
completely destroyed [23). These data suggested that SOW acts as an
antibacterial agent that negatively interferes with the metabolic activity
and membrane integrity of bacteria. On the other hand, SOW has also
been recommended for handwashing by medical personnel [17],
being proposed as a non-cytotoxic substance. However, the promising
effects of SOW as a disinfectant agent have not been investigated on
nanostructured Ti. On the basis of the above it is hypothesized that
Ti6AMV NT surfaces sterilized with UV and disinfected by SOW rinsing
will offer lower bacterial viability without altering osteoblast adhesion
and morphology.

The present study evaluates for the first time the bacterial behavior
of 80 nm TiO» NTs on Ti6AI4V alloy sterilized by UV and disinfected
using a commercially available super-oxidized solution. Osteoblast be-
havior is explored by evaluating cell adhesion, cellular morphology
and the formation of filopodias, as well as cytoplasmic stress fibers.
The surface morphology of the material was analyzed by field emission
scanning electron microscopy (FE-SEM), the chemical composition by

energy dispersive X-ray spectroscopy ( EDX), and the surface roughness
by atomic force microscopy (AFM). S. aureus viability on the surfaces
was assessed by colony-forming unit (CFU) calculation and bacteria
morphology was analyzed using scanning electron microscopy (SEM).
Osteoblast behavior was also examined by SEM and fluorescence
MiCroscopy.

2. Materials and methods
2.1. Synthesis of NTs

NTs were synthetized as desaribed in a previous study [24). Discs of
Ti6AI4V (ASTM F-136; Supra Alloys Inc., Camarillo, CA, USA) with
150 mm diameter and 5 mm thickness were polished using SiC emery
paper (100 to 2000 grit) and 1-pum alumina to achieve a mirror finish.
The discs were then mounted on a special flat 125 mL cell and electro-
lytically anodized using Microdacyn 60® super-oxidized water (Oculus
Technologies, Guadalajara, JAL, MEX) at pH 6.8, containing 10 mg/L of
NH4F (Sigma-Aldrich, USA) and 100 mg/L NaCl (Sigma-Aldrich, USA).
A 20V potential was applied using a DC power supply for 5min and a
platinum mesh as counter electrode. The process was carried out at
room temperature (defined here as RT). Finally, the discs were cleaned
in an ultrasonic bath with distilled water for 5 min to eliminate residues
of fluoride salts [ 25], rinsed with isopropyl alcohol, and dried in a desic-
cator for 12 h. All experimental substrates were sterilized by UV irradi-
ation (285 nm UVB light source ) for 30 min on each side [2,13].In order
to systematically evaluate the effect of SOW rinsing, an anodized-
Ti6AI4V NTs and non-anodized Ti6AI4V materials (namely here as
NT-SOW and Ti6AI4V-SOW respectively) were disinfected by immer-
sion in 20 mL of SOW for 1 h and finally dried at RT before use. A
non-anodized Ti6Al4V alloy disc (denoted here as Ti6Al4V) was used
as control. Finally, an anodized-Ti6Al4V NT (NT) surface was used as a
negative control.

500 nm

Fig. 1. FE-SEM micrographs of the experimental surfaces deaned by SOW: (a) anodized Ti6AI4V alloy illustrating the presence of NTs. (b) Ti6AI4V surface showing a flat surface. (c) A

cross-section view of NTs,
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Bl NTs-SOW
[ NTs
TiBAMV-SOW
B3 TisAMY

100

Log,o UFC/mL
(% of TIGAI4V at 4h)

4h 24 h
Incubation time

Fig. 6. Viability evaluation of §. aureusculture d on the surface specimens after4 and 24 hof
incubation: The bar graphs show the mean 4 SD error bars, N = 3, * and ** illistrate sig-
nificance between NT-SOW and NTs at 4 h and 24 h respectively. @ and @@ denote signif-
icance between NT-SOW and NT group surfaces when comparing them o TIBAKV-SOW
and TiBA4V after 4 hand 24 h of culture respectively. Next, # indicates statistical differ-
ence between TiBAI4V-S0W and TiEAMY control surface at 4 h of bacterial growth. Finally,
§ expresses divergence among TIBAMV-SOW at 4 h and TiGAI4V at 24 h of colonization.

of ethanol solutions (50, 60, 70, 80, 90 and 100% v/v), and finally
sputter-coated with 10-nm gold for the analysis.

2.5. Statistical analysis

At least three independent experiments were performed, each in
triplicate. For the microscopic analysis, at least five random fields
were analyzed for each experimental group. Numerical data were ana-
lyzed using GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,
USA). The significance of differences between group means was deter-
mined using two-tailed unpaired Student's t-test or one-way ANOVA
followed by Tukey's multiple comparisons test when appropriate. A
P <005 was considered statistically significant.

3. Results and discussion

The surface morphologies of the experimental materials are present-
ed in Fig 1. Interestingly, Fig. 1a shows FE-SEM micrographs of the an-
odized NTs, indicating the presence of a nanotubular and uniformly
distributed layer over the alloy surface as previously reported [24]. In
contrast, Fig. 1b suggests a smooth and flat surface with no evidence
of nanostructured morphology, as expected [30]. Fig. 1c offers a cross-
section view of the NTs. The NT diameter was estimated to be 80 nm
and the length 400 nm.

The chemical composition of the material surfaces is compared in
Table 1. The difference between the experimental samples consists of
an increased oxygen content (24%) on the NTs and NT-SOW (20.3%)
surface and the presence of trace amounts of fluoride (4.51 and 2.91%,
respectively) due to anodization, information that strongly suggests
the formation of a thick nanostructured layer which is not present on

the TiGAI4V-SOW and TiSAl4V control surface, in agreement with
other studies [24,25,31,32]. Indeed, this information advocates that
SOW rinsing may not negatively disturb the chemical properties of the
nanostructured surface.

Surface roughness represents an important parameter in the biolog-
ical behavior of nanostructured surfaces [33]. Interestingly, it has been
widely reported that rougher surfaces may potentially inaease cellular
adhesion while promoting osteoblast functionality, so attention has
been paid to the surface topography of the experimental materials
(Fig. 2). Fig. 2a indicates an increased surface roughness (9.19 +
0.22 nm) on anodized NTs, as denoted by the increased formation of
highly ordered nanostructured dots, data which correlates with the
nanotubular morphology illustrated by FE-SEM images (Fig. 1a). The
Ti6Al4V control surface topography is presented in Fig. 2b, indicating a
flat and smooth surface (3.71 + 068 nm) as expected, results that are
in concordance with the nanotextured and flat surfaces reported in
the literature [2,24,253132].

Fig 3 depicts the cell adhesion process of the PPO cells stained with
DAPI on the experimental materials. The cellular adhesion process on
the NT and NT-SOW surface increases dramatically with each incuba-
tion time (4 h, 12 h and 24 h) compared to the TiSAI4V-S0W and
Ti6Al4V control surface groups. Moreover, a cellular proliferation
trend over the NT-SOW and NT surface could be eliated after analyzing
with ANOVA (at each culture time), as a similar tendency was denoted
on the TiGAI4V-SOW and Ti6Al4V control surface, though with im-
proved differences on the NT-SOW surface, suggesting that SOW disin-
fection may not disrupt the osteoblast adhesion process [7,8,31].
Interestingly, increased adhesion and proliferation of primary pig
osteoblast cultured on anodized NT surfaces sterilized with UV was
evidenced in a previous study [24] Similarly, Zhao et al. suggested
increased primary rat osteoblastadhesion and proliferation on anodized
NTs sterilized with UV and ethanol versus an autoclaving process and
polished Ti [13]. This trend was explained by the author as being due
to the formation of abundant Ti-OH functional groups [34] and the
removal of surface hydrophobic contaminants, especially hydrocarbons,
by the UV iradiation [ 34,35]. They also reported increased surface ener-
gy for NTs and polished Ti surfaces sterilized by means of UV and etha-
nol, whereas the autoclaving process did not influence the surface
energy [13]. This finding is in agreement with a recent study that
described increased surface energy and MG63 osteoblast adhesion on
Mg and MgCa alloys sterilized by means of ethanol immersion [12].
According to the aforementioned reports, our results suggest a similar
trend to these previously reported, but more studies regarding the
chemical behavior of the nanostructured surface after SOW disinfection
as well as comparison with different sterilization techniques will be
required in order to elucidate these trends.

Cytoskeletal actin organization and cell morphology were also ana-
lyzed by means of fluorescence microscopy, showing remarkable differ-
ences between the disinfected substrates, as depicted in Fig. 4. Initially,
PPO cells cultured on the NT-SOW surfaces (Fig. 4a) showed an

Fig 7. SEM micrographs of adhered bacteria on the SOW-treated surfaces at 24 h of incubation: {a) Baderia observed on the NT-S0W surface, illustrating a spherical morphology.
(b) Bacteria adhered on the TIBAMV-S0W substrate, showing an evident biofilm formation. Denoted similar cell morphology on both experime nial substrates.
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that SOW could potentially be used as a disinfecting agent for nanostruc-
tured implant biomaterials without compromising their performance.
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ABSTRACT

Comparative studies facilitate interaction between students and teachers. to explain and understand the
stmilarities and differences that exist in the fundamentals, processes and events of nature, based on
oxidation-recuction reactions such as animal and plant respiration’. combustion of fuels. corrosion of
metals>®, The present article compares the metabolism of ethanol in the human body with the
combustion of gasoline in a vehicle motor. It considers the natural, soft functional materials of the
body and the man-made, hard structural materials of a motor as the respective reactor vessels. The
characteristics of the reactant fluids involved: ethanol, a beverage and gasoline. a fuel and their
chemical reactions are described. The damage to the human organs and tissues and to the motor
mechanical components by these interactions between reacting fuel and reactor structures is evaluated.
The preventive and curative protection methods are assessed. At the end. a section on the pedagogical
aspects of comparative studies is provided. including teaching of Science Technology and Society
(STS) to postgraduate students of engineering® 1°.

Keywords: Materials, STS, human body, vehicle motor, ethanol, gaseline.

1. INTRODUCTION
and approaches to solving their particular

Comparative studies on STS arouse a deep
motivation for teachers and students i the
pursuit of knowledge. They promote cognitive,
protessional and spiritual development of people
thereby strengthening their comprehensive
training, allowing them to achieve future events

problems®. The application of scientific and
technological knowledge in a humanistic
framework, allow addressing the problems of
society and economy. Figure 1 presents a
graphic display of the relationship between STS
for the benefit of mankind"® ',
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Ethanol Metabolism in the Human Body vs. Gasoline Combustion in a Vehicle Motor
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Comparative studies of educational systems in
emerging countries are made to incorporate the
positive  experiences developed in  other
countries. International organizations, especially
UNESCO, have contributed to the creation of
global educational data banks that contribute to
such studies™. The purpose of these studies on
seience. technology and education is to promote
knowledge and understanding of the similarities
and disparities of their basic and applied
features. They have a high impact on educational
attainment, improving the quality and diversity
of teaching.

A workshop was held, with the active
participation of postgraduate students of
engineering, belonging to the Institute of
Engineering and the Faculty of Engineering both
institutions pertaining to the University of Baja
California. The central concept of STS. to
motivate and develop their capacity for
independent, critical thinking and for inculecating
humanistic  walues,  was  emphasized.
Comparative studies were assessed as a didactic
tool for acquiring education. culture and
knowledge'> b,

One popular meticulous and imfluential
comparison dealing with education 1s the
program for International Students Assessment
(PISA) wish is published every three years by
the organization for Economic Cooperation and
Development (OECD). Tt rates 15 years old
school pupils performance in dozens of
countries®.

Our studies have been published in various
sources of information, that require knowledge
of engineering. science and technology. as:
Corrosion of metals and biological respiration:
hard and soft structural and funetional materials:
tubular transport of water and blood: pollution
and atmospheric corrosion in arid regions and in
the marine environments; degradation of silver
and copper in electronic components , were
developed by researchers at the Institute of
Engineering of the Autonomous University of
Baja California (UABC) and Universidad
Politéenica of Baja California (UPBC). The
methodology includes appropriate research

methods in the field of materials science and
engineering, biology and the environment.
physicochemical and mechanical properties:
behavior in different environments and
industries, deterioration processes and practices
of preventive and curative maintenance applied
to ensure materials and structures long-term
service. Talented and devoted students are
rewarded according to their achievements.

In conversations and classroom discussions.
students of science and technology expressed
interest in comparative studies, because they are
curious and like to expand their knowledge and
understanding in different fields: from field of
metallurgy into the biology of the human body.
These studies have a high cognitive and
educational value because they allow the teacher
to explain the principles of chemistry. physics
and thermodynamics. and students to understand
and capture these fundamentals. In this way.
students will learn advanced areas such as cell
biology. molecular engineering, materials
seience. degradation and rehabilitation processes
of the human body and maintenance and repair
of industrial equipment.

The students’ interest in this endeavor was
demonstrated in the framework of a course
entitled “Methodology of Publications™ for
postgraduate students of the “Program for M.Se.
and D.Sc.in Science and Engineering” organized
and managed by the Institute of Engineering,
University of Baja California. Mexicali, Mexico.
The course aim is to teach the participants to
write and publish suitable articles based on their
advanced research theses.

The passion of teachers and students for teaching
and learming. to achieve wisdom will make
themselves better persons and the world a better
place.

7. CLOSURE

This study describes and analyses two machines:
the human body and the vehicle motor, made of
different structural and functional materials,
which generate energy by chemical oxidation of

Journal of Materials Education Vol 38 (1-2)
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two carbon-based fluids: ethanol and gasoline.
The damage caused by diseases in the body and
the deterioration of the motor are treated by
preventive and curative methods:  body
rehabilitation and car repair. maintaining both
machines in permanent. healthy operation.
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Abstract

The design route, synthesis and characterization of spherical copper nanoparticles with
antifungal potential is reported in the present work. Copper nanoparticles were synthesized by
a novel, inexpensive and eco-friendly chemical reduction method using ascorbic acid as a
reductant and stabilizer under reflux conditions. The characterization results showed the
formation of homogeneous, dispersed and stable spherical ascorbic acid capped copper
nanoparticles (CuNPs) with a diameter of 250 nm. The CuNPs exhibited sustained antifungal
activity against Candida albicans (C. albicans) after 24_h and even 48 h of incubation. Using
enhanced dark-field microscopy we presented the in situ interaction between CuNPs and C.
albicans. Here, is discussed part of the interaction of CuNPs among the C. albicans, studied

without the use of any chemical and/or physical fixing method. The results indicates that part
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Materials and methods

Synthesis of CuNPs

The synthesis of CuNPs was performed by a novel, ecofriendly, cost-effective, simple
and reproducible chemical reduction method without the need of inert atmospheric conditions.
As Cu precursor, an aqueous solution of copper carbonate (CuC03 0.134 M, Sigma-Aldrich, USA)
was heated at 80°C under atmospheric conditions with slow stirring and a solution of ascorbic
acid (0.037 M, Sigma-Aldrich, USA) was subsequently added as a reducing and capping agent
under moderate stirring (generating a dark brown solution). Then, the reaction mixture was
heated to 95°C in order to start a reflux, which was left for only 30 min under vigorous stirring,
resulting in a red intensive color solution (which suggested a promoted reduction of Cu ions).
The reaction solution was then slowly cooled to room temperature (RT) under moderate
stirring for 1h. Afterward, the reacted solution was allowed to precipitate overnight. The
supernatant was carefully removed, and the CuNPs precipitated were washed in absolute

ethanol and dried overnight in a desiccator.

Physicochemical characterization of CuNPs

In order to evaluate the structural morphology, homogeneity, size and degree of
dispersion of the synthesized CuNPs, 10 pL of CuNPs suspended in absolute ethanol were
sampled on a double-sided adhesive carbon conductive tape, allowed to dry at RT and
characterized by means of Field-Emission Scanning Electron Microscopy (FE-SEM; Tescan LYRA
3, Brno Czech Republic), at 10 kV accelerating voltage using a secondary electron detector. For

the chemical composition analysis, energy dispersive X-ray spectroscopy (EDX, Tescan)
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Figure 54
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Figure 82
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