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PROLOGO

El Instituto Politécnico Nacional (IPN) es la institucion educativa del Estado
mexicano que, durante 84 afos ha contribuido a impulsar el desarrollo de México
a través, de la educacion y la investigacion clentifica y tecnoldgica. Su presencia
en la vida nacional, asi como las aportaciones realizadas en beneficio de la socie-
dad mexicana, han sido posibles gracias a que el Politécnico ha tenido muy clara
la misiéon que debe cumplir y las estrategias para hacer frente a los desafios y
oportunidades de los entornos nacional e internacional, donde la unica constante
es el cambio.

Actualmente el IPN se proyecta ante un escenario que supera todas las expe-
riencias de cambio de etapas anteriores. El Plan Nacional de Desarrollo del 2019-
2024 establece los lineamientos de la Cuarta Transformacion del Pafs, y la Cuarta
Revolucion Industrial esta provocando cambios radicales en las formas de vivir,
trabajar, socializar y, por supuesto, educar. El nuevo rostro de la modernidad exi-
ge la formacion al Talento 4.0, un talento humano capaz de resolver problemas
complejos, innovar, ser responsable con el medio ambiente y promotor del bien-
estar de la sociedad. En el Instituto se comprende muy bien la responsabilidad
que esto significa y se reconoce que debe transformarse desde sus estructuras
internas para mantener su pertinencia y posicion, como la mejor institucion de
educacion tecnolégica del pais; al tiempo que reafirma su papel como motor de
desarrollo y espacio de igualdad, conservando el sentido social que le dio origen.
La transformacién del Politécnico tiene como punto de partida un enfoque inte-
gral y tiene rumbo; esta guiada por la Agenda Estratégica de Transformacion y el
Programa de Desarrollo Institucional 2019-2024.
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La cobertura del IPN en la modalidad escolarizada, no escolarizada, en edu-
cacion continua y a distancia, asf como la formacién de lenguas extranjeras, suma
mas de 600 mil personas, entre alumnos y usuarios de servicios educativos com-
plementarios, atendidos con la dedicaciéon y empefio de los 16 mil 265 acadé-
micos registrados, en 104 unidades ubicadas en 34 localidades de 23 entidades
federativas.

Para el IPN es relevante consolidar la investigacion y el desarrollo tecnolégico
como estrategia formativa de alumnos, emprendedores, empleadores y para el de-
sarrollo de los sectores social, productivo y gubernamental del pafs. En esta Casa
de estudios estamos convencidos que el crecimiento econémico de México y el
bienestar social, dependen de la calidad y pertinencia educativa y de investigacion,
por ello la relevancia de renovar y transformar las formas de organizacion de la in-
vestigacion mediante el impulso a la conformacion de grupos de investigacion mas
consolidados para abordar temas de mayor amplitud y dimension, la orientacion de
la investigacion hacia la solucion de los grandes problemas nacionales, asi como el
impulso a las redes de investigacion existentes y la creacion de nuevas.

A la fecha, el IPN cuenta con 1,254 profesores investigadores miembros del
Sistema Nacional de Investigadores (SIN), del Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACyT). De los investigadores del Instituto, cerca de 700 de
ellos estan adscritos a alguna de las siguientes doce Redes de investigacion y Ex-
pertos: Biotecnologia, Medioambiente, Nanociencias Micro y Nanotecnologias,
Computacién, Energfa, Desarrollo Econémico, Salud, Robética y Mecatronica,
Telecomunicaciones, Sistemas Complejos, Innovacion Automotriz e Inteligencia
Artificial y Ciencia de Datos.

En especifico, la Red de Investigaciéon en Nanociencias, Micro y Nanotecno-
logias RNMN, fue creada en 2009. La membrecia de la red a diciembre de 2019
es de 71 investigadores activos, adscritos a escuelas y centros de investigacion
antes mencionados; 61 de estos profesores pertenecen al Sistema Nacional de
Investigadores SNI, ademads cuenta con un programa de Doctorado en Red en
Nanociencias, Micro y Nanotecnologias y cuenta con un Centro de Servicios en
Nanociencias Micro y Nanotecnologias CNMN con dos laboratorios nacionales
CONACYT. Uno especializado en caracterizacién de materiales y el otro espe-
cializado en micro y nanofabricacién de dispositivos micro-electro-mecanicos
MEMS. A su interior la RNMN se ha organizado en cinco grupos de aplica-
cién de las Nanociencias, Micro y nanotecnologias: Salud, Energfa, Alimentos,
Medioambiente y Seguridad.



PROLOGO 11

Este Libro “Avances de investigaciéon en nanociencias, micro y nano-
tecnologias volumen II”, se presenta en cuatro areas la actividad de los grupos
multidisciplinarios de investigaciéon de la RNMN, describiendo sus aportaciones
a algunos retos de los problemas nacionales. El area de Alimentos incluye dos
capitulos. En el primer capitulo, la Doctora Aleana LLedezma Delgadillo y colabo-
radores del Centro de Investigacion en Ciencia Aplicada y Tecnologia Avanzada
Unidad Legaria del IPN, presentan los avances en el estudio de “Nanoesferas
poliméricas conteniendo nutrientes para su aplicacion en cultivo de lechuga (Lac-
tuca sativa)”’, donde se nanoencapsulé urea en una matriz de quitosano (QS), para
reducir la cantidad de urea empleada en el cultivo de lechuga sembrada en suelo.
En el segundo capitulo el Doctor Miguel Angel Aguilar Méndez de CICATA
Legaria y colaboradores de UPIBI y la Universidad de Chapingo, presentan los
resultados del estudio “Nanoencapsulaciéon de compuestos bioactivos con acti-
vidad antioxidante de Justicia spicigera (muicle) y Theobroma cacao 1. (cacao)”. En
este trabajo, se elaboraron nanoparticulas cargadas con extractos polifendlicos

de cacao y muicle.

El 4rea de Energfa esta integrada por tres capitulos. En el primer capitulo, el
Doctor Norberto Hernandez Como del Centro de Nanociencias y Micronano-
tecnologias del IPN y sus colaboradores de la ESIT del IPN, muestran los resul-
tados del estudio sobre “Pilas galvanicas flexibles de Ag—Al a base de textiles”.
En el capitulo 2 la Doctora Ana Marfa Salomén Preciado de la ESFM del IPN
y sus colaboradores de la Universidad Auténoma de Querétaro y el CNMN del
IPN, presentan los avances de la investigacion sobre el “Crecimiento de peliculas
delgadas en atmosfera de oxigeno mediante la técnica de sublimacion-CSVT” y
en el tercer capitulo el Doctor Christian Rodriguez de CICATA Legaria y cola-
boradores del Instituto de Fisica, Universidad Nacional Auténoma de México,
reportan los avances en la “Aplicacion de la Técnica Machine L earning al Desa-
rrollo de Catalizadores para Procesos de Produccion de Energia.” Las tres inves-
tigaciones presentadas en esta area son de vital importancia en los procesos de
generacion de energia.

El area de Salud esta integrada por dos capitulos. El Doctor Juan Manuel Vé-
lez Reséndiz de 1a ESM del IPN y sus colaboradores de la Facultad de Ciencias,
UNAM, reportan los hallazgos de la investigacion sobre la “Aplicacion terapéu-
tica de nanodispositivos (medicamentos inteligentes) para la prevencién y reme-
diacién de enfermedades cardiovasculares”. La aplicacion de la nanotecnologia
es una gran promesa para la prevencion y tratamiento de estas enfermedades. En
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el capitulo 2 la Doctora Rocio Guadalupe Casanas Pimentel de CICATA Legaria
del IPN y colaboradores de la Universidad La Salle, muestran sus avances en la
investigacion de “Fitofarmacos nanotransportados en el tratamiento de cancer
de mama”. En este trabajo se concluye que son muchos los aspectos a considerar
para el desarrollo de nanofitofarmacos pero un trabajo colaborativo de especia-
listas en multiples areas puede dar lugar a la generacion de productos exitosos,
eficaces y seguros.

El area de Medio Ambiente se compone de dos capitulos. En el primer capitu-
lo el Doctor Ariel Guzman Vargas y colaboradores de la ESIQIE IPN, presentan
los avances en la investigacion “Aplicacion de hidréxidos laminares de Ni, Fe y
Co para la conversion de energfa: hidrolisis del agua”. En este trabajo se establece
que, los materiales multi-hidréxidos laminares, cominmente conocidos como
HDL, brindan un panorama prometedor ya que sus propiedades y composicién
pueden ser moduladas desde la sintesis, para una amplia gama de usos y aplica-
ciones. En el capitulo 2 la Doctora Paulina Abrica Gonzalez de UPIBI IPN y
colaboradores de la

Universidad Austral de Chile, muestran sus resultados sobre “Nanoparticu-
las de oro y sus efectos sobre micro- organismos acuaticos, un estudio sobre
“Daphnia pulex”. Esta investigacion aborda el efecto que tienen las nanoparticulas
de oro con recubrimiento de quitosano sobre Daphnia pulex, microorganismos
generadores primarios en la cadena tréfica.

Avances de investigacion en nanociencias, micro y nanotecnologias vo-
lumen IT”, es el segundo de libro de los integrantes de la RNMN que presenta
nuevos avances en la investigaciéon en esta disciplina y resulta un libro util para
investigadores, académicos y estudiantes.

Dr. Hugo Necoechea Mondragén
Coordinador de Operacion de Redes de Investigacion del IPN.
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Resumen

En este trabajo se nanoencapsulé urea en una matriz de quitosano (QS), para
reducir la cantidad de urea empleada en el cultivo de lechuga sembrada en sue-
lo. El tamafio de las nanocapsulas con y sin urea fue determinado por MEB y
DLS. La carga o potencial zeta de las nanocapsulas fue analizada empleando un
nanozetasizer. Los resultados de MEB indicaron que las esferas sin urea presen-
taron un tamafio de 250 £ 50 nm con potencial Z de 25.00 £ 0.96 mV y con urea
de 500 nm * 50 debido a la adicién de urea un potencial de 17.10 £ 2.56 mV. La
cantidad de urea utilizada como fertilizante en las nanoesferas fue unicamente
del 30 % del total empleado en el cultivo control. Las lechugas nutridas con las
nanoesferas de quitosano con urea tuvieron una altura 32 % mayor en la roseta
comparadas con el cultivo control. No se observé una diferencia significativa
en la elongacion de la rafz y el diametro de la roseta. La cantidad de nitrégeno
en la raiz de las lechugas nutridas con las nano esferas fue 5 % menor que en el
tratamiento control.

Palabras clave: Nanomateriales; Nanofertilizantes; Biopolimeros; Quitosa-
no; Urea.



NANOESFERAS POLIMERICAS CONTENIENDO NUTRIENTES PARA SU 15
APLICACION EN CULTIVO DE (Lactuca sativa)

1. Introduccion

El elevado consumo de fertilizantes en el rubro agrario y los efectos secunda-
rios que estos generan han llevado a realizar investigaciones relacionadas con el
desarrollo de fertilizantes que sean amigables al medio ambiente y aprovechados
integramente por la planta a la que se le nutre. Es indudable que se piense en
diferentes opciones a la agricultura convencional cuando actualmente el suelo
agricola ha disminuido en hectareas cultivables tanto en disponibilidad como
en rendimiento, elevando los costos de produccion, lo cual se ve reflejado en la
economia actual.

El mayor problema en la fertilizacién de los suelos es la pérdida del nitro-
geno utilizando la urea como el mayor fertilizante nitrogenado porque tiene
mayor contenido de N, (46 %), ficil de manejar y bajo costo. Sin embargo,
cerca del 40 a 70 % del nitrégeno se pierde en el ambiente y no puede ser ab-
sorbido en los cultivos, lo cual no solo causa pérdidas econémicas sino también
serios problemas de contaminacién [1]. Debido a lo anterior, se buscan opcio-
nes para disminuir las pérdidas de fertilizantes nitrogenados y que no dafien el
ambiente. La nanotecnologia es una opcion, que en conjunto con el desarrollo
de compuestos biopoliméricos, pueden contribuir en la protecciéon de fertili-
zantes nitrogenados que se pierden por procesos fisicoquimicos que ocurren
en el suelo, favoreciendo la disminucion del uso indiscriminado de fertilizan-
tes nitrogenados y reduciendo las pérdidas econémicas que produce el sector
agricola. Existen algunos trabajos cientificos donde se ha reportado que el qui-
tosano (QS), aumenta la velocidad de crecimiento y germinaciéon de la planta
[2-4]), el incremento en el contenido de clorofila, ampliacién de cloroplastos en
las hojas de las plantas [5], incremento de nédulos en la fijacién de nitrégeno
de la familia de las leguminosas [0], incremento en la absorciéon de nutrientes
y reduccion en el estrés de las plantas y mayor rendimiento en los cultivos. [7]
reportaron que, al adicionar una solucién en aerosol de quitosano en las raices
de las orquideas, las flores estimularon su crecimiento y existié renovaciéon en la
produccion de sus flores y otros efectos benéficos. La nanoencapsulaciéon con
QS que contiene micronutrientes esenciales como Hierro, Zinc y Molibdeno o
sustancias promotoras de crecimiento que son las hormonas vegetales, agrega-
das foliarmente, también podrian en un futuro, aumentar el rendimiento de los
cultivos, y ayudar en la resistencia a ataques bidticos o abidticos que inducen
enfermedades en las plantas.
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Las nanoparticulas poliméricas son capaces de internarse en las células de las
plantas y las hojas, y también puede transportar ADN y productos quimicos en
las células vegetales. Esta area de investigacion ofrece nuevas posibilidades en la
biotecnologia vegetal para dirigir genes especificos de manipulacion y expresion
en las células especificas de las plantas [8]. De acuerdo a investigaciones pre-
vias, la capacidad de las plantas para recolectar una mayor cantidad de energia
luminosa, puede aumentarse mediante la entrega de nanotubos de carbono en el
cloroplasto, y también los nanotubos de carbono podrian servir como antenas
artificiales que permiten al cloroplasto capturar longitudes de onda de luz que no
estan en su rango normal, y el infrarrojo cercano [9], estos también aumentan la
germinacion, crecimiento y desarrollo de las plantas [10-11].

La liberacion del ingrediente activo de las nanoparticulas de quitosano depen-
dera de diferentes factores: la morfologia, tamafio, densidad, grado y velocidad de
reticulacion de las nanoparticulas de quitosano y las propiedades fisicoquimicas
del activo. En general, la nanoencapsulacion con quitosano en la agricultura pue-
de tener un futuro prometedor aumentando la productividad de los cultivos de
manera constante y amigable con el medio ambiente. Otro material de pared es
la maltodextrina (MD) que mas comunmente se utiliza como material de encap-
sulacién de moléculas bioactivas debido a su bajo costo y eficacia. La MD es un
material soluble en agua, capaz de proteger el ingrediente encapsulado de la oxi-
dacion. Algunos estudios han explorado el uso de la MD para proteger compues-
tos sensibles como la vitamina C en zumo de fruta y para aumentar la estabilidad
del producto en polvo de acerola [12]. El principal objetivo de este proyecto fue
evaluar el efecto de alimentar un cultivo de lechuga con nanoesferas de quitosano
y acido metacrilico, con urea embebida en la matriz del biopolimero.

2. Materiales y métodos

La experimentacion se dividié en tres etapas: a) sintesis y caracterizacioén de las
nanoesferas, b) preparacioén y crecimiento del cultivo de lechuga y ¢) evaluacion
de las lechugas.

2.1. Sintesis de nanoesferas

Las nanoesferas de quitosano y acido polimetactilico se elaboraron de acuer-
do con el método reportado por [13], estudiando los factores de concentracion
de quitosano, acido polimetacrilico que varfa de 0.27 a 1.0 % en los dos polimeros
y la temperatura de reaccién entre 65 a 80 °C.
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El proceso de sintesis fue diluir 10 mg de Urea en 25 mL. de agua desionizada
y se agit6 durante una hora, después se adiciond a la solucion de nanoesferas y se

agit6 durante 6 horas, se centrifugd a 4500 rpm durante 30 minutos [14].

La suspension de nanoesferas fue caracterizada para obtener su tamafio, mor-

fologia, pH, potencial zeta y tamafio hidrodinamico.
2.2. Tamafio de particula de QS-AMA por dispersion de luz dinamica

El diametro hidrodinamico y el indice de polidispersidad, fue determinado
por la técnica de dispersion de luz dinamica (DLS) el cual se basa en la teorfa
browniana en un equipo de Nano Zetasizer (Malvern Instruments, UK). El ana-
lisis se realizo, partiendo de 0.1 g de la muestra liofilizada de nanoesferas que
fueron diluidas en 20 mL de agua desionizada. De la muestra diluida se tomaron
2 mL en una cubeta de cuarzo de 3 mL y se determiné el tamano y la polidisper-
sidad o distribucién de nanoparticulas en el Nano Zetasizer, todas las muestras

fueron analizadas por triplicado.
2.3. Potencial Z

El potencial Z de las nanoesferas fue determinado en el equipo de Nano Ze-
tasizer (Malvern Instruments, UK), a través del velocimetro laser Doppler. Las
muestras de igual manera se diluyeron, 43uL de la suspension de nanoesferas en
una solucién con 10 mlL de agua desionizada y se colocaron en una celda para
medir potencial Z, la cual tiene 2 electrodos por donde atraviesa un potencial
eléctrico permitiendo determinar la carga de superficial de la particula. El volu-

men necesario para la prueba fue de aproximadamente 800 pl.
2.4. Morfologia y tamafio de las nanoesferas

La morfologfa y la distribucién de tamanos de las nanoesferas con y sin urea
incorporada, fueron evaluadas empleando un Microscopio Electronico de Barri-
do JEM-6390 LV (Jeol, Japén) y un voltaje de aceleracion de 20kV. Las muestras
fueron diluidas 50 pl en 150 pl de agua desionizada, tomando una gota de la
muestra fueron montadas sobre porta muestras metalico recubierta con una la-

mina de carbono adhesiva de ambas caras, después de deshidratarse, las muestras
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fueron recubiertas con oro bajo condiciones de vacio por un proceso de sputtering
(Desk IV, Denton Vacuum). En cuanto a la distribucién de tamafio se analizaron
150 nanoesferas por cada muestra, empleando un software de disefio para la

medicién Image].
2.5. Preparacion y crecimiento del cultivo de lechuga

Las semillas de lechuga se germinaron en sustrato de vermiculita y turba en
un almécigo hasta su etapa de plantula, adicionando una dosis de nanoesferas
(10uL) en la primera semana de su crecimiento después del ciclo de germinacion.
Posteriormente, la plantula se sembro en suelo con proteccion de invernadero. El
suelo se prepar6 con una solucion nutritiva de macronutrientes y micronutrien-
tes formulada por [15]. Se realiz6 un disefio experimental para el cultivo de las
lechugas en suelo natural, asi como 4 tratamientos: cultivo control, cultivo con
ausencia de Nitrégeno, cultivo con ausencia de nitrégeno y adiciéon de nanoesfe-
ras de quitosano, cultivo con adicién de nanoesferas de quitosano que contienen
urea. Todos los tratamientos contenfan la misma cantidad de micronutrientes y

macronutrientes de fésforo y potasio.
2.6. Evaluacion de las lechugas

Se escogieron 7 muestras de cada tratamiento para evaluar las caracteristicas
fenoldgicas de las plantas de lechuga cultivadas en suelo natural; como: peso total
fresco, peso fresco del follaje o roseta, peso fresco de la raiz, elongacion de la
raiz, altura del follaje o roseta, diametro de la roseta, peso seco de la roseta, peso

seco de la raiz.

3. Resultados y discusion

3.1. Interaccion de los polimeros quitosano y dcido polimetacrilico a
diferentes pH.

En la Figura 1 se muestra el efecto del pH sobre el potencial { de los mate-
riales poliméricos. En la solucién acuosa de QS con la adicién de hidréxido de
sodio la superficie empez6 a ser rodeada por el ion hidroxilo (OH). Esto con-

lleva al aumento de pH de la solucién y a la disminucién de cargas positivas de



NANOESFERAS POLIMERICAS CONTENIENDO NUTRIENTES PARA SU 19
APLICACION EN CULTIVO DE (Lactuca sativa)

los grupos amino en la superficie de la solucion de quitosano (Figura 2). Como
resultado, los valores de potencial { de QS y la densidad de carga positiva de
las cadenas poliméricas de QS disminuyeron gradualmente, ademas de la fuerza
i6nica del medio acuoso [16-18]. Por lo tanto, el potencial { de QS esta directa-
mente relacionado con la cantidad de iones de NH, " de las cadenas de QS. Por
consiguiente, entre mas iones NH," se mantengan estables, el pH del polimero
aumentara. Como lo menciona Boddohi et al. [19] que tuvo resultados simila-
res, concluyendo que si la densidad de carga de las cadenas disminuye el pH de

la solucidn se incrementara.

Cuando se afiadi6 la solucién de NaOH a la muestra de acido polimetacrilico
el pH de la solucion fue incrementando paulatinamente (Figura 2). El aumento
del pH en la solucién del acido polimetacrilico se debe al grupo funcional del
acido carboxilo ((COOH) que se encuentra en la cadena del polimero ya que los
acidos tienen la caracteristica principal de ceder protones en solucién en una re-
accion reversible de ionizacién como la siguiente: R-COOH --> R-COO" + H',
produciendo un grupo éster.

Para lograr una mayor interaccién de los polimeros el pH se ajusté entre 5
y 7. En este intervalo de pH, el valor de potencial { para el acido metacrilico
se encuentra entre valores de -10mV a -16mV y para el quitosano entre 20
a 28mV. Estos resultados favorecieron la formaciéon de nanoesferas como se
muestra en la Figura 2, ya que al combinar estos polimeros existe una diferencia
de potencial con carga positiva que se debe al quitosano. Esta diferencia de car-
ga positiva puede atraer los iones nitrato que se requieren para el crecimiento
de los cultivos.

Sin embargo, el potencial Z depende de la concentracion de los polimeros, la
temperatura a la que son expuestos y el tipo de solvente empleado como lo men-
ciona Carneiro-da-Cunha et al. [20].

OH
OH OH CH3
o o ] o o~ |
HO HO CHp —C —
HO e NH; o i
! o=_ 0= C-0H
cH; n
@) ‘ ()

Figura 1. Estructura quimica de: (a) monémero del quitosano,

(b) monémero del acido polimetactilico.
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Figura 2. Interaccién de quitosano y dcido polimetacrilico a diferentes pH.
3.2. Tamafio de nanoesferas

Las nanoesferas de quitosano evaluadas por SEM (Figura 3a), mostraron
una morfologia esférica y un tamafio promedio de 250 = 50 nm con potencial
Z de 25.00 (£ 0.96) mV. Las nanoesferas de quitosano y acido polimetacrilico
con urea (Figura 3b) mostraron también morfologia ovoide y un aumento en
el tamafio promedio 500 nm * 50 debido a la adicién de urea un potencial de
17.10 (£ 2.56) mV.

(a) 10KV X20,000 1pm 10 30 SEI

Figura 3. Microscopia electrénica de barrido (MEB) de
(a) nanoparticulas de quitosano sin utea, (b) nanoparticulas de quitosano con urea.
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3.3. Caracterizacion de las lechugas

La evaluacion del cultivo de lechuga en suelo mostré un aumento en algunas
caracteristicas fenoldgicas del producto al adicionar las nanoesferas de quitosano
con urea. En la Figura 4, se observan las lechugas de los cuatro tratamientos des-

pués de 40 dias de crecimiento a partir de plantula.

@) (b) © (d)
Figura 4. Muestra de lechuga después de 40 dias de crecimiento, (a) tratamiento sin fuente de nitroge-

no (b) tratamiento control (c) tratamiento con nanoesferas de quitosano como fuente de nitrégeno

(d) tratamiento con nanoesferas de quitosano que contienen urea como fuente de nitrégeno.

La evaluacién en cuanto a tamafio de la roseta y el nimero de hojas de las
lechugas cultivadas con nanoesferas conteniendo urea, tuvieron un mejor cre-
cimiento comparado con la lechuga control que se cultiva con los nutrientes
convencionales, y cuando se emplea solo el quitosano como fuente de nitréogeno
el desarrollo fue muy pobre casi similar a la lechuga cultivada solo con agua.
Para mayor explicacién del desarrollo de los cultivares se presenta la Figura 5,

EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS FENOLOGICAS DEL CULTIVO DE LECHUGA
WALTURAROSETA  HELONGITUDRAIZ O DIAMETRO DE LA ROSETA

A
A
250 =

200 A jr | ] _-IJ__

i B
150 1 ]
100 i A :A_ AT
ol AW i
0

SUELO-CONTROL SUELO-QS SUELO-QS-UREA SUELO-S/N
TRATAMIENTOS DELOS CULTIVOS DE LECHUGA

LONGITUD {mm)

Figura 5. Comparacion de las caracteristicas fenoldgicas del cultivo
de lechuga de los cuatro tratamientos.
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la grafica de la altura de la roseta de las lechugas del tratamiento que contiene
las nanoesferas de quitosano con urea (QS-UREA) tiene un aumento de 32 %
comparada con el control y con los demas tratamientos, la elongacion de la raiz
no mostré diferencia significativa entre los cuatro tratamientos, y el diametro de
roseta es similar al control y con diferencia significativa entre el tratamiento que
no contiene fuente de nitrégeno y solo nanoesferas de quitosano sin urea.

En la Tabla 1 se muestra el peso fresco y seco de la roseta y de la rafz con
los cuatro tratamientos para el cultivo de lechuga. El peso fresco de la roseta
no mostré diferencia significativa al comparar el cultivo control con el cultivo
donde se adicionaron las nanoesferas QS-UREA. Al comparar el tratamiento
que solo contiene las nanoesferas de quitosano (QS) como fuente de nitrégeno
y el tratamiento sin fuente de nitrégeno (S/N) son similares los resultados, pero
diferentes significativamente con los otros dos tratamientos.

Tabla 1. Evaluacion del peso de la roseta y la rafz en fresco y peso seco del cultivo de lechuga.

PESO FRESCO PESO PESO PESO
ROSETA SECO FRESCO SECO RAIZ
ROSETA RAIZ
SUELO
+ a,c + a —+ a —+ a
CONTROL 70.14 + 26.46 7.15%1.71 15.29+1.85* | 1.85%+0.45
SUELO QS 24 +14.97° 1.55%£1.18° 7.71£1.66° | 1.66+0.09
SUELO QS-N 64.71 £ 23.22¢ 4.10%1.03¢ 812.02 2.0240.54*
SUELO SIN
K + b + d + d —+ b
NITROGENO 15.86 + 8.56 1.68%0.27 3.7110.89 0.89%0.09

La comparacién de medias por Tukey (P<0.05) las letras similares indican que no se tiene

diferencia significativa entre ellas y viceversa.

Estos resultados muestran la eficiencia de la administracién de nutrientes
nanoencapsulados de urea y el mejoramiento en ciertas caracteristicas fenolo-
gicas al compararlo con el tratamiento del cultivo control, debido al quitosano
que actia como un inductor de crecimiento en ciertas propiedades fisicas del
cultivo de lechuga. [21] nombran al quitosano ELICITOR, compuesto bioac-
tivo capaz de producir cambios fisiolégicos y estimular la defensa o estrés in-
ducido para evitar el ataque contra patégenos y alargar su sobrevivencia. Esto
provoca la activaciéon de una serie de mecanismos relacionados con la sintesis

de fitoquimicos, dentro de los cuales se encuentran las fitohormonas, sustancias
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que aceleran o inhiben el crecimiento de las plantas. La raiz es el lugar principal
donde se lleva a cabo la biosintesis de todas ellas [22]. La interaccién entre el
quitosano y las membranas de los tejidos radiculares favorece estos procesos.
El efecto que ocurre en el aumento de la altura puede estar relacionado con
las hormonas giberelinas que promueven la elongacién de las hojas de la ro-
seta y la raiz [23-24]. Referente al peso seco de la roseta el tratamiento con las
nanoesferas de quitosano con urea, absorbié mayor cantidad de agua ya que el
peso seco del tratamiento fue 74 % menor que el tratamiento control. La ab-
sorcion de mayor cantidad de agua puede deberse también a las nanoesferas de
quitosano que pudieron intervenir en el proceso de osmosis por la disminuciéon
de solutos en las rafces y en el proceso de absorciéon de bombas simporte. [25]
obtuvieron resultados similares al adicionar nanoparticulas de quitosano via

foliar en plantulas de café.

El porcentaje de nitrégeno descrito en la Tabla 2 muestra una disminucién
de aproximadamente un 2 %, entre el tratamiento control y el que contiene las
nanoesferas de quitosano con urea, recordemos que la cantidad que se adicion6
de urea a la solucion de nanoesferas fue 30 % menor que la cantidad adicionada
en el tratamiento control. Ademas, se observa que el porcentaje de nitrégeno en
el tratamiento que solo contiene las nanoesferas de quitosano comparada con el
control son similares, esto puede ser por la cantidad que existe de grupos amino
en el polimero de quitosano como unica fuente de nitrogeno, este resultado pue-
de servir como indicio en la absorcion de nanoesferas de quitosano de las células
epidérmicas de la raiz. Ademas, en el tratamiento donde no se afiadié fuente de
nitrégeno existe una cantidad minima del 5 % aproximadamente, probablemente
debido a que el suelo contenia pequefias cantidades de nitrégeno, por lo que no

fue suficiente para el crecimiento adecuado del cultivo.

Tabla 2. Porcentaje de nitrégeno en la raiz del cultivo de lechuga.

Tratamiento Porcentaje de nitrégeno en raiz (%)
Cultivo control 10.17
Cultivo QS 10.45
Cultivo QS-UREA 8.03
Cultivo S/N 5.13
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4. Conclusiones

El quitosano como material de proteccion y de encapsulamiento en conjunto
con el acido metacrilico, forma nanoesferas permitiendo la incorporacion del
fertilizante de urea. En tamafio nanoestructurado el fertilizante puede promo-
ver la biosintesis de hormonas vegetales como el acido giberilico y las auxinas,
encargadas de la induccién de la elongacion y el crecimiento radicular y en otros
procesos relacionadas con la absorcién de nutrientes y de agua.

La cantidad que se adiciond de urea en las nanoesferas fue 30 % menor que
el tratamiento control en el cultivo de lechuga, disminuyendo el uso excesivo de
fertilizantes nitrogenados, derivando en un ahorro econémico, disminuyendo la
contaminaciéon que provocan estos compuestos en el ambiente al aplicar excesi-
vamente nutrientes nitrogenados en el suelo.
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Resumen

En este trabajo, se elaboraron nanoparticulas cargadas con extractos polife-
nolicos de Theobroma cacao L. (cacao) y Justicia spicigera (muicle). El contenido de
fenoles totales del grano de cacao y el muicle se determiné usando el reactivo
Folin-Ciocalteu y la actividad antioxidante se estimé usando los ensayos DPPH
(2,2-difenil-2-picrilhidrazilo) y FRAP (reduccién férrica / poder antioxidante). El
proceso de nanoencapsulacion se realizé mediante un nano-secador por asper-
si6n utilizando pectina y aislado de proteina de suero como materiales de pared.
Los resultados mostraron que fue posible obtener nanoparticulas con morfolo-
gia esferoidal homogénea y un tamafio promedio de aproximadamente 500 nm.
Los experimentos 7z vitro, en los que se utiliz6 el método DPPH para evaluar la
prevalencia de la capacidad inhibitoria de radicales libres de los extractos nanoen-
capsulados, indicaron que las eficiencias de carga para las nanoparticulas cargadas
con ambos extractos fueron aproximadamente del 56.53 % y 41.38 % para mui-
cle y cacao, respectivamente; de la misma manera los resultados de FRAP fueron
equivalentes respecto a la capacidad antioxidante.

Palabras clave: Nanoparticula; Cacao; Muicle; Extracto polifendlico;
Antioxidante,
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1. Introduccion

Las investigaciones sobre compuestos bioactivos naturales han aumentado
significativamente en los dltimos afios debido a sus importantes beneficios para
la salud, como la prevencion de enfermedades cronicas [1,2]. Asi, varios gru-
pos de investigacion se han centrado en la caracterizaciéon de plantas de origen
regional con referencias medicinales histéricas. En México, la poblaciéon posee
un gran conocimiento de la medicina tradicional. La informacién etnobotanica
y especialmente la antropologfa médica hacen referencia a una serie de especies
ampliamente utilizadas por la poblacién mexicana, tales como Justicia spicigera y
Theobroma cacao L., para tratar enfermedades relacionadas con enfermedades in-
flamatorias, diabetes y enfermedades cardiovasculares [3,4].

J. spicigera Schltdl. es un arbusto de hoja perenne con flores naranjas tubulares
nativa de México y América Central. . spicigera se conoce cominmente como
muicle o muite. En la medicina tradicional mexicana, la planta de muicle ha sido
una de las plantas mas utilizadas debido a sus multiples propiedades curativas. La
investigacion cientifica ha reportado la presencia de varios compuestos fenolicos
en extractos de varias partes de la planta, siendo la kaempferitrina un flavonoide
de los mas abundantes. Este compuesto se ha asociado con propiedades antidia-
béticas [5], actividad antitumoral e inmunomoduladora [6,7], actividad ansiolitica
[8] y anticonvulsiva [9].

1. cacao 1. es un arbol pequefo, pero econdmicamente importante. Es un arbol
de hoja perenne de la familia Szerculiaceae, y nativo de la region tropical de las Amé-
ricas [4]. Cada semilla contiene una cantidad significativa de grasa (40-50 % como
manteca de cacao) y polifenoles (principalmente procianidinas y flavonoles), que
representan aproximadamente el 10-18 % del peso seco del grano entero [10,11].
Existe una fuerte evidencia de que el alto contenido de flavonoides en los granos
de cacao es responsable de los efectos benéficos para la salud. Ensayos clinicos a
corto plazo sugieren que los flavonoides del chocolate pueden reducir el riesgo
cardiovascular al disminuir la presion arterial. Se ha observado que los flavanoles
de los productos del cacao incrementan la formacién de éxido nitrico endotelial, lo
que promueve la vasodilatacion y, por lo tanto, se disminuye la presion arterial [12].

Ademas de la accion bioactiva, los polifenoles son responsables del desarrollo
de la astringencia y el amargor en productos como los granos de cacao, el vino,
el té verde y el té negro. Sus altas concentraciones producen un sabor desagra-
dable que condiciona el consumo directo de estos alimentos [13,14]. Aunque los
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compuestos fendlicos parecen ser mas estables que otros compuestos antioxi-
dantes en los sistemas alimentarios [15], la efectividad de algunos de ellos en
la prevencion de enfermedades cronicas depende de la preservacion de la esta-
bilidad, bioactividad, biodisponibilidad y solubilidad. Los compuestos fendlicos
sufren una reduccion significativa durante el procesamiento de los alimentos. Por
ejemplo, en la producciéon de chocolate, la cantidad de estos compuestos dismi-
nuye después de la fermentacion, el secado y el tostado [14]. Por lo tanto, el uso
de fendlicos requiere el disefio de sistemas para proteger y preservar su forma
activa hasta que se consuman y posteriormente se liberen en el cuerpo.

LLa nanoencapsulacion de farmacos implica la formacion de particulas carga-
das con compuestos bioactivos con diametros que varfan de 1 a 1000 nm [16,17].
El término nanoparticula es un nombre colectivo tanto para nanoesferas como
para nanocapsulas. LLas nanocapsulas estin compuestas por un nucleo central
activo, rodeado por una delgada pared polimérica que proporciona proteccion
al compuesto activo contra el oxigeno, el agua y/o la luz, lo que permite una
liberacién controlada de la sustancia y/o para evitar el contacto con otros com-
ponentes en una mezcla [18]. Por ejemplo, la utilizacion de polifenoles nanoen-
capsulados como el resveratrol, acido galico, curcumina, acido elagico y epigalo-
catequina-3-galato en lugar de compuestos libres, ha demostrado una mejora en
su biodisponibilidad y estabilidad ademas de aumentar su solubilidad y actividad
contra el cancer de seno y colon [19-21]. De acuerdo con Bing et al. [2], las na-
noparticulas mejoran la absorcion y biodisponibilidad de las moléculas bioactivas
en humanos, principalmente a través de las siguientes vias: (1) proteccion de la
molécula bioactiva del ambiente hostil del tracto gastrointestinal; (2) prolonga-
cién del tiempo de residencia en el intestino por mucoadhesion; (3) endocitosis
de las particulas, y/o (4) efecto de penetracion del polimero. El objetivo de este
estudio fue desarrollar nanoparticulas biopoliméricas cargadas con extractos po-
lifendlicos derivados de muicle y cacao mediante nano-secado por aspersion, a
fin de preservar sus propiedades antioxidantes.

2. Metodologia
2.1. Materiales y reactivos

El material vegetal fue recolectado en un mercado local en la Ciudad de
México y los granos de cacao fueron provistos por Agroindustrias Unidas de
Cacao S.A. de C.V. (Tabasco, México). Los reactivos 2,2-difenil-1-picrilhidrazi-
lo (DPPH), reactivo Folin-Ciocalteu, acido galico, buffer Tris-HCI, 2,4,6-Tris
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(2-piridil) -s-triazina (TPTZ), cloruro férrico hexahidrato, tripsina acetilada, bu-
tfer de fosfatos y Tween 80 se compraron de Sigma-Aldrich (EUA). El acido acético,
acido ascérbico y acetato de sodio se obtuvieron de JT Baker (México). Se propor-
cioné aislado de proteina de suero (WPI) de Davisco Foods International (EUA) y
se adquiri6 pectina de citricos de bajo metoxilo de ICN Biomedicals (EUA).

2.2. Preparacion de extractos

El material vegetal se secé a temperatura ambiente (21 °C) y las semillas de
cacao se descascararon manualmente. Ambas muestras se molieron por sepa-
rado en un molino de discos (148-2, The Bauer Bros Co., EUA). En el caso
del cotiledon de cacao, se eliminé la grasa del material mediante remojo en
hexano durante 24 h a temperatura ambiente. La extraccién de compuestos
fenolicos se realizé6 mediante extraccion asistida por ultrasonido utilizando un
bafio ultrasénico (TI-H-5, Elma, Alemania). Usando dos periodos de 30 min de
radiacién ultrasénica (25 kHz), los polvos se sometieron a una primera extrac-
ci6n empleando una mezcla agua-etanol (relacion 1:1) en el caso de los granos de
cacao, y solo agua para el muicle. La mezcla se centrifugé (3.000 rpm, 15 min) y
se filtré (Whatman 42) y el residuo se recuper6 para una segunda extraccion con
una solucién de acetona-agua (relacion 70:30) en el caso de los granos de cacao y
agua para el muicle. Nuevamente los extractos se centrifugaron y se combinaron
los sobrenadantes con los obtenidos previamente. En ambas extracciones se usé
una relacién muestra/solvente de 1:20 [22]. Finalmente, los extractos se concen-
traron en un evaporador rotatorio (40-60 rpm, 50 °C) (RE-500, Yamato, Jap6n) y
posteriormente se liofilizaron (FreeZone 4.5 / 77510, Labconco, EUA). Los ex-
tractos secos se almacenaron en botellas de color ambar a temperatura ambiente.

2.3. Determinacién del contenido fendlico total.

El contenido fendlico total se calcul6 a partir de la capacidad de reduccion
del reactivo Folin-Ciocalteu utilizando acido galico como estandar. Se afiadi6é un
volumen de muestra de 20 plL a 1.4 ml de agua destilada, seguido de la adicion de
100 pL del reactivo Folin (2 N). La solucién final se dejé reposar durante 3 min a
temperatura ambiente. A partir de entonces, 300 pLL de una solucién de carbona-
to de sodio se afiadi6 (20 % p/v). Después de 90 min de reposo en la oscuridad,
se determind la absorbancia a 760 nm (Multiskan Go, Thermo Fisher, Finlandia).
Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes de acido galico (GAE)
por g de materia seca [23].
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2.4. Capacidad secuestradora del radical DPPH

La capacidad antiradical se determiné siguiendo la metodologia propuesta por
Quiroz-Reyes et al. [22], con algunas modificaciones. Se mezcl6 una alicuota de
extracto de 500 pL con 125 pL de buffer Tris-HCI 0,1 M mediante agitacion
vortex durante 5 s. A esta solucién, se anadieron 500 uL. de una solucién de
DPPH de 400 pM. Después de 30 min, se determiné la absorbancia a 517 nm.
El porcentaje de reduccion del radical DPPH se calcul6 utilizando la ecuacion 1.

Absorbancia - Absorbancia
control

Inhibicién (%) = s | k10 (ec.1)

Absorbancia

El valor de EC, se determind a partir de los resultados graficados de la rela-
cion del efecto de reduccion de DPPH contra la concentracion de extracto. El
EC, se defini6 como la cantidad del extracto necesaria para reducir la concen-
tracion del radical DPPH en un 50 %, utilizando acido ascérbico como control.

2.5. Ensayo de la actividad de reduccion férrica / actividad antioxi-
dante (FRAP)

La actividad antioxidante se determiné mediante la prueba FRAP [24]. El
reactivo FRAP se prepar6 mezclando 25 mL de un buffer de acetato 0.3 M,
2.5 mL de solucién de TPTZ (0.01 M) y 2.5 ml de una solucién de FeCl,-6H,O
(0,02 M) a 37 °C. Una muestra de extracto de 150 pl. se mezcld con 2850 pl. de
la soluciéon FRAP y se dejé reposar durante 30 min en la oscuridad. La absor-
bancia se registré a 593 nm. Los resultados se reportaron en mM equivalentes
de Trolox / L de solucién.

2.6. Preparacion de la solucién de nanoparticulas

Para la preparacion de la solucidon de nanoparticulas, se disolvieron 2.5 g de
pectina en 100 mL de agua desionizada (18 MQ cm™). La solucién se agité y se
mantuvo a una temperatura constante (90 °C) durante 1 h. Posteriormente, se
afiadieron 0.25 g de WPI y 0.004 g de Tween 80. La solucién resultante se agitd
a temperatura ambiente (21 °C) durante 24 h. Posteriormente, se afiadieron
0.05 g de extracto en polvo (cacao o muicle) y se agité durante 2 h. La solucion
acuosa final se sonico (T1-H-5, Elma, Alemania) durante 5 min y se filtr6. La
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solucioén control (sin extracto) se prepard de acuerdo con la metodologia des-
crita anteriormente.

2.7. Nanoencapsulacion mediante nano-secado por aspersion

El proceso de nanoencapsulacién se realizé siguiendo la metodologia de
Kyriakoudi y Tsimidou [25], con algunas modificaciones. Se usé un nano-secador
por aspersion B-90 (Biichi, Suiza) equipado con una membrana (malla de pulve-
rizacién) de 4 pm. La suspension acuosa de cada extracto se alimento al cabezal
de pulverizacién mediante una bomba peristaltica. Posteriormente, se generaron
gotas extremadamente finas y se secaron en particulas sélidas, las cuales se adhi-
rieron a la pared del cilindro colector mediante carga electrostatica. Finalmente,
el polvo resultante se recogié usando una espatula de goma. Las nanoparticulas
obtenidas de cada muestra se almacenaron en viales ambar. Las condiciones de
operacion para los experimentos se mantuvieron constantes como temperatura
entrada / salida: 120 °C / 65 °C, velocidad de alimentacion: 3 mL / h, y velocidad
de flujo de gas de secado: 100 L. / min.

2.8. Caracterizacion de nanoparticulas por microscopia electronica
de barrido (SEM)

El tamafio y la morfologia de las nanoparticulas se evaluaron utilizando un
microscopio electrénico de barrido (JSM-6390LV, JEOL, Japon). Las muestras
examinadas fueron recubiertas con plata. Posteriormente, se obtuvieron image-
nes con varios aumentos utilizando un voltaje de aceleracién de 20 kV. El tamafio
promedio de las particulas se calcul6 utilizando aproximadamente 600 valores de
cada muestra observada en el microscopio.

2.9. Evaluacion de la eficiencia de carga determinada mediante la
actividad inhibitoria de radicales (DPPH)

De acuerdo con el método descrito por Quiroz et al. [26], 20 mg de nanopar-
ticulas secas se dispersaron en 2 mL de agua destilada. La dispersion resultante
se afadi6 a 20 ml. de un buffer de fosfato (pH 7), al cual previamente se le in-
corporaron 2 mL de tripsina acetilada para degradar el material de la pared. La
mezcla se agité constantemente a temperatura ambiente durante 12 h. Al concluir
la degradacion enzimatica, se filtraron 10 mL de la solucién a través de papel
filtro (Whatman No. 42). La solucion filtrada se probé usando el ensayo DPPH



36 AVANCES DE INVESTIGACION EN NANOCIENCIAS, MICRO Y NANOTECNOLOGIAS. VOL. 2

de acuerdo con el método descrito anteriormente. Mediante el uso de una curva
de calibracién y la ecuacién 1, la cantidad conocida de extracto polifendlico al
que se aplicé la nanoencapsulacion (Q,) v la cantidad del extracto que retiene la
capacidad de inhibicién de radicales libres en las nanoparticulas examinadas (Q,)
se utilizaron para cuantificar la eficiencia de carga (ecuacion 2).

Q, (mg)

Eficiencia de carga (%) = [ Q. g
, g

] *100 (ec.2)

2.10. Analisis estadistico

Todas las mediciones se realizaron por triplicado y los resultados fueron ana-
lizados por ANOVA (Origin 8.0). Las diferencias entre las medias fueron detec-
tadas por la prueba de Tukey. Las diferencias se consideraron significativas a un
nivel de P < 0.05.

3. Resultados y discusion
3.1. Determinacion del contenido fendlico total (CFT)

La figura 1 muestra diferencias significativas en el CFT entre los extractos del
cotiledén de cacao y los de muicle. El extracto de cotiledon de cacao mostro el
CFT mas alto con 91.53 £ 3.51 mg de GAE / g de materia seca, mientras que el
extracto de muicle mostré un contenido fendlico de 21.34 + 1.95 mg de GAE
/ g de materia seca. Estudios previos que cuantificaron el CFT en el cotiledén
de cacao (Quiroz-Reyes et al., 2013), mostraron una mayor cantidad de fendlicos
(135 mg GAE / g de materia seca) con respecto a la observada en el presente
estudio. Esta diferencia podria deberse a los cambios fisicos y quimicos en los
granos de cacao causados por la variedad de granos, la region de origen, el pro-
cesamiento que se les aplica y los diferentes métodos utilizados en cada etapa
del proceso de extraccion [27,28]. El proceso de secado también podria afectar
el CFT. Mejia-Meza et al. [29] observaron que los procesos de secado, incluida la
liofilizacion, podrian tener efectos no deseados en los perfiles de ingredientes de
muestras de plantas. Por ejemplo, la liofilizacion redujo la actividad antioxidante
en frambuesas en comparacioén con sus contrapartes frescas, debido a la reduc-
cién de los polifenoles glicosilados y agliconas. Por otro lado, el CFT cuantifi-
cado en este estudio para el muicle (21.34 £ 1.95 mg GAE / g de materia seca,
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equivalente a 76.22 mg GAE / g de extracto seco) fue consistente con los valores
reportados por otros autores. Ortiz-Andrade, et al. [5] mostré que la kaempferi-
trina es un componente principal en el extracto de muicle, y el cual se encuentra
en cantidades de 69,65 mg/g de extracto seco.
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Figura 1. Contenido fenélico total de grano de cacao y muicle. Los valores se expresan como

media  de (n = 3). Medias con letras diferentes fueron significativamente diferentes (P < 0.05).

3.2. Capacidad antiradical (ensayo DPPH)

En el caso del ensayo DPPH, que es un método muy rapido para evaluar la
actividad antioxidante, es posible determinar la capacidad antiradical de un an-
tioxidante midiendo la disminucién de la absorbancia de una solucién alcohélica
de DPPH a 515-520 nm, en la presencia de un antioxidante donador de hidroge-
no. Debido al cambio de color de purpura a amarillo, la absorbancia disminuye
cuando un antioxidante elimina el DPPH a través de la donacién de hidrégeno
para formar una molécula de DPPH estable [30]. La Figura 2 muestra la actividad
secuestradora de radicales DPPH de los extractos de cacao y muicle. Se pudo
observar que la actividad del extracto de cacao (EC,: 50.21 + 1.75) fue signifi-
cativamente mayor que la del extracto de muicle (EC, : 297.91 + 23.38). Cuanto
menor es el valor de EC, , mayor es la actividad de los extractos como captadores
de radicales DPPH [31]. Estos resultados pueden atribuirse a las diferentes con-
formaciones adoptadas por los compuestos fendlicos y flavonoides presentes en
cada extracto, que exhibieron varios efectos biologicos. Particularmente, debido
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a su estructura quimica y propiedades redox debido al nimero y posicion de
sus grupos OH que tienen diferentes grados de disociacion y grupos ionizados
activos [1].

100

80
70
60

DPPH(%)

icion

40
30
20
10

Inhi

m- Muicle
e Grano de cacao
A Control

SN RO .10 A0 B B BT B BT Bl el

A ,fA_LL
0 25 50 75 100 125 150 400
Concentracion del extracto (ppm)

Figura 2. Efecto de inhibicién de radicales DPPH de extractos de cacao y muicle. Los valores se

expresan como media  de (n = 3). Se us6 acido ascérbico como control.

3.3. Ensayo de actividad antioxidante (FRAP)

El ensayo FRAP es un método simple, rapido y econémico para medir la
actividad antioxidante. Este ensayo se basa en la reduccién del complejo Fe**—
TPTZ al complejo Fe? *=TPTZ a pH bajo, lo que provoca la formacién de un
complejo colorido. Los valores de FRAP se obtienen comparando el cambio
en la absorbancia a 593 nm en una mezcla de reacciéon de prueba con iones
ferrosos a concentraciones conocidas [24]. Los valores de FRAP (Figura 3)
indicaron que el extracto de cacao tuvo la mayor actividad antioxidante, que
fue significativamente mas alta que la actividad antioxidante presentada por el
extracto de muicle, alcanzando un valor de 924.91 + 8.76 uM Trolox E / L,
en contraste con el valor de 387.39 + 6.43 uM Trolox E / L presentado por el
extracto de muicle. Estos resultados se pueden correlacionar con el contenido
fenolico total, ya que el extracto con mayor contenido fendlico presenté mayor
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actividad antioxidante [32, 33]. Las propiedades reductoras generalmente se
asocian con la presencia de agentes reductores como los polifenoles, que han
demostrado actuar como antioxidantes al romper la cadena de radicales libres

al donar un atomo de hidrégeno [22].
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Figura 3. Capacidad antioxidante de los extractos de cacao y muicle medidos por el ensayo
FRAP. Los valores se expresan como media  de (n = 3). Las medias con letras diferentes fue-

ron significativamente diferentes (P < 0.05).
3.4. Tamafio y morfologia de las nanoparticulas

Las muestras seleccionadas fueron analizadas por SEM (Figura 4). Las mi-
crografias de SEM indicaron que las nanoparticulas exhibieron principalmente
una morfologia esférica (Figuras 4a, 4b) y una distribucién de tamano uniforme
(Figuras 5a, 5b) con tamafios de particula promedio de 490 y 530 nm para las
nanoparticulas cargadas con extracto de muicle y cacao, respectivamente. De
acuerdo con Li et al. [34], el tamafio y la distribucioén de las nanoparticulas
obtenidas por nano-secado por aspersion dependen de la naturaleza de los ma-
teriales de pared, y principalmente de la concentracion de la muestra. En este
caso, no se observo diferencia significativa entre los tamafios de los dos grupos
de nanoparticulas (P > 0.05).
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Figura 4. Imigenes SEM de nanoparticulas cargadas con extracto fendlico:
muicle (a) y grano de cacao (b).
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Figura 5. Histogramas de distribucién del tamafio de particula de nanoparticulas cargadas

con extracto fendlico: muicle (a) y grano de cacao (b).

3.5. Evaluacion 7z 1770 de Ia actividad antiradical de nanoparticulas
cargadas con extracto polifendlico

Los valores de eficiencia de carga para las nanoparticulas cargadas con extrac-
tos fenodlicos se cuantificaron usando la ecuacion 2. Las nanoparticulas cargadas
(Q,) produjeron la inhibicién de radicales libres de 20.31 % (extracto de muicle)
y 31.86 % (extracto de cacao), lo que correspondié a concentraciones de 0.45 y
0.33 mg por 10 mg de nanoparticulas cargadas con extractos de muicle y de ca-
cao, respectivamente. La cantidad tedrica (Q,) del extracto seco cargado durante
este ensayo en cada caso fue de 0.796 mg por 10 mg de nanoparticulas secas.
Mediante el uso de datos anteriores en la ecuacidén 2, se calcularon eficiencias de
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carga del 56,53 % para las nanoparticulas cargadas con extracto de muicle y del
41,38 % para las nanoparticulas cargadas con extracto de cacao. Quiroz-Reyes et
al. [26] reportaron una eficiencia de carga del 77.56 % para nanoparticulas carga-
das con extracto de granos de cacao utilizando un método de nanoprecipitacion.
La disminucién en la eficiencia de carga podria explicarse debido a la tendencia
de los polifenoles a ser absorbidos o adsorbidos en la matriz polimérica, que
depende en gran medida de las interacciones entre los grupos funcionales de los
componentes [35,36]. De acuerdo con Shutava et al. [37], la fuerza de la interac-
ci6n de un complejo proteina-polifenol puede oscilar mucho dependiendo del
tipo de proteina y polifenol involucrados, y puede afectar la eficiencia de carga de
los compuestos encapsulados.

4. Conclusiones

En este trabajo, fue posible obtener nanoparticulas con morfologfa esferoidal
homogénea y un tamano promedio de aproximadamente 500 nm utilizando la
técnica de nano-secado por aspersion. El extracto de cacao mostré un contenido
fendlico total mas alto y mas capacidad antioxidante que el extracto de muicle. La
proteccion de los extractos con una pared biopolimérica permitio la retencién de
las propiedades bioactivas. El proceso de nanoencapsulacién permitié preservar
la capacidad antioxidante de los extractos de cacao y muicle.
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Resumen

Los textiles inteligentes brindan diversas funcionalidades como son: acaba-
dos especiales sobre las telas (antibacteriales, antimanchas, ignifugo, hidrofébico,
etc.), sensado de diversas variables (fisicas, quimicas, biolégicas, etc.), circuitos
electrénicos de proposito especifico (calefaccion, antenas, almacenamiento y pro-
cesamiento de informacion, etc.), pantallas e iluminacion, todo esto incorporado
en la ropa y calzado. Las aplicaciones electronicas normalmente se deben poder
retirar de las telas antes de un ciclo de lavado para evitar un rapido deterioro.
Actualmente, todo este tipo de aplicaciones utilizan fuentes de energfa externas,
baterfas comerciales o conexion a la linea eléctrica para satisfacer sus necesida-
des de consumo de potencia. Por esta razén, para brindar la independencia de
fuentes externas es mas conveniente que los textiles inteligentes utilicen pilas o
baterfas igualmente integradas en los mismos textiles. En este trabajo se estudia la
pila galvanica a base de electrodos de plata y aluminio utilizando telas de algodon.
Se reporta su curva de descarga y se extrae la capacidad de la pila en unidades de
miliampere por hora (mAh). Adicionalmente, las pilas textiles fabricadas contie-
nen las siguientes caracteristicas: son ligeras, son de area pequefia, son flexibles,
su proceso de fabricacion es simple y sus caracteristicas eléctricas son escalables.

Palabras clave: Textiles inteligentes; Pilas textiles; Electronica flexible; Elec-
trodos de plata.
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1. Introduccion

Actualmente, una gran variedad de dispositivos electronicos ha sido fabrica-
dos con caracteristicas que los hacen flexibles y ligeros utilizando nuevos mate-
riales o modificados. Entre estos dispositivos podemos mencionar a: las celdas
solares, los transistores, los circuitos CMOS vy las pantallas, todos fabricados en
sustratos que agregan flexibilidad [1—4|. Los denominados textiles inteligentes
permiten reproducir las caracteristicas eléctricas de estos dispositivos con la in-
tencién de integrar todas sus funcionalidades en ropa y calzado, sin embargo, su
desarrollo presenta diversos retos como la compatibilidad de materiales y pro-
cesos, asi como desempefio y estabilidad eléctrica inferior [5]. Algunos textiles
inteligentes en desarrollo son los diodos emisores de luz (LED por sus siglas en
ingles), cosechadores de energfa, calefactores, transistores, sensores, antenas para
identificacién por radio frecuencia y baterfas [6—12]. Las baterias son una parte
esencial para energizar dispositivos electrénicos portatiles (teléfono celular y re-
lojes inteligentes, computadoras, camaras fotograficas, etc.).

Una baterfa es un sistema cerrado en el cual la energia es almacenada en
forma quimica y se convierte en energfa eléctrica a través de reacciones de
reduccion y oxidacion (redox) [13]. Lo anterior causa que una corriente eléc-
trica fluya entre los dos contactos de la baterfa a través de una carga. Tradi-
cionalmente, los aparatos electrénicos se disefian de acuerdo a la forma de las
baterfas comerciales disponibles (prismaticas, cilindricas, tipo moneda, etc.), las
cuales son de gran volumen, rigidas y por supuesto no son flexibles [14]. En la
cuestion de almacenamiento de energfa utilizando textiles existen las baterfas y
también los supercapacitores los cuales se fabrican al recubrir los textiles o los
hilos con materiales multifuncionales [15-17]. En este trabajo se trabaja con
pilas galvanicas como elemento primario y debe recalcarse su diferencia con el
término baterfa que tiene que ver mas con la interconexion de varias pilas para
incrementar su corriente y voltaje. Ademas, una pila se considera un elemento
irreversible, es decir, las reacciones electroquimicas que ocurren durante su
descarga se realizan en un solo sentido hasta que la masa de uno de sus electro-
dos se agota. Por otro lado, las baterias son elementos reversibles que permiten
la carga y descarga de corriente por varios ciclos [18]. Recientemente, se han
realizado un par de estudios en cuanto a pilas galvanicas flexibles a base de elec-
trodos de aluminio y plata, utilizando un electrélito acuoso. Aunque las pilas
con electrélitos acuosos generan un voltaje del orden de 1.3 'V, su fabricacion es



50 AVANCES DE INVESTIGACION EN NANOCIENCIAS, MICRO Y NANOTECNOLOGIAS. VOL. 2

mas simple y no requieren de materiales tan complejos como aquellas basadas
en electrolitos secos y de polimeros [18]. En un primer reporte, las pilas con
electrodos de plata y aluminio se han fabricado utilizando papel hidrofilico para
facilitar ser impregnado por los diferentes materiales que las componen, el area
por pila es de alrededor de 64 mm? y cuando se conectan en serie y paralelo for-
man una baterfa que otorga 2.8 mA y 3.8 V [19]. Estas pilas pueden ser integra-
das en biosensores y ser activadas con la misma muestra bioldgica, lo cual es
util para crear un sistema totalmente independiente. En un segundo reporte,
se utilizan telas de algodén y poliéster para el armado de pilas con un area de
36 mm?, alcanzando voltajes de 1.3 V y corrientes de alrededor de 25 mA [20]. En
ambos reportes se utiliza agua desionizada o incluso agua de uso comun para
activar las pilas y la aplicacion que buscan es principalmente energizar sensores
biol6gicos portatiles. Sin embargo, a la fecha no se han reportado las curvas de
descarga para este tipo de pilas y por lo tanto se desconoce cual es su capacidad
para poder disefiar apropiadamente esos sensores o cualquier aplicacion que se
busque satisfacer. Por lo tanto, en este trabajo se desarrollaron pilas galvanicas
de Ag—Al en telas de algodén y se estudio el efecto del tipo de liquido de acti-
vacion, el volumen de activacién de dicho liquido, el area de la pila y las cone-
xiones serie y paralelo, en todos los casos se obtuvieron las curvas de descarga
para obtener y reportar la capacidad de las pilas. Finalmente, se estudiaron las
modificaciones necesarias para hacer flexibles las pilas textiles y se demostro su
aplicacién en la alimentacién de un diodo emisor de luz.

2. Metodologia

Las pilas textiles fueron fabricadas utilizando tramos de tela de 100 % algodén
de 42mm x 6mm. Se preparan las soluciones de AgNO,, AlCl, y NaNO, (pol-
vos marca Fermont) a concentraciones de 6M, ZM y 6M, respectivamente. Las
concentraciones molares se determinaron a partir de experimentos previos y de
lo reportado en [20]. Las telas se sumergen en cada soluciéon durante 1 minuto y
después se dejan secar a temperatura ambiente (25 °C) durante 24 h. La tela im-
pregnada con AlCI, se le agrega un secado adicional a 80 °C durante 3 Omin para
remover el exceso de humedad. Laminas metalicas de 1mm de espesor y pureza
de 99.99 % para Ag (anodo) y 99.999 % para Al (catodo) son cortadas en tramos
de 48 mm x 6 mm. Los contactos metalicos se lijan, se limpian con diluyente
de pinturas (thinner) y se lavan secuencialmente con agua desionizada, acetona,
agua desionizada, alcohol isopropilico, agua desionizada y secado con nitrégeno.
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Finalmente, las pilas textiles son ensambladas colocando primero el contacto de
plata y encima las telas impregnadas en el siguiente orden: AgNO,, NaNO, y
AlCL,, y hasta arriba el contacto de aluminio. Todos los componentes de la pila se
sujetan con tiras de cinta wasking. Las dimensiones de las telas y de los contactos
fueron elegidas para que el ensamble fuera mas simple y estable, y ademas poder
tener dos terminales de 6mm x 6mm para realizar conexiones eléctricas con cai-
manes. El proceso de fabricacion se muestra en la Figura 1. Las pilas deben acti-
varse agregando agua desionizada, esto para realizar las mediciones eléctricas de
las pilas. La activacion se realiza con una jeringa de 0.3ml utilizando volumenes
de 80, 160 y 240 uL, y se procura no mojar los contactos solo las telas. Para mejo-
rar la generacion de energia eléctrica, se realizaron pruebas al mojar las pilas con
diferentes concentraciones de acido nitrico: 0.5, 1, 2, 3 y 4M. También se realizaron
pilas de diferente area (tamafio de las telas) de largo de: 6, 21, 42 y 84 mm, con un
ancho de 6 mm para todos los casos. Las curvas de descarga fueron realizadas
programando un equipo Keithley 2450.

Para realizar las pilas textiles flexibles, se utilizan contactos de aluminio con un
espesor de 200um y una pureza de 99.99 % y tramos de tela de algodén se recu-
bren con pintura de plata (EMS #12686-15). Las telas con pintura de plata se se-
can a 80 °C durante 30 min. El ensamblaje de las pilas y las mediciones eléctricas
son similares a las primeras pilas. El area de las telas de estas pilas fue de 42 mm
x 6 mm. En las pilas textiles flexibles se estudiaron las conexiones serie y paralelo
utilizando dos pilas similares en cada caso. Para la conexién en serie se demostro
su aplicacion mantener encendido un LED rojo por un determinado tiempo.

24h@RT

Figura 1. Proceso de fabricacién de las pilas textiles:
a) materiales, b) impregnacion, c) secado y d) ensamble.

Como se mencioné anteriormente, existe una reaccion electroquimica en
cuanto las pilas son activadas con el agua desionizada y se tiene conectada una
carga en sus terminales. Las denominadas semirreacciones quimicas que suceden
en los electrodos de la pila son las siguientes [20]:
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Oxidacion (anodo) Reduccion (catodo)

Ag— Agt + e AP + 3e” — Al

Ec. 1

Estas semirreacciones son producidas de manera mas especifica como se des-
cribe a continuacion. La tela impregnada con AgNO, contiene una disolucion de
iones Ag’. Los atomos del anodo de Ag pierden electrones a través de la semi-
rreaccion de oxidacion (Ec. 1), estos electrones se mueven a través del circuito
externo y pasan por la carga hasta llegar al electrodo de aluminio. Los iones de
Ag" son liberados hacia la disoluciéon de AgNO,, con lo cual se reduce la masa
del contacto metilico de Ag. Por otro lado, la tela impregnada de AICI, contiene
una disolucién de iones AP’*. En el citodo de Al sucedera la semirreaccion de
reduccién (Ec. 1) por cada tres electrones que llegan al catodo de Al. Lo anterior
producira un incremento de la masa del contacto metalico de Al. El puente sali-
no, tela impregnada con NaNO,, mantiene las dos disoluciones estables eléctri-
camente y evita que entren en contacto. Para esto, el puente salino aporta iones
NO, hacia la tela de AgNO, para neutralizar la solucién por el incremento de io-
nes Ag”, y iones de Na" hacia la tela de AICI, para compensar la pérdida de iones
AP*. Para apreciar mejor estas reacciones se realizé la Figura 2 que equivale a lo
que sucede cuando las pilas son activadas con agua desionizada, esto de acuerdo
al funcionamiento de la pila de Daniell a base de electrodos de cobre y zinc [21].

Direccion de la corriente

Anodo > Catodo
I_’Iata_ ] Carga Aluminio
Oxidacién Reduccion

\ I e P I ) /

NO;~ %‘J
= 3A 3CI AI“J’
~ AgNO; ~AIGH,

Figura 2. Diagrama equivalente de la pila textil.

3. Resultados

Antes de ensamblar las pilas, se realiz6 una caracterizaciéon por difraccion
de rayos-X a las telas impregnadas con las tres diferentes soluciones después de
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su respectivo secado. Estos resultados se muestran en la Figura 3. En todos los
espectros aparecen los picos relacionados con la celulosa, componente principal
del algodén. En la Figura 3a, se observa correspondencia con los picos de la ficha
del NaNO,, indicando que este material se estd alojando adecuadamente entre
las fibras del algodoén sin distorsionar su estructura cristalina. En la Figura 3b, se
observa una fuerte intensidad de los picos correspondientes al AgNO,, los picos
de la celulosa son practicamente opacados indicando que el AgNO, recubre con
una capa gruesa a las fibras de algodén. Finalmente, en la Figura 3c, se observa
un espectro amorfo para el material AICL, con ligera presencia de los picos de la
celulosa, lo anterior es debido a la alta absorcion de humedad que tiene el AICL.
La presencia de los materiales en cada tramo de las telas es fundamental para
asegurar el funcionamiento de la pila.

T T T T — T T
—— 6M NaNO, Ty b)
s L ]
v 98.006- 7287 NaNO, a) %
4 00-050-2241 Celulosa
o T T v
© v ® - Ty v
3 : e v LY el v
3 k! Y
S < | v v gl
2 e 4 2 ——EM AgNO,
o o v 98-000-1685 AGNO,
kS =N » ©_00.050-2241 Celulosa_ -
(A4 j
VN Y
¥ Wipy et
T T T T T T
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50
Angulo (20) Angulo (20)

——2mAlc,
v 98-002-2071 AICI,
4 00-050-2241 Celulosa

Intensidad (u.a.)

10 20 30 40 50
Angulo (26)

Figura 3. Espectros de difraccion de rayos-x.

Posteriormente, a las pilas textiles se les mide su curva de descarga, lo que se
logra al programar el equipo Keithley 2450 para que actie como una carga que de-
manda 1 mA de corriente constante. La configuracion utilizada para la medicion es
dada por el fabricante del equipo y se muestra en la Figura 4 [22]. Las terminales HI
y LOW del equipo de mediciéon corresponden a las terminales positiva y negativa
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de la pila, respectivamente. Durante un ciclo de descarga el voltaje de la pila (V)
debe ser mayor al voltaje del equipo de medicion (V). Este estudio se realiza en
funcion del tiempo y se detiene solo cuando el voltaje de la baterfa se ha reducido
hasta el voltaje V, o cuando corriente de la pila disminuye 2 menos de ImA. En los
estudios realizados se programé un voltaje V igual 2 0.9 V. La corriente de descarga
de ImA se eligié para que las pilas puedan alimentar circuitos electrénicos con una
demanda media de corriente, por ejemplo, circuitos programables y hasta displays de
bajo consumo (LEDs, disp/ays de 8 digitos y LCDs pequefos).

Discharge Cycle el  2300mAH AA Battery
1.4 | Discharged at 460 mA (0.2 C)
Force HI 135 T\
13 ~_
125 —
12 S
115 N\
11
1.05

Voltage (Volts)
/

Force LO 0 1 : 3 4 2

Time (Hours)

Figura 4. Diagrama del circuito de descarga y ejemplo de una curva de descarga de una pila
utilizando el equipo Keithley 2450 (Keithley, 2014).

LLa capacidad de una pila o bateria se mide en miliamperes por hora (mAh).
Por ejemplo, si una pila tiene una capacidad de 100 mAh y se utiliza para otorgar
5mA de corriente promedio a una carga, en teoria, la vida util de la pila serfa de
20 horas. De esta manera, de la curva de descarga de cada pila podemos obtener
su capacidad experimental al multiplicar la corriente de descarga (1 mA) por las
horas que logré mantener esta corriente. Cabe mencionar que la capacidad obte-
nida a través de la curva de descarga es normalmente inferior al valor tedrico, lo
cual tiene que ver con las condiciones ambientales de almacenamiento (humedad,
temperatura, presion) y por fugas propias de la pila debido a su construccién y
empaque entre otros varios factores [23]. Un ejemplo de una curva de descarga se
muestra en la Figura 4.

Las primeras pilas fueron caracterizadas a diferente volumen de activacion, esto
es 80, 160 y 240 ul.. La Figura 5a muestra la corriente generada por cada pila,
es claro que a mayor volumen de activacion mayor la corriente generada, aunque
también es claro que al pasar una hora esta corriente es fuertemente reducida a un
valor menor a los 20 mA para todos los casos. Las curvas de descarga se muestran
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en la Figura 5b, en esta figura se observa como un volumen de agua de 240 ul. es
realmente perjudicial tal que la pila es drenada completamente en menos de 1hr.
Por otro lado, un volumen de 80 ul. y de 160 ul. otorgan un tiempo maximo de 1.5
y 3 h, respectivamente. Por lo tanto, el volumen 6ptimo para las caracteristicas de
nuestra pila textil es de 160 ul. dando una capacidad de hasta 2.75 mAh. Por medio
de las dos graficas de la Figura 5 se puede observar la importancia de la curva de
descarga para poder evaluar de mejor manera las caracteristicas de las pilas. Aunque
anteriormente se han reportado pilas fabricadas con materiales similares, esta es la

primera vez aue se reporta su curva de descarea [19.201.

100 — T T T T T T 14 . . .
° Volumen de agua (uL,
e a) 1.3 ® 380 sua e b)
R .‘. 1 ' ® 160 |
< o Agua desionizada 12} ® 240 |
E 0 % e 80uL ] S
° 3 e 160Ul © 11 2.75 mAh ||
< a0l e 240uL s %
= V=13V S0 ® » |
o ° A
20 09 »—‘0 ® 1.5 mAh _
ol L L A L % T 08 0.7mAh Corriente de descarga= 1mA
0 10 20 30 40 50 60 70 0 1 2 3
Tiempo (min) Tiempo (hr)

Figura 5. a) Cortiente vs. Tiempo y b) curvas de descarga para las pilas textiles en

funcién del volumen de agua desionizada para su activacion.

Como se explico anteriormente el NaNO, es responsable de evitar que se
mezclen las disoluciones del AgNO, y AICI, a través de aportar aniones y catio-
nes para neutralizar los iones Ag” y Cl. Este proceso se puede volver mucho mas
eficiente si el liquido que activa las tres telas impregnadas es capaz de aportar mas
aniones y cationes, lo cual se logra al incorporar icido nitrico (HNO,) diluido
en agua, aportando iones H" y NO,". Adicionalmente, la incorporacién de dcido
nitrico ayuda a reducir la corrosion presente en los contactos metalicos. La Figura
6a muestra las pilas activadas con diferentes concentraciones molares de HNO,,
y a comparacion de la Figura 5 se observa una mayor capacidad incluso con la
menor concentracion molar de 0.5M. Esto demuestra la efectividad del HNO,
para mejorar la capacidad de la pila con base en la mejora del proceso electroqui-
mico (reacciones redox) que toma lugar en cada electrodo. LLa maxima capacidad
de 9.2mAh se observa a una concentracién molar de 4M de HNO,. Aunque es
posible seguir incrementando la concentraciéon de HNO, para mejorar la capa-
cidad, eso harfa poco seguro su manejo dado que el empaque de la pila no es a
prueba de fugas del liquido de activacion.
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Figura 6. Curva de descarga en funcién de:
a) diferentes concentraciones de acido nitrico y b) diferente areas.

La capacidad de las pilas también fue evaluada en funcién de su area. Para tal
fin se fabricaron pilas con cuatro areas diferentes y su volumen de activacion se
escalé de acuerdo con el factor de incremento o decremento del area. Estos re-
sultados se muestran en la Figura 6b. Podemos observar que el area de 42 mm x
6 mm es la que otorga la mayor capacidad de hasta 9.3 mAh. El area mas grande,
de 84 mm x 6 mm, es la unica pila que no sigue la tendencia de incremento, lo
cual puede ser debido a que esa pila tiene mas fugas debido al empaque y sobre
todo porque para ese tamano la forma rectangular ya no es tan estable. Cabe re-
calcar que no existe restriccion en la forma de las baterfas, y en un futuro puede
desarrollarse una forma geométrica mas adecuada para mantener un compromi-
so entre buen funcionamiento y facilidad de ensamblar las pilas.

Con las pruebas realizadas hasta este momento para fabricar una pila se con-
sidera como 6ptimo un area de 42 mm x 6 mm y utilizar 160 ul. de una solucién
de 4M de HNO, para su activacién. Con estos resultados se plante6 el disefio de
una pila textil que ademas fuera flexible, para lo cual lo principalmente necesatrio
era eliminar la rigidez de los contactos metalicos de Ag y Al. Para tal fin, se utilizo
pintura de plata sobre un tramo de tela y un contacto de aluminio mas delgado
para que brindara la flexibilidad buscada. La curva de descarga de esta pila se
muestra en la Figura 7 alcanzado una capacidad de hasta 5 mAh, casi dos veces
mayor que su contraparte de 2.75 mAh de la Figura 5b activada con agua desioni-
zada, pero casi la mitad de 9.3 mAh que es la capacidad de la pila rigida activada
con 4M de HNO, de la Figura 6a. El decremento de la capacidad con respecto
a su contraparte rigida es debido a fugas por el empaque y a la diferencia en la
calidad y propiedades de los contactos de plata y aluminio.
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Figura 7. Curva de descarga para la pila textil flexible.

Con el fin de incrementar el voltaje y la corriente de las pilas textiles flexibles
se opto por utilizar conexiones serie y paralelo. Primero, la conexién en serie se
realizé utilizando dos pilas similares, Figura 8a, y se obtuvo el doble del voltaje
de hasta 2.6 V y que la capacidad de 4.7 mAh es muy similar a la obtenida en la
Figura 7. Lo anterior es consistente con la conexién en serie, donde se espera que
el voltaje sea la suma de las pilas conectadas y la corriente sea la misma como si
una sola pila estuviera conectada. Por otro lado, la conexién en paralelo también
se realiz6 utilizando dos pilas, Figura 8b, y en este caso el voltaje se queda en
1.3V y la corriente debe duplicarse, lo cual lo vemos con un incremento en la
capacidad de hasta 8.8 mAh. Con estos dos tipos de conexiones se pudo observar
que es posible realizar este tipo de conexiones a semejanza de pilas comerciales.
Finalmente, se realizé la configuraciéon mostrada en la Figura 8c donde se du-
plica el voltaje y se obtiene un incremento de 1.5 veces la corriente, alcanzando
una capacidad de 7.3 mAh. Nuevamente, la reduccién en la capacidad se debe
al incremento de las fugas asociadas al ensamble y al empaque de las pilas. Cabe
mencionar que en este trabajo no se presentan resultados de las pilas flexibles
bajo efectos de estrés mecanico como puede ser el doblamiento de las pilas du-
rante su operacion. La configuracion que utiliza 2 pilas en serie se utilizé para ali-
mentar un LED rojo, el cual necesita un voltaje minimo de 1.6 V, y que al menos
fue posible mantenerlo prendido durante 5 horas con una corriente medida con
un multimetro de 4mA al inicio y hasta 1 mA al final de la medicion. Para esta
medicién no se utilizé ningun limitante de corriente, como una resistencia, por
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lo que la demanda de corriente por parte del LED no era constante. Ia Figura
8d muestra una foto de las baterfas en conexion serie y el LED rojo encendido.
Los resultados obtenidos demuestran que las baterias textiles flexibles pueden
cumplir con requerimientos por demas adecuados para alimentar cargas como
pueden ser sensores y circuitos programables. Aun queda a futuro desarrollar el
contacto de aluminio de una manera similar al contacto de plata utilizando un
tramo de tela de algodon.

) T T i 1.4 S R e R B
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J—BATZ 13 1
25 =y ' +—[ T3V j— oV
12 ]
b +1_ BAT1 <
g T 2 1 88mAh |
£ 20} 1 £ Ll
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Figura 8. Conexiones de pilas textiles flexibles:
a) serie, b) paralelo, c) serie y paralelo, y d) aplicacion en la alimentacién de un LED.

4. Conclusiones

Se realizaron pilas galvanicas utilizando telas de algodén y contactos de plata
y aluminio. El voltaje de las pilas es de 1.3V y su corriente esta determinada por
la concentracion molar de las soluciones de AgNO,, AICL;, NaNO, vy el liquido
de activacién ya sea agua desionizada o acido nitrico diluido. Las capacidades
obtenidas estuvieron en el rango de los 5 a 10 mAh bajo diferentes esquemas de
fabricacion de las pilas (en funcion del volumen de activacion, area, liquido de



PILAS GALVANICAS FLEXIBLES DE Ag-Al A BASE DE TEXTILES 59

activacion). Ademas, se demostr6 que las pilas pueden tener cierta flexibilidad si
los contactos metalicos son sustituidos ya sea por impregnacion de las telas con
tintas conductoras o con el uso de contactos metalicos delgados. Los resultados
cuando se realizan conexiones serie y paralelo permiten escalar el voltaje y la
corriente para energizar cargas con mayor demanda de corriente. Las pilas desa-
rrolladas en esta investigaciéon pueden tener aplicacion en diversos dispositivos
de monitoreo de la salud o de circuito electronicos que requieran una fuente de
energia que sea de capacidad media, ligera y tenga flexibilidad mecanica para
adaptarse a superficies no planas, esto en direccion de aplicaciones de la denomi-
nada electrénica flexible.
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Resumen

Las celdas solares de CdTe/CdS en pelicula delgada depositadas sobre subs-
tratos flexibles y en la configuracion sustrato no han tenido buena respuesta
fotovoltaica, dando menores eficiencias que sus homologas desarrolladas en con-
figuracioén superestrato. Son dos los procesos relacionados con el deterioro de
las propiedades de la pelicula absorbente CdTe, estos son: 1) el tratamiento con
cloruro de cadmio que se deposita sobre el CdTe antes del CdS no permite que se
mejore la unidn entre estos semiconductores; 2) el contenido de cobre que se de-
posita en el contacto trasero de la celda o durante el depésito de CdTe degradan-
do las propiedades de la pelicula. Sin embargo, en el afio 2013 se logré desarrollar
una celda solar CdTe/CdS sobre sustrato de molibdeno flexible, incorporando
de manera controlada capas atémicas de cobre entre el CdTe y el CdS, alcanzan-
do una eficiencia de 11.5 %. Estos resultados dejan claro que atn hay mucho por
investigar en cuanto a los materiales disponibles para celdas solares y la impor-
tancia que tiene el conocer sus propiedades para entender y dirigir la investiga-
cion hacia desarrollo de dispositivos fotovoltaicos eficientes, de bajo costo y que
brinden beneficio a largo plazo. En el presente trabajo se presentan los resultados
de estudios de las peliculas delgadas de CdTe depositadas mediante la técnica de
sublimacién por transporte de vapor en espacio cercano (CSVT, por sus siglas
en inglés), sobre sustratos de molibdeno flexible. En estos depésitos se variaron
espesores para evaluar la interaccion del oxigeno usado durante el depdsito en las
propiedades estructurales, opticas, eléctricas, quimicas y morfologicas del CdTe.
Los resultados mostraron que el oxigeno forma oxidos de teluro y teluratos de
cadmio en la superficie de la pelicula de CdTe. Ademas, se encontré evidencia de
defectos comunes del CdTe tales como maclas y fallas de apilamiento.

Palabras clave: Peliculas delgadas de CdTe; CSVT; Sustrato de molibdeno
flexible.
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1. Introduccion

El teluro de cadmio (CdTe) es un semiconductor del grupo II-VI con un coe-
ficiente de absorcion éptica (>10* cm™) y una banda prohibida de 1.47 eV en vo-
lumen, lo que lo hace un material atractivo en su aplicacion en celdas solares [1].
La celda convencional de CdTe/CdS sobre vidtio en configuracion supetestrato
ha alcanzado una eficiencia de 22.1 % en el 2016 por First Solar® y es fabricada
sobre un substrato de vidrio [2]. El CdTe muestra tener reproducibilidad y esca-
labilidad a nivel industrial, lo que ha permitido que las celdas solares de CdTe/
CdS hayan alcanzado el 2 % del mercado fotovoltaico a nivel mundial [3]. Sin
embargo, las celdas solares fabricadas sobre vidrio presentan fragilidad, rigidez
y baja resistencia a cambios bruscos de temperatura. Estas limitantes pueden
ser superadas usando sustratos metalicos flexibles en los que se puede obtener
celdas solares con una relacién costo-eficiencia aceptable. Ademas, la funcién de
trabajo del molibdeno reportada en el rango de 4.36-4.95 eV le permite formar
un contacto 6hmico con el CdTe que tiene una afinidad electronica de 4.4 eV,
funcionando asi como substrato y como contacto posterior en la celda solar de
CdTe [4]. La maxima eficiencia en celdas solares de CdTe sobre molibdeno flexi-
ble se logré en 2013 por Kranz ef al., con una eficiencia del 11.5 % [4]. La eficien-
cia tedrica maxima predicha para las celdas de CdTe es 29 % [5], la cual aun no
se logra en ninguna de las dos configuraciones y los aumentos en eficiencias en
afios recientes, permite plantearse mas posibilidades de investigacion en el CdTe.
Son por estas razones, que en este trabajo se presenta el estudio sobre el efecto
del oxigeno en las propiedades opticas, estructurales y morfologicas de peliculas
de CdTe crecidas mediante la técnica de CSVT para su aplicacion en celdas sola-
res en configuracion sustrato, sobre sustratos de molibdeno flexible.

2. Metodologia

2.1. Obtencion de peliculas de CdTe mediante CSVT

Las peliculas de CdTe se crecieron sobre molibdeno flexible de 100 um de es-
pesor, con una pureza del 99.9 % de la marca Aldrich, el cual se someti6 a un pro-
ceso de limpieza de cuatro pasos que consistieron en: 1) lavado en solucién acida
al 10 % durante 5 minutos, 2) lavado en agua desionizada durante 5 minutos,
3) lavado en mezcla de alcohol isopropilico y acetona (1:1) durante 5 minutos,
4) lavado con agua desionizada, cada uno en bafo de ultrasonido, y finalmente
secados con gas nitrégeno. Los sustratos fueron colocados en la camara de CSVT
inmediatamente después del lavado.
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Las peliculas de CdTe se obtuvieron mediante la técnica de CSVT con los si-
guientes parametros de deposito: temperatura de fuente de 650 °C, temperatura
de sustrato de 500 °C, atmoésfera de (Ar/O, 50/50 %) usando una presion de
80 mTorr, diferentes tiempos de depdsito y una distancia entre el sustrato y la
fuente de 7 mm. Se utilizé CdTe en polvo (Alpha Aesar, 99.99 % de pureza), el
cual se coloco en un crisol de grafito para la evaporacion.

2.2. Caracterizacion de las peliculas de CdTe

Los espesores de las peliculas se midieron en un perfiléometro éptico Ambios
Technology XP-100. La morfologia y concentraciones atémicas de las peliculas
de CdTe se caracterizaron mediante microscopia electronica de barrido (MEB)
y espectroscopia de rayos-X de energfa dispersa (EDS) en un microscopio elec-
tronico de barrido JSM 7800F JEOL, empleando un voltaje de aceleracion de 5.0
KV, una distancia de trabajo de 10 mm. Las propiedades estructurales se anali-
zaron por difraccion de rayos-X (DRX) en un difractémetro de rayos X X pert
Pro MRD Panalytical usando configuraciéon de Bragg Bretano, en un rango de
20°-80° con un paso de 0.02°, empleando una fuente de cobre usando radia-
cién Cu-K_(1.5406 A); microscopia electrénica de transmision de alta resolu-
cion (HR-TEM) en un microscopio electronico de transmision JEM-ARM 200F
usando una rejilla de cobre cubierta con carbono como soporte de la muestra.
Las mediciones Raman y de fotoluminiscencia (PL) se realizaron a temperatu-
ra ambiente con un laser de He-Ne (632.8 nm) con una potencia de 5 mW. La
espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos-X (XPS) se realizé usando
un espectrometro de fotoelectrones inducidos por rayos X Thermo Scientific
k-alpha con un monocromador de radiacion k-alfa (1486.6 e¢V) como fuente de
rayos X. Las propiedades opticas se estudiaron mediante espectroscopia UV-Vis
en modo reflectancia, en un espectrofotometro Lambda 35 Perkin Elmer, usando
una esfera de integracion sin angulo de inclinacién sobre la superficie de la mues-
tra en un rango de longitud de onda de 700 nm a 1100 nm.

3. Resultados y discusion

Las propiedades fisicas del CdTe fueron analizadas en funcién de la varia-
cién de su espesor. Los espesores de las peliculas de CdTe depositadas me-
diante la técnica de CSVT son superiores a Ium debido a las altas razones de
crecimiento para este semiconductor, mediante esta técnica. Se necesitan de 2 a
8 um de espesor en las peliculas de CdTe para obtener una pelicula que absorba
la mayor cantidad de fotones incidentes y tener una celda solar eficiente. Por lo
anterior, en el presente trabajo, se presentan los resultados de peliculas de CdTe
con espesores dentro de ese rango. En la tabla 1 se resumen algunos resultados
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de las muestras denominadas 2a, 2b y 2c donde se puede ver la influencia del
tiempo en el espesor y en el tamafo de grano de las peliculas de CdTe. CdTe, este
ultimo se obtuvo a partir de las imagenes obtenidas por MEB. El perfil de cre-
cimiento de peliculas de CdTe demostro la factibilidad de la técnica de depdsito
CSVT para el deposito de CdTe sobre molibdeno flexible, ver figura 1, donde se
puede observar que en los primeros 5 minutos se tienen razones de crecimiento
de aproximadamente 1um/min para después disminuir a 0.7 um/min. Esto pue-
de ser posible a la re-evaporacion del CdTe. Contreras-Puente et al. [6] repor-
taron una razoén de crecimiento de aproximadamente 1.3 pm/min en peliculas
de CdTe depositadas sobre sustrato de vidrio [6].

Tabla 1. Tiempos de depésito, espesores y tamafios de grano de las peliculas de CdTe obtenidas.

Muestra | Tiempo (min) | Espesor (um) | Tamafio de grano (um)
2a 3 3.8 4.0
2b 5 6.2 4.2
2c 10 8.5 5.1
2 —a— espesor de CdTe

Espesor (um)

R
Tiempa de depasito {min)

Figura 1. Perfil de crecimiento del CdTe en funcién del tiempo.

La morfologfa superficial de las peliculas de CdTe se muestra en la figura
2. Las imagenes 2a, 2b y 2c muestran un crecimiento homogéneo, denso y sin
pin-holes. Se pueden apreciar granos bien facetados con numerosos defectos
planares tales como fallas de apilamiento y maclas. Estos defectos intrinsecos son
caracteristicos en peliculas de CdTe policristalino crecido a altas temperaturas,
debido a que tiene altas razones de crecimiento, y a las bajas energfas de forma-
cién de este tipo de defectos [7,8]. Los tamanos de grano aumentan ligeramente
al aumentar el espesor de la pelicula.
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Figura 2. Morfologfa de peliculas de CdTe a diferentes espesores:
2a) 3.8 um, 2b) 6.2 pm y 2¢) 8.5 um

En el difractograma de la Figura 3 se observa la presencia de tres picos con
mayor intensidad en 2 ® = 23.77°, 39.31° y 46.45° que corresponden a los planos
(111), (220) y (311) del CdTe policristalino fase ctbica, tal y como se reporta para
CdTe depositado sobre sustratos de molibdeno flexible [9]. La identificacién del
CdTe se realizé usando la carta cristalografica PDF 015-0770. En el recuadro
del difractograma se observa la regiéon ampliada de 2 ® = 20° a 24° en donde
se aprecian dos picos en 2 ® = 21.40° y 23.12° que han sido asignados al plano
(011) del TeO, en su fase ortorrombica y al plano (111) del CdXTeOy en fase
monoclinica [10,11]. Los picos en 2 ® =40.47°, 58.63° y 73.68° corresponden al
sustrato de molibdeno en sus planos (110), (200) y (211) de su fase cubica [12].

+CdTe
*Mo sustrato

b +(311)
k +(400)

=
+331)
L +(422)

F+(511)

p—+(220)

Intensidad (u.a.)
S

2b)

e b B #(111)
P—
—
P—
—

L I A ach
2a)

T T T T T T T T T T T
20 30 40 50 60 70 80
20 (grados)

Figura 3. Patrones de difraccion de las peliculas de CdTe con diferentes espesores:
2a) 3.8 um, 2b) 6.2 um y 2¢) 8.5 pm.
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El analisis mediante HR-TEM se realiz6 con el propésito de determinar la es-
tructura atomica de los defectos presentes en las peliculas de CdTe previamente
observados mediante MEB. En la Figura 4a se observa la presencia principal-
mente de defectos tales como maclas, ocasionados por invertir simétricamente
la secuencia de apilamiento, y fallas de apilamiento ocasionados por remover o
agregar una subsecuente capa atomica; los cuales se observan de manera intrin-
seca en CdTe policristalino. También se determiné la distancia interplanar en
una franja con menos defectos, con un valor de 3.69%0.06 A, correspondiente
al plano (111) del CdTe [13]. Los anillos de Debye-Scherrer obtenidos mediante
la difraccién de electrones en area seleccionada (SAED, por sus siglas en inglés)
muestran que los planos cristalograficos corresponden al CdTe ctbico sin una
orientacion preferencial ya que los anillos tienen casi la misma intensidad y conti-
nuidad, como se observa en la Figura 4b. Se puede observar también que se tiene
una sola fase, CdTe cubico pues no se tiene la presencia de puntos discretos ni
anillos discontinuos entre anillos, mismos que son caracteristicos de 6xidos de
teluro o teluro elemental. En la Figura 4c se muestra una imagen de TEM de baja
resolucion donde se observa la alta cristalinidad del CdTe obtenido, y la presencia
de los defectos detallados previamente.

Figura 4. a) Imagen de HR-TEM, b) Imagen de pattén SAED y
¢) imagen TEM de la pelicula de CdTe de la muestra 2a (3.8um de espesor).
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Se ha reportado que los espesores de las peliculas de CdTe, en los rango de 3-6
um y 4-6 um, sobre molibdeno flexible son éptimos para obtener celdas CdS/
CdTe con eficiencias de 8% y 11.5%, respectivamente [6]. La muestra 2a con es-
pesor de 3.8 um dentro de los rangos mencionados, analizada mediante XPS, fue
erosionada durante 15 segundos con iones de argoén con el propésito de remover
de la superficie los 6xidos formados durante la exposicion al ambiente. En la
Figura 5 se muestran los resultados de las mediciones de las energfas de enlace
caracteristicas de los elementos Cd y Te, realizadas sobre la superficie de pelicula
de CdTe de la muestra marcada como 2a, la cual tiene un espesor de 3.8um. En
la Figura 5a se observan las energfas de enlace del Te, las bandas localizadas en
404.78 eV y 411.58 eV corresponden a la sefial del enlace Cd-Te con una diferen-
cia de energia de 6.8 ¢V entre las sefiales Cd 3d, , y 3d, ,. Esta sefial de cadmio se
confirma por la diferencia teérica de AE = 6.74 eV. En la Figura 5b se observan
sefiales en 572.18 eV y 575.68 ¢V, relacionadas con los enlaces Te-Cd y Te-O,
respectivamente. La diferencia que hay entre estas dos es de aproximadamente
3 eV, lo que se atribuye a que se tiene Te*" dentro del TeO,. También se encuen-
tran sefales localizadas en 582.58 eV y 586.08 eV. La senal en 572.18 eV se loca-
liza a 10.4 eV de la sefial en 582.58 eV, lo que permite confirmar la existencia de
dichos enlaces, ya que la diferencia teérica es de AE = 10.39 eV [14,15].

Cd-Te | Te-Cd

404.78 eV : ; | 57248eV

= or
[}] : N. ;
\:— 411..58 eV \3— 582.58 eV
3 3
S S
(2]
e g
3 e
£ £
Cd 3d32  Cd 3dg), iTe 313/ | Te 3ds/,
420 4;5 41|0 4(|)5 590 5:35 5é0 5;5 57|U 565
Energia de enlace (ev) Energia de enlace (ev)
a) b)

Figura 5. Mediciones de XPS de la pelicula de CdTe de la muestra 2a:

a) rango de energias de enlace del Cd y b) rango de energfas de enlace del Te.

La Figura 6 muestra los espectros de fotoluminiscencia de las peliculas de
CdTe; muestras 2a, 2b y 2¢ con espesores de 3.8 pm, 6.2 um y 8.5 pm, respecti-
vamente. Estas muestras presentan emision luminiscente a temperatura ambien-
te que se atribuye a buena calidad cristalina [106], caracteristicas que presentan
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peliculas de CdTe obtenidas mediante sublimacién en espacio cercano (CSS, por
sus siglas en inglés) crecidas a temperaturas por encima de los 500°C y después
de tratamiento térmico con CdCI, [17]. Las muestras 2a, 2b y 2c presentan una
banda ancha (FWHM promedio de 55 meV) asimétrica cuyo maximo esta locali-
zado alrededor de 1.52 eV. Esta banda ancha podria componerse de dos bandas
principales localizadas alrededor de los 1.51 eV y 1.54 eV, asociadas a la probable
emision radiativa (B-E) resultado de la aniquilaciéon de excitones ligados a las
vacancias de cadmio (17 ), y la banda principal atribuida a la recombinacién ra-
diativa de electrones que decaen de la banda de conduccion a la banda de valencia
(B-B). La diferencia de energfa entre estas dos bandas es en promedio de 21 meV,
valor cercano al reportado por Aguilar et al. [18] en el estudio de fotoluminiscen-
cia a temperatura ambiente para el CdTe policristalino [18,19].
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Figura 6. Espectros de fotoluminiscencia de las peliculas de CdTe y deconvolucién
de la banda principal de las muestras 2a) 3.8 um, 2b) 6.2 pm y 2c) 8.5 um.

En la Figura 7 se muestran los espectros Raman obtenidas para cada una de
las peliculas de CdTe. Estas muestras presentan fluorescencia en la linea base en
aumento conforme se tiene un mayor corrimiento en el nimero de onda. Los
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espectros de las muestras 2a, 2b y 2c¢ tienen tres bandas ubicadas en 139.5 cm™,
163.6 cm™ y en ~329 cm! las cuales corresponden a los modos vibracionales de
TO, LO y 2LO del CdTe, respectivamente. También se observan bandas poco
intensas en 87 cm™ y 114 cm™, las cuales corresponden a modos vibracionales de
Te (E), Te (A)), respectivamente. Estos resultados comprobaron la formacion
del CdTe, confirmando la informacién obtenida por difraccién de rayos-X y XPS.
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Figura 7. Espectros Raman de las peliculas de CdTe con espesores:
2a) 3.8 um, 2b) 8.5 pm y 2¢) 6.2um. El andlisis Raman se realiz6 a temperatura ambiente.

Las propiedades opticas se estudiaron mediante espectroscopia UV-Vis, en el
rango de 700 nm a 1000 nm, rango en el que se encuentra el borde de absorcion
para el CdTe. Los espectros de reflectancia muestran el borde principal de ab-
sorcion correspondiente al CdTe entre 850nm y 830nm, y un segundo borde de
absorcion entre 820 nm y 800 nm (Figura 8). Esto se podria atribuir a defectos
en el material. El ancho de banda prohibida se calculd, a partir de los espectros

de la Figura 8a, mediante las ecuaciones 1y 2:

20t =In [w] )
(R - Rﬂ/iﬂ)

Donde es el coeficiente de absorcion, es el espesor de la pelicula y es la re-

flectancia. Considerando que el coeficiente de absorcion de un material semicon-

ductor de energfa prohibida directo es:

ahv = A (hv-Eg)"* 2)
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Mediante las mediciones de maximos y rm'nimos( lile la Ir{eﬂe)ctancia, haciendo
R-R)
hv, la interseccion con la abscisa proporciona el valor de la banda prohibida. Los
valores calculados de la banda de energfa prohibida Eg, para el borde de absorcion
principal presentes en el espectro de reflectancia E | y para el borde de absorcion
secundario E , se muestran en la Tabla 2. Los valores de Egl estan dentro de
los valores de Eg reportados para CdTe que van de 1.429 eV a 1.542 eV; que le
permiten coincidir con el espectro solar y aprovechar mas del 90% de la radiacién
solar [5]. Para comprender la naturaleza del borde de absorciéon secundario pre-

sente, se requiere estudio mediante fotoluminiscencia a baja temperatura.

uso de la ecuacion 1 se grafica el cuadrado de In { en funcion de
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Figura 8. a) Espectros de reflectancia y b) banda de energfa prohibida para las peliculas
de CdTe con diferentes espesores.

Tabla 2. Bandas de energfa prohibida de las peliculas CdTe del borde de absorcion principal
Egl, borde de absorcién secundario Eg2 y Eg promedio.

Muestra Eg1 (eV) Egz (eV)
2a 1.48 1.49
2b 1.48 1.49
2¢c 1.48 1.49
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4. Conclusiones

Se obtuvieron peliculas de CdTe policristalino mediante la técnica de CSVT so-
bre sustratos flexibles de molibdeno. El efecto de espesor de la pelicula no influyé
de manera importante en las propiedades morfoldgicas del CdTe, manteniéndose
un tamano de grano entre 4 y 5 um. En Difraccion de Rayos X se pudo determinar
la presencia CdTe policristalino en su fase zinc blenda, con planos (111), (220) y
(311), ademas de TeO, y Cd TeO,, lo que se confirma mediante XPS en las ban-
das 575.68 eV y 586.08 eV. Mediante TEM se confirmé la presencia de defectos
tipo maclas y defectos de apilamiento que se aprecian en la imagen de MEB, ca-
racteristicos de CdTe policristalino crecido a altas temperaturas. Los espectros de
fotoluminiscencia refieren la presencia de oxigeno en la pelicula de CdTe, emision
banda-banda y transicion radiativa debida a la aniquilacién de un excitén ligado a
una impureza; o a la buena calidad cristalina del material., por lo que se requiere
medicion a bajas temperaturas para tener una decision acertada en la asignacion de
dicha banda. Los resultados presentados en este trabajo son alentadores en la op-
ci6én del procesamiento de celdas solares a base de peliculas de CdTe con espesores
de 3.8 um en la configuracioén sustrato, depositadas sobre sustrato de molibdeno
flexible usando la técnica de CSV'T, ya que las propiedades fisicas de las peliculas
de CdTe son similares a las obtenidas en peliculas de CdTe sobre sustratos rigidos.
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Resumen

En la actualidad, el desarrollo de catalizadores es de vital importancia en di-
versas areas, siendo muy importante su aplicacién en procesos de generacion de
energfa. Al ser las propiedades buscadas para logar una alta eficiencia catalitica en
estos materiales cada vez mas especificas, el desarrollo experimental de éstos es
una tarea muy complicada. Mediante el uso de técnicas de Inteligencia Artificial
(IA) como Machine Learning (ML) se plantea la posibilidad de simplificacion de
estas actividades integrando, a un bajo costo computacional, algoritmos que per-
mitan predecir, con un alto grado de certidumbre, las propiedades de un material
disefilado y sintetizado de manera experimental en un laboratorio, reduciendo
tiempo y costos en el desarrollo de los mismos.

Palabras clave: Inteligencia Artificial; Machine Learning; Catalizadores; Na-
nomateriales; Energfa
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1. Introduccion

Las reacciones cataliticas heterogéneas, que involucran sistemas donde inte-
ractian catalizadores sélidos con reactantes gaseosos y/o liquidos, son el nicleo
de muchos desafios relacionados con la energia y el medio ambiente. Entre los
ejemplos podemos mencionar la conversion de gases toxicos en elementos me-
nos nocivos mediante el uso de convertidores cataliticos, la generacion de energia
usando celdas de combustible y, de manera muy importante, los procesos de refi-
nacion del petroleo [1,2]. Los nanomateriales en ocasiones presentan polimorfis-
mos y diferentes distribuciones atémicas [3], mismas que definiran sus posibles
aplicaciones en diversas areas como la industria electrénica [4-7] y el desarrollo
de catalizadores, como fase activa o como soporte de los mismos [8].

En los catalizadores empleados en la refinacion del petréleo el término na-
nométrico es ampliamente utilizado [9-11], y propiedades como area superficial,
porosidad, asi como la presencia de sitios acidos o basicos en su superficie defini-
ran el comportamiento de estos materiales, siendo un parametro muy importante
la distribucién atémica con una fase caracteristica, que presente defectos en cier-
tos planos [12]. Mediante el uso de metodologias tradicionales de caracterizacion
y el modelado de la distribucién atémica es posible obtener informaciéon de las
propiedades electronicas, que permita la comprension de su estructura, y diluci-
dar la naturaleza de los sitios activos y el mecanismo de las reacciones cataliticas
posibles.

En general, el sitio activo de un catalizador soélido es relacionado con imper-
fecciones, vacancias y defectos que estropean la periodicidad de una superficie
ideal, por lo cual es necesario el uso de super celdas para su simulaciéon .. Un
modelo computacional para un catalizador sélido que se acerque a la realidad
debe contener miles, o incluso decenas de miles de atomos, lo que hace inviable la
aplicar la Teorfa de Funciona de Densidad (DFT, por sus siglas en inglés: Density
Functional Theory) como método de solucién. Los calculos de las estructuras
electronicas por DFT estan limitados a modelos pequefios e idealizados que con-
tengan como maximo algunos cientos de atomos, por lo cual, contar con un sis-
tema teérico de mayor eficiencia y precision para describir la compleja geometria
de la superficie de catalizador no ideal es de gran interés.

En las dltimas dos décadas, las técnicas de Inteligencia Artificial (IA) se han
utilizado para generar potenciales de interacciéon que predicen la energfa total con
la precision de los calculos de mecanica cuantica [13-16]. Uno de los desafios de
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la TA es resolver tareas que podrian ser faciles de realizar de forma intuitiva por
el ser humano pero muy dificiles de describir formalmente, tales como reconocer
palabras o, en el caso de las actividades de investigacion para el desarrollo de na-
nomateriales, descifrar a qué sistema cristalino pertenece un material a partir de
un patrén de difraccion de rayos X; hacer que una maquina resuelva este sistema
cristalino de manera intuitiva es un proceso complejo de describir, por lo que
diversos grupos de trabajo se han enfocado a resolver mediante la aplicacion
de técnicas de Machine Learning (ML) e Inteligencia Artificial (IA) este problema.

1.1. Inteligencia Artificial

Actualmente, la IA tiene un campo préspero en aplicaciones practicas en las
que, mediante el desarrollo de software inteligente, es posible automatizar el tra-
bajo de rutina, como comprender el habla o imagenes, hacer diagnésticos médi-
cos o realizar investigacion cientifica.

El objetivo de la IA radica en la solucién de problemas a través del aprendi-
zaje de experiencias por parte de las computadoras, y la compresiéon del mundo
en términos de una jerarquia de conceptos, es decir, mediante la generaciéon de
variables a partir de la alimentacién de datos, mediante la aplicacion de reglas
matematicas que integren una funcién que pueda describir de forma futura el
problema, ya sea para reconocimiento facial o para describir las propiedades de
un catalizador.

Un subcampo de la IA es Machine Learning (en espafiol, aprendizaje de ma-
quina o aprendizaje automatico) [17]. Mediante la aplicacién de ML se busca la
solucién de problemas de forma automatica, a partir de la informacién que se le
suministre al sistema, evitando que el usuario interactde lo menos posible con el

programa (Fig.1).

Los algoritmos de ML intentan utilizar menos recursos para procesar gran-
des volumenes de datos e ir aprendiendo por si mismos. ML se puede dividir en
tres grandes categorfas: Aprendizaje Supervisado, Aprendizaje No Supervisado y
Reinforcement o Reforzamiento [,

En el Aprendizaje Supervisado (Figura 2), los datos empleados en el entrena-
miento , incluyen las variables para la construccién del algoritmo y la solucion
deseada, también llamada etiqueta , como se aprecia en el esquema de la Figura 2.
Por ejemplo, en el procesamiento de fotos de animales es necesario ingresar las
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imagenes, los filtros a utilizar y la etiqueta que corresponde a la foto del animal,
o en la prediccion de costos de viviendas es necesario alimentar las caracteristicas
de la misma (numero de cuartos, metros cuadrados de construccion, bafios, etc.),
y el costo de la vivienda, y con todos estos datos generar un algoritmo que se
pueda usar de manera automatica.

Figura 1. Diagrama de Venn que muestra como Machine Iearning representa a un
tipo de Inteligencia Artificial, y algunos enfoques de la Inteligencia Artificial.

—_—
Datos de Entrenamiento

Variables (Xi) Etiquetas (Yi)

Algoritmo
Machine Learning

Figura 2. Esquema del modelo de Aprendizaje Supervisado.

En el Aprendizaje No Supervisado los datos de entrenamiento no incluyen las
etiquetas por lo que el algoritmo intentara clasificar o descifrar la informacion
por si solo. Un ejemplo en el que se usa es para agrupar la informacién recolec-
tada sobre usuarios en una Web, que detecte diversas caracteristicas en comun, lo
cual se usa en las aplicaciones de compras en linea.

El Aprendizaje por Reforzamiento (Figura 3) consiste en un agente autbnomo
que explora un espacio desconocido y determina las acciones a realizar mediante
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prueba y error, delimitado por reglas establecidas, aprendiendo por si mismo y
obteniendo recompensas y/o penalizaciones de acuerdo con sus movimientos
en el espacio o de cada interaccion que realice. Se ha aplicado en juegos como
ajedrez y Go " (mediante el software Deep-blue y Alpha-Go), entre otros.

Medio ambiente |

Estado

Accidén

\ 4

Recompensa Agente

Figura 3. Esquema del modelo de Aprendizaje por Reforzamiento.
Redes Neuronales Artificiales

Cabe sefialar que las Redes Neuronales Artificiales (RNA) se desarrollaron
para estudiar el procesamiento de sefiales en el cerebro. En 1943 se introdujeron
las primeras RNA [20], que en las décadas siguientes han evolucionado hacia una
amplia variedad de algoritmos que han encontrado diversas aplicaciones para
reconocimiento de patrones y clasificacion de datos [21]. Las RNA tienen la ca-
pacidad de aproximar funciones desconocidas con alta precisién, basandose en
un conjunto conocido de valores de la funcion P*\. En la dltima década han
evolucionado notoriamente (en paralelo a la mayor capacidad tecnoldgica de pro-
cesamiento, memoria RAM, bibliotecas, etc.), y estan logrando impresionantes
resultados para analizar textos y sintesis de voz, traducciéon de idiomas, proce-
samiento de lenguaje natural, vision artificial, analisis de riesgo, clasificacion y
prediccion y, hace un par de décadas, la investigacion de nanomateriales.

La Figura 4 muestra el esquema sintetizado de la RNA, compuesta de diferentes
capas interconectadas por nodos: la capa de entrada son las variables o dimensio-
nes para construir la funcién a analizar, la cual estd dada por un vector X={X7},
que representa las caracteristicas del problema a resolver. Todos los nodos estan
conectados a los nodos de las capas vecinas, y la cantidad de informacién que se
transmite de una neurona a otra esta dado por los parametros del peso. Estos pe-
sos son ajustados para generar una funcion flexible y precisa. El nodo de la capa
de salida es el valor de referencia u objetivo, también llamado etiqueta.
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Capa de entrada Capas ocultas Capa de salida

................................

Figura 4. Esquema sintetizado de Red Neuronal Feed Forward.

La arquitectura de la RNA esta definida por el nimero de capas y los nodos de
cada capa; la notacion corta especifica de la arquitectura en la Figura 4 es 70-10-10-1.
De acuerdo con la informacion de la capa de entrada y la arquitectura dada, la
informacion de salida de la RNA depende de los valores numéricos de los pesos.

Hay dos tipos diferentes de pesos, los pesos de conexién entre capa y
capa, etiquetados por u/kfj., conectado el nodo £ enla capa, con el nodojenla
capa /=i + 1. Los pesos de sesgo bj?' estan conectados a los nodos j de la capa
/. Como primera etapa, en cada nodo de la primera capa oculta se evalta una
combinacién lineal de los nodos en la capa de entrada. Como todos los pesos
en la primera interacciéon toman valores aleatorios, se obtiene un valor diferente
en cada nodo. Posteriormente, se aplica una funcién de activacion no lineal j;
a la suma en cada nodo j en la capa i. Finalmente, en cada nodo j en la primera
capa oculta, se obtiene un numero zj_l;

70
1 — 11 1 1
2=/ (bj +Z v, Xi)
=

Estos valores se pasan a los nodos de la segunda capa oculta y se multiplican
por los pesos de conexion. Se realiza la sumatoria de los resultados y nuevamen-
te se aplica una funcién de activacién. Finalmente, los valores de los nodos en
la segunda capa oculta se multiplican por los pesos de conexién y se realiza la
sumatoria, se puede utilizar una funcién lineal o una funcién suavizada como
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funcién de activacion para evitar cualquier restriccion en el rango de valores y
se obtiene el valor del nodo en la capa de salida, que esta representado como el
valor objetivo o etiqueta.

Uno de los ingredientes clave de los algoritmos supervisados de ML es la
funcién objetivo definida (calculada), que debe optimizarse durante el proceso
de aprendizaje. Esta funcién objetivo es a menudo una funcién de costo que
queremos minimizar, existen diferentes algoritmos de optimizacion, tales como
gradiente descendiente, entre otros. En el caso de RNA, podemos definir la fun-
cién de costo | que ajusta los valores de los pesos en el proceso de entrenamien-
to, la cual es la suma de los errores al cuadrado, entre el resultado calculado y la
etiqueta de clase verdadera (Ec. 2).

Joy =5 (- 0e)) @

En la Figura 5, podemos observar un modelo general de los algoritmos de ML:
a partir de un conjunto de datos iniciales que se dividen en datos de entrenamiento
y de prueba, se genera el algoritmo de ML, generando una funcién del problema a
resolver como un modelo final. Si éste genera el valor deseado, se agregan nuevos
valores que no fueron alimentados en el entrenamiento, y si el modelo final no
genera la etiqueta deseada, estos datos son alimentados al entrenamiento del algo-
ritmo de ML. Por otra parte, si la etiqueta generada es la adecuada, este modelo sera
apto para su empleo en nuevas resoluciones del tema entrenado.

Entrenamienio

Figura 5. Modelo general de los algoritmos de Machine Iearning.

ML esta cambiando las perspectivas de la fisica y la quimica. Un punto im-
portante en la ciencia de materiales es la caracterizacion de los entornos locales
atémicos del material, ya que de ellos dependen sus propiedades. Se espera que
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la aplicacién de ML al desarrollo de materiales produzca un salto transformador
en el ritmo del descubrimiento y disefio de materiales mediante la aceleracion de
estos procesos.

2. Aplicaciones en la ciencia de materiales utilizando ML

En esta secciéon se presentan algunas de las principales aplicaciones de los
algoritmos de ML en los campos de caracterizaciéon de materiales, desarrollo de
nuevos materiales y aplicaciones en calculos moleculares, asi como un ejemplo en

la integracion de la IA, usando robots y metodologfas de ML.

2.1. Caracterizacion de materiales usando ML

2.1.1. Difraccion de Rayos X

Serfa muy dificil describir a la perfeccion una estructura cristalina real utilizan-
do solo patrones de difraccion de rayos X de polvos (DRX) como fuente de da-
tos, ya que la distribucion tridimensional de la densidad de electrones se conden-
sa en una sola dimensién en éstos. La abundancia de datos muchas veces conduce
a la superposicion de picos, lo que complica la determinacion de las intensidades
de picos individuales. Es por ello que la simetria de cristal (grupo espacial) no
se pueda obtener correctamente a partir de un patréon de DRX de polvos para
muchas fases de baja simettia, sin importar qué tipo de herramienta de medicién
se emplee. Los datos de difraccion de un monocristal mejoran esta complicacion
y facilitan el analisis estructural, en comparacién con el uso de difraccién de pol-
vos. Sin embargo, aunque recientemente se ha puesto a disposiciéon una técnica
de monocristal de tamano pequefio para DRX [24], 1a preparaciéon de muestras
sigue siendo un desafio.

En el estudio realizado por Park et al [25] donde utilizan Redes Neuronales Con-
volucionales (CNN'"), se pudoidentificarlaestructura exacta de estructuras comple-
jas de europios basados en fosforenos, Ca, .Ba Si.N O,:Eu*" (empleados en dio-
dos emisores de luz) determinando la estequiometria exacta para estos materiales,
identificando el grupo espacial yla clasificacion del sistema cristalino, con una pre-
cisién en su conjunto de prueba hasta de un 94.99%. Esta CNN fue alimentada con

1. Por sus siglas eningles CNN, Convolucional Neural Network, Redes neuronales Convolucionales.
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150,000 patrones de DRX de polvos, obtenidos a partir de la base de datos ICSD?
con su respectiva informacién cristalografica, la cual lee los datos medidos del
patron de DRX de polvos como si fuera una imagen, y reconoce el sistema
cristalino sin la necesidad de algin analisis tedrico, facilitando asi el analisis de
materiales con configuraciones complejas, proporcionando informacién sobre
su sistema cristalino, los parametros de red precisos y su estequiometria. En este
modelo (Figura 0), la arquitectura de CNN esta compuesta por una capa de en-
trada, tres pares de capas convolucionales y de agrupacion, dos capas comple-
tamente conectadas y una capa de salida. Cada capa tiene varias neuronas que
recopilan informacion de la capa anterior, y esta informacion se convierte en un
valor especifico, utilizando una funcién de activacion del tipo tangente hiperboli-
ca, para ser transferida a las neuronas en la siguiente capa, el tamafio del filtro se
reduce a la mitad de una capa a la siguiente.

X Tamafio de 1
g e Numero de agrupamiento: . Aplanamiento
de DRX 1 eit Filtros: 80 e
[-jFiltro Iamaﬁg_) de 50x1x80 20
agrupamiento: 1000 80
] e — —
= 1 B I e i ]
—] ) capade EEEEENEN e
—= 001 Capade ®  Agrupamiento Capa: 880
Convolucién Promedio Completamente
7| 10001 Capa c_le w0 : Conectadas
Agrupamiento
| Nimero de Promedio | Il
-3 Filtros: 80
100x1x1
.............. i " annsnan]
Cal d 230 ! 101 ! o 7 1
pa de 0 : .
Convolucion || Grupes Espaciales Grupos de Extinci cr
1

Figura 6. Esquema general de la CNN para el procesamiento de patrones de DRX [25].

2.1.2. Espectroscopia XANES

Espectroscopia de absorcién de rayos X en la region cercana al borde (XA-
NES por las siglas de su nombre en inglés: (X-ray Absorption Near Edge Spec-
troscopy) es una técnica empleada para sondear los entornos locales (es decir, las
simetrias de coordinacién atémica, el nimero y las identidades quimicas de los
atomos vecinos y los estados de oxidacién) en un material que presente una fase
amorfa [26-28]. Un analisis tipico de XANES se basa en comparaciones entre
espectros de compuestos conocidos, medidos experimentalmente. Se han repor-
tado intentos de interpretaciones cuantitativas de los espectros XANES utilizan-
do el analisis de componentes principales [29,30] y métodos de deconvolucion

2. Inorganic Crystal Structure Database.
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lineal, con los cuales se busca separar los resultados de XANES de un sistema
de multiples componentes en espectros de componentes individuales, que pro-
porcionen una base estadistica para estimar la presencia y las proporciones de es-
pecies individuales; sin embargo, estas técnicas son dificiles de aplicar a sistemas
que no tienen espectros de referencia bien establecidos. Los calculos moleculares
teéricos basados en DFT, enfoques de dispersion multiple completa y enfoques
de la ecuacién de Bethe-Salpeter [31], proporcionan un medio alternativo para
la obtencion del espectro XANES de cualquier material. El analisis por XANES
es un desafio debido a su sensibilidad a muchos factores, incluidos el numero de
coordinacion, la hibridacién orbital, el estado del spin, el estado de oxidacién y la
simetria de los atomos de absorcién central. Adicionalmente, el analisis de XA-
NES a menudo es cualitativo y contrastante, y requiere espectros de referencia
de compuestos que pueden no estar disponibles. El trabajo de Zheng et al. [32],
presenta un enfoque basado en ML que predice directamente las etiquetas del
entorno atémico a partir de XANES, empleando un gran conjunto de datos de
XANES computarizado.

La extraccion de informacion del entorno de coordinacion de XANES es si-
milar a la de reconocimiento de imagenes y en este campo las técnicas de ML han
avanzado mucho. Timoshenko et al. [33] reportan que, a partir de redes neurona-
les, se pueden predecir el nimero de coordinacién de los atomos de Pt utilizando
espectros de XANES de nanoparticulas metalicas. Carbonet et al. [34], usaron
CNN para predecir los entornos de coordinacion 3d de especies de metales de
transicion a partir de espectros de XANES, con precision de 86%; sin embargo,
su trabajo se centrd en tres tipos de coordinaciones bien definidas: tetraédrica, pi-
ramidal cuadrada y octaédrica, en el cual el entorno dominante octaédrico consti-
tuye el 64 % de los datos totales. Por ello, es necesario en el caso de catalizadores,
desarrollar un enfoque que describa los entornos locales de los 6xidos.

Zheng et al. [32], presentan un modelo de clasificacion a partir de un conjunto
de arboles de decision, utilizando un subconjunto de datos de espectros de XA-
NES, que promedia la salida de los arboles de decisién para mejorar su precision
y reducir asi posibles sobreajustes, como ocurrié en estudios anteriores. Este mo-
delo (Figura 7) fue entrenado a partir 190,000 espectros de estructura de borde
cercano de absorcion de rayos X (K-edge). Este estudio considera un numero de
coordinaciones de hasta 12, y un total de 25 motivos de coordinacion distintos,
con un enfoque que proporciona una descripcion razonablemente completa de

la geometria local en cristales, y consigue un poder de predicciéon de 85.4%, y
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un puntaje Jaccard de 81.8 % de todos los entornos de coordinacién asociados
para 33 elementos catidnicos en 6xidos, cubriendo la mayoria de las especies de
cationes relevantes desde el punto de vista tecnolégico, abarcando elementos al-
calinos, metaloides, metales de transicién, metales postransicionales y carbon; los
atomos con un peso atémico mayor a 52 no se tomaron en cuenta. LLos modelos
resultantes de estos espectros pueden ser aplicados directamente para identificar
entornos de coordinacion experimentales de XANES con una perdida minima
de precision. Este algoritmo generé una aplicaciéon web que puede identificar
entornos de coordinaciéon de K-edge XANES con una precision de hasta 80 %

pata el andlisis de los espectros https://xas.crystals.ai/.
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Figura 7. Flujo de trabajo del algoritmo de identificacién del entorno de coordinacion P2,

2.1.3. Espectroscopia RAMAN

La espectroscopia RAMAN es una técnica espectroscopica empleada en qui-
mica y fisica de la materia condensada para estudiar modos de baja frecuencia
(vibratorios, rotatorios, etc.) basandose en los fenémenos de dispersion inelastica
(dispersion RAMAN) de la luz monocromatica de un laser en el espectro de luz
visible, infrarrojo cercano, o ultravioleta cercano, donde la luz laser interactda
con fonones u otras excitaciones en el sistema, provocando un desplazamiento
hacia arriba o hacia debajo de la energfa de los fotones del laser, lo que genera in-
formacion acerca de los modos vibracionales del sistema. En esta técnica la linea

base del espectro se origina principalmente por la fluorescencia del material, y
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puede ser mas intensa que la dispersion RAMAN real en varios 6rdenes de mag-
nitud, por lo que la correccién de la linea de base es un problema latente. Lui et
al [35] reportan el empleo de CNN de acuerdo con el enfoque del tratamiento de
imagenes y clasificador de imagenes, colocando filtros a través de redes neurona-
les completamente conectadas y, a partir de los datos de la base de datos RRUFE,
obtener los espectros RAMAN con su respectiva estructura [36], corrigiendo
estos espectros mediante la eliminacién de la linea de base, asi como los rayos
césmicos. El conjunto de datos de entrada generados fueron 5168 espectros en
total, con informacién de 1671 diferentes tipos de minerales, asi como datos
adicionales de entrada para la alimentacion de las redes neuronales, desplazando
cada espectro de izquierda a derecha unos nimeros de onda, agregando ruido
aleatorio, proporcional a la magnitud en cada nimero de onda. Para compuestos
con mas de un espectro se tomo la combinacion lineal de todos sus espectros,
generando una mayor cantidad de muestras y de variables que se alimentaron a
la red neuronal, y con una mayor cantidad de informacion se obtiene un algoritmo
con mayor poder de prediccion. Como se observa en el diagrama presentado por
dichos autores (Figura 8), se obtiene una CNN con diferentes tipos de patrones de
entrada y operadores de agrupacion, que extraen las estructuras mas importantes.

En este estudio se presentd una solucién empleando CNN, clasificando es-
pectros RAMAN, con una eficiencia de hasta 96 %, lo cual evita la necesidad
de pre-procesamiento de estos espectros. Esta metodologia es aplicable a otros
métodos de espectroscopia, especulando que se pueden generar algoritmos muy
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Figura 8. Diagrama de la CNN propuesta para el reconocimiento del espectro RAMAN [35].
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efectivos para diferentes tipos de estructuras, por lo que se puede generar una
transferencia de aprendizaje donde en un futuro se podrian combinar estructuras
y diferentes técnicas de espectroscopia, como ha sucedido con aplicaciones de
reconocimiento de objetos.

2.2. Cilculos de estructura electréonica

El estudio de las propiedades estructurales, energéticas y dinamicas de la materia
condensada para el desarrollo de materiales requieren una adecuada descripcion de
las interacciones atémicas. El uso de DFT para los calculos de primeros principios
proporciona una descripcion precisa de muchos sistemas complejos, en particular
para sélidos y superficies, por lo cual se ha convertido en una herramienta estandar
para estudiar desde la ciencia de materiales hasta la bioquimica [37,38].

A pesar de los resultados exitosos, la investigacion de procesos quimicos me-
diante simulaciones por computadora a menudo esta limitada por los altos cos-
tos computacionales involucrados en los calculos de un nimero considerable de
configuraciones atomicas, permitiendo calcular solo unos cientos de atomos y no
los requeridos para el estudio de catalizadores de millones de atomos.

En afios recientes se ha trabajado en el desarrollo de potenciales interato-
micos mas eficientes que, mediante el uso de formas funcionales simplificadas
basadas en aproximaciones fisicamente razonables, describan estas interacciones.
Una propuesta consiste en calcular los puntos de energfa potencial en la superfi-
cie, que es una funcién de alta dimensién que produce la energia potencial si se
suministran las coordenadas atémicas, pudiendo realizar una evaluacion mucho
mas rapida, permitiendo extender la magnitud y tiempo de las simulaciones de
dinamica molecular significativamente, asi como el uso de miles de atomos en la
simulacion.

Muchos estudios de potenciales de interaccion atémica utilizando redes neu-
ronales se han basado en el enfoque generado por Behler-Parrinello [39], usando
redes neuronales de alta dimensionalidad basados en la contribuciéon energética
de cada tipo de atomo, mediante su entorno quimico local.

Los datos de entrada a esta red neuronal son calculos de primero princi-
pios DFT, de configuraciones atémicas con algunos cientos de atomos y una
energia calculada del compuesto a estudiar. Estas configuraciones necesitan
un tratamiento de datos para ser alimentadas a la red neuronal, en la cual las
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interacciones interatomicas se describen por medio de un conjunto de funciones
Gaussianas, que generan huellas dactilares estructurales de ciertas configuracio-
nes; éstas describen las funciones radiales y angulares del entorno quimico local
para cada combinacién de especies atomicas, usando la notacion de las bases de
la funcion radial G’y las bases de la funcién de angular G .

La funcion radial centrada en el atomo 7, G esta definida como:
N

Gi= Y e R L (R,), ®
j#i
Los parametros 1 y Rs definen el ancho y el centro de las funciones de Gauss,
respectivamente. Estos valores son ajustables, siendo R, la distancia entre los
N
atomos iy R =R -K..
La funcién de corte /. (Ec. 4) permite tener un suave truncamiento a las fun-
ciones de Gaussianas, radial y angular.

0.5 % [cos( R )+1 for R< R @
p— Vi c
J (Rﬁ) 0 for Ry,>R[

La funcién angular centrada en el atomo 7, esta definida como:

G#=2M Ziii Zk#ii 1+ 1 msﬁ% ) et Ry R+ R ) (R) VAGHS) (R/g)] ©)

Mientras que las funciones radiales se construyen para cada par de atomos,

las funciones radiales dependen de todos los tripletes de 4tomos en la estruc-

R, R,
tura, combinando el coseno de los angulos 6 ’/—”e

centrado en el atomo 7,
donde el parametro A puede asumir el valor +1 y - 1, y “el valor de ¢ determina el

parametro angular.

LLa sumatoria de las funciones (Ec. 3 y Ec. 5) se extiende sobre todos los ato-
mos dentro del radio de corte R la representacion de las funciones de simetria
radial y angular se muestra en la Figura 9.

La Figura 10 muestra la manera en que se genera una red neuronal para cada
tipo de atomo, donde su capa de salida funciona como una sumatoria de energfas,
cuyo valor se acerca a la energfa total de la configuracion que fue alimentada, ge-
nerando asi una funcién del potencial de energia para un sistema especifico con
una alta precision y eficiencia, acercandose a los calculos de primeros principios
pot DFT, en el orden de 1meV/atomo.



92 AVANCES DE INVESTIGACION EN NANOCIENCIAS, MICRO Y NANOTECNOLOGIAS. VOL. 2

Figura 9. Representacion del ambiente quimico local atémico
de acuerdo con el radio de corte (Rc).

Atomos de Aluminio

EtomaL =

- EE]‘N + EEio

I'N

Figura 10. Representacion de la red neuronal del sistema de a-alimina,

red neuronal para cada tipo de dtomo.
2.3. Busqueda de nuevos materiales

La forma tradicional de descubrir un material ha sido mediante ensayo y error:
proponiendo modelos para explicar la estructura cristalina de los materiales co-
nocidos y a través de un modelo, se disefia y sintetizan materiales, esperando que
el material resultante presente las propiedades del esperado en el disefio. Adi-
cionalmente, se han usado como apoyo calculos cuanticos ab-initio para probar
la estabilidad de la distribucién atémica de compuestos propuestos, los cuales

conllevan un alto costo computacional para su realizacion. Gémez-Bokhimi [40],
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reportan el uso de un algoritmo de ML para predecir nuevos materiales tipo pe-
rovskita a partir de informacion cristalografica de bases de datos.

Los materiales tipo perovskita cuentan con estructuras singulares, y se em-
plean en desarrollo de materiales piezoeléctricos [41], superconductividad a altas
temperaturas y celdas solares [42, 43], entre otros. La simetrfa mas comun de las
perovskitas, es la ctibica (grupo espacial Pm3m), en la cual existen tres tipos de
iones con diferentes sitios geométricos. Los cationes ocupan sitios dodecaédri-
cos, y octaédricos, los aniones se encuentran en los vértices del octaedro y los
octaedros se conectan compartiendo vértices, aunque se han encontrado pero-
vskitas con otros sistemas cristalinos debido a una reduccion de simetria de los
cristales.

A partir de la informacién cristalografica, tomada de la base de datos Crys-
tallography Open Database (COD) [44], se generaron 2862 muestras que se ali-
mentaron a la red neuronal, con lo que se obtuvo la informacién respectiva a
cada 4atomo, sus sitios de Wyckoff a partir del grupo espacial y la especie at6-
mica. Con esta informacién se generaron nuevas variables, tomando en cuenta
radio atémico promedio y electronegatividad promedio, a partir de los cuales se
generan relaciones de los radios atémicos, de acuerdo con el sitio de Wyckoff.
Posteriormente, se realiza la descripcion del entorno quimico local, tomando en
cuenta los factores geométricos del empaquetamiento del cristal y el factor de to-
lerancia de Goldschmidt. Con esta informacion, es posible definir para este caso
si el compuesto estudiado tiene estructura perovskita (Figura 11), al generar con
el valor en la capa de salida un clasificador de estructuras: material perovskita (1)
o no perovskita (0).

Para este sistema no fue necesario el uso de calculos de mecanica cuantica,
pero éstos si se utilizaron para validar la prediccion realizada por la red neuro-
nal. La red neuronal artificial, entrenada con caracteristicas basadas unicamente
en datos empiricos condujo a puntajes superiores al 96% en la clasificacién de
compuestos cristalinos como estructuras de perovskita o no perovskita, y la red
neuronal permitié no solo lidiar con las estructuras de perovskita cubica de alta
simetria, sino también con aquellas donde hay rotacién entre octaedros.

Los alcances de esta investigacion sugieren que la metodologia actual puede
aplicarse a otros sistemas de cristal con mas de cuatro sitios. Este enfoque puede
servir para desarrollar mas modelos de clasificacion binaria para otros tipos de
estructuras como silicatos complejos, espinelas o wurtzitas. El éxito del presente
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(1) Perovskita
(0) No Perovskita

Figura 11. Arquitectura de Red Neuronal clasificadora de estructura perovskita.

trabajo también sentd un precedente para entrenar a las redes neuronales para
clasificar un compuesto en una variedad de estructuras cristalinas.

2.4. Automatizacion del proceso de estudios de materiales

El descubrimiento y desarrollo de nuevos materiales para su aplicacion a pro-
cesos cataliticos de produccion de energia son esenciales para una transiciéon a
una economia baja en carbono. Unir las innovaciones tecnoldgicas en materia de
automatizacion, robética y ciencias de la computacién con enfoque en quimica,
sintesis y caracterizacion de materiales permitira acelerar las actividades de in-
vestigacion y desarrollo tradicionales, tanto en la industria como en la academia.

El desarrollo de nuevos algoritmos integrados de IA y robdtica en platafor-
mas totalmente auténomas es imprescindible para alcanzar estos objetivos. As-
puru-Guzik [45] reportan un estudio enfocado al desarrollo de materiales, en el
cual se integra la deteccion virtual de alto rendimiento, planificacion de sintesis
automatizada, laboratorios automatizados y algoritmos de aprendizaje automatico.

Ademas de reducir en un orden de magnitud los tiempos en el desarrollo
de nuevos materiales, este enfoque integrado busca reducir los costos asociados
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con el descubrimiento inicial y con ello, el costo de los productos finales. Esta
propuesta se basa en el uso de robots para la realizaciéon de experimentos que
generen un analisis de datos; estos datos a su vez generen nueva informaciéon y
comprension de la misma, y luego utiliza un algoritmo de ML para disefar nue-
vos experimentos optimizados enfocados en el objetivo especifico de la investi-
gacion, generando asi un ciclo virtuoso en estas tareas.

Un ejemplo de experimentacioén automatizada, propuesto por Aspuru-Guzik
[45] se esquematiza en la Figura 12. El procedimiento comienza con la identifi-
cacion de un espacio de solicitud de candidatos para un problema determinado.
Los prospectos prometedores de esta biblioteca se identifican, potencialmente
a través de la detecciéon computacional, y se reducen ain mas al identificar las
moléculas sintéticamente accesibles. Finalmente, las limitaciones de los sistemas
roboéticos disponibles se tienen en cuenta antes de comenzar la sintesis y caracte-
rizacion automatizadas.

Espacio de Aplicacién Materiales Prometedores

Retroalimentacion

Espacio Quimico _ — &
Generacion Seleccién e .
de libreria Identificacion
. L. Restriccion
Retroalimentacién l de sintesi
e sintesis
A—
— & -
- Aplicacion de _—
Restricciones
Sintesis y Caracterizacion Robéticas
Auténoma Espacio Robético Espacio de Reaccién

Figura 12. Flujo de trabajo de un enfoque de circuito cerrado para el descubrimiento

de matetiales auténomos [45].

La retroalimentacion de la experimentacion 7 situ se utiliza para ajustar el mo-
delo, creando el espacio de aplicacion para la proxima iteracion de este ciclo. Otros
mecanismos de retroalimentacion en varias etapas del ciclo ayudan a garantizar que
los candidatos sean compatibles con todas las etapas del ciclo, y reduzcan la prueba
y el error a largo plazo. Una vez construida, esta funcion se utiliza para proponer el
siguiente experimento. El modelo se actualiza y avanza hacia la maximizacion del
rendimiento de la reaccién en funciéon de las condiciones predefinidas.
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3. Conclusiones

Vivimos en una época en la que abunda la informacién; mediante la aplica-
cién de algoritmos de ML es posible convertir esa informaciéon en conocimiento.
En los dltimos anos se han aplicado algoritmos poderosos para, empleando la
informacién contenida en poderosas bibliotecas y librerias en su mayoria de c6-
digo abierto, detectar patrones en esta informacién y hacer predicciones sobre
eventos futuros. En este estudio se presentan algunos ejemplos de la aplicacion e
integracién de algoritmos al desarrollo de catalizadores en ciencia de materiales.
Lo interesante en estos algoritmos es que cada ejemplo acopla informacion de su
problema, ya sea para describir los entornos quimicos locales (por medio de in-
teracciones energéticas a partir de ecuaciones Gaussianas), o a partir de patrones
o espectros usados como tratamiento y clasificacién de imagenes, y obtener asi
el resultado deseado.

Con escasa infraestructura y la aplicaciéon de la metodologfa se podra reali-
zar investigacion de forma autbnoma en ciertas etapas de misma, y mediante su
integracion, se podra dedicar mas tiempo al desarrollo de nuevas ideas. Adicio-
nalmente, se disminuira el contacto con compuestos toxicos y peligrosos y los
gastos de operacion, y se podra hacer la planeacion de sintesis que se realizara
mediante un brazo roboético trabajando 24 horas, e integrar la informacion obte-
nida a la investigacion.

Actualmente existen pocos grupos de investigacion enfocados al desarrollo
de algoritmos de ML aplicados a la ciencia de materiales. Su aplicacién en este
campo podria generar grandes beneficios en el area de catalizadores, empleando
algoritmos con eficiencia del 86-96%, y minimizando el requerimiento de capaci-
dad computacional, mediante el uso de esta metodologia e informacién suficien-
te integrada al algoritmo de ML. Sin duda, un incremento en la disponibilidad
de librerfas de programacioén y métodos de optimizacion que se puedan integrar
a un software permitira realizar el estudio de nuevos materiales de manera mas
rapida y eficiente.
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Resumen

Actualmente las enfermedades cardiovasculares representan la principal causa
de morbimortalidad en el mundo; la aplicacion de la nanotecnologia es una gran
promesa para su prevencion y tratamiento. Actualmente se estan desarrollando
nanodispositivos para la liberacién dirigida y controlada de medicamentos en si-
tios especificos en el organismo, por ejemplo, en células, tejidos, vasos sanguineos
y el corazén, asi como para su diagnostico, deteccion temprana de enfermedades
cardiovasculares y tratamiento individualizado de pacientes. Otra aplicacion de
los nanodispositivos es la liberacién de farmacos para corregir el mal acopla-
miento de proteinas defectuosas. Con potentes superefectos, las nanoparticulas
deben ser capaces de provocar efectos terapéuticos a bajas dosis en periodos pro-
longados. La fabricacién de nanodispositivos y nanoacarreadores debera llevarse
a cabo con un enfoque integral que tome en cuenta las propiedades generales,
con la finalidad de evaluar la biocompatibilidad y, en consecuencia, evitar efectos
adversos y toxicos. La investigacion intensificada en este campo ayudara a dis-
minuir significativamente la morbimortalidad provocada por las enfermedades
cardiovasculares. El presente trabajo incluye una sinopsis que describe algunos de
los avances mas recientes, relevantes y comunes de la nanomedicina en las ECV.

Palabra clave: Nanomedicina; Nanodispositivos; Nanoacarreadores; Nano-
tecnologia; Enfermedades cardiovasculares; Medicamentos inteligentes; Sistema
de liberacién de fairmacos.
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1. Introduccion

Las Enfermedades Cardiovasculares (ECV) afectan el corazén y a los vasos
sanguineos del cuerpo humano; de acuerdo con la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS), estas constituyen la principal causa de morbimortalidad en paises
desarrollados y en desarrollo. Cada afio mueren mas personas por ECV que por
cualquier otra enfermedad: 23 millones de personas murieron por ECV en 2011;
30 % de la totalidad de muertes registradas en el mundo [1]. Se pronostica que
las ECV continuaran siendo la principal causa de muerte para 2030 [1,2] un des-
agradable y deshonroso escenario que debe ser enfrentado mediante las ventajas
y avances de la nanotecnologfa.

La nanotecnologia se define como la sintesis de particulas y la fabricacion de
dispositivos a una escala que les permite actuar a nivel molecular. Debido a sus
propiedades derivadas del tamafio, las nanoparticulas ofrecen la posibilidad de
desarrollar nuevas herramientas para el diagndstico y tratamiento de las ECV.
La nanomedicina involucra el uso de moléculas a escala de 10 a 100 nm para
propositos de diagnostico, tratamiento y prevencion [3]. Entre las potenciales
aplicaciones clinicas se encuentra la liberacién dirigida y controlada de farmacos
para maximizar la actividad terapéutica y minimizar los efectos adversos. La ma-
yoria de las investigaciones estan enfocadas al diagnostico y tratamiento de las
ECV utilizando nanoparticulas (NP), por ser la causa mas frecuente de morbi-
mortalidad. Sin embargo, los investigadores estan estudiando las NP para uso en
sindromes coronarios agudos, procedimientos de revascularizacién, aneurisma
adrtico, insuficiencia cardiaca, infarto agudo al miocardio, eventos cerebrovascu-
lares, hipertension, trombosis y otros padecimientos cardiovasculares. El disefio
y caracterizacion de nanosistemas, validaciones preclinicas y clinicas y analisis
toxicologicos son ejemplos de estudios en desarrollo, cuya finalidad es evitar la
aparicion de placas ateromatosas y eventos cerebrovasculares mediante imageno-
logia y tratamiento preventivo [4].

Debido a su tamafio y propiedades fisicoquimicas de adaptacion, los nanoma-
teriales son estructuras con aplicacién biomédica en imagenologia, diagnostico,
tratamiento y medicina regenerativa [5].

El tratamiento actual de las ECV incluye farmacos, la intervencién corona-
ria percutanea con endoproétesis y la cirugia de revascularizacién coronaria. La
mayorfa de las complicaciones se derivan de estas modalidades terapéuticas,
como la toxicidad sistémica por el medicamento o la trombosis con interven-
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cién coronaria percutanea. L.a nanomedicina ha surgido como una estrategia
para evitarlas [6].

El presente trabajo, como se menciond, incluye una sinopsis que describe
algunos de los avances mas recientes, relevantes y comunes de la nanomedicina
en las ECV. A corto plazo, existe la posibilidad de desarrollar nanoacarreadores
tanto para la administracion como para la liberacién dirigida y controlada de
farmacos y ser empleados en procedimientos diagnosticos destinados a preve-
nir, atenuar y curar. A largo plazo, robots para nanocirugia y el uso de NP para
impedir o corregir defectos y el mal acoplamiento de proteinas, esta en curso.
La investigacion en este campo podra disminuir la morbimortalidad de las ECV.

Ademas de la capacidad para actuar a bajas dosis y aumentar la ventana tera-
péutica, las NP pueden provocar respuestas al estrés celular que compensen los
mecanismos sistémicos por mas tiempo [7]. Los nanodispositivos podtia ingresar
al tejido cardiaco y a la circulacién sanguinea para liberar directamente el princi-
pio activo en sitios especificos, lo cual reducirfa ain mas la toxicidad e incremen-
tarfa los efectos terapéuticos. Finalmente, la unién y el mal acoplamiento de las
proteinas en nanoagregados que varfa en morfologfa y tamafio representan un
area relativamente nueva de investigacion. Varios metabolitos intracelulares que
controlan el acoplamiento de las proteinas, asi como las interacciones con otras
proteinas pueden ser objetivos para las NP [5-8]. El entendimiento fundamental
de los procesos moleculares que conducen al mal acoplamiento y a la autoagrega-
ci6én de las proteinas implicadas en la aparicién de las ECV podria proporcionar
mas informacién acerca del funcionamiento de estas, lo que ayudaria al disefio de
nuevas estrategias terapéuticas.

1.1. Aneurisma aortico

La identificacién del paciente con aneurisma adrtico abdominal es 1til para
el tratamiento. El grosor, la forma de la pared arterial y el trombo intraluminal
son de gran importancia para la prediccion de la ruptura de los aneurismas adt-
ticos abdominales. La definicién de los contornos interno y externo de la pared
de la aorta permite distinguir entre la pared del vaso y el trombo intraluminal.
Este método funciona en un modelo de forma activa e informacion estadistica
de la textura [9]. Existe alta correspondencia entre las medidas automaticas y
manuales de las areas de la pared del vaso. LLos nanodispositivos facilitan este
procedimiento.
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1.2. Infarto agudo al miocardio e insuficiencia cardiaca

La insuficiencia cardiaca es un sindrome complejo derivado de maltiples cau-
sas heredadas o adquiridas de la estructura o funcién cardiaca. E1 IAM es causa
de la insuficiencia cardiaca y continia siendo un problema creciente en términos
de morbilidad, mortalidad y costos. Los tratamientos farmacolégicos han de-
mostrado ser eficaces en la disminucién y regresion de la hipertrofia cardiaca,
remodelacion miocardica y disminucion de la morbimortalidad [10], sin embargo,

su pronodstico es pobre.

Las NP magnéticas pueden ser multifuncionales para una liberacién dirigida,
prolongada y selectiva de los farmacos. Las NP polifuncionales con PLGA (poly
lactic-co-glycolic acid) han sido disefiadas con una estructura nuclear acorazada que
actia como un vector robusto para la encapsulacion y liberaciéon de péptidos y
proteinas. Ademas, el factor de crecimiento endotelial vascular podria ser libera-
do de forma especifica en el tejido cardiaco del miocardio infartado, para ayudar
a regenerar la vasculatura y las células madre mesenquimales en el IAM [11].

En los pacientes con dolor toracico estable inducido por ejercicio, la angina
microvascular es el diagndstico mas probable. Hallazgos clinicos y resultados de
las pruebas de diagndstico sugieren que la angina de pecho es causada por dis-
funcién coronaria microvascular, pero se requiere el diagnéstico definitivo para
la demostracion del deterioro por la disfunciéon coronaria microvascular o vaso-
constriccion aumentada [12]. El uso de las NP es de gran utilidad en el analisis,

diagnostico y tratamiento.
1.3. Inflamacién aguda y cronica

Los nanoacarreadores pueden ser causados para el tratamiento de la inflama-
cion en los revestimientos de las células endoteliales de los vasos sanguineos. Los
nanoacarreadores pueden ser utilizados para ser dirigidos a células endoteliales
y, por tanto, facilitar la penetracion a este tejido. Varios marcadores de superficie
endotelial, incluyendo peptidasas y moléculas de adhesion, se han identificado
como objetivos blancos para este proposito [13]. La unién de los nanoacarreado-
res a estas moléculas permite la liberacion selectiva de farmacos a través y dentro
de la capa endotelial, proporcionando efectos terapéuticos inalcanzables por sus

contrapartes no dirigidos (Figura 1).
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Vaso normal : Vaso inflamado
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Figura 1. Comparacién entre un vaso normal y un vaso inflamado para su

Monocito

restauraciéon mediante el uso de NP,

Hay receptores especificos que pueden atenuar la inflamacién mediante la
modulacién en la expresion de genes inflamatorios clave. Estos receptores y sus
ligandos son objetivos atractivos para la atenuacion de la inflamacién del tejido
endotelial vascular mediante NP poliméricas [14,15]. Para el monitoreo y trata-
miento de las ECV inflamatorias pueden disefiarse estrategias de liberacion diri-
gida y controlada de farmacos o agentes de contraste a sitios especificos con NP
basadas en polimeros biodegradables.

Ademas, algunos agentes antiinflamatorios (por ejemplo, bioterapéuticos)
requieren la liberacidon precisa dentro de los compartimientos subcelulares. La
liberacién 6ptima en los sitios deseados podria mejorar el efecto de los efectos
antiinflamatorios; con este proposito han sido disefiados y explorados diversos
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nanoacarreadores para su liberacién en células endoteliales [16]. Es necesario un
analisis riguroso para cuantificar los efectos terapéuticos adversos y costo-bene-
ficio y la utilidad clinica en el manejo y control de la inflamacién aguda y cronica.

Actualmente se ha reportado que el superdxido dismutasa conjugada con anti-
cuerpos provee la liberacion dirigida dentro de los endosomas endoteliales, miti-
gando la activacion inflamatoria endotelial por citocinas y agonistas de receptores
tipo Toll [17]. Hay evidencia de que el papel principal del superéxido intracelular
es mediar la activacion proinflamatoria del endotelio. Los nanoacarreadores ayu-
darfan a elucidarlo.

1.4. Aterosclerosis

La aterosclerosis es una enfermedad sistémica inflamatoria, cronica y progre-
siva que se inicia por la disfuncién endotelial y posteriormente se amplifica por
el estrés oxidativo, el depdsito de lipidos y el reclutamiento de monocitos. Esta
infeccién ocurre entre diferentes células, factores quimiotacticos, moléculas de
adhesion y lipoproteinas de baja densidad en el subendotelio. Los sistemas nano-
particulados con aplicaciones diagnosticas y terapéuticas para la liberacion dirigi-
da y controlada en sitios especificos de lesiones ateroscleréticas, asi como nano-
materiales adecuados para implantes cardiovasculares pueden ofrecer soluciones
a deficiencias terapéuticas actuales. Diversos acontecimientos han mostrado el
potencial de la nanomedicina para la prevencion, identificacion y tratamiento de
la aterosclerosis [18,19] que van desde estrategias “nanoterandsticas” para placas
vulnerables, hasta nanoporos y nanoparticulas basadas en la liberacion de farma-
cos en la endoprotesis, con el propodsito de lograr un equilibrio entre la eficacia y
la toxicidad potencial de los sistemas fabricados con naotecnologia [20,21].

Una alternativa es el desarrollo de una apoptosis dirigida con una NP que
emite a la lipoproteina de alta densidad y transporte agentes de contraste para la
deteccion temprana de placas vulnerables, lo que permitiria a los pacientes recibir
tratamiento preventivo que potenciaria los efectos protectores vasculares de la
lipoproteina de alta densidad.” Estudios de imagenologia molecular cardiovas-
cular han sido aplicados en estudios 7z vzvo empleando nanoacarreadores que son
liberados y dirigidos hacia los componentes del sistema inmunitario que partici-
pan en el desarrollo de la placa aterosclerotica [23].

Las micelas poliméricas son estructuras autoensambladas de polimeros anfi-
filicos que tiene un nucleo hidréfobo y una coraza hidrofilica, constituyen una
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clase de vehiculos de liberacion que han sido investigados para varias aplicaciones
biomédicas. Polimeros anfifilicos basados en moléculas de aztacar (PABA) han
sido empleados para la liberacion de farmacos anticancerigenos via encapsula-
cion fisica dentro de micelas PABA y una conjugacién quimica para formar pro-
farmacos PABA capaces de formar micelas. Los PABA son excelentes sistemas
de liberacién para la estabilizacion liposomal y tienen una unica bioactividad que
podria ser util para el tratamiento y prevencion de la aterosclerosis [24-206].

1.5. Ateroma carotideo

Actualmente se utilizan nanodispositivos para el estudio de pacientes con ate-
roma carotideo [4,27].

1.6. Hipertension

Se han desarrollado materiales biolégicos combinados para aplicaciones mé-
dicas especificas. Una de las areas de investigacion es la deteccion especifica de
secuencias de ADN para el diagnostico temprano de enfermedades genéticas uti-
lizando NP que contienen nanosensores génicos. Los nanodispositivos sensores
génicos tipicos emplean electrodos de bioreconocimiento que contienen sondas
inmovilizadas para capturar ADN, capaces hibridarse con secuencias especificas
dirigidas de ADN. Genosensores eficientes tipo sandwich basados en complejos
de ADN-NP de oro pueden ser aplicados eficientemente para la deteccion de
polomorfismos génicos de la presion arterial sistémica [28].

1.7. Imagenologia en tercera dimension

Una nueva area denominada “/beracion de farmacos guiadas por imagenologia en 3D
(LFGI), que actualmente combina el potencial de las ciencias radiolégicas con la
liberacion dirigida de farmacos para el tratamiento, promete cumplir los retos de
la medicina personalizada.

Actualmente, la LFGI es utilizada para liberar farmacos alrededor de los tu-
mores y de esta forma incrementar su efecto, asi como, también para cuantificar
distintos biomarcadores que podrian poner en riesgo a los pacientes. El objetivo
principal de la LFGI es utilizar la imagenologfa para maximizar el tratamiento
efectivo de tejidos danados y minimizar la exposicion a farmacos con la finalidad
de reducir su toxicidad [29].
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Modalidades de imagenologia en 3D aprovechan hasta la ultima pulgada del
espectro de energfa. En estas modalidades se incluye la imagen por resonancia mag-
nética, la tomografia computarizada por rayos X, el ultrasonido y métodos basados
en la luz (endoscopia y tomografia de coherencia 6ptica). Las modalidades para
investigacion incluyen varias técnicas de microscopia de luz (confocal, multifoton,
reflexion interna total, microscopia por fluorescencia de super resolucién), micros-
copfa electronica, imagenologia por espectroscopia de masas, tomografia por fluo-
rescencia, bioluminiscencia, quimioluminiscencia, variaciones de la tomografia de

coherencia 6ptica e imagenologia optoacustica, entre otras [30].

Actualmente, las NP para imagenologia molecular son empleadas en endopro-
tesis liberadoras de farmacos y en técnicas para la deteccion temprana 7z vivo y
ex vivo [31]. Los miocitos contraidos pueden ser analizados por imagenologia en
3D con microscopia 6ptica de alta resolucion espacial y temporal con el corazén
latiendo, lo que permite la visualizacién de los sarcémeros de manera indepen-
diente y medir el ciclo contractil de un cardiomiocito en forma individual, lo cual
ha sido posible por la eficiente estabilizacion del tejido, una aproximacién pros-
pectiva de la sincronizacién cardiaca en tiempo real, un algoritmo para capturar
imagenes en movimiento libre de artefactos durante el ciclo cardiaco completo
y un protocolo fluorescente de tinciéon fluorescente de la membrana [32]. La
cuantificacion de la funcién contractil del cardiomiocito 7z vivo permite diversas
posibilidades para la investigacion de las enfermedades miocardicas y para la in-

tervencion terapéutica a nivel celular.

LLa microscopia de imagen intravital (por ejemplo, imagen de resolucién mi-
croscopica en animales vivos) se ha convertido en una herramienta indispensable
para estudiar la microdinamica celular en las ECV. La alta resolucién espacial y
temporal, combinada con una penetraciéon profunda y la capacidad de visualiza-
ci6on multi reportada hace de la microscopia intravital fluorescente muy conve-
niente para la imagenologia en 3D cardiaca, sin embargo, el movimiento del tejido
causado por la contraccion cardiaca y la respiracion limitan considerablemente
su uso. Como resultado, las preparaciones celulares de corazén no contractiles
son mas utilizados. L.os métodos se basan en la estabilizaciéon mecanica, en algo-
ritmos de procesamiento de imdgenes, en esquemas de adquisicién obtenidos/
disparados o una combinaciéon de ambos [33]. Su uso permitira incrementar el
entendimiento de la biologfa cardiaca, elucidando la funcién del cardiomiocito
y sus interacciones en el interior del organismo 7z vivo y mejorar la prevencion y
tratamiento de las ECV.
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2. Mcétodos y técnicas

Actualmente, la imagenologia por tomograffa computarizada permite evaluar
las lesiones coronarias, pero carece de la capacidad para medir la extension trans-
mural de la cicatriz coronaria [34]. Otro método es la conjugacion de péptidos
poliméricos y la encapsulacion fisica, que se divide en técnicas basadas en surfac-
tantes y técnicas basadas en acarreadores poliméricos. Las primeras predominan-
temente emplean liposomas, microemulsiones y NP lipido-solido [25-27]. Los
sistemas nanodirigidos, como los nanoacarreadores recubiertos con polimeros,
albumina o particulas lipido-sélido, han sido empleados como transportadores 77
vivo en modelos animales; los farmacos atrapados dentro de los acarreadores son
liberados selectivamente en su objetivo o depositados en la superficie de capas
lipidicas de células cardiacas y en vasos sanguineos (Figura 2).

Biodistribucion de las nanoparticulas Imagenes como biomarcador y con finalidad terapéutica
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Figura 2. Técnicas empleadas para el tratamiento de ECV mediante el uso de NP,
2.1. Nanoacarreadores para la liberacion dirigida y controlada de firmacos

Existen dos grandes retos para la nanoliberacion sistémica efectiva: la penetra-
cioén limitada a través del endotelio vascular y la captacion por el sistema reticulo
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endotelial, que impiden la eficacia de la liberacion de las NP dentro de los teji-
dos. Si bien el disefio de las NP con vida media prolongada en la circulacién es
esencial, no es suficiente para que las NP crucen el endotelio vascular. Los actua-
les sistemas de nanoliberacion se fundamentan en el intercambio pasivo trans-
vascular y la acumulacion tisular. Se requieren grandes dosis para crear grandes
gradientes de concentraciéon que conduzcan pasivamente a las NP a través de la
interfase tejido-circulacion sanguinea. Hasta el momento, la acumulacion pasiva
ha resultado en una dosis fraccional de NP que penetra el tejido blanco, lo que
inevitablemente disminuye la eficacia terapéutica y agrava los efectos adversos
potenciales. La liberacién activa de las NP dirigidas a través del endotelio vascular
podtia incrementar significativamente el indice terapéutico y disminuir los efec-
tos adversos de los sistemas de liberacion de farmacos basados en NP [35]. Las
rutas de transporte endotelial, tales como la caveola, podrian proporcionar una
solucién efectiva tanto para el destino especifico como para la liberacion efectiva
de las NP (Figura 3).

Retencion de nanoparticulas/
macromoléculas favorecida por
la falta de drenaje linfatico

Vaso linfatico

Nanoparticulas/macromoléculas,

Injeccion intravenosa

Los vasos normales tienen un

endotelio impermeable : o
Los vasos tumorales angiogéenicos

tienen fugas y son permeables

Figura 3. Uso de nanoparticulas para la liberacién dirigida y controlada de farmacos.

El uso de sistemas de liberaciéon de medicamentos nanoparticulados (NDDS,
por sus siglas en inglés) para incrementar la efectividad de farmacos 7 vivo esta
bien establecido, el desarrollo de NDDS multifuncionales y sensibles al estimulo,
es un area activa de investigacion. Estos NDDS pueden tener tiempos de circu-
lacién prolongados, dirigirse a sitios especificos de la enfermedad, incrementar la
liberacion intracelular del farmaco y responder a estimulos locales, por ejemplo,
la liberacién de un farmaco atrapado o el derramamiento de una capa protec-
tora, lo que facilitarfa la interaccion entre los nanoacarreadores de los farmacos
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cargados y las células o tejidos blanco [36]. Ademas, los restos de formacion y el
contraste de las imagenes pueden ser conectados a estos acarreadores para seguir
su biodistribucién en tiempo real y su acumulacion en células o tejidos blanco.

Por otra parte, los coloides de oro han fascinado a los cientificos por mas
de un siglo y ahora son empleados en quimica, biologia, ingenierfa y medicina.
En la actualidad, estos materiales pueden ser sintetizados de manera facilmente
reproducible a partir de grupos quimicos funcionales aparentemente ilimitados
y, en clertos casos, caracterizados con precision a nivel atémico. Existen varios
ejemplos de pruebas altamente sensibles y selectivas basadas en nanoconjugados
de oro. En los ultimos afios se exploran las posibilidades terapéuticas de tales
materiales. Se han desarrollado estructuras que se comportan como agentes de
regulacion génica, acarreadores de farmacos, agentes para imagenologia y agentes
terapéuticos fotosensibles, estudiados a nivel celular y en enfermedades comunes
como las ECV [37]. Las propiedades fisicas y quimicas de estas estructuras les
confieren ventajas sustanciales con aplicaciones a nivel celular y molecular.

Existen multiples barreras a través del organismo que imitan la migracion de
sustancias xenobidticas a los tejidos, de ahi que una meta en la administracion
y liberacion de farmacos es crear estrategias de transporte que imiten a las de
los seres virus y bacterias [38]. El empaquetamiento de los farmacos dentro de
sus vehiculos a escala micro y nano deberfa permitir cambiar la biodistribucion
y los tiempos de permanencia de los compuestos farmacolégicamente activos.
Por ello, el desarrollo de los nanodispositivos para la administracion de farmacos
involucra tipicamente la caracterizacion de la liberacion 7z vitro, asumiendo que el
rendimiento se aproximara a las circunstancias 7z vzvo. Sin embargo, los dispositi-
vos son cada vez mas complejos y en los modelos de liberacion secuencial de un
farmaco es importante confirmar que las propiedades 7z vivo se correlacionan de
manera esperada ‘@ las programadas” y obtenidas in vitro.”

Las enzimas antioxidantes (EAO) para el tratamiento de enfermedades rela-
cionadas con el estrés oxidativo son prometedoras. Diversos sistemas de nanoa-
carreadores son desarrollados para abordar y corregir los dos grandes retos de
su aplicacion clinica: su pobre localizacion y su estabilidad. En la mayoria de los
casos ha existido una compensacion entre la masa liberada de la enzima cargada
y la capacidad de los acarreadores para proteger a la enzima de la degradacion
catalitica.* Un método potencial para superar esta limitacion es el uso de nano-
materiales de silicio mesoporoso ordenados como potenciales nanoacarreadores
de las EAO.
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Aun, cuando se sabe que las EAQO, la catalasa y el superéxido dismutasa des-
intoxican a las especies dafiinas de oxigeno reactivas, la utilidad terapéutica de las
EAO es obstaculizada por su liberacién inadecuada. La modificacion de las EAO
mediante polietilenglicol (PEG) y la encapsulacién de liposomas recubiertos con
este, incrementa la biodisponibilidad de las EAO y aumenta sus efectos protec-
tores en modelos animales. Micelas basadas en formulaciéon plurénica formadas
con EAO muestran efectos mas protectores. Nanoacarreadores basados en co-
polimeros de PEG protegen a las EAO encapsuladas de la protedlisis y aumentan
la liberacion en células blanco, tales como el endotelio que reviste la luz vascular.
Anticuerpos como determinantes endoteliales conjugados para EAO o acarrea-
dores de EAO proporcionan direccion y liberacion intracelular. Los liposomas
dirigidos, las proteinas conjugadas y las NP magnéticas liberan EAO en los sitios
con presencia de estrés oxidativo en el sistema cardiovascular. Los avances en
los nanodispositivos para la liberaciéon de EAO proporcionaran las bases pata la
comprension con un enfoque en el campo clinico [27,41].

2.2. Paro cardiaco y eventos cerebrovasculares

La aplicaciéon de la nanotecnologia en la ingenierfa de tejidos es una gran
promesa. Las NP son empleadas para monitorear a las células injertadas o para
incrementar la visualizacion de los tejidos mediante una modalidad de imagen no
invasiva por resonancia magnética, tomografia axial computarizada y escaneo por
tomografia de emisiéon de positrones. Pueden usarse diversos agentes para for-
macion de imagenes por contraste, desde 6xido de hierro, compuestos fluorocar-
bonados, 6xido de cerio o NP de platino hasta puntos cuanticos. Los nanotubos
de carbono pueden actuar como andamiajes para el tratamiento del paro cardiaco
y los eventos cerebrovasculares mediante células madre [42].

2.3. Trombosis

Una estrategia para la administracion y liberaciéon biomimética de farmacos
por parte de los nanoacarreadores podria ser util en vasos sanguineos obstruidos
por trombosis o embolismo. Una estrategia biofisica podria consistir en dirigir
los nanoacarreadores durante la fuerza de roce causada por el estrechamiento
vascular (de la misma manera que lo hacen las plaquetas), lo que disminuirfa las
dosis de los farmacos, minimizarfa sus efectos adversos y potenciaria su eficacia
terapéutica [43]. Ademas, los nanoacarreadores 7z vivo e in vitro han demostrado
reducir significativamente la dosis de los fairmacos tromboliticos usados.*
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En la farmacoterapia antitrombdtica contintian existiendo dificultades en el
manejo de pacientes con alto riesgo de trombosis y hemorragia. La utilidad de
los agentes antitromboticos en estos escenarios estd limitada por la inadecuada
farmacocinética y e estrecho indice terapéutico. El uso de avanzados sistemas de
liberacion de farmacos (ADDS, por sus siglas en inglés) podria ayudar a corregir
estos problemas. Varios nanoacarreadores, ligandos con afinidad y polimeros re-
cubiertos proporcionan ADDS, con el potencial de optimizar la farmacocinética
de los agentes antitromboticos, la liberacion dirigida de farmacos a sitios trom-
boéticos y detectar los cambios patoldgicos en el microambiente vascular, tales
como fuerzas hemodinamicas alteradas, expresiéon de marcadores inflamatorios
y diferencias estructurales entre coagulos maduros homeostaticos y coagulos pa-
tolégicos en crecimiento.

La liberacién de agentes antitromboéticos mediante acarreadores sintéticos
biomiméticos, células sanguineas huésped y proteinas de fusién recombinante
activadas en sitios donde se desarrollan los trombos ha resultado alentadora en
modelos preclinicos. Por otra parte, el desarrollo y traducciéon de los ADDS para
separar los coagulos de fibrina homeostatica mantiene la promesa de extender la
utilidad de los agentes antitrombéticos a la trombofilaxis.**

El disefio de moléculas de adhesion expresadas sobre la superficie en reposo
y en las células endoteliales alteradas patolégicamente permitira la liberaciéon de
farmacos en la superficie endotelial (preferentemente para tromboliticos) y en
compartimentos intracelulares (preferentemente para antioxidantes). Ya se em-
plean con cautela plataformas para la liberaciéon dirigida y controlada de farma-
cos —incluyendo proteinas conjugadas, constructos de fusién recombinante y
acarreadores poliméricos— a nivel del endotelio.”’

2.4. Endotelio vascular

Las alteraciones endoteliales estan implicadas en varias patologias, incluyendo
enfermedades comunes agudas con alta morbimortalidad debido en parte a que
los farmacos t los acarreadores de farmacos no tiene afinidad natural con el en-
dotelio vascular. Ligandos de moléculas expuestos a la corriente sanguinea en la
superficie endotelial permitiran disefar agentes terapéuticos especificos dirigidos
a nivel endotelial.

LLa molécula blanca y la unién a epitopes deben ser accesibles a los acarreadores
de farmacos. Los cuales deben estar libres de efectos dafiinos; l1a eleccion del
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sitio blanco proporciona el direccionamiento deseable a nivel subcelular para la
llegada del farmaco. La lista de las moléculas blanco candidatas para la aplicacién
de nanomedicina endotelial incluyen peptidasas y otras enzimas, moléculas de
adhesion celular e integrinas, localizadas en diferentes dominios de la membrana
plasmatica endotelial y diferencialmente distribuidas en todo el sistema vascular.
Dotar a los acarreadores con una afinidad a los epitopes endoteliales especificos
permitira un nivel sin precedentes para la precision y el control de la liberacion
de farmacos: unién a fenotipos de células endoteliales seleccionadas, la
conduccién celular y la duracion de los efectos terapéuticos. Las caracteristicas
de los nanoacarreadores dependeran de la eleccion del epitope, el control de
la liberacion del ligando y el efecto de los agentes nanomédicos endoteliales
especificos. La seleccion de los sitios de union 6ptimos y las caracteristicas de los
nanoacarreadores son factores clave en estudios 7 vitro y modelos experimentales
preclinicos 7z vive. Los agentes nanomédicos dirigidos al endotelio proporcionan
efectos antioxidantes, antiinflamatorios y otros efectos terapéuticos en modelos
animales [48]. (Figura 4).

Por otra parte, la nanotecnologia dirigida e individualizada promete encontrar
usos clinicos en diversas areas médicas. Varios marcadores de superficie endote-
lial, incluyendo peptidasas (por ejemplo, ACE, APP y APN) y moléculas de ad-
hesion (por ejemplo, ICAM-1, y PECAM) han sido identificadas como objetivos
clave. La unién de nanoacarreadores a estas moléculas debe ser capaz de permitir
transportar farmacos y la posterior penetracion del endotelio. El analisis de diver-
sos aspectos de la nanomedicina endotelial debera incluir:

- Circulacién y orientacion de los acarreadores con diversas geomettias.

- Interacciones multivalentes del acarreador con el endotelio.

- Anclaje a multiples determinantes.

- Accesibilidad a los sitios de unién y respuesta celular a su compromiso.

- Papel del fenotipo celular y microambiente en la eleccion del sitio blanco.

- Optimizacion de la otientacion por disminucion de la avidez de los acarreadores.

- Endocitosis de acarreadores multivalentes via moléculas no implicadas en la
internalizacion de ligandos.

- Modulacién de la captacién y trafico celular por seleccién de epitopes
especificos en sitios determinantes, geometria del acarreador y factores hemo-
dinamicos [49].
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Figura 4. Aplicacion de nanoparticulas y sus efectos en células endoteliales.

El refinamiento de estos aspectos mejorara el entendimiento de la fisiopatolo-
gia vascular y debera aplicarse a nivel clinico para la conduccion de nanoacarrea-
dores en el endotelio vascular.

La tecnologia de reconocimiento multidimensional de proteinas es empleada
para identificar varias proteinas (con tres o mas espectros) [50] en las membranas
plasmaticas de las células endoteliales luminales aisladas de cultivo de células en-
doteliales microvasculares de animales.

Finalmente, el mapeo y caracterizaciéon de la vasculatura endotelial usando
proteémica ofrece la oportunidad de una mayor comprension de las etapas y me-
canismos moleculares en el desarrollo vascular y la angiogénesis. La proteémica
tiene ventajas importantes sobre la gendmica, especialmente en la determinacion
de la expresion de proteinas. Es necesario centrarse en los principios y métodos
proteémicos, con particular interés en sus aplicaciones para caracterizar al endo-
telio vascular (normal y tumoral), como el que existe zz vivo [51].

3. Conclusiones

Diversos métodos han sido disefiados para el ingreso inocuo de los nanoa-
carreadores en los vasos sanguineos y el tejido cardiaco, de tal forma que los
farmacos puedan ser dirigidos y liberados selectivamente, lo que incrementara
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su eficacia terapéutica y minimizara los efectos adversos. Se han intensificado la
utilizacién de nanoacarreadores y nanodispositivos en modelos animales 7 vivo e
in vitro, lo que en un futuro cercano debera traducirse en su aplicacion clinica que
disminuya significativamente la morbimortalidad provocada por las ECV.,
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Resumen

El cancer de mama es un problema de salud publica en el mundo, esta en-
fermedad es la principal causa de muerte por cancer en las mujeres; por ello,
es fundamental sumar esfuerzos para el desarrollo de estrategias que permitan
mitigar su impacto social, econémico y a la salud. Las moléculas activas derivadas
de las plantas (fitofarmacos) son una fuente prometedora de soluciones para esta
problematica y su mejoramiento con la aplicacion de sistemas de liberacién de
farmacos de base nanotecnologica es sin duda, una estrategia que debe ser eva-
luada para ofrecer alternativas para el tratamiento de los pacientes oncolégicos.
La consideracion correcta de los factores que impactan en el éxito de estas estra-
tegias es primordial, por ello, en este capitulo se exponen los fundamentos teori-
cos para la obtencion de fitofarmacos nanotransportados para el tratamiento del
cancer de mama, asi como una breve introduccién a esta neoplasia; el concepto
de fitofarmacos, sus métodos de obtencién y las caracteristicas de calidad que
deben cumplir; asi mismo, se describen los sistemas nanométricos para el trans-
porte de farmacos contra el cancer y las caracteristicas fisicoquimicas y de calidad
que estos deben cumplir para su éxito. Finalmente, se exponen algunos avances
que este grupo de investigacion ha logrado en el desarrollo de fitofarmacos na-
notransportados para el tratamiento del cancer de mama.

Palabras clave: Fitofarmacos; Nanotransportadores; Cancer de mama; Siste-
mas de liberacion.
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1. Introduccién
1.1. El c4ncer tiene alta incidencia y mortalidad

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, con una inci-
dencia y mortalidad que van en aumento. Se estima que en 2018 se produjeron 18.1
millones de nuevos casos y 9.6 millones de muertes por cancer en el mundo [1].

Los tipos de cancer con mayor incidencia a nivel mundial son el cancer de
pulmoén y el cancer de mama (Figura 1), cada uno represent6 en 2018 el 11.6 %
del total de nuevos casos de cancer diagnosticados [1].

Pulmoén
11,6%

Otros Mama
37,1% 6%

Prostata
7,1%
Colon
6,1%
Cervicouterino Piel (no
3,2% Eséfago melanoma)
3.2% o= L e seisd] EStomago 5,8%
3,9% 4,7% 5,7%

Figura 1. Distribucion por tipo para los nuevos casos de cancer diagnosticados en 2018.

Dentro de estos, el cancer de pulmoén es el que causa un mayor numero de
muertes, seguido del cancer de mama y del cancer de prostata [1]

La mayoria de las muertes por cancer ocurren en paises con ingresos medios
y bajos [1] y esto es en gran parte debido a que estos paises no cuentan con un
adecuado sistema de salud para una deteccién temprana.

1.2. ElI cancer de mama es la principal causa de muerte por cincer
en las mujeres

En las mujeres, el cancer de mama es el tipo de cancer mas comunmente
diagnosticado y es la principal causa de muerte por cancer, seguida del cancer
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colorrectal y del cancer de pulmoén, en incidencia, y del cancer de pulmén y el
cancer colorrectal, en mortalidad [1].

El cancer de mama se clasifica en diversos subtipos (Tabla 1) en funcién de
la expresion de diversos biomarcadores: receptor de estrogenos (ER), receptor
de progesterona (PR), el factor de proliferacion celular Ki-67, y el receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano (HERZ2) [2].

Tabla 1. Clasificacién de los subtipos de cancer de mama en funcién de la expresion de

biomarcadotes especificos.

S“btcillz"r::;jncer ER HER2 Ki-67 PR
Luminal A Positivo Negativo Bajo Alto
Luminal B Positivo Negativo Alto Bajo
HER2-positivo Negativo | Sobreexpresado Incierto | Negativo
Triple negativo Negativo | Negativo Incierto | Negativo

Actualmente, el cancer de mama es tratado empleando quimioterapia, radiote-
rapia, terapia hormonal, cirugfa e inmunoterapia basada en el uso de anticuerpos
monoclonales. Sin embargo, debido a la alta incidencia y mortalidad relacionadas
con el cancer de mama, y a la falta de efectividad, elevados costos y severos efec-
tos secundarios derivados de la terapia actual para tratar este cancer, es funda-
mental el desarrollo de nuevas estrategias preventivas, de diagndstico, prondstico
y tratamiento. Las nuevas terapias para el tratamiento del cancer de mama buscan
tener un enfoque dirigido, que reduzca los efectos secundarios y potencialice la
efectividad terapéutica [2].

1.3. Los fitofirmacos son alternativas para el desarrollo de nuevos
tratamientos contra el cincer

Los farmacos desarrollados a partir de especies vegetales, o fitofarmacos, son
una fuente potencial para el desarrollo de nuevas terapias contra el cancer. En
diversos estudios se ha evaluado la eficacia y seguridad de los fitofarmacos en la
quimioterapia contra el cancer, al administrarse como terapia Gnica o de forma
combinada con los quimioterapéuticos convencionales. IL.a curcumina, el resvera-
trol, la artemisinina, el paclitaxel, la berberina, la piperina, la noscapina, el extrac-
to de muérdago, el extracto de té verde y otras especies vegetales o metabolitos
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secundarios derivados de plantas han sido evaluados por diversos autores; estos
fitofarmacos se han combinado con quimioterapéuticos como el tamoxifeno,
el celecoxib, el 5-fluorouracilo, el cisplatino, la vinorelbina, la doxorubicina y el
bavituximab, entre otros quimioterapéuticos, para tratar diversos tipos de cancer,
incluyendo los canceres de: mama, colon, cabeza y cuello, prostata, pancreas,
higado, ovario, pulmones, eséfago, estobmago, leucemia y mieloma, entre otros
[3,4]. Se ha sugerido que la inclusién de los fitofarmacos en la quimioterapia
contra el cancer es rentable y podria ayudar a reducir la mortalidad del cancer y
mejorar la calidad de vida de los pacientes. Mas atn, la polifarmacologia derivada
del uso de fitofarmacos ofrece la oportunidad de desarrollar farmacos con malti-
ples blancos moleculares que pueden mejorar el tratamiento del cancer [3].

El potencial de los fitofarmacos ya ha sido ampliamente demostrado en la
clinica. Las plantas medicinales, o los productos derivados de plantas medici-
nales, incluyendo moléculas puras, extractos o fracciones de extractos, han sido
histéricamente la mayor fuente de los farmacos anticancer que hoy en dia estan
aprobados para su uso en humanos; la fitofarmacologia ha dado lugar a farmacos
altamente exitosos en la clinica, incluyendo a los taxanos, los alcaloides derivados
de la vinca [4], las epipodofilotoxinas y los derivados de camptotecina [5].

La mayoria de los principios activos de los fitofarmacos presentan una po-
bre solubilidad en agua, lo que limita su biodisponibilidad, su capacidad para
atravesar las membranas biolégicas y, por lo tanto, su aplicacién efectiva en el
tratamiento de diversas enfermedades, incluyendo el cancer. La estabilidad de
los fitofarmacos y su baja especificidad, también son aspectos relevantes en su
aplicacion clinica [6]. La administracién de los fitofarmacos puede hacerse de una
manera mas eficiente al utilizar la nanotecnologfa, combinando ambos aspectos

en un concepto denominado fitonanotecnologia [7].
1.4. La nanotecnologia ofrece ventajas para el tratamiento del cincer

En el tratamiento del cancer, el uso de la nanotecnologia para el desarrollo de
sistemas de liberacién de farmacos ha demostrado ventajas sobre la administra-
ci6n convencional de farmacos. Esto se debe a que las nanoparticulas permiten
transportar a los farmacos al sitio de accion deseado (Figura 2), minimizando los
efectos secundarios en el tejido sano y disminuyendo la dosis requerida para la ac-
cion del farmaco. Estos sistemas protegen al farmaco de una rapida degradacion
y eliminacién, mejorando la eficacia y la biodistribucion. Entre los sistemas de
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administracion de farmacos nanoparticulados, los preparados a partir de polime-
ros poseen una estabilidad mejorada en soluciones de electrolitos y fluidos bio-
l6gicos, ademas de una buena capacidad de almacenamiento y biodisponibilidad.
Los sistemas de administracién de farmacos poliméricos nanoparticulados pue-
den ser disefiados para cargar uno o mas farmacos de diversa naturaleza quimica
y permiten, ademas, el desarrollo de terapias personalizadas mediante cambios
en la quimica de la superficie o por la conjugaciéon de moléculas bioldgicas, lo
que promueve una administracion eficiente de agentes terapéuticos de manera

controlada, especifica y con capacidad de reingenieria [§].

Figura 2. El uso de la nanotecnologfa para el desarrollo de sistemas de liberacion de
farmacos permite llevar a los fairmacos hasta el sitio de accién deseado, generando

multiples ventajas para la terapia del cancer.

Los sistemas de administracion de farmacos poliméricos incluyen nanoparti-
culas presentadas como nanoesferas o nanocapsulas. Las nanoesferas consisten
en un sistema de tipo matriz compuesto por una red polimérica en la que se dis-
persa el farmaco; mientras que las nanocapsulas son sistemas vesiculares donde
el farmaco esta confinado en una cavidad rodeada por una red polimérica [§]
(Figura 3).

Otros sistemas nanométricos que han sido empleados para la liberaciéon de
farmacos (Figura 3) son:
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¢ Nanoparticulas de base lipidica: incluye a las nanoparticulas sélidas li-
pidicas (SLN) y a los acarreadores lipidicos nanoestructurados (NLC). Las
primeras son particulas coloidales formadas con lipidos, estas son capaces de
permanecer en estado sélido a temperatura corporal, presentan un tamano
promedio de 50 a 1000 nm, el cual depende de la técnica de fabricacion y de
la proporcién y tipo de materiales utilizados, las SLN pueden presentar pro-
blemas con la capacidad para liberar el farmaco encapsulado y su capacidad
de carga es relativamente baja. Por su parte, los NLC son fabricados con una
mezcla de lipidos solidos y liquidos a temperatura ambiente, los NLC perma-
necen en estado sélido una vez construidos, tienen un tamafio promedio de
50 a 1000 nm y son capaces de almacenar una mayor cantidad de farmaco.
Ambos, los SLN y los NLC, tienen la ventaja de ser biocompatibles por estar
construidos con lipidos [9].

¢ Liposomas: son vesiculas esféricas compuestas de fosfolipidos y esteroides
y se pueden clasificar dependiendo del numero de capas que los constituyen,
pudiendo ser liposomas unilamelares, constituidos por una sola bicapa fosfo-
lipidica con tamafios que oscilan de los 20 a mas de 100 nm, o multilamelares,
constituidos por varias capas separadas por una delgada pelicula de agua y
con tamafos superiores a los 500 nm. Tanto el tamafio como el nimero de
capas son los dos factores principales que determinan el tiempo de vida me-
dio de estas nanoestructuras [10].

¢ Fitosomas: son complejos formados por fosfolipidos y compuestos activos
de plantas, su unién se da por la formacion de puentes de hidrégeno. Los fito-
somas se construyen incorporando el principio activo de origen natural a los
fostolipidos, su arreglo en estas nanoestructuras mejora la biodisponibilidad de
las moléculas activas por su similitud con las membranas biolégicas. Los fito-
somas tienen tamafios similares a los liposomas y difieren de estos en que los
liposomas tienen contenido en su interior al principio activo en comparacion
con los fitosomas, en los cuales, el principio activo es un constituyente de la
membrana de la vesicula [11].

¢ Dendrimeros: son macromoléculas ramificadas construidas a base de mo-
némeros, capaces de acarrear farmacos. En su estructura se identifican tres
componentes: un nucleo, ramificaciones llamadas dendrones y grupos fun-
cionales. El farmaco puede encontrase unido a los grupos funcionales o que-
dar atrapado en las cavidades que se forman entre los dendrones: la capa-
cidad de utilizar diversos tipos de grupos funcionales los convierte en una
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opcion viable para incorporar principios activos de distinta naturaleza, los
cuales pueden estar unidos por interacciones débiles para facilitar la libera-
cién del farmaco en el sitio indicado [12].

¢ Xerogeles de silice: son materiales obtenidos por la via del sol-gel, bio-
compatibles y no toxicos, que se degradan sin dificultan y que durante su
sintesis permiten la incorporacién de distintas sustancias, tanto hidrofilicas
como lipofilicas, de una manera muy homogénea, formando una estructura
microporosa. Hstos son candidatos para la incorporaciéon de farmacos para
un direccionamiento y liberacion especificos [13].

¢ Nanotubos de carbono: son moléculas construidas con una o varias lami-
nas de grafeno enrolladas en forma de cilindro, con didmetros tan pequefios
con 1 nm y de longitud variable. Los nanotubos de carbono tienen la capaci-
dad de ser funcionalizados para que se puedan incorporar distintos tipos de
farmacos y para que sean direccionados a las células de interés, ademas de
que por su forma cilindri-
ca pueden ser retenidos
por mas tiempo en los
ganglios linfaticos, con-
virtiéndolos en buenos
candidatos para dirigir la
accion terapéutica a esta
parte del cuerpo [14].

¢ Nanoparticulas mag-
néticas: cuentan con un
nucleo ferromagnético
fabricado  normalmente
con hierro, cobalto, niquel
O tierras raras, tienen la

ventaja de que se facilita

su direccionamiento por = farmaco

la exposicion a un campo

, . Figura 3. Sistemas nanoparticulados empleados en la
magnético externo. Ade- ) = ) )
liberacién de farmacos a) nanoesferas, b) nanocapsu-

ma r utili r ) P
s de ser utilizadas para las, ¢) nanoparticulas sélidas lipidicas, d) acarreadores

la liberacion de farmacos, lipidicos nanoestructurados, €) liposomas, f) Fitosomas,
también pueden ser utili- ) dendrimeros, h) xerogeles, i) nanotubos de carbono, j)

zadas para termoablacion nanoparticulas magnéticas.
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por radiofrecuencia y para ubicar las zonas tumorales, ya que pueden ser vistas
con técnicas como la imagenologfa por resonancia magnética [15].

1.5. Retos para el desarrollo de nanofitofirmacos para el tratamiento
de cidncer

Son multiples los desatios a vencer para el desarrollo de los nanofitofarmacos,
en primera instancia, es necesario identificar a las especies vegetales, sus extrac-
tos o sus moléculas, que tengan potencial para el tratamiento del cancer. Esto se
determina generalmente en estudios 7 vitro que evalian el efecto de estos com-

puestos en la viabilidad celular, la morfologia y en las vias de sefializacion celular.

La técnica que se elegira para obtener a los compuestos activos a partir de
especies vegetales (fitofarmacos) dependera de la naturaleza quimica y de las pro-
piedades fisicoquimicas de estos compuestos, ademas de las caracteristicas del
material vegetal con el que se va a trabajar. Es importante considerar que dichos
compuestos se encuentran inmersos en una matriz compleja que incluye estruc-
turas vegetales que dificultan su obtencién, ademas de biomoléculas con diferen-
tes grupos funcionales y polaridades [10].

El objetivo fundamental es lograr que el compuesto de interés sea arrancado
de la matriz vegetal y se transfiera al disolvente, del que posteriormente sera
recuperado. Este proceso obedece a fendmenos de difusion a diferentes niveles,
primero es necesario que el disolvente penetre en la matriz vegetal, una vez en el
interior, éste tiene que disolver al compuesto de interés, éste compuesto disuelto,
difunde hasta las paredes del material vegetal y posteriormente, hacia el exterior,
para distribuirse de manera homogénea en el liquido. El intercambio de materia
va a continuar con la entrada de disolvente fresco al material vegetal y la extrac-
cién de un mayor numero de moléculas del compuesto de interés, hasta que se
alcance el equilibrio [17].

Para facilitar el proceso de extraccion es conveniente realizar un pretratamien-
to al material vegetal, reduciendo su tamano, para incrementar el area superficial
que entrara en contacto con el disolvente y disminuir asi la distancia que tienen
que recorrer el disolvente y el compuesto de interés durante la extraccion [17].

El proceso de trasferencia puede ser acelerado utilizando técnicas como la
extraccion asistida por ultrasonido; en ella, la mezcla del material vegetal y el
disolvente es colocada en un bafio ultrasénico que induce una tensién mecanica
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sobre las particulas de material vegetal mediante la produccion de burbujas de
cavitacion, lo que genera la ruptura de la pared celular, facilitando la liberacion
del compuesto de interés [18]. Otras técnicas de extraccion como la maceracion,
Soxhlet y tecnologias de fluidos supercriticos e irradiacion asistida por microon-
das, también son empleadas con regularidad [19].

La polaridad del disolvente que se mezcla con el material vegetal debe ser la
adecuada, dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto que
se pretende recuperar; ademas, el disolvente debe tener un punto de ebullicion
bajo, para que pueda eliminarse del compuesto de interés con facilidad y no debe
reaccionar con el compuesto de interés [20]. Si es dificil elegir el disolvente ideal,
se puede realizar una extraccion secuencial utilizando inicialmente un disolvente
de polaridad baja, posteriormente uno de polaridad intermedia y, finalmente, uno
de polaridad alta, ya que con cada tipo de disolvente se obtendran extractos con
diferente composicion [21], para posteriormente identificar con cual de ellos se
extrajo el compuesto de interés.

Una vez terminado el proceso de extraccion, lo mas probable es que el com-
puesto de interés se encuentre formando parte de una mezcla de diferentes com-
puestos que también fueron extraidos con éste. Es posible realizar un fracciona-
miento del extracto guiado por bioensayo, para ello, se realiza una separacion del
extracto y las fracciones obtenidas son evaluadas mediante ensayos bioldgicos
para identificar aquellas que desencadenan la actividad deseada; este proceso de
fraccionamiento-bioensayo se repite hasta obtener un compuesto lo mas puro
posible o hasta obtener una actividad biolégica adecuada con concentraciones
bajas de la fraccién evaluada [20].

La obtencién del fitofarmaco también impone algunos retos para el investi-
gador al requerir que la técnica para su obtencion sea accesible para asegurar una
cantidad adecuada del producto, por lo menos para realizar las pruebas 7z vivo,
y dicho producto debera ser obtenido con la suficiente pureza para permitir su
caracterizacion con fines de elucidar su estructura para su posible sintesis [22].

Los fitofarmacos deben ser caracterizados fisicoquimica y biolégicamente, de
acuerdo a la normatividad, sustentando con ello su calidad y su actividad bio-
l6gica. Para tal efecto es importante determinar caracteristicas como su estado
fisico, espectros UV e IR, composiciéon quimica, peso molecular y estabilidad,
ademais es necesario estandarizar su obtencidn, establecer controles de calidad,
identificar mecanismos de accion, 6rganos diana, toxicidad y cumplir con los
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requerimientos de buenas practicas, documentacion y evaluacion preclinica y cli-
nica que permitan garantizar su trazabilidad, eficacia y su seguridad. El desarrollo
de fitofarmacos, aunque puede derivarse de la medicina tradicional, se caracte-
riza porque se apega a un control farmacolégico. El desarrollo adecuado de los
fitofarmacos ha dado lugar a la inclusién de diversos compuestos naturales o ex-
tractos herbolarios en las farmacopeas china, europea, alemana, inglesa, francesa,
suiza y americana, entre otras [23].

La aplicacion de la nanomedicina en el tratamiento del cancer de mama ha
permitido mejorar la estabilidad de los medicamentos, reducir los efectos secun-
darios, aumentar el indice terapéutico y los parametros farmacocinéticos [24].
Estas ventajas son un ejemplo de la importancia del uso de la nanomedicina para
el desarrollo de nuevas terapias para tratar al cancer de mama, que también son
aplicables para el desarrollo de fitofarmacos, con mejoraras en la especificidad, la
bioseguridad y la efectividad.

Los nanofarmacos protegen al compuesto activo de su interaccién inespe-
cifica con el organismo y lo llevan hasta el tumor, donde el compuesto activo
es liberado y actia causando la muerte de las células tumorales, esto reduce las
dosis del farmaco necesarias para alcanzar el efecto terapéutico, al controlar la
distribucién del farmaco en el organismo [8]. Para que los nanofarmacos actien
de manera efectiva se debe prolongar su tiempo de circulacion en el organismo,
para ello se sugiere que estos tengan una superficie hidrofilica para evitar que los
macréfagos los eliminen y para evitar la adsorcion de proteinas plasmaticas en su
superficie. Los nanofarmacos preferentemente deben poseer un diametro menor
a 100-50 nm y carga superficial neutra [24].

Los nanofarmacos usados en el tratamiento del cancer pueden ser sencillos
o complejos, y emplearse tinicamente como acarreadores farmacolégicos o ser
incluso acoplados a moléculas que modifican en microambiente tumoral, molé-
culas sensibles al ambiente, moléculas reporteras que se visualizan por imageno-
logia, particulas que responden al sefiales fisicas o quimicas, etc. [8].

Para el desarrollo de nanofarmacos es fundamental tomar en cuenta la facti-
bilidad técnica y econémica de las metodologias propuestas, emplear reactivos
de bajo costo, evaluar la escalabilidad de las metodologias empleadas. Apegarse
a la normatividad empleando reactivos aceptados para su uso en humanos y si-
guiendo protocolos de buenas practicas en cada etapa de evaluaciéon. Demostrar
la reproducibilidad de las caracteristicas fisicoquimicas y del efecto biologico de
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los nanofarmacos desarrollados, mas ain cuando estos nanofarmacos contienen
a un fitofarmaco.

Las entidades reguladoras como la Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD), la International Conference on Harmonization (1CH), la Food
and Drug Administration (FDA) de Estados Unidos, la Exropean Medicines Agency
(EMA), la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS),
el Ministerio de Sanidad, Trabajo y Bienestar (MHLW) Japonés y la Comision
Federal para la Protecciéon Contra Riesgos Sanitario (COFEPRIS) en México,
entre otras, han publicado pautas para pruebas de toxicidad preclinicas para subs-
tancias quimicas y farmacéuticas, asi como guias de calidad para la realizacién de
estudios de seguridad en humanos. Es importante atender las normatividades
aplicables durante el desarrollo de nanofitofarmacos, para conocer los aspectos
de seguridad y eficacia para su aplicacion en el ser humano.

Fundamentado en estos antecedentes, el grupo de investigacion de biomate-
riales del CICATA-IPN ha trabajado durante varios afios en el desarrollo de es-
trategias farmacologicas para tratar al cancer de mama, particularmente mediante
el desarrollo de nanofarmacos. Estos avances se exponen en este capitulo.

2. Metododogia
2.1. Recoleccion y clasificacion de material vegetal

Se realiz6 una investigacion etnofarmacoldgica de especies vegetales que cre-
cen en México, empleadas tradicionalmente para el tratamiento del cancer. Asi
mismo, se investigaron los antecedentes cientificos sobre la caracterizacion qui-
mica y los efectos biologicos de dichas especies vegetales. Con esa informacion,
se seleccionaron especies con potencial aplicacion en el tratamiento del cancer.
Esas especies fueron recolectadas en el territorio Nacional y clasificadas por her-
barios nacionales de la Universidad Nacional Auténoma de México y de la Uni-
versidad Auténoma de Chapingo, en donde se almacenaron ejemplares.

2.2. Acondicionamiento del material vegetal
Se realiz6 una limpieza del material vegetal para eliminar tierra y contaminan-

tes macroscopicos, posteriormente, el material vegetal se lavo con agua corriente
y se desinfectd en una solucién de hipoclorito de sodio. Las muestras se secaron a
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la sombra y posteriormente fueron trituradas en molino pulverizador y tamizadas
hasta obtener polvos finos cercanos a los 180 um. Las muestras se almacenaron
en oscuridad a temperatura ambiente.

2.3. Obtencion de los extractos

Se realiz una extraccion asistida por bafio ultrasénico utilizando disolventes
en un gradiente de polaridad (éter de petrdleo, etanol y agua), o etanol como
unico disolvente, por triplicado; los extractos obtenidos fueron concentrados en
evaporador rotatorio y desecados hasta su totalidad en horno de vacio.

2.4. Evaluacion de Ia actividad citotéxica de los extractos en cultivos
celulares de ciancer de mama

La actividad citotdxica de los extractos en células de cancer de mama se em-
pled para identificar aquellos extractos con potencial efecto anticancer.

Se emplearon tres lineas celulares, dos de adenocarcinoma de glandula mama-
ria MDA-MB-231 (ATCC HTB-26) y MCF7 (ATCC HTB-22) y una no tumoti-
génica de epitelio de glandula mamaria MCF 10A (ATCC CRL-10317), las cuales
fueron adquiridas de la Awerican Type Culture Collection. E1 manejo de las lineas
celulares se realizé en condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar.
Las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF7 se cultivaron en medio de cultivo
Dulbecco’s Modified Eagle Medinm (IDMEM, Caisson Labs), suplementado con 10 %
de suero fetal bovino (FBS, ATCC), mientras que la linea celular MCF 10A fue
cultivada en medio de cultivo Dulbeccos Modified Eagle Medinm-F12 (DMEM-F12,
GIBCO) suplementado con 10 % de FBS, 20 ng/mL de factor de crecimiento
epidérmico (EGF, Sigma), 0.25 U/mL de insulina (Pisa Biotec) y 0.5 pg/mlL de
hidrocortisona (Sigma). Los cultivos se mantuvieron en incubacién a 37 °C, en
cdmara himeda con 5 % de CO, hasta alcanzar confluencias cercanas al 80 %.
Las células fueron tripsinizadas, contadas y sembradas en placas de 96 pozos, en
donde se administraron diferentes concentraciones de los extractos con n>6 para
cada concentraciéon y se incubaron las células con los tratamientos por periodos
de 24, 48 y/0 72 h, estos experimentos se realizaron por triplicado. Una vez que
concluy6 el tiempo de incubacion, se disolvié el reactivo MTT (Sigma-Aldrich)
en buffer de fosfatos salino (PBS) a una concentracién de 5 mg/mlL, adicio-
nando 20 mL de la solucién a cada pozo. Las placas fueron incubadas durante
2 ha 37 °C en oscuridad. Una vez completado el tiempo de incubacién se retird
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el medio de cultivo y se adicionaron 100 ul. de DMSO para diluir los cristales de
formazan que se formaron en el fondo de cada pozo. Las muestras fueron ana-
lizadas por espectroscopia en un lector de ELISA (Labsyster Multiskan Ms) a 570
nm y la absorbancia se compard contra un control sin tratamiento para estimar el
potcentaje de viabilidad alcanzado con los tratamientos. Se emplearon controles
con DMSO al 0.2 % v/v para el vehiculo y células tratadas con 0.25 pg/mL de
paclitaxel como control positivo.

Se determind el valor de la concentracién inhibitoria 50 (IC, ), concentracion
necesaria para disminuir la viabilidad celular al 50 %, y con estos valores se de-
termino cuales extractos presentaron mayor efecto citotéxico en los cultivos ce-
lulares de ciancer de mama, asi mismo, se buscé una diferencia en la citotoxicidad
inducida sobre las células no tumorales.

2.5. Fraccionamiento de los extractos activos

Los extractos con mayor actividad citotoxica fueron estudiados con el fin de
mejorar su actividad citotdxica al obtener a los compuestos activos con mayor
pureza. Se evaluaron distintas estrategias de fraccionamiento, que incluyen desde
la separacion de las estructuras de la planta (tallos, hojas, raices, corteza) hasta
la aplicacién de estrategias como la crioprecipitacion o el fraccionamiento por
cromatografia en columna.

2.6. Caracterizacion de las fracciones activas

Las fracciones con actividad citotéxica fueron evaluadas mediante diversas
técnicas, que incluyen espectroscopia FT-IR y UV-Vis, cromatografia en capa
fina (TLC) acoplada a diversos sistemas de revelado, cromatografia liquida con
detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD) y cromatografia liquida con detector
de masas (HPLC-MS).

2.7. Desarrollo de sistemas de nanoencapsulacion

Se generaron diferentes sistemas para la nanoencapsulacion de fitofarmacos,
incluyendo liposomas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas sélidas lipidi-
cas y acarreadores lipidicos nanoestructurados; para ello se estudiaron diferentes
componentes y metodologias de sintesis.
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La incorporacion de los fitofarmacos a los sistemas de nanoencapsulacion
fue similar en la mayoria de los procesos (Figura 4). De manera general, las me-
todologfas consisten en la mezcla de 2 fases: una organica y otra acuosa, donde
la fase organica contiene al polimero (o lipido), al fitofarmaco y a un disolvente
organico; mientras la fase acuosa contiene agua y uno o mas surfactantes. Ambas
fases se mezclan en agitacion mecanica y posteriormente se elimina el disolven-
te a temperatura ambiente, en rotavapor o mediante el proceso de secado por
aspersion. Finalmente, se llevan a cabo los procesos de purificacion respectivos.

Fase orginica

Polimero o lipido
Fitofarmaco

Dizolvente organico Evaporacion

4 7\ del disolvente Punificacion

——

Fase acuosa
Agua
Surfactante(s)

Figura 4. Metodologfa general empleada para la incorporacion de los fitofarmacos

a los sistemas de nanoencapsulamiento.

La caracterizacién de las particulas obtenidas se llevd a cabo evaluando el
tamafio de particula mediante microscopia electronica de barrido y dispersion de
luz dinamica, la complejidad de la técnica de sintesis, la estabilidad de las particu-
las a través de la determinacion del potencial zeta, la eficiencia de atrapamiento
de los fitofarmacos cuantificada por espectroscopia UV-Vis o HPLC-DAD, la
tasa de liberacién en PBS a 37 °C cuantificada por espectroscopia UV-Vis o
HPLC-DAD, la reproducibilidad, el rendimiento y la factibilidad teérica y practi-
ca del escalamiento del proceso.

3. Resultados y discusion
3.1. Seleccion de las especies vegetales a emplear

Se estudiaron las partes aéreas de la hierba del cancer (Cuphea aequipetala Cav.),
la hierba del sapo (Eryngium comosum F. Delaroche) y el muicle (Justicia spicigera
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Schult.), la corteza de la raiz de cancerina (Sewialarium mexicanum (Miers) Mennega),
la corteza del tronco del cuachalalate (Hypopteryginm adstringens Schitdl.), la parte
foliar del arbol de tejocote (Crataegus gracilior ].B. Phipps) y toda la estructura del
aranto (Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier).

Se obtuvieron extractos en disolventes de diferentes polaridades, obtenien-

do los mejores resultados de citotoxicidad con las especies presentadas en la
Tabla 2.

Tabla 2. Valores de IC50 de los extractos que presentaron mejor actividad citotéxica contra

células de cincer de mama

Disolvente IC,,a72h
Nombre Nombre en el que se
comun cientifico obtuvo el MDA- MCFE7 MCF 10A
extracto MB-231

Muicle Justicia spicigera Fter de petrileo | 26.3 pg/ml | 64.7 ug/ml | 52.0 pg/ml
Schitdl.

Tejocote Crataegus FEter de petrileo | 49.4 ug/ml | 45.4 ug/ml | 44.7 pg/ml
gracilior
J-B.Phipps

Cancerina | Semialarium | Eter de petroleo | 56.6 ug/ml | 75.8 ug/ml | 66.8 ug/ml
mexicanum
(Miers)
Mennega

Aranto Kalanchoe Etanol 18.53 pg/ml 25.00 pg/ml
daigremontiana
Raym.-
Hamet & H.
Perrier

Dos de las especies vegetales estudiadas han sido evaluadas a mayor profundi-
dad, realizando ensayos de fraccionamiento para mejorar la actividad biol6gica de
sus extractos citotoxicos, estas son: la cancerina y el aranto. El tejocote y el mui-
cle pudieran ser evaluados en el futuro, sin embargo, es importante sefialar que
el extracto de muicle indujo citotoxicidad en células del sistema inmunolégico
(PBMC, determinado por el ensayo WST-1), lo que sugiere que probablemente

no sea adecuado para su uso en humanos.
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3.2. Fraccionamiento y caracterizacion de los extractos citotoxicos
con potencial uso en el tratamiento de cincer de mama

3.2.1. Extracto de cancerina en éter de petrdleo

El extracto de cancerina fue caracterizado quimicamente y fraccionado por
crioprecipitacién, generando 2 fracciones altamente citotéxicas y una fraccion
que induce proliferacion de las células tumorales, que limitaba la actividad cito-
toxica del extracto crudo. La citotoxicidad de las fracciones activas fue selectiva
para las células de cancer de mama, en comparaciéon con las células de tejido
mamario sano (MCF 10A) y las células del sistema inmune (PBMC). Estas frac-
ciones tienen un alto potencial para el desarrollo de fitofarmacos para tratar el
cancer de mama. En ambas fracciones se identificé a la pristimerina como el
compuesto predominante, ambas fracciones generaron valores de IC, cercanos
a 4 ng/mL en las células tumorales tras 72 h de tratamiento, y presentaron ren-
dimientos similares (Maldonado-Cubas et al., 2018). Dado que ambas fracciones
tienen actividad similar y patrones cromatograficos similares, ambas fracciones
fueron combinadas para incrementar el rendimiento global del fitofarmaco, el
pool de estas fracciones gener6 valores de IC_ de 9.1y 10.5 pug/mlL. para las célu-
las MDA-MB-231 y MCF7, respectivamente, tras 72 h de tratamiento.

La pristimerina se identificé por HPLC-DAD a 420 nm con un tiempo de reten-
ci6én de 24.435 min. La pristimerina es un compuesto predominante, con el mayor
porcentaje de area bajo la curva en las 2 fracciones activas del extracto en éter de
petroleo de cancerina. La pristimerina inhibe la proliferacion celular 7z vitro e in vivo,
la angiogénesis y los procesos metastasicos, induce efectos en el ciclo celular, la
apoptosis, la actividad del proteasoma y en la generacion de especies reactivas de
oxigeno, asi como en las vias NF-»B, AKT/mTOR y MAPK/ERK [25].

3.2.2. Extracto de aranto en etanol

El extracto de aranto fue positivo para bufadiendlidos en ensayos de TLC.
Este se obtuvo inicialmente usando la planta completa, en un segundo estudio,
la planta fue separada en tallos, hojas y raices y cada uno de estos extractos fue
evaluado individualmente. El extracto etandlico de la raiz de aranto presentd la
actividad citotoxica mas alta. No se observé citotoxicidad para las células del
sistema inmune (PBMC), por lo que esta fraccioén tiene un alto potencial para el
desarrollo de fitofarmacos para tratar al cancer de mama.
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En el extracto etandlico de la raiz de aranto se identificaron tentativamente
pot HPLC/MS los bufadiendlidos: kalandaigremosido y 38,58,11a,148,19-pen-
tahidroxi-12-oxo-bufa-20,22-dienolido, con valores de m/z de 475.231891 y
493.133433, ambos compuestos fueron previamente identificados en extractos
acuosos de la raiz de aranto (K. daigremontiana) junto con otros bufadienélidos
[26]. Los bufadiendlidos tienen actividad citotoxica ante diferentes lineas celu-
lares cancerigenas. Se ha reportado que el género Kalanchoe contiene potentes
bufadienélidos, como son la bersaldegenina-1, 3, 5-ortoacetato y briofilina B que
poseen actividad citotdxica [27].

3.3. Desarrollo de sistemas de nanoencapsulacion de fitofirmacos
3.3.1. Sistemas de nanoencapsulacion para el fitofirmaco derivado de cancerina

Se evaluaron diversos sistemas de liberaciéon de farmacos, incluyendo nano-
particulas sélidas lipidicas (diametro hidrodinamico de 270 nm), acarreadores
lipidicos nanoestructurados (diametro hidrodinamico de 15 nm), nanoparticu-
las poliméricas de policaprolactona obtenidas por nanoprecipitaciéon (diametro
hidrodindmico de 200 nm) y nanoparticulas poliméricas de acido polilactico
co-glicélico obtenidas mediante secado por aspersion (500 nm) y por nanopre-
cipitaciéon. Se evaluaron los efectos de las variables de sintesis sobre el diametro

hidrodinamico y el potencial Z.
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Figura 5. Didmetro hidrodinamico de las nanoparticulas cargadas
con el fitofairmaco de cancerina.
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Las particulas obtenidas por nanoprecipitacion, empleando acido polilactico
co-glicélico, presentaron caracteristicas adecuadas de tamafio y estabilidad. Las
particulas obtenidas, con el extracto incorporado, mostraron un diametro hidro-
dinamico de 100 nm (Figura 5) y un potencial Z de -20 mV. Almacenadas a 4 °C
permanecieron estables durante el periodo evaluado (30 dias). En una propor-
cién 1:1 polimero vs fitofarmaco mostraron una eficiencia de encapsulamiento
de 50 % m/m.

Se evalu6 la tasa de liberacién en PBS pH 7.4, a 37 °C, en agitacién, durante 1
mes. No se evidenci6 liberacion de la pristimerina en el tiempo evaluado, proba-

blemente por su naturaleza hidrofébica.
3.3.2. Sistemas de nanoencapsulacion el fitofarmaco derivado de aranto

Para la generar nanoparticulas cargadas con los fitofarmacos de aranto se
selecciond inicialmente secado por nanoaspersion, las particulas mostraron un
diametro medio de 450 nm (mayor al requerido). Adicionalmente, se desarrolld
una metodologia para la sintesis de nanoparticulas a base de gelatina y 1,1-carbo-
nildiimidazol, empleando el método de desplazamiento de solventes modificado.
Este sistema usa reactivos economicos y biocompatibles; el tamafio de particula
y el potencial Z, son modulables; la sintesis es reproducible y es escalable. Fue
posible obtener particulas con didmetro hidrodindmico menor a 20 nm y valores
de potencial Z cercanos a 0 mV, con tamafio de particula estable por al menos
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Figura 6. Cinética de liberacion del fitofirmaco obtenido de aranto.
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30 dias a 4 °C, estas caracteristicas las hacen apropiadas para su accion farma-
colégica en el tratamiento del cancer de mama. El fitofarmaco de aranto fue
incorporado en las nanoparticulas obteniéndose una eficiencia de encapsula-
miento de 40 % m/m, determinada por espectroscopia UV-Vis. Se evalud la tasa
de liberacién en PBS pH 7.4, a 37 °C, en agitacion, durante 1 mes (700 horas). La
cinética de liberacion esta descrita por la grafica que se presenta en la Figura 6. Se
observa que la liberacién ocurre a una mayor tasa durante las primeras 72 h, pos-
teriormente, la tasa de liberacién baja, alcanzandose una meseta a las 500 horas
(20 dias). Tras este tiempo, s6lo el 50 % del fitofarmaco atrapado fue liberado de

las nanoparticulas.
3.4. Evaluacion de Ia citotoxicidad de los fitofirmacos nanoencapsulados

Las nanoparticulas cargadas con los fitofarmacos fueron estudiadas en las
lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF7 a 72 h.

La administraciéon del fitofarmaco de cancerina de manera nanoparticulada
5, (ver tabla 3). En las células MCF7, el
IC,, de las nanoparticulas fue de 4.28 pg/ml., mientras que para la linea celular
MDA-MB-231 se encontré un IC, de 3.83 ug/ml..

generd la reduccion de los valores de IC

Tabla 3. Valores de 1C50 para el fitofirmaco de cancerina libre y encapsulado.

IC,,a72h
Tipo celular Prueba ED
P (ng/mL)
Fitofarmaco de cancerina (Sewzialarium 9.1
MDA-MB-231 mexicanuni) '
Nanoparticulas poliméricas con carga de
, 3.83
fitofarmaco
Fitofarmaco de cancetina (Semialarium 105
MCF7 mexcicanuni) )
Nanoparticulas poliméricas con carga de
) 4.28
fitofarmaco

Las particulas cargadas con el fitofarmaco de aranto fueron citotéxicas para
las células derivadas de cancer de mama, el efecto del fitofarmaco se vio poten-

ciado al administrarse en una nanoparticula. Los valores de 1C_; se presentan en
la Tabla 4.
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Tabla 4. Valores de IC50 para el fitofarmaco de aranto libre y encapsulado.

Tipo celular Prueba IC,,a72h
(ng/mL)
Fitofarmaco de aranto (Kalanchoe 1721
MDA-MB-231 daigremontiana) '
Nanoparticulas poliméricas con carga de
. 10.97
fitofarmaco
Fitofarmaco de aranto (Kalanchoe
. . 18.71
MCF7 daigremontiana)
Nanoparticulas poliméricas con carga de
, 13.74
fitofarmaco

La nanoencapsulacion de los fitofarmacos mejord el efecto citotdxico de es-
tos, reduciendo los valores de IC_ en un 60 %. Con valores que, de acuerdo con
el Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos (NCI, USA), evidencian su
potencial aplicacion para el desarrollo de medicamentos contra el cancer [28].

4. Conclusiones

Hemos desarrollado dos nanofarmacos que causan la muerte de las células de
cancer de mama por apoptosis y que cumplen criterios internacionales que su-
gieren su potencial aplicacion en el tratamiento del cancer de mama (NCI, USA).
Estos nanofarmacos estan disefiados para dirigirse de manera especifica a los tu-
mores mamarios y ejercer su efecto terapéutico localmente, reduciendo con ello
la probabilidad de presentar efectos secundarios. Los nanofarmacos que hemos
desarrollado estan elaborados con materiales aprobados para su uso en huma-
nos por la FDA. Las metodologias de obtencién toman en cuenta rendimientos,
costos, inocuidad, reproducibilidad y escalabilidad de los procesos de obtencion.

En este estudio se ha demostrado nuevamente que las plantas poseen po-
tencial para generar productos con efectos biologicos significativos y que la
tecnologfa ayuda a generar procesos y productos de calidad. La combinacion
de la nanotecnologia con la fitofarmacologia promete resultados mejorados, al
ofrecer potenciar la accién farmacoldgica, tener un efecto dirigido a los 6rga-
nos blanco, la capacidad de desarrollo de medicina personalizada y la reinge-
nierfa de los productos.
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Son muchos los aspectos a considerar para el desarrollo de nanofitofarmacos
pero un trabajo colaborativo de especialistas en multiples areas puede dar lugar a
la generacion de productos exitosos, eficaces y seguros.

Actualmente, estos productos estan en ensayos preclinicos para evaluar su
seguridad en modelos animales.
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Resumen

El avance tecnolégico requiere de materiales que tengan un impacto directo
en la vida cotidiana. Asi, el desarrollo y aplicacion de sistemas mas eficientes,
sustentables y por lo tanto no agresivos con el ambiente son un reto para la co-
munidad cientifica al involucrar diferentes disciplinas en la busqueda de lograr el
control de las propiedades a nivel nanométrico. En particular, los materiales mul-
ti-hidréxidos laminares, comunmente conocidos como HDL, brindan un pano-
rama prometedor ya que sus propiedades y composicion pueden ser moduladas
desde la sintesis, para una amplia gama de usos y aplicaciones. Recientemente,
en areas muy diferentes las aplicaciones de estos materiales han sido exploradas;
por ejemplo: magnetismo, reacciones de produccion de energia (electrocataliza-
dores), sensores electroquimicos, sistemas portadores-liberadores de farmacos,
representan areas de oportunidad. Por otra parte, sistemas en bajas dimensiones,
la obtencién de nanolaminas o nanohojas (nanosheets) a partir de la exfoliacién
de estos nanomateriales: nanopeliculas multicapa, nanocompdsitos y estructuras
core-shell. La presente propuesta pretende desarrollar materiales tipo HDL mul-
ticatidnicos involucrando aspectos desde la concepcion, sintesis y aplicacion en la
electrolisis del agua, proceso fundamental en la produccién de hidrégeno, como
fuente de energfa renovable y una alternativa de las fuentes de energfas tradicio-
nales generadoras de contaminantes.

Palabras clave: Energia renovable; Procesos sustentables; Materiales HDL;
Electrolisis.
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1. Introduccion

Actualmente, la generacién de energia en su mayor proporcion esta basada en
el petréleo (40 %), seguido del carbén (30 %) y gas natural (20 %); ademas, con
pequefias contribuciones, la hidroelectricidad (6 %) y las plantas nucleares (4 %),
siendo despreciable la generacion de energfa por otros medios. De acuerdo con
lo anterior, los combustibles fosiles son la base de fuentes de energia, por lo
que nuestro desarrollo esta basado en procesos energéticos poco eficientes que
pronto traeran como consecuencia desequilibrios ambientales [1]. El consumo de
petroleo y carbon para generar energfa produce grandes cantidades de CO, que
se incorpora a nuestra atmosfera, lo que agrava el problema asociado al efecto
invernadero, responsable del calentamiento global que sufre nuestro planeta. De
continuarse con tales niveles de emision de CO, se espera que para el afio 2025
la temperatura media subird aproximadamente entre 1 y 2 °C, causando graves
catastrofes climaticas, principalmente para la agricultura y ganaderfa, diversos
ecosistemas, as{ como para la sociedad en general [2-3].

Para solucionar este problema, se han creado programas a corto, mediano y
largo plazo para utilizar fuentes alternas de energia que compensen el desequili-
brio ambiental o sean ambientalmente amigables. Se ha propuesto una variedad
de fuentes de energfa renovables para ayudar a disminuir la contaminacién am-
biental y proporcionar la demanda de energfa requerida por la humanidad. Entre
los combustibles se encuentran las gasolinas reformuladas, bioetanol, biometanol
e hidrégeno.

Una opcién de solucién a tal problema es el uso del hidrégeno, considera-
do como un vector energético capaz de disminuir la contaminacién ambiental
y abastecer la demanda energética. La economia del hidrégeno es un modelo
alternativo al uso de combustibles fosiles, en el cual el H, puede ser empleado
como sistema de almacenamiento de energfas renovables, debido a que la energfa
obtenida de fuentes como la solar y la edlica puedan emplearse para producir
H, y éste a su vez inyectarse a una celda de combustible para la generacion de
energfa. Sin embargo, para poder tener un sistema sustentable basado en el uso
del hidrégeno, diversos problemas relacionados con su produccion y almacena-
miento deben ser resueltos [4].

Una de las vias mas atractivas para la produccién del hidrégeno es a partir
de la electrolisis del agua, la cual se puede acoplar a energfas renovables, don-
de la energfa eléctrica generada que no se puede almacenar logre convertirse a
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hidrégeno y utilizar este elemento como vector energético, de modo que la ener-
gia eléctrica producida quede contenida como energia quimica. En términos de
contaminacion, los electrolizadores producen hidrégeno y oxigeno libre de CO,
a diferencia de otros métodos de produccion.

Existen tres tipos de electrolizadores: alcalinos, de membrana polimérica, y
de 6xidos sélidos o de alta temperatura. Aunque existen diferencias entre ellos,
en todos los casos los productos generales y las reacciones llevan a los mismos
resultados, la electrolisis de agua produce una relaciéon de dos volimenes de hi-
drégeno por uno de oxigeno.

Un electrolizador es una celda donde se lleva a cabo una reaccién electroqui-
mica no espontanea (electrélisis). Esta reacciéon consiste en la ruptura de una
molécula de agua por una corriente eléctrica que circula entre dos electrodos
(anddo y catddo), en una solucion electrolitica adecuada. Una corriente directa
se aplica al sistema y los electrones empiezan a fluir de la terminal negativa de
baterfa (CD) al catodo, en donde los electrones son consumidos por iones de
hidrégeno (H"), protones, para formar moléculas de hidrégeno (H,). Para man-
tener la carga eléctrica balanceada, los iones oxidrilos (OH), aniones, migran
a través del electrolito al anodo, donde los aniones donan electrones y estos
regresan a la terminal positiva de la baterfa, el hidrogeno gaseoso escapa de la
superficie del caitodo mientras que los iones oxidrilos migran a través del dia-
fragma poroso, debido al campo eléctrico existente, y se descargan en el anodo,
regenerando una molécula de agua y oxigeno gaseoso en cantidades correspon-
dientes a la mitad del hidrégeno producido [5-6]. En resumen, dos procesos
principales se presentan, la reaccién de evolucidon de hidrégeno (REH) y la
reaccion de evolucion de oxigeno (REO), es esta ultima la etapa que controla
el proceso general y también la mas compleja, por lo que es motivo de estudio
en el presente trabajo.

Entre los 6xidos de metales nobles, el RuO, es el mas activo, pero su costo es
elevado. Ademads, en medio alcalino sufre de corrosion y disminuye su actividad.
El IrO, exhibe el sobrepotencial mas bajo para los REO en medio 4cido, pero
tiene pobre resistencia a la corrosion y tiene una actividad ligeramente inferior al
RuO,. Un acercamiento para mejorar la resistencia a la estabilidad y la corrosion
de RuO, e IrO, es mezclarlo con otros metales y 6xidos metilicos (Ta,O,, TiO,,
SnO,, ZrO,, y Sb,0,) para formar éxidos mixtos. Otros estudios han utilizado
mezclas de RuO, e 1+O,, y en combinacién con otros metales de transicion para
ser utilizados como electrocatalizadores para la REO. Se ha reportado para el
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medio alcalino, que el orden de la actividad para distintos nanomateriales en la
REO es el siguiente: RuO >RhO >NiO_ ~IrO_>PtO >PdO,, a un potencial
aplicado [7-12].

Por otro lado, diferentes nanoestructuras tales como: 6xidos, perovskitas, es-
pinelas y aleaciones que contengan Ni en su composicién, han mostrado tener
una buena actividad en la REO [13].

En investigaciones recientes se ha propuesto como alternativa los materiales
nanoestructurados conocidos como hidréxidos dobles laminares (HDL) para ser
utilizados como electrocatalizadores para la REO. Desde que Gong et al. [14]
report6 que el sistema NiFe LDH exhibia una buena actividad electrocatalitica
y estabilidad en medio alcalino para la REO, comparado con los catalizadores
comerciales como el IrO,, diferentes grupos han reportado diferentes estrategias
para mejorar la actividad catalitica en la reaccién, como modular su morfologfa,
variar los aniones de compensacion y los metales de transicion que conforman
la estructura de la lamina, preparar nanoestructuras con otros materiales como

o6xido de grafeno, nanotubos de carbon, entre otros [15-16].
2. Metodologia
2.1. Preparacion de los materiales HDL

Se prepararon cuatro materiales HDL Ni-Fe con relaciones molares M"/M™
de 2, 3, 4y 5 por el método de coprecipitacion a pH variable. El procedimiento
fue el siguiente: se prepararon dos soluciones denominadas A y B, la soluciéon A
contiene 4.67 g de NaOH y 3.65 g de Na,CO, disueltos en 100 mL de agua des-
tilada, mientras que la solucién B se prepar6 a partir de los cationes presentes en

nuestro material disueltos en 100 mL de agua.

A la solucién A que estaba en agitacion vigorosa, con ayuda de un titulador
automatico se afladi6 la solucién B con un flujo constante de 1.5 mI./min hasta
terminarse la solucion, teniendo un pH inicial alrededor de 13.5 y un pH final
de 9.5. Después de completar la adicién de la solucion B, la mezcla resultante
se agit6 durante 2 h a temperatura ambiente. Enseguida se dejé agitando la sus-
pensién a una temperatura de 50 °C durante 2 dias. Transcurrido el tiempo de

afiejamiento, se procedié al lavado del precipitado con agua desionizada. Una
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vez realizados los lavados, el sélido se secd en una estufa a 80 °C. Los sdlidos
obtenidos se etiquetaron como NiFeY, donde Y representa la relacion Ni*/Fe**

(Y =23,4y5).

El poder polarizante de las HDL fue calculado con la siguiente férmula:
P(LDH) = (1-x) P(N#' ) + x P(F¢" ), donde P es el poder polatizante (Z/1°) y

x es el radio molar.
2.2. Preparacion de electrodos de trabajo

Se depositaron peliculas delgadas de los materiales HDL sobre sustratos con-
ductores de vidrio FTO (Fluorine doped tin oxide) por el método de spin-coating;
Para la preparacion de los electrodos de trabajo se dispers6 5 mg del material
HDL en 10 mL de etanol, enseguida la mezcla se llevé a una agitacion sonica para
generar una solucién homogénea. 10 pL. de esta solucién se depositaron sobre
el FTO, este paso se llevo a cabo 3 veces, y por ultimo se realizé un tratamiento
térmico a 100 °C por 2 h. Para cada material se siguié el mismo procedimiento.
El drea del electrodo para todos los materiales fue alrededor de 1.85 cm® Los
electrodos se etiquetaron con la misma nomenclatura de los materiales.

2.3. Técnicas de caracterizacion fisicoquimica

La identificacion de la estructura cristalina de los materiales HDL sintetizados
se realiz6 por difraccion de rayos X de polvos (DRX), se utiliz6 un difractémetro
D8 Advance Bruker, equipado con radiacién Cu Ko (A = 1.54184 A), un porta
muestras rotatorio y un detector de alta velocidad tipo Lynx Eye. Se utilizé geo-
metria Bragg-Brentano. Las diferentes fases cristalinas obtenidas se identificaron
utilizando los patrones de difraccién incluidas en la base de datos JCPDS de la
1CDD (International Center for Diffraction Data) y realizando un refinamiento Le-Bail.

Con la finalidad de identificar los enlaces y los grupos funcionales especificos
que estan presentes en los materiales HDL se utilizé la espectroscopia de in-
frarrojo por transformada de Fourier (FTIR), por medio un espectrofotémetro
Pekin Elmer RX, con accesorio de reflectancia total atenuada (ATR) para sélidos.
El intervalo de andlisis fue 4000 y 250 cm™ y ademas se utiliz6 la técnica de la
pastilla de KBr. El analisis termogravimétrico (TGA/DSC) se realizé en un equi-
po Perkin Elmer STA 6000 TG/DSC. Aproximadamente 30 mg de muestra se
llev6 a un calentamiento con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min de
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temperatura ambiente a 700 °C bajo un flujo de 20 ml/min de nitrégeno (N,).
El equipo utilizado para la determinacién de las areas BET es un analizador de
superficies (Micromeritics, modelo ASAP 2000). Los gases utilizados fueron N,
(99.995 %) y He (99.995 %). La temperatura de calentamiento durante la desgasi-
ficacion fue de 280 °C durante 8 horas a un vacio secundario de 10 tort.

2.4. Caracterizacion electroquimica

La caracterizacion electroquimica de voltametria ciclica (VC) se realizé en un
potenciostato-galvanostato AUTOLAB (PGSTAT302N). Se utiliz6 una celda
electroquimica convencional de tres electrodos: una pelicula delgada del mate-
rial sobre un sustrato conductor (FT'O) como electrodo de trabajo, un electrodo
de referencia de Ag/AgCl y un electrodo de platino realizando la funcién de
contraelectrodo. Como electrolito soporte se utilizé una solucion de KOH 1.0
M. Durante todos los experimentos, se utilizé6 Argén para desplazar el oxigeno
disuelto. Previamente, se realiz6 una activacion hasta 0.4 V vs Ag/AgCl durante
10 ciclos con una velocidad de barrido 20 Vs a partir de 0 V vs Ag/AgCl Los
experimentos fueron realizados en una ventana de potencial de 0.3 V a 0.7 V vs
Ag/AgCl con una velocidad de barrido de 0.001 Vs

2.5. Evaluacion electrocatalitica en la reaccion de evolucion de oxi-
geno (REO)

La actividad electrocatalitica de los electrodos con HDL NiFe fue evaluada me-
diante la reaccién de evolucion de oxigeno utilizando una solucion como electrolito
soporte de KOH 1.0 M. Los experimentos se llevaron a cabo a las mismas condi-
ciones del punto anterior. Para todos los experimentos electroquimicos, las curvas
i/E reportadas, fueron compensadas con la resistencia de la celda (IR). Ademas,
los potenciales fueron convertidos a la escala del electrodo reversible de Hidrégeno
(RHE) acorde a la siguiente relacion: B, = E + 0.0591pH + E°

Ag/AgCl Ag/AgCl

2.6. Cilculos teoricos

La teorfa de los funcionales de la densidad (DFT) tal como esta implemen-
tada en el programa Viena Ab-initio (VASP) se utilizé para todas las simula-
ciones. Los calculos incluyen la polarizacién de spin en todos los sistemas. El
proyector de onda aumentada (Projector augmented wave PAW) se utilizé para
describir la interacciéon entre los iones y electrones, ademas del funcional de
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intercambio-correlacion de Perdew-Bucke-Hezenforg (PBE) dentro de la apro-
ximacion del gradiente generalizado (GGA) [17-20].

3. Resultados
3.1. Composicion quimica y poder polarizante

La composicién quimica de estos materiales se determiné mediante la técnica
de espectroscopia de emision atomica ICP, los cuales se muestran en la Tabla 1
junto con los valores del poder polarizante.

En general, la composiciéon quimica de los sélidos fue menores que los valores
esperados inicialmente. Estos resultados pueden ser atribuidos a la precipitacion
incompleta de los iones de niquel durante la sintesis de los materiales. Por otra
parte, el poder polarizante de las laminas incrementa cuando el contenido de
iones Fe’* aumenta, lo cual promueve un incremento en la carga positiva de la
lamina tipo brucita, provocando la necesidad de mas carga negativa para com-
pensar la carga. Lo anterior causa un incremento de las fuerzas coulombianas
entre las cargas positivas (laminas) y negativas (regién interlaminar), provocando
una disminucién del espacio interlaminar en las HDL, e incrementa la densidad
de carga, lo cual produce una modificacion de la simetria D, del i6n COsz’.

Tabla 1. Composicién quimica de los materiales HDL.

I III 2
Muestra | Composicion M /M P (Z/r)
LDH
NiFe2 | Ni Fe (OH)J[CO) -107HO | 1.77 5.28
0.64 036 2 3 0.18 2
NiFe3 Ni Fe (OH)J(CO) -0.96H O 2.57 5.04
0.72 0.28 2 3 0.14 2
NiFe4 Ni Fe (OH)j(CO) -085HO 3.54 4.86
0.78 022 2 3010 2
NiFe5 | Ni Fe (OH)J(CO) -076HO | 42 477
0.81  0.19 2 3 0.09 2

3.2. Caracterizacion fisicoquimica

La estructura de los materiales HDL fue confirmada por difraccion de ra-
yos X (véase la figura 1). Todos los patrones revelan una fase pura de la HDL
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que cristaliza en un sistema romboédrico, con grupo espacial R-3m (JCPDS
22-07700). Los patrones exhiben picos finos y simétricos para los planos (003),
(006), (110) y (113) y picos anchos y asimétricos para los planos (009), (015) y
(018), estos ultimos son provocados por un mal apilamiento de las laminas.
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Figura 1. Patrones de difraccién de los materiales sintetizados:
a) NiFe2; b) NiFe3; ¢) NiFe4, y d) NiFe 5. Refinamiento Le Bail en rojo.

Los parametros de celda se obtuvieron a partir del ajuste de perfil por el mé-
todo Le Bail. El parametro de celda # que representa la distancia catién-cation
dentro de la capa tipo brucita, son similares en todos los materiales sintetizados
con un valor promedio de 3.08 A; por otro lado, el parametro de celda ¢, asociado

a tres veces la distancia interplanar d_ ., disminuye al aumentar el contenido de

003>
hierro, reportado anteriormente en la literatura [21].

El espectro de infrarrojo de todas las muestras es mostrado en la Figura 2. En
general, se observa una banda ancha alrededor de 3370 cm™, la cual se asigna al
modo estiramiento OH de los grupos hidroxilos de las laminas y de las moléculas
de agua interlaminar [22] y una banda a 1628 cm™ es debido al modo flexion del

agua interlaminar (v,). Las bandas de vibracion del grupo carbonato (CO,*) son
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observadas a 1360 y 1020 cm™. La primera banda es asignada al modo de estira-
miento asimétrico (V) y la segunda es atribuida al modo v, del carbonato que no
es activa en infrarrojo en una simetria D (configuracion del anion libre). La apa-
ricion de esta banda sugiere que el anién pierde su simetria debida a que existen
interacciones entre el i6n carbonato y moléculas de agua en la zona interlaminar
o los grupos hidroxilos de las laminas. Las bandas restantes que se encuentran
debajo de 1000 cm™ se deben a vibraciones M-OH. Mis adelante se discutirin a
detalle estos espectros para un mejor entendimiento de las estructuras al variar la
relacion de los cationes divalente/trivalente.
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Figura 2. Espectros de infrarrojo de los materiales NiFe HDL.

Las propiedades térmicas de las muestras fueron analizadas a partir de los resul-
tados obtenidos por TGA/DSC y son mostrados en la figura 3. Las dos ptimeras
etapas, de 30 2 120°Cy 120 a 200°C, corresponden a la temperatura de calentamiento
necesatia para remover el agua fisisorbida y el agua interlaminar, respectivamente,
las cuales dependen del poder polarizante de la capa brucita, dichas temperaturas
se incrementan cuando se incrementa el contenido de hierro (X, ) Por otro lado, la
temperatura a la cual se lleva la deshidroxilacion sufre un corrimiento a bajos valo-
res cuando la cantidad de hierro incrementa, indicando que su estabilidad térmica
disminuye; esto puede ser atribuido a la interaccién de destabilizacion debido al po-
der polatizante de Fe’*, produciendo una deformacién de los enlaces del octaedro.
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Figura 3. Termogramas TGA/DSC de los matetiales HDL.

El area superficial especifica fue calculada usando el método Brunauer-Em-
mett-Teller (BET) basado en isotermas de adsorcion de N, (figuras no mostra-
das). De acuerdo con la clasificaciéon de la IUPAC, las isotermas de adsorcién
para todas las muestras son del tipo IV, con un lazo de histéresis H3, tipico de
los materiales mesoporosos [23]. El area BET de las muestras estan entre 110
y 140 m?/g. Se observo que el drea supetficial especifica de las muestras se incre-
ment6 conforme al contenido del hierro.

LLa naturaleza de los sitios basicos en los materiales HDL viene de los grupos
OH’ contenidos en la lamina tipo brucita; los sitios basicos en la superficie del ca-
talizador fueron determinados por el método basado sobre la adsorcion irrever-
sible del acido acrilico, el cual tiene un pKa de 4.2. Un incremento en la relacion
Ni/Fe influye directamente en un incremento en la basicidad; esto se debe a que
la polaridad del enlace M-OH crece cuando la carga efectiva sobre los atomos
de oxigeno es grande, la cual es modulada por la densidad de carga del oxigeno,
localizada en el enlace M-O, que puede ser removida con mayor facilidad por los
cationes Fe’* que Ni**.
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Con el objetivo de entender las diferencias entre cada muestra al variar la
relacion Ni/Fe, el espectro de infrarrojo fue analizado en detalle. Se realizé una
deconvoluciéon de los espectros, dividiéndolos en tres principales regiones: A, B,
C (véase la figura 4). En la region A, todos los espectros tiene una banda centrada
en 3370 cm™, interpretada como modos de estitamientos de los grupos hidroxi-
los, el analisis en esta region muestra la presencia de cuatro sefales; la banda I'y
II son asignadas al modo de estiramiento M?*O-H, las cuales sufren un corti-
miento a bajos nimero de onda de 3617 a 3566 cm™ para la banda I y de 3485 a
3422 cm™ parala banda II cuando el X se incrementa, esto puede ser asociado a
la distribucion de los cationes sobre la lamina, donde la fuerza de enlace de O-H
sigue el siguiente orden; Fe,O-H<FeNi,O-H<Fe NiO-H<Ni,O-H, lo anterior
se debe a la carga efectiva sobre los atomos de oxigeno la cual es modulada por
el poder polarizante del cation. Ia banda III es asignada a la vibracion del enlace
CO,H,O yla banda I1” es atribuida a los enlaces de hidrégeno de las moléculas
de agua interlaminares, ningiin cambio en la frecuencia fue observada para estas

dos bandas.

En la Figura 4 se muestra la region central de los espectros de infrarrojo, una
débil banda ancha centrada en 1640 cm™ se asigna a la vibracion flexion del agua
adsorbida (v,). Las bandas 1T en 1488 y 1”1I 1359 cm™ son atribuidas al modo
de estiramiento antisimétrico de los iones carbonatos presentes en la region in-
terlaminar. Se esperaba encontrar una sola banda alrededor de 1415 cm™ para un
ion carbonato libre; sin embargo, ocurre un desdoblamiento de esta banda. Esto
ocurre debido a la interaccion de los iones carbonatos y las moléculas de agua,
donde el carbonato pierde su libertad y por lo tanto su simetria.

Kloprogge et al. asigné la banda de 1359 cm™ a los sitios donde los iones
carbonatos se coordinan con Fe’* y la banda en 1488 cm™ a los iones carbonatos
coordinados con los cationes divalentes, donde se observan bandas mas intensas
y definidas cuando el contenido de Ni aumenta [24].

El analisis en la regioén de baja frecuencia se muestra en la Figura 4. La ban-
da cercana a 1036 cm™ corresponde al modo de estiramiento simétrico Vv, del
carbonato, usualmente inactivo para IR; sin embargo, se observa cuando éste
pierde su simetria. La banda de 991 cm™ es atribuida al modo de deformaciéon
de los grupos OH coordinados a los cationes divalentes. La banda alrededor de
629 cm es asociada al modo de traslacion de los grupos de hidroxilos princi-
palmente influenciados por los cationes divalentes presentes en la estructura, el
desplazamiento en esta banda puede ser asociado a los cambios de las fuerzas
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de enlaces entre el metal y el oxigeno. Las bandas de 682, 748 y 820 cm™ con
caracteristicas de los modos v, y v, de los iones carbonatos. El desplazamiento
de las posiciones de estos dos modos depende de la cantidad del catién divalente
y pot lo anteriormente discutido. Una banda cercana a 779 cm™ observada en la
muestra NiFe2 y NiFe3 pueden ser asignadas a los modos de vibracién Fe-O, las
cuales incrementan con la cantidad de Fe’, sugitiendo la presencia de cluster de
hierro debido a los sitios Fe -OH.
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Figura 4. Espectros de infrarrojo de los HDL: deconvolucién de la zona intermedia.
3.3. Aproximacion tedrica

Con el fin de modelar y observar el arreglo de los atomos en los materiales HDL
NiFe, se model6 s6lo una lamina del material, la cual consiste en una supercelda de
4x4, donde existen sélo atomos de Ni, enseguida se sustituyeron atomos de Ni por
Fe (Figura 5). Dentro de las laminas, cada catién es coordinado octaédricamente a
grupos OH, en este trabajo el modelo contempla tres atomos de Fe dispuestos en
tres formas diferentes. A partir de dos atomos vecinos de Fe, uno puede elegir la
ubicacion de un tercer de manera similar a lo usado en quimica del carbono: Orto,
Meta y Para. Como resultado de las sustituciones, un grupo OH puede estar unido
a uno o mas cationes de Fe. LLa primera posibilidad es que un grupo OH esta unido
a tres cationes Fe, es decir, (Fe,OH). La segunda posibilidad se obtiene si el grupo
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OH esta unido a dos cationes Fe y un catién Ni, es decir, (Fe,NiOH). Por dltimo,
si el grupo OH esta unido a un catién Fe y dos cationes de Nj, es decir, (FeNi,OH)
(Figura 5). Para la hidrotalcita en bulk, los aniones interlaminares compensan la
carga positiva de las capas; en este modelo por simplicidad y con el fin de tener en
cuenta la influencia de las capas cargadas y neutras, la simulacion se llevo a cabo
donde la carga se debe a la eliminacién de electrones. Para todas las estructuras, los
sistemas fueron relajados permitiendo que las posiciones de los atomos y el tamafio
y tipo de la celda cambien para sistemas cargados y neutros.

Figura 5. Arreglos propuestos para la distribucién de los atomos de hierro en la lamina

tipo brucita. A) Orto; B) Meta, y C) Para. Las esferas azul, gris y roja representan

al hierro, niquel y oxigeno respectivamente.

Enla Tabla 2, la energfa relativa de todos los sistemas es comparada, en ambos
sistemas, en donde para la posicion Meta tiene el valor mas bajo de energfa, los
atomos de Fe en similares condiciones deben de acomodarse en esta configura-
cion. Para un sistema neutro, la estructura Para es el mas favorable; en contraste,
para la estructura Orto tiene mucha mas energia, por lo que es dificil que se
forme en los materiales. En otra manera, los materiales cargados, la estabilidad
relativa de las tres estructuras es similar, lo que da pie a que no exista una prefe-
rencia para la formacién de cada sistema. Los resultados de estos analisis indican
que, para los sistemas, la formacion de sitios Fe,OH es posible.

Tabla 2. Energfas para las diferentes configuraciones.

Lamina neutra Lamina cargada
R Fe e/atom Nie/atom | R. Energia Fe Ni
Orto 1.06 1.38 1.26 0.03 1.52 1.26
Meta 0.00 1.38 1.26 0.00 1.55 1.26
Para 0.01 1.36 1.26 0.04 1.55 1.26
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El analisis de carga de Bader para los sistemas cargados y neutros deja intere-
santes resultados. En sistemas neutros, el promedio de la carga de los atomos de
Fe que los de Ni son casi similares; sin embargo, la diferencia es muy pequena.
Para los sistemas cargados, el electron es removido de los atomos de Fe, donde el
Fe obtiene mayor carga positiva; en contraste, el Ni mantiene su carga. En estos
sistemas, la carga de los atomos de Fe es 1.65 e /atom mientras la carga de Ni es
1.26 e /atom. Es evidente que independientemente de los sitios de Fe, la distancia
de enlace de hidrégeno-oxigeno es el mismo para todos los sitios; a pesar de ser
muy similares, los atomos de hidrégeno estan mas lejos cuando existen un nime-
ro mayor de Fe, por lo tanto, son mas susceptibles a un ataque nucleofilico, por
lo que la energfa minima para que sea removido el protén lo presenta el arreglo
Meta como se muestra en la Figura 6.

6 L) v v M L) v T
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m

H removal energy / eV

Fe3 Fe2Ni FeNi2 Ni3
A

Figura 6. Energfa necesaria para desprender el H en sitios especificos de las laminas.

3.4. Evaluacion electrocatalitica

Los voltamperogramas lineales (VL) para todas las muestras NiFe3, Nile4 y
NiFe5 en un electrolito de 1moll.”" KOH y una velocidad de barrido de 5mVs™
muestran un pico anddico en 1.5 V/RHE asignado a la oxidaciéon de Ni" a Ni'™
(Figura 7), seguido por la reaccion de evolucion de oxigeno (REO)1.53 V/RHE;
en la curva de NiFe2, la oxidacién asociada al niquel no es evidente; sin embargo,
el potencial donde empieza la REQ, se desplaza 20 mV menos positivo, sugirien-
do que la REO y la oxidacién de niquel ocurre simultaneamente. Después del
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barrido anédico hasta 1.73 V/RHE, la corriente a potencial cero (OCP) fue mo-
nitoreado por 30 min, este OCP disminuy6 a 1.45 V/SCE en todas las muestras,
después, VL en direccion catédica se llevo a cabo, los resultados (Figura 7) mues-
tran el proceso faradico asociado a la reduccion de niquel; el cual comprueba que
en todas las muestras fueron oxidadas previamente.

El pico de potencial catédico (E,) se recorre aun potencial mas negativo en el
siguiente orden: Ni/Fe4>Ni/Fe5>Ni/Fe3>Ni/Fe2. Los valores de la densidad
de corriente obtenida a un potencial de 1.65 V/RHE (Figura 7) indican que la
actividad electrocatalitica hacia la REO sigue la tendencia; Ni/Fe2>Ni/Fe4>Ni/
Fe3>Ni/Fe5; mientras los valores de Turn Over Frequency (TOF) siguen el ot-
den de Ni/Fe2 > Ni/Fe3 > Ni/Fe5 > Ni/Fe4 (Figura 8), el TOF definido con
el nimero de moléculas generadas por segundo y por sitio catalitico, el cual es
evaluado considerando el niquel como el sitio activo, la cantidad de estos sitios
son calculados por la carga del pico catédico atribuido a la reducciéon del niquel.
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Figura 7. Cutva caractetistica i/E de los Figura 8. Actividad catalitica (TOF) y
materiales NiFe HDL en la REO. densidad de corriente vs contenido de

hierro en materiales NiFe HDL..

4. Conclusiones

Los materiales HDL con diferentes relaciones molares Ni/Fe fueron prepara-
dos por el método de coprecipitacion a pH variable. El contenido de hierro en la
estructura de estos materiales exhibe una directa correlacion con las propiedades
fisicoquimicas tal como la conductividad, area superficial, y sitios basicos totales;

sin embargo, no existe ninguna correlacion con la actividad electrocatalitica.
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La actividad electrocatalitica sobre la reaccion de evolucion de oxigeno fue
comprobada con el arreglo y ordenamiento de los cationes sobre la lamina. Usan-
do calculos de DFT, el material NiFe2 presenté la mejor actividad hacia la REO
y es asociada a la presencia de sitios Fe,OH, el cual exhibe la menor energfa para
poder desprender un H" de la ldamina y generar el oxigeno. La siguiente etapa del
proyecto es evaluar los sistemas NiFeCo HDL en la REO y establecer una corre-
lacién del efecto del cobalto.
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Resumen

En las ultimas décadas, la nanotecnologia ha emergido como un area de in-
vestigacién que esta encontrando aplicaciones en multiples campos. El mercado
actual incluye nanomateriales que proporcionan grandes ventajas sobre los ma-
teriales en su forma convencional, una de éstas, su mayor area de contacto, lo
que los hace ideales como sustancias cataliticas, mejorando este tipo de procesos
con la consecuente reduccién de insumos. Dentro de los nanomateriales comun-
mente utilizados, las nanoparticulas de oro se han aplicado principalmente en
biomedicina, salud y belleza, sector automotriz y electronica. Sin embargo, el uso
cada vez mas generalizado de nanoparticulas no va aparejado con estudios sobre
el impacto ambiental que conlleva la disposicion final de sus residuos, especial-
mente en medios acuiticos, destino habitual de muchas sustancias utilizadas en
procesos industriales, los cuales han sido poco estudiados. La presente investi-
gacion aborda el efecto que tienen las nanoparticulas de oro con recubrimiento
de quitosano sobre Daphnia pulex, microorganismos generadores primarios en
la cadena tréfica. Como resultado fundamental de este trabajo se establecié una
dosis letal media (EC50) de 0.5721 mg/L de Au en este tipo de microorganis-
mos, este estudio confirma asi la importancia de llevar a cabo mas investigacion
sobre la toxicidad de nanoparticulas funcionalizadas, especialmente de oro, en
organismos acuaticos microscopicos que son la base de muchas cadenas tréficas
en rios y lagos.

Palabras clave: Toxicologia; Nanoparticulas de oro; Quitosano; Daphnia pu-
Jex.
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1. Introduccion

El impacto ambiental generado por las actividades antropogénicas se debe en
gran parte a la deposicion de compuestos diversos tales como organoclorados
y metales, entre otros xenobioticos, que afectan las formas de vida en distintos
ecosistemas. Genera especial preocupacion la contaminacion acuatica derivada
de la descarga de contaminantes desde efluentes industriales, agricolas y urbanos
hacia cauces naturales, ya que estos tienen el potencial de alterar los procesos bio-
quimicos y fisicoquimicos de las especies acuaticas [1,2]. Los estudios de conta-
minacién en agua perfilan, en analisis fisicoquimicos comunes de calidad de agua,
la naturaleza y cantidad de contaminantes especificos, sin embargo, no permiten
evaluar el comportamiento e impacto de estos contaminantes al ser incorporados
en los organismos de un sistema acuatico. Por otro lado, los métodos biologicos
permiten determinar, entre otros, los efectos bioquimicos, morfolégicos y fisio-
logicos que tienen los contaminantes en el medio sobre los organismos, teniendo
en cuenta las reacciones quimicas que pudieran ocurrir, modificando su biodis-
ponibilidad, aumentando o disminuyendo su toxicidad, resaltando la importan-
cia de acompafar estudios de contaminaciéon con bioensayos ecotoxicoldgicos
[3]. Los efectos de los residuos contaminantes sobre organismos acuaticos son
evidentes a corto y largo plazo, en especial para los organismos productores y
consumidores primarios de las cadenas tréficas, los cuales resultan de gran im-
portancia en la cadena alimenticia y aportan energia de nivel inferior a superior;
por lo que se busca la evaluacion de dichos efectos por medio de estudios que
involucran a distintas disciplinas de la ciencia y la tecnologia [3].

Los protocolos de bioensayos de toxicidad han sido estandarizados princi-
palmente por la EPA (Environmental Protection Agency), la APHA (Awmerican Public
Health Association) y 1a ASTM (American Society for Testing of Materials). La FAO
(La organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentaciéon y la Agricultu-
ra), por su parte, regula técnicas para proteccion acudtica a través de respuestas
agudas y cronicas [4]. Organismos como Daphnia sp. (o pulga de agua) han sido
ampliamente utilizados como bioindicadores, particularmente para la deteccion
de toxicidad en sistemas acuaticos, en virtud a su sensibilidad a los cambios en
su ambiente [5]. Daphnia pulex es, a su vez, un artropodo acuatico con exten-
sa distribucion geografica, se caracteriza por ser un consumidor primatio, con
tiempo de vida corto, alta sensibilidad a contaminantes y rapida reproduccion,
caracteristicas por las cuales es ampliamente utilizado como organismo modelo
en investigaciones medio-ambientales [5,0].
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Los nanomateriales, cuyo desarrollo se ha incrementado recientemente, re-
presentan algunos de los nuevos contaminantes ambientales cuyos efectos par-
ticulares comienzan apenas a elucidarse. En particular, las nanoparticulas (NPs),
especialmente aquellas que se encuentran en el rango de 1 a 100 nm, han sido
ampliamente estudiadas en las dltimas décadas por sus peculiares caracteristicas
respecto a materiales convencionales. En especifico, las nanoparticulas metali-
cas han demostrado tener propiedades fisicoquimicas particulares, tales como
alta polarizabilidad y el presentar bandas de absorcién en el espectro visible, asi
como mayor conductividad eléctrica/térmica, por lo cual contrastan con sus si-
milares en bulto o en solucién y desde el punto de vista biolégico, muestran
facilidad de entrada en distintos microorganismos, lo cual las hace mecanismos
idéneos para entrega de especies moleculares al interior de células. En este tipo
de aplicaciones, se encuentran las nanoparticulas de oro (AuNPs) como uno de
los nanomateriales mas utilizados, gracias a su biocompatibilidad, la cual es mejo-
rada mediante funcionalizaciones especificas para distintos objetivos, tales como
transporte de farmacos y material genético y contraste en imagenologfa médica.
Sin embargo, algunos autores han reportado cierta toxicidad del oro en su forma
nano, los grupos funcionales expuestos en la superficie tras la funcionalizacion
influyen en estas caracteristicas del nanomaterial por lo que se resalta la impor-
tancia de estudiar los efectos particulares de estas nanoestructuras en organismos
vivos [7]. Una de las funcionalizaciones de AuNPs mas usada para el transporte
de farmacos consiste en la incorporaciéon de polimeros bioldgicos tales como el
quitosano [8]. El uso generalizado de estos nanocompuestos hace inevitable que
sus residuos lleguen a ser fuente de contaminacion, particularmente de ambientes
acuaticos, pot lo que es fundamental el estudio del impacto que estos materiales
puedan tener en los organismos que habitan dichos ambientes, tal como se ha he-
cho en numerosos trabajos que involucran el impacto ambiental que tienen sobre
microorganismos las trazas de medicamentos presentes en distintos efluentes de
aguas de origen natural [9].

Ademas de los cambios en las propiedades de las nanoparticulas tras su fun-
cionalizacién, una vez que son liberadas al ambiente, estas seran transportadas y
transformadas, posiblemente con nanoparticulas de origen natural u otros com-
ponentes, que podran generar un potencial peligro [10]. La toxicidad de nano-
particulas también puede verse afectada por fendmenos como su capacidad de
liberacion de iones, estado de agregacion, dispersion y propiedades fotoquimicas
[11]. Influye también el medio en el que éstas sean descargadas, por ejemplo, las

fuerzas idnicas presentes en agua marina tienden a inducir agregacién en mayor
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medida que el agua dulce, esto debido a las fuerzas repulsivas que aceleraran el
proceso de floculacién y sedimentacion, por lo que el tipo de medio acuatico
influye en la estabilidad y por lo tanto en la toxicidad del material [11]. Derivado
de esto se ha descrito la importancia del estudio de la agregacion de NPs, la cual
ha sido ya reportada como un uno de los fenémenos que, desde el punto de vista
espacial y de transporte, forman parte importante de los procesos toxicologicos,
dependiendo del medio y de la complejidad de la agregacion, pudiendo ser esta
homogénea o heterogénea. El parametro de entrada para este tipo de modelos se
ha definido como el factor de agregacion («), que puede ser usado para modelos
que van desde una sola particula, hasta complejos sistemas multivariable [10]. En
este sentido, es también importante hacer uso de las variadas técnicas de carac-
terizacion para NPs, generalmente fisicos y quimicos, con los cuales podemos
obtener informacién del comportamiento y adaptacion al cambiar de medio de
suspension [12-14].

Ademas de los estudios fisicos y quimicos particulares de la NPs, de su fun-
cionalizacién, y de su interaccion con el medio, se ha reportado que la toxicidad
de las AuNPs es variable y dependiente también del organismo de estudio, estu-
dios que por la complejidad de factores han resultado discordantes entre si, por
ello es importante evaluar sus efectos ecotoxicolégicos a mayor profundidad [7].
Actualmente existen reportes de estudios ecotoxicologicos que involucran nano-
particulas de oro, por ejemplo, algunas algas (organismos primarios en la cadena
alimenticia en ecosistemas acuaticos) se han utilizado como modelo ecoldgico,
reportando EC50 (dosis letal media) de metales como Ag y Au, 6xidos metalicos
como CuO y TiO,, puntos cuanticos de CdSe, entre otros, determinando que la
toxicidad de las nanoparticulas varfa dependiendo de sus caracteristicas como
tamafio, carga, agregacion, dispersion, retencion, entre otros [11]. Otro analisis
de obtencién de EC50 fue reportado por Khoshnamvand, quien sugiere que las
nanoparticulas con mayor tamafo (72 nm) fueron mas toxicas que las de 10 nm
con Daphnia magna [15]. También han reportado que las AuNPs son capaces de
internalizar células intestinales en Daphnia magna [16]. Es por ello que se confir-
ma la importancia de seguir investigando con estandares ecotoxicol6gicos, como
es el caso de Daphnia sp., la cual ha sido utilizada para multiples reportes sobre
efectos de distintos tipos de nanoparticulas [4]. Sobre esta base se llevé a cabo el
presente estudio de incorporacion de AuNP’s funcionalizadas con quitosano en
Daphnia pulex, a fin de evaluar los efectos de la acumulaciéon de dichas nanoes-

tructuras en estos microorganismos modelo.
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2. Metodologia
2.1. Preparacion y caracterizacion de materiales

Las Daphnia pulex, recolectadas del lago Panguipulli, Valdivia-Chile, se man-
tuvieron en camara de cultivo JSPC-300C, segun el protocolo establecido por la
OCDE, con ciclos de 14 horas luz, 10 horas oscuridad, 20+ 2°C y pH 6.5-7.5,
cultivadas en agua de lago (160-180 mg CaCO, /L) y alimentadas con Chlorella sp.

Las nanoparticulas de oro con quitosano como agente estabilizador y borohi-
druro de sodio como agente reductor se sintetizaron siguiendo el siguiente pro-
tocolo. Todo el material utilizado en la sintesis fue previamente lavado con agua
regia (Acido Nitrico: Acido Clorhidrico, 1:3) durante 24 horas, para eliminar cual-
quier residuo metalico que pudiera interferir en el proceso. Para la sintesis de las
nanoparticulas de oro con quitosano (CO-AuNPs), se utilizé un método modifi-
cado a partir del de Huang et al. [17], el cual fue reportado con anterioridad [18].
En esta metodologia, quitosano (2 mg/ml) de peso molecular bajo (50-190 kDa)
con 75 % de grado de desacetilacion-Sigma Aldrich®, fue diluido por vértex en
una solucion al 1 % de acido acético y posteriormente agitado magnéticamente
durante 24 horas. Después, la solucién se hizo pasar por filtro con tamano de
poro de 0.22 pm y se mantuvo en agitacion con solucion de tetracloroaurato (III)

Figura 1. Sintesis de nanoparticulas de oro-quitosano.
A. Inicio de la reaccién, B. CO-AulNPs formadas.
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de hidrégeno trihidratado (HAuCl,-3H,0)-Sigma Aldrich® 10 mM, la relacién
de las soluciones se mantuvo en volumen 2:1, quitosano: oro. Después de 30
minutos de agitacion, se agregd por goteo la solucién reductora (0.4 ml, Borohi-
druro de Sodio (NaBH,) -Sigma Aldrich® 100 mM), manteniendo la solucién en
agitacion durante 2 horas mas. La formacion de nanoparticulas se evidencia con
el vire de amarillo paja a rojo vino, como se observa en la figura 1, donde en A se
muestra la solucién de inicio y en B el resultado final.

Para la caracterizacion 6ptica de las CO-AuNPs por espectroscopia UV-Visi-
ble se utiliz6 un espectrofotometro Perkin Elmer, Lambda 25, Waltham, con cu-
betas estandar de 1 mm. El potencial Z se midi6 con un equipo Zetasizer (Nano
Z, Malvern Panalytical 1.1d), con celdas capilares DTS1060 de Malvern Panalytical
Ltd. Se midi6 el cambio en los valores de potencial Z obtenidos al variar el pH
(WTM potentiometer) con 0.1 M de NaOH, midiendo inmediatamente el valor. El
didmetro hidrodinamico se obtuvo por medio de la dispersién dinamica de luz
(DDL), medida con el Zetasizer con las mismas condiciones que para potencial
Z. Bl diametro de las nanoestructuras se obtuvo por medio del analisis de mi-
crografias obtenidas por TEM (JEM 1010, JEOL), procesadas por medio de un
software elaborado en Matlab®.

Se prepararon suspensiones de CO-AuNPs para la exposicion de los orga-
nismos, las concentraciones de Au fueron: 0.001, 0.01, 0,1, 1 y 10 mg/L. El pH
final de la solucién fue ajustado a 6.5. Se expusieron neonatos de Daphnia pulex
(con edades inferiores a 24 h) a las soluciones preparadas, durante 48 horas sin
alimento, en ciclos 14/10 luz/oscuridad. Para el bioensayo, se utilizaron como
controles, Daphnia pulex sin exposicion de nanoparticulas y expuestas a las solu-
ciones de quitosano correspondiente al porciento peso en la concentracion de las
CO-AuNPs. Los controles constaron de 5 repeticiones cada uno, y las concen-
traciones tuvieron tres réplicas. El conteo de organismos fue realizado por medio
de un microscopio 6ptico Olympus CX41, a las 0 y 48 horas de exposicion. La
acumulacién de nanomateriales en el tracto digestivo de los organismos, para
muestras de 10 mg/L de Au, se observo al microscopio con la adaptacion de una
camara digital DIXI 3000 mega pixels, NEK Corp.

2.2. Anailisis estadistico
Se analiz6 la normalidad de los datos por medio de la prueba de Shapiro-Wilk. La

diferencia significativa entre tratamientos se determiné por la prueba de Krus-
kall-Wallis, tomando p < 0.05 como estadisticamente significativa mediante la
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aproximacion de H a distribucion Chi Se determind la concentracion letal me-
dia (EC50) mediante ajuste a curva sigmoidal dosis-respuesta.

3. Resultados y Discusion

Se obtuvieron CO-AuNPs monodispersas y con distribucién de dimensiones
homogénea, lo cual se observa en las micrografias TEM (Figura 2A). En el in-
serto de la figura se observa la distribuciéon de tamafios, obteniéndose un tamafio
promedio de 4.16£1.89 nm. L.a banda correspondiente a la resonancia de plas-
mon en el espectro UV-Vis, puede ser observada para las nanoparticulas de oro
con quitosano (Figura 2B) alrededor de 524 nm, confirmando la sintesis coloidal.
El didmetro hidrodinamico obtenido por DDL, se reporta mayor al diametro
TEM, debido principalmente al recubrimiento con quitosano, centrandose en
43.26 nm con indice de polidispersion de 0.283. El valor obtenido de potencial Z
fue de 31.12 mV. Las nanoparticulas de oro con quitosano son positivas debido
a los grupos amino superficiales. Los valores de potencial Z disminuyeron con-
forme aument6 el pH, sugiriendo menor disponibilidad de protones superficiales
disponibles, por lo que la carga se vuelve mas negativa. Se obtuvieron los siguien-
tes valores: potencial Z de 38.31 mV para pH 3.1, potencial Z de -2.12 mV para
pH 6.5 y potencial Z de 13.11 mV para pH 8.

A. 008
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Figura 2. Caracterizacion de CO-AuNPs. A. Micrografia TEM, inserto muestra la
distribucion del didmetro de nanoparticula. B. Espectro de absorcion UV-Vis.

La prueba de Shapiro-Wilk para la distribucién de datos de mortalidad de
Daphnia pulex en distintas concentraciones de Au determiné la no normalidad de
los datos (P < 0.05), por lo que se realizo el analisis de varianza por rangos con
la prueba de Kruskal-Wallis, obteniéndose una H = 17.244 con 5 grados de liber-
tad, con lo que se encuentra una P = 0.004 en la aproximacion a la distribucion
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Chi?, determinando que se encuentra diferencia significativa entre concentracio-
nes. A partir de la regresion no lineal a la curva de dosis-respuesta sigmoidal, se
determiné una dosis letal media EC50 = 0.5721 mg/L de Au, como se muestra
en la Figura. 3.

CO-AuNPs 48 h

No. de organismos vivos (media)
N
1

ion (dosis-resp ) N
[ concentracién vs organismos vivos -

A — — — intervalo de confianza (.95) .
B R intervalo de prediccion (.95)

'2 T T T T
0.01 0.1 1 10

Concentracion (mg/L)

Figura 3. Funcién dosis-respuesta sigmoidal para concentraciones de Au vs mortalidad de

Daphnia pulex. EC50 = 0.5721 mg/L de Au.

Reportes previos sugieren que NPs con tamanos de 30 a 50 nm se internalizan
mejor que las correspondientes de tamafios menores (15 a 30 nm) o mayores (70
a 240 nm), probablemente debido a las interacciones de las NPs con receptores
de membrana celular [11]. Las CO-AuNPs reportadas en esta investigacion, se
encuentran con tamafo promedio de 43.26 nm, en concordancia con las NPs
reportadas con mayor internalizaciéon. También, Jensen et al. [16], reportan que
es posible que la membrana peritréfica sea la barrera inicial para los distintos ta-
mafios de nanoparticulas, sugiriendo que las nanoparticulas mayores de 100 nm
se absorben por endocitosis y las de 10 nm se acumulan en la membrana celular
y posteriormente se agreguen y absorban. Los autores también sugirieron que las
AuNPs de 10 nm logran internalizar a células intestinales de Daphnia magna, de-
mostrado con un tiempo de exposicion de 48 horas. Es decir, las nanoparticulas
probadas en esta investigacion, de acuerdo con distintos reportes, estarfan inter-
nalizando las células intestinales, por lo cual se puede sugerir que la toxicidad que



180 AVANCES DE INVESTIGACION EN NANOCIENCIAS, MICRO Y NANOTECNOLOGIAS. VOL. 2

se observa puede deberse a que las AuNPs lograron entrar a las distintas células,
y afectaron su crecimiento.

Otro factor que podria influir en la toxicidad observada, podria ser la li-
beracién de iones de las nanoparticulas que podria estar influenciada por las
fuerzas i6nicas y pH dentro de las Daphnia pulex [11], asi como por las inte-
racciones de la superficie del quitosano sobre las AuNPs [11]. Otros estudios
confirman también cambios en la toxicidad de nanoparticulas con y sin recu-
brimiento [7].

En la Figura 4 se observan las Daphnia pulex expuestas a 10 mg/L de Au du-
rante 48 horas. En la Figura 4A se muestra un organismo de control mientras
que en la Figura 4B se observa uno después de 48 h de exposicion. Es posible
observar la acumulaciéon de CO-AuNPs dentro del tracto digestivo de la Daphnia
pulex, en este ultimo caso, se observo también menor movilidad conforme au-
ment6 la concentracion. Para muchos tipos de NPs, la via principal de absorcion
y acumulacién en los microorganismos es el tracto digestivo [19], como es evi-
dente en la Figura 4B.

)

A. control B. 48

Figura 4. A. Control, Daphnia pulex sin NPs. B. Daphnia pulex 48 horas después
de exposicién a CO-AuNPs (10 mg/L de Au).

Previos reportes de toxicidad de AuNPs en Daphnia sp. apuntan dosis letales
medias EC50 tales como 1.57 mg/L para AuNPs de 10 nm recubiertas con ex-
tracto de algas Saccharina japonica [15], o pruebas de citotoxicidad con IC50 de 5.9
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mg/L para AuNPs de 1.4 nm estabilizadas en TPPMS [20]. E1 EC50 de 0.5721
mg/L reportado en este trabajo, demuestra alta toxicidad de las nanoestructuras,
a pesar de la funcionalizacién con biopolimeros, lo cual refuerza la importancia
de estudiar mas a fondo los efectos toxicolégicos de las AuNPs, tomando en
cuenta las interacciones de los recubrimientos con el medio de dispersion y los
biomarcadores utilizados.

4. Conclusiones

Se obtuvo informaciéon de los efectos toxicos sobre Daphnnia pulex por la
acumulacién de nanoparticulas de oro funcionalizadas con quitosano, con un
didmetro hidrodinamico de 43.26 nm. El valor EC50 a las 48 horas fue de 0.57
mg/L de Au, presentando mortalidad de los organismos a partir de la concen-
tracion de 0.001 mg/L de Au. Los resultados obtenidos en comparacién con
reportes previos demuestran que el recubrimiento o funcionalizacién de NPs
modifica de manera importante los fenémenos de interacciéon toxicoldgica con
biomarcadores en medios acuaticos. De aqui la importancia de estudiar la in-
teraccién de nanoestructuras de diversos materiales y/o funcionalizaciones en
microorganismos acuaticos, tomando en cuenta tamafios, formas y naturaleza de
los microorganismos.
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CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

El segundo volumen de los avances en la investigaciéon en nanociencias mi-
cro y nanotecnologia, presenta parte del potencial que tiene El Instituto Poli-
técnico Nacional a través de sus investigadores. En esta oportunidad a través
de los desarrollos en nanotecnologia aplicada a las areas de salud, alimentos,
energia y medio amiente.

Los aportes de investigacion del IPN, en nanotecnologia de cada area del
conocimiento buscan resolver en parte la problematica que presenta a nivel

global.

En el area de alimentos, los autores en el primer tema de investigacion.
Indican que la nano encapsulaciéon de nutrientes podria reducir la contami-
nacién del suelo empleando la técnica de hidroponia. Proponiendo que los
nutrientes absorbidos por la planta sean unicamente los necesarios y no se
empleen excesivamente, evitando que los suelos sean alcalinos, y se reduzca el

area cultivable.

Por otro lado, la incorporacién de antioxidantes en nano capsulas poliméricas.
Presenta una alternativa de nuevos sustitutos alimenticios para tener una dieta
rica en antioxidantes y atender los padecimientos por la falta de estos en nuestro
organismo.

En el area de energfa, los autores de los capitulos describen investigaciones
pertinentes y muy novedosas sobre aprovechamiento y generaciéon de energia a
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base de textiles, que podria ser dirigido en aplicaciones de la denominada elec-
tronica flexible.

El trabajo sobre el desarrollo de celdas solares y la importancia que tiene el
conocer sus propiedades para entender y dirigir la investigacion hacia los disposi-
tivos fotovoltaicos eficientes, de bajo costo y que brinden beneficio a largo plazo.
Presentan adelantos en el rendimiento energético y mayor conocimiento sobre el
desarrollo de estos dispositivos.

También en area de energfa, mediante el uso de técnicas de Inteligencia Arti-
ficial IA) como Machine Learning (ML) se plantea la posibilidad de simplifica-
cién de actividades desarrollando, algoritmos que permitan predecir, con un alto
grado de certidumbre, las propiedades de un material disefiado y sintetizado de
manera experimental en un laboratorio.

En el area de salud se tiene la propuesta de nanodispositivos que buscan la
remediacion de enfermedades cardiovasculares y los fitofarmacos nanotranspor-
tados para el tratamiento de cancer de mama, dos temas muy actuales que buscan
resolver o presentar alternativas de tratamiento en los pacientes por la aplicacion
de la nanotecnologia en medicina personalizada.

El medio ambiente no ha quedado descuidado por los investigadores del IPN,
estudiando estrategias como los hidréxidos laminares de Ni, Fe, y Co para la con-
versacion de energfa por hidrolisis del agua, posiblemente este capitulo deberia
estar en el area de energia, pero por la sustitucién de los combustibles fosiles
empleando el hidrogeno se ubicé en esta area.

El entusiasmo y el impacto de la nanotecnologia en las diferentes areas, a
través de esta ultima investigacion nos lleva a reflexionar que debemos ser mas
cuidadosos con los desechos de los productos de la nanotecnologia por el efec-
to secundario que podemos producir al medio ambiente. Pudiendo afectar a la
cadena productiva, como el caso de las nanoparticulas de oro con recubrimiento
de quitosano sobre Daphnia pulex, que presenta una dosis letal media (EC50) de
0.5721 mg/L de Au en este tipo de microorganismos.

Los resultados de las investigaciones en nanotecnologia son importantes para
el desarrollo de la ciencia y la tecnologia, con sus aplicaciones en las diversas
areas aqui discutidas. Sin embargo, cada vez mas debemos reflexionar, en cada
caso cual sera el efecto secundario en el medio ambiente, animales y en la salud
de nosotros. Por lo que debemos en las investigaciones minimizar los riesgos por
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los desechos que podemos generar y controlar, de forma que las aplicaciones
sean vectorizadas hacia el blanco que se desea alcanzar. De esta forma utilizar las
concentraciones especificas para cada aplicacion y el efecto que se busca se habra
logrado sin alterar nuestro medio ambiente que cada vez esta “mas deteriorado
por nuestros adelantos tecnologicos”.

Dr. Eduardo San Martin Martinez

Coordinador RNMN del IPN 2018-2020
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