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ABSTRACT

Silver and gold nanoparticles were synthetized in poly(vinyl alcohol) (PVA) and
chitosan (CTS) solutions after 30 minutes of exposure to sunlight. This green one-step
synthesis was performed with non-additional reducing, dispersing or stabilizing agents,
without stirring and artificial energy to drive the chemical reduction of metal salts. This
protocol provides a facile, economic, efficient and more eco-friendly technique for the
synthesis of noble metal nanoparticles (MNPs) where both polymers act simultaneously as
reducing, dispersing and stabilizing agent and as the matrix in the final nanomaterial. The
production of PVA/MNPs and CTS/MNPs composites is discussed in terms of time reaction,
morphology and MNPs size distribution, and comparing the reduction induced by sunlight
with those using UV irradiation or thermo-mechanical treatment. Polymer/MNPs solutions
where processed into biofilms with homogenous dispersion of MNPs, and high quality
nanofibers mats were obtained by electrospinning.

These hybrid materials possess promising applications in medicine, however due to
the recent consolidation of nanotechnology as research area, it is essential to analyze the
behavior of nanomaterials in living systems. In this sense, biocompatibility of polymer/MNPs
nanocomposites remains questionable because of possible cytotoxic effects to living tissues,
compromising their proper function. Therefore in vitro biocompatibility tests were
performed, demonstrating that the produced polymer/MNPs nanocomposites are no-toxic
and highly biocompatible against intestinal epithelial cells (HT-29).



RESUMEN

La sintesis de nanoparticulas de plata y oro se realizé en soluciones de poli(vinil
alcohol) (PVA) y quitosano (CTS) con exposicion directa a la radiacién solar. La sintesis verde
en un solo paso fue efectuada en ausencia de agentes reductores, dispersantes o
estabilizantes adicionales al polimero en cuestidn, sin agitacion magnética y sin la aplicacién
de energia artificial para la induccion de la reducciéon quimica de las sales metdlicas. Este
protocolo constituye un método de sintesis sencillo, econdmico, eficiente, rdpido y eco-
amigable para la obtencién de nanoparticulas metdlicas (NPMs) donde ambos polimeros
actuan como agente reductor, estabilizante y dispersante, y como matriz del nanomaterial
final. La produccidn de compdsitos PVA/NPMs y CTS/NPMs se discute en términos de tiempo
de reduccién, morfologia, tamaino y distribucién del tamano de particula, comparando la
reduccion inducida mediante radiacion solar con el uso de radiaciéon UV y un tratamiento
termo-mecanico. Las soluciones polimero/NPMs fueron procesadas para la obtencién de
compdsitos en forma de biopeliculas con NPMs homogéneamente dispersas y colecciones de
nanofibras de alta calidad producidas mediante la técnica de electrohilado.

Estos materiales hibridos presentan promisorias aplicaciones en el campo de la
medicina. Sin embargo, dada la reciente consolidacién de la nanotecnologia como area de
estudio resulta imprescindible analizar el comportamiento de los nanomateriales en sistemas
vivos. En este sentido la biocompatibilidad de nanocompdsitos polimero/nanoparticulas
metalicas sigue siendo cuestionable por los posibles efectos citotdxicos que puedan
presentar en contacto con tejido vivo, comprometiendo la adecuada funcién de los mismos.
Por lo anterior se realizaron ensayos de biocompatibilidad in vitro, demostrando que los
compositos polimero/NPMS producidos son no-téxicos y altamente biocompatibles con
células de epitelio intestinal (HT-29).

Palabras clave: sintesis verde, nanomateriales, nanofibras, nanoparticulas metalicas, polimeros.
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En la actualidad la produccidon de nanomateriales avanzados es una de las principales
metas de la nanotecnologia. El continuo crecimiento de esta area de estudio reside en las
novedosas aplicaciones desarrolladas a partir de las singulares propiedades fisicas, cataliticas,
Opticas, electronicas, magnéticas y biomédicas que se generan como consecuencia de sus
reducidas dimensiones. La obtencion de dichos materiales no solo se limita a la miniaturizacion
de la materia sino que se orienta al reordenamiento atdmico que como resultado genera interés
para nuevas aplicaciones tecnoldgicas en multiples sectores. Especificamente en el dmbito de la
biomedicina se han estudiado durante décadas las propiedades que presentan distintos
materiales poliméricos siendo evidente que dichas aplicaciones se potencializan cuando se
recurre a su uso como parte de un compaésito polimero/nanoparticulas metdlicas.

La principal ventaja del disefio de nanomateriales compuestos de
polimero/nanoparticulas metdlicas es la suma de las cualidades que cada uno de los
componentes presenta de manera aislada. De esta forma, combinaciones de nanoparticulas de
oro y plata en matrices poliméricas naturales como el quitosano, o bien, sintéticas como el
alcohol de polivinilo resultan adecuadas para la aplicacion como biomateriales al exhibir
biocompatibilidad, biodegradabilidad y no toxicidad. Es por ello que en el dltimo lustro ha
aumentado el nimero de investigaciones en torno a la generacion de materiales hibridos en
sencillos pasos que simultdneamente resulten eficientes y amigables con el ambiente.

A la fecha se han descrito diversas metodologias de sintesis de nanoparticulas que tienen
como principal propdsito el control de la morfologia para con ello garantizar las propiedades
deseadas para cada uno de los campos de aplicacion; dentro de las principales estrategias
sintéticas destacan la evaporacién térmica, la ablacion con laser, el método coloidal y la
irradiacion con microondas,* ademas de los procedimientos que buscan contribuir al desarrollo
de sintesis verde de nanoparticulas en donde se emplean extractos de plantas? o
microorganismos para su sintesis.>

No obstante, la reduccidon quimica de sales metalicas precursoras sigue siendo la
metodologia mas empleada para la sintesis de nanoparticulas metalicas debido a la facilidad de
manejo y versatilidad en el uso de diferentes sales, agentes reductores, estabilizantes y
dispersantes, asi como diversas fuentes energéticas para inducir la reduccién. Esta versatilidad
propia del proceso de reduccidon permite integrar nuevas estrategias en el proceso de sintesis,
las cuales le perfilan como una alternativa mas sustentable frente a las versiones tradicionales.

En afos recientes se ha evaluado la viabilidad de los polimeros como agentes reductores
para la preparacion de nanoparticulas de metales de transicidon por reduccién quimica con lo que
se ha conseguido la obtencién en un solo paso de materiales hibridos.* > Dicha estrategia ha
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permitido develar la capacidad que presentan los polimeros como agentes reductores de sales
metdlicas, siendo imprescindibles los multiples grupos funcionales existentes en las
ramificaciones de la cadena central,’ ademds de verificar su capacidad como agentes
dispersantes y estabilizantes durante el proceso.

Para los fines enfocados a la biomedicina es importante el control de las dimensiones de
las nanoparticulas metalicas debido a que su tamafio esta directamente relacionado con sus
propiedades fisicoquimicas y delimitan las posibles aplicaciones. A pesar de las novedosas
aplicaciones médicas que se han estudiado in vitro, la biocompatibilidad de nanocompdsitos
polimero/nanoparticulas metalicas sigue siendo cuestionable por los efectos citotdxicos que
puedan comprometer el tejido vivo al estar en contacto mediante distintos mecanismos del
entorno celular.

Diversos estudios se han realizado en aras de evaluar la citotoxicidad en fibroblastos,
células epiteliales, macréfagos y células de melanomas dando como resultados aspectos
importantes a considerar en el proceso de sintesis: a) las nanoparticulas con didmetros de 15 nm
no ejercen citotoxicidad, sin embargo didmetros menores a 4 nm resultan altamente téxicas para
las mismas lineas celulares,” b) existen concentraciones de NPMs seguras para el manejo de
biomateriales eficientes e inocuos®y c) la citotoxicidad de las nanoparticulas de oro o plata va
ligada al uso de polimeros como PAA, PAH y PMA, mientras que el empleo de biopolimeros en el
proceso tiende a reducir significativamente dicha citotoxicidad.’

En este sentido, la reduccién quimica en medios poliméricos es una tactica de gran
utilidad en donde el polimero, a consecuencia de la complejidad que ofrece su estructura quimica
y composicion, desempefia multiples funciones en el proceso de sintesis. Dichas preparaciones
traen consigo no solo la generacién in situ de las nanoparticulas sino que en un solo paso se
obtiene una solucién compuesta de facil procesamiento para su presentacion final en forma de
peliculas delgadas, hidrogeles o nanofibras, evitando la generacién de subproductos al anular el
uso de sustancias dispersantes, reductores quimicos y estabilizantes adicionales al polimero
mismo.

Dado que la reduccidn quimica de sales metalicas permite el control del tamafio y
morfologia como consecuencia de la adicion controlada de agentes reductores y estabilizantes,
asi como el control de los parametros de la fuente energética (intensidad y tiempos de
exposicidn), es importante analizar la naturaleza del polimero empleado como agente reductor,
estabilizante y dispersante sobre las propiedades finales del material compuesto. Esto permitird
el manejo adecuado de las variables de sintesis y procesamiento para la obtencién del compésito
final con las propiedades deseadas. De la misma forma, el uso de energia renovable, como la luz
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solar, para la induccidn del proceso de reduccién contribuye en gran medida tanto al ahorro de
recursos naturales como a la disminucidén del costo en el proceso de sintesis.

El presente trabajo de tesis presenta una variante de reduccién quimica inducida por luz
solar directa que permite la generacién en un solo paso de materiales compuestos en solucion
en ausencia de agentes reductores, estabilizantes o dispersantes adicionales al polimero mismo.

De manera adicional, se demuestra la biocompatibilidad de los materiales compuestos
obtenidos como resultado de la metodologia verde de la cual proceden, presentando asi
propiedades deseables para su aplicacién en biomedicina.

QFB Alejandra Pérez Nava



“El Rol de Naturaleza Quimica del Polimero Empleado como Agente Reductor »
en la Sintesis de Nanoparticulas Metdlicas” 1. Introduccién

1.1 HIPOTESIS

La capacidad reductora de los polimeros implica necesariamente la presencia de grupos
funcionales electrodonadores para que el proceso de reduccién tenga lugar y dé origen a la
sintesis en un solo paso del correspondiente material compuesto polimero/NPMs. Cumpliendo
esta caracteristica, polimeros como el quitosano y el alcohol polivinilico seran capaces de fungir
como agentes reductores de sales metalicas, ademas de ser potenciales agentes dispersantes y
estabilizantes de las nanoparticulas generadas in situ.

La exposicidn a la radiacidn solar directa de las soluciones poliméricas conteniendo las
sales precursoras suministrard la energia suficiente para inducir el proceso de reduccidn de
dichos precursores metalicos para la generaciéon, de manera simultanea, de una solucion
compuesta de facil procesamiento. Integrando ambas estrategias, el proceso de sintesis
representara una version mas eco-amigable y potencialmente biocompatible con respecto a los
métodos de reduccién quimica convencional.
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1.2 JUSTIFICACION

La sintesis y caracterizacién de nanoparticulas metalicas constituye una de las areas de
investigacion con mayor relevancia dentro de la nanociencia tanto por las propiedades
desarrolladas individualmente como por las propiedades que se obtienen al ser introducidas en
matrices poliméricas. Con anterioridad, en el equipo de trabajo del area de Biopolimeros del 11QB,
se ha realizado la sintesis “verde” de nanoparticulas metalicas en solucién acuosa de PVA,
empleando al polimero como agente reductor, dispersante y estabilizante y radiacién solar para
promover la reduccion de las sales precursoras de nanoparticulas de platay oro (AgNOs y HAuCl,
respectivamente). Dado que en la sintesis de nanoparticulas metadlicas por reduccién quimica, la
naturaleza del agente reductor ejerce un papel importante en el control del tamafio y la
morfologia de las nanoparticulas obtenidas y por ende repercute en las propiedades finales de
las mismas, resulta trascendental estudiar el efecto de la naturaleza del polimero empleado
como agente reductor, por lo que el presente trabajo de investigacidon propone el uso de un
polimero sintético y uno natural para el analisis del rol que desempefia su naturaleza en la sintesis
de nanoparticulas de oro y plata (AuNPs y AgNPs, respectivamente).

El polimero natural, quitosano, es un excelente candidato para tal fin, ya que comparte
las aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas; aunado a lo anterior las soluciones de
guitosano poseen un amplio potencial para actuar como reductoras de las sales precursoras de
nanoparticulas metdlicas bajo la técnica que se ha descrito con anterioridad, debido a la
presencia de grupos -OH y -NH; en las cadenas del biopolimero. De esta forma, su comparacién
con el uso del PVA como agente reductor permitird la realizacidon de un analisis detallado con el
fin anteriormente propuesto.

Adicionalmente, dado que tanto las soluciones de PVA como las de CTS son facilmente
procesables, es posible la obtencion de materiales compuestos PVA/AgNPs, PVA/AuNPs,
CTS/AgNPs y CTS/AuNPs en forma de biopeliculas delgadas y nanofibras, siendo estas ultimas
producidas mediante la técnica de electrohilado, lo que resulta en la obtencién de materiales
compuestos con propiedades deseables en el area de la biomedicina.

Finalmente, el uso de nanoparticulas de oro y plata en un material compuesto base
polimérica disminuira significativamente la citotoxicidad de las nanoparticulas, favoreciendo asi
su uso en aplicaciones biomédicas.
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1.3 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar en un solo paso nanoparticulas metdlicas en soluciones poliméricas haciendo
uso de un polimero natural y otro sintético como agentes reductores para comparar la capacidad
de reduccidon de cada polimero en cuestién, asi como las caracteristicas finales de las
nanoparticulas generadas para la obtencidn de materiales compuestos biocompatibles en forma
de nanofibras mediante la técnica de electrospinning.

1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Producir nanocompuestos polimero/nanoparticulas metalicas (NPMs) empleando
radiacion solar como fuente energética para inducir la reduccién quimica.

e Realizar un estudio comparativo de la capacidad de reduccién del PVA con respecto al CTS
mediante la variacion de la concentracion inicial y evaluar el efecto sobre las
caracteristicas finales en las nanoparticulas sintetizadas.

e Establecer diferentes concentraciones iniciales de los precursores de nanoparticulas
(AgNOs y HAuCls) para determinar el efecto ejercido sobre las caracteristicas finales de
las nanoparticulas sintetizadas.

e Procesar las soluciones polimero/NPMs para la obtencion de materiales finales en forma
de biopeliculas delgadas mediante la evaporacién del disolvente y nanofibras por la
técnica de electrospinning.

e Caracterizar los materiales mediante diversas técnicas de andlisis instrumental:
Espectroscopia de Absorcién UV-vis, Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de
Fourier (FT-IR) y Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS); y estructuralmente
mediante Microscopia Electrénica de Barrido por Emision de Campo (FE-SEM) y de
Transmision (TEM).

e Evaluar la biocompatibilidad y viabilidad/citotoxicidad de células de epitelio intestinal
frente a los materiales finales.
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2.1 GENERALIDADES DE LOS MATERIALES Y BIOMATERIALES

Un material puede ser definido como la porcidn finita de materia que conserva las
propiedades caracteristicas, susceptible a ser transformable para su mejor
aprovechamiento. La clasificacion general de los materiales contempla tres tipos desde el
punto de vista mecanico:

e Cerdmicos: son durosy muy fragiles.
e Metales: resistentes, tenaces y ductiles.
e Polimeros: resistentes y de baja rigidez.

Sin embargo, existen otros dos grupos importantes de materiales:

e Materiales compuestos o compdsitos: que son combinaciones de dos o mas
materiales diferentes.
e Semiconductores: importantes por sus propiedades eléctricas.

Como ciencia, la Tecnologia de los Materiales representa un campo de estudio
interdisciplinario que busca la manipulacién de la composicién y estructura con la finalidad
de ejercer mayor control en las propiedades finales de un material a través de su sintesis o
procesamiento.?

Las necesidades de cuidado y recuperacion de la salud obligan el surgimiento de la
rama de los biomateriales, los cuales se definen por el American National Institute of Health
como “cualquier sustancia o combinacién de sustancias, distintas a los farmacos, de origen
natural o sintético que puede ser empleado durante un periodo de tiempo, supliendo o
reemplazando parcial o totalmente un tejido, érgano o funcién del cuerpo humano con el
propdsito de mantener o restaurar la calidad de vida del individuo”. Aun cuando el uso de
los biomateriales ha acompafiado a la humanidad desde las primeras civilizaciones, el
disefio de novedosos materiales enfocados a la medicina ha cobrado mayor auge con el
estudio de la nanotecnologia, la cual promete mejorar las propiedades de los materiales
mediante el reordenamiento atdmico.

En general, un biomaterial posee la capacidad de sustituir total o parcialmente la
funcién de un tejido u érgano en un sistema vivo y por lo tanto su disefio debe contemplar
ciertos requisitos fundamentales. Es asi que una larga lista de cualidades caracteriza a un
biomaterial como adecuado; su caracter no téxico, no inmunigénico, no trombogénico, no
carcinogénico, por mencionar algunas. Teniendo en cuenta el sofisticado disefio del cuerpo
humano conformado por ambientes biolégicos complejos, estos materiales se clasifican en
tres categorias distintas de acuerdo a la reaccidn del tejido frente al biomaterial, por lo que
pueden ser: biotolerantes, bioactivos y bioinertes.*!
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Esquema 1. Clasificacion de los biomateriales en funcion a la respuesta del tejido vivo.

Para las aplicaciones tecnoldgicas que exige la biomedicina, los polimeros son
materiales adecuados. Ademas de ser econédmicos y de facil procesado, éstos presentan
caracteristicas fisicoquimicas peculiares otorgadas por sus complejas estructuras y variadas
composiciones elementales.

Dentro de los biomateriales, los polimeros son ampliamente estudiados por
presentar excelentes propiedades para su aplicaciéon en este campo de estudio, por lo que
se han establecido como los materiales estructurales para ingenieria por excelencia,
haciéndose evidente el potencial que ostentan cuando se encuentran conformando
compodsitos;*? dos polimeros ampliamente utilizados en esta area son el quitosano y el
alcohol polivinilico.

2.2 QUITOSANO

El quitosano (CTS) es un aminopolisacdrido que se obtiene en escala industrial a
partir de la N-desacetilacidn alcalina de la quitina, la cual, forma parte de la estructura de
soporte en numerosos organismos vivos: artrépodos, moluscos y hongos; siendo el segundo
polisacarido de mayor abundancia en la biosfera terrestre. La quitina se obtiene como
subproducto importante de la industria pesquera, sin embargo es en su forma desacetilada,
el quitosano, que presenta gran cantidad de aplicaciones tanto en la industria alimentaria
como en la biotecnoldgica.

Quimicamente, el término quitosano define a una familia de heteropolisacaridos
lineales formados por unidades D (2-amino-2-deoxi-8-D-glucosa) y unidades A (2-
acetamido-2-deoxi-8-D-glucosa) conformadas por enlaces B8-1-4. Desde un enfoque
fisicoquimico, el quitosano es un biopolimero hidrosoluble en condiciones ligeramente
acidas, capaz de formar biopeliculas delgadas, hidrogeles, andamios porosos vy fibras,
ademas de micro y nanoparticulas. El caracter policatiénico que éste presenta le confiere
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alta afinidad de asociacion con moléculas terapéuticas y antigénicas a las cuales brinda
proteccion frente a la degradacidn enzimatica e hidrolitica.'> 14 Dentro de las aplicaciones
que se le han dado, en biomedicina, se encuentran los sistemas de liberacion de farmacos,
el revestimiento de heridas con capacidad de promover la cicatrizacion y como andamios
para la ingenieria de tejidos, principalmente.®®

El potencial ejercido por el quitosano frente a multiples microorganismos lo sittan
dentro de los polimeros mas destacables para aplicaciones biotecnoldgicas. La capacidad
bactericida del quitosano cubre un amplio espectro de bacterias, algas, levaduras y hongos
en ensayos microbioldgicos tanto in vitro como in vivo con distintas presentaciones del
polimero (soluciones, biopeliculas delgadas, hidrogeles y compdsitos).

En la década de los 90’s se describid la capacidad bactericida del quitosano, sin
embargo el mecanismo de accion sigue sin ser del todo esclarecido. La tendencia mas
aceptada es que su poder bactericida es debido a la interaccion entre los grupos amino
protonados, donde el quitosano con carga positiva interactua directamente con las cargas
negativas de las membranas de los microorganismos. En este modelo las interacciones son
reguladas por las fuerzas electrostaticas tanto de los grupos amino protonados como del
residuos cargados negativamente, donde presuntamente compiten con los cationes Ca?
por los sitios electronegativos de la superficie de la membrana celular. Las interacciones
electrostaticas entre el quitosano y la membrana celular del microorganismo desenlazan en
dos posibilidades para la muerte celular: i) se originan modificaciones importantes que
comprometen la estructura de la pared celular generando permeabilidad, lo que provoca
desequilibrios osméticos internos y consecuentemente no solo se inhibe el crecimiento del
microorganismo sino que también se induce la apoptosis y ii) la hidrdlisis del peptidoglicano
de la pared celular bacteriana permite la filtracién de sustancias como electrolitos
intracelulares, por ejemplo los iones potasio y otros constituyentes (proteinas, acidos
nucleicos, glucosa, enzimas).'®

2.3 ALCOHOL POLIVINILICO

El alcohol polivinilico (PVA) es un polimero de caracter biodegradable,
biocompatible y no téxico que resulta de gran interés debido a la versatilidad quimica
proporcionada por los grupos hidroxilos ramificados que posee en su estructura, los cuales
hacen posible la implantacion de injertos a la cadena principal del polimero.’

Es un polimero lineal sintético que se produce a partir de la hidrdlisis en medio
basico de poliacetato de vinilo, por lo que presenta solubilidad variable en agua pero
resistencia a los disolventes orgdnicos, esta caracteristica le hace adaptable a diversas
aplicaciones. Comunmente se ha empleado en la manufactura de productos de papel,
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textiles, empaquetado de alimentos, en la elaboracién de dispositivos médicos, fibras de
sutura para cirugia, membranas, coloides de proteccidén biopldsticos y como excipiente de
farmacos.

La FDA (Food Drug Administration) ha aprobado el uso de PVA para el embalaje de
productos de consumo humano por la gran estabilidad quimica que presenta, ademas de
ser un material de bajo impacto ambiental dado su cardcter biodegradable. Entre las
cualidades que destacan estan su capacidad como barrera, mientras que en el campo de la
medicina es destacable su no toxicidad, no carcinogenicidad, capacidad antiinflamatoriay
la bioadhesividad que presenta.

En la historia de la medicina moderna ya se han estudiado las aplicaciones de los
hidrogeles de PVA con excelentes resultados en la ingenieria de tejidos donde sirve como
andamio para la construccion de implantes de pancreas artificiales, y dadas sus propiedades
mecanicas resulta util para el reemplazo de meniscos y cartilago nativo ya que logra
mimetizar estos entornos funcionando también como guia para el cultivo de condrocitos
para la reparacion o regeneracion de tejido conectivo. Ademds diversos dispositivos
médicos pueden ser disefiados con la ayuda de las propiedades que caracterizan a este
polimero: tratamientos vasculares para embolias, coberturas hidrofilicas para Ia
regeneracion neuronal y barreras adhesivas al tejido.'®1°

2.4 MATERALES HiBRIDOS POLIMERO/ NPMs

Sin duda los materiales base polimero representan alternativas prometedoras para
la solucién de problematicas existentes en la actualidad. Sin embargo la combinacién de
matrices poliméricas con nanoparticulas de metales nobles trae consigo la oportunidad de
mejorar los materiales existentes al conjugarse la distinta naturaleza quimica de cada
componente en el material final. Con esta estrategia se potencializan las propiedades
aisladas de cada material adquiriéndose nuevas capacidades dirigidas al dmbito de
aplicacion.?

El estudio de los materiales compuestos se presenta actualmente como la evolucién
de la ciencia y tecnologia de los materiales, siendo un compdsito aquel material constituido
por dos o mas fases que en conjunto presentan propiedades y comportamientos mejorados
en comparacion con el uso de cada componente de manera aislada. Adicionalmente, la
disminucion en las dimensiones del material compuesto a nanoescala abre la puerta a una
gama de aplicaciones aln mayores. Debido a que la materia en este rango experimenta
distintos procesos fisicos que traen consigo la variacion de las propiedades, pueden
obtenerse distintos tipos de materiales segun el tipo de procesamiento?® (véase Figura 1).
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Figura 1. Materiales obtenidos de compdsitos base polimérica.

2.5 NANOTECNOLOGIA Y NANOMATERIALES

La incursidn del estudio de la materia a escala nanométrica ha revolucionado la
ciencia de los materiales, siendo la nanotecnologia un darea interdisciplinaria que en los
ultimos afios ha atraido la atencion de los sectores cientificos e industriales. Su campo de
aplicaciéon involucra desde el disefio hasta la aplicacién de materiales y equipos cuyas
dimensiones oscilen en el rango nanométrico, su aplicacién para el disefio sugiere la
manipulacién de la materia en el orden de mil millonésimas del metro, asi como el
comportamiento a nivel molecular y submolecular.

La aplicacién de la nanotecnologia podria brindar grandes contribuciones, siendo las
de mayor repercusién aquellas que se orientan a la medicina. Aqui son posibles mecanismos
de observacidén microscépica e imagenologia, las cuales, pueden proporcionar soluciones a
nivel atémico, celular y molecular. Por otra parte destaca la nanorobética, que resulta ser
de las mas sofisticadas tecnologias dando como resultado estructuras con funcionamientos
especificos a minima escala, como los nanochips.?!

A su vez, la sintesis y aplicaciédn de nanoparticulas metdlicas han fascinado a la
comunidad cientifica por las potenciales aplicaciones posibles, destacando principalmente
todas aquellas que involucran la formacion de materiales compuestos polimero/NPMs
orientadas a la biomedicina e ingenieria de tejidos. En general, para el campo de la medicina
resultan deseables aquellas nanoparticulas cuya dimensién oscile entre los 10 y 50 nm, su
reducido tamafio les permite la comunicacién con las biomoléculas de la superficie celular
gue pueden modificar las propiedades bioquimicas y fisicoquimicas de las mismas. El
reducido tamafio que presentan hace posible su enfoque al desarrollo de sistemas de
liberacion controlada de fdrmacos, imagenologia y sefializacién de tejidos, ademas
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mediante la funcionalizacion de nanoparticulas metdlicas con ligandos especificos (por
ejemplo anticuerpos) es posible dirigir los tratamientos terapéuticos hacia células
especificas como las células del cancer. De esta forma es como la nanotecnologia busca
cimentar vinculos en el diagndstico y terapia molecular.??

2.6 NANOPARTICULAS DE ORO

La historia del uso de oro coloidal o suspensiones de nanoparticulas de oro se
remonta a la época de los romanos, quienes empleaban dichas suspensiones para
construccion de vitrales con fines decorativos. La evaluacion cientifica en la época moderna
de los coloides de oro se dio hasta 1850 con el trabajo de Faraday, quien observd
caracteristicas bastante diferentes en comparacién al oro metdlico, concluyendo que el
color rojo caracteristico (de las nanoparticulas de oro en solucion) es debido a la presencia
de particulas de didmetros menores a 100 nm o cercano al amarillo para particulas mas
grandes.

Las interesantes propiedades Opticas de las nanoparticulas de oro son debido a su
interaccion Unica con la luz; en presencia del campo electromagnético los electrones libres
de las nanoparticulas del metal se someten a oscilacion en conjunto, este proceso es
resonante a una frecuencia particular de la luz y se denomina resonancia de plasmén
superficial (RPS).

Después de la absorcion, la resonancia de los plasmones superficiales decae
resultando en la emisién de energia radiante, o bien, mediante la conversién de la luz
absorbida en calor. Asi, las nanoesferas de oro con tamafio de particula de 10 nm de
diametro tienen una fuerte absorcién maxima en torno a 520 nm en solucién acuosa debido
a su RPS. Estas nanoesferas muestran desplazamiento batocrémico al aumentar el didmetro
debido al retraso electromagnético en particulas mas grandes.??

2.7 NANOPARTICULAS DE PLATA

Al igual que el oro, la plata iénica histéricamente ha sido empleada con propdsitos
tanto ornamentales como microbicidas. En la actualidad, es importante su uso para el
tratamiento de heridas y dispositivos médicos diversos.

Al reducir la plata a nanoparticulas es posible potencializar sus efectos
antimicrobianos y desarrollar nuevas aplicaciones tecnoldgicas a partir de sus distintas
propiedades. Se distinguen como nanoparticulas de plata a particulas con dimensiones
entre 1 y 100 nm, su uso en el tratamiento de heridas ha sustituido el empleo de
sulfadiacina de plata. Adicionalmente, compaiiias de prestigio mundial han iniciado la
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comercializacién de electrodomésticos con superficies integradas con materiales a base de
nanoparticulas de plata conocido como Nano Silver™ con propdsitos antimicrobianos. Del
mismo modo, sus propiedades fisicoquimicas han alcanzado el drea de imagenologia clinica
incluidas en técnicas espectroscopicas.

El aumento o disminucién de la dimension de las nanoparticulas de plata afecta
significativamente su eficiencia y las propiedades que suelen presentar. Nanoparticulas de
1 a 50 nm han mostrado buena eficiencia antimicrobiana mientras que solo aquellas de 1 a
10 nm han presentan capacidad anti viral frente al VIH preferentemente con la glicoproteina
gp120.23

2.8 METODOS DE SiNTESIS

Las interesantes propiedades de las nanoparticulas de metales nobles prometen el
continuo descubrimiento de novedosas técnicas que faciliten la aplicacién de nuevos
materiales y herramientas de diagndstico para diversas problematicas; es por ello que se
han reportado diversos protocolos de preparacion.!

Las estrategias de sintesis de nanoparticulas tienden a controlar el tamafio y la
morfologia de las nanoparticulas: esferas, barras, discos, prismas, entre otras, y pueden
clasificarse en dos aproximaciones (Figura 2). La primera, conocida como “top down”,
mediante la cual se obtienen nanoparticulas por desgaste de sdlidos metalicos por molienda
o erosion, y la segunda conocida como “bottom up”, mediante la cual se obtienen
nanoparticulas a partir de la agrupacién atomos metalicos.

Material Polvo NPs Grupos de 4
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Figura 2. Representacion grdfica de las dos estrategias de sintesis de nanoparticulas.

La aproximacion “bottom up” se basa en el mecanismo llamado “Ostwald ripening”

donde se parte de una sal metélica y consiste en tres etapas:?% 24

e Nucleacidon: El ion metdlico (M*) se reduce formado nucleos cerovalentes (M°),
generando pequenos agregados de atomos.
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e Crecimiento: Los pequefios nucleos (M) se unen para aumentar el tamafio de las
NPMs.

e Coagulacidon: Las NPMs se unen entre si rapidamente dando lugar a agregados de
mayor tamano. Esta etapa es determinante para controlar el tamafio final de las
NPMs, por lo que es necesaria la adicion de agentes estabilizantes que detiene el
proceso de coagulacion en el momento indicado.

En general, estos procedimientos se pueden clasificar en tres grupos: métodos
bioldgicos, métodos fisicos y métodos quimicos.

2.8.1 METODOS BIOLOGICOS

Las biosintesis han surgido como una alternativa de sintesis mds amigable con el
medio ambiente. En estas metodologias se involucra el empleo de microorganismos!’ 2>
(bacterias, hongos y levaduras) o extractos de origen vegetal®® 27 para lograr la reduccion
de varios iones metdlicos. Sin embargo, aun cuando los procesos biolégicos son amigables
con el ambiente, resultan ser procesos muy elaborados al involucrar una gran cantidad de
pasos desde su inicio hasta la obtencidn de las nanoparticulas, lo cual finalmente se traduce
en un elevado costo de tiempo y dinero. Ademas es dificil asegurar la reproducibilidad de
los experimentos dada la heterogénea composicién (por ej. concentracién de metabolitos)
que los materiales bioldgicos normalmente presentan.

2.8.2 METODOS FiSICOS

Dentro de la clasificacion de los métodos fisicos, se incluyen los métodos
electroquimicos, ablacién laser,?® termdlisis, irradiacién con microondas?® y la sintesis
sonoquimica.3? En general, los métodos antes mencionados involucran la descomposicion
de sdélidos metalicos mediante la aplicacidn de fuentes energéticas potentes o tratamientos
térmicos que favorecen la nucleacién de las particulas, en algunos casos recurriendo a
atmésferas de gas inherte.!

2.8.3 METODOS QUIMICOS

Destaca como el método mas empleado la reduccidn quimica de sales metalicas en
soluciones. De acuerdo con algunos autores, la reduccién quimica provee la posibilidad de
controlar adecuadamente el tamaiio, la distribucién y forma de las nanoparticulas. En este
caso el agente reductor puede ser el mismo disolvente o puede ser adicionado a la solucion;
entre los agentes reductores mayormente empleados destacan el borohidruro de sodio, la
hidrazina y la dimetilformamida, sin dejar a un lado el empleo de sustancias no tdxicas que
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presentan la misma efectividad, tales como el citrato de sodio, el almidén o la glucosa.t 3%
32

Otros métodos quimicos de reciente auge son la reduccion radiolitica y fotoquimica.
El primero, involucra la exposicidn de las muestras acuosas a rayos gama de alta energia, lo
que resulta en la formacion de electrones solvatados, radicales OH*® y &tomos de hidrégeno,
donde los radicales OH* actian como radicales reductores.®

La reduccidn fotoquimica o fotdlisis es una técnica relativamente simple, efectiva y
limpia para la generacién de particulas metalicas en sistemas coloidales. Al aplicar radiaciéon
ultravioleta a las soluciones acuosas se induce la fotooxidaciéon del medio por la excitacién
de los iones metalicos presentes, resultando la formacién de atomos metdlicos vy
concluyendo en la formacién de nanoparticulas.3¥ 34

2.8.3.1 REDUCCION QUIMICA FOTOINDUCIDA

Los métodos de sintesis de nanoparticulas basados en la reduccién quimica ofrecen
diversas ventajas como menor tiempo de sintesis y mayor monodispersidad sobre aquellos
procesos desarrollados por los protocolos biolégicos. No obstante, el progreso de una
reduccion quimica tradicional puede llegar a ser costosa o requerir el uso de sustancias
téxicas para su desarrollo, representando un riesgo para el ambiente. Otro aspecto a
considerar es las fuentes energéticas que se necesitan para inducir el proceso.

Por otra parte, los métodos de sintesis mediante reduccién quimica calificados como
“biosintesis” y por consiguiente catalogados como procedimientos “verdes” requieren
tiempos mayores, lo que posibilita la obtencién no uniforme de las nanoparticulas finales,
siendo este el principal obstaculo a superar.

Concientizando las limitaciones de cada versidn de reduccion quimica y priorizando
la disminucién de la contaminacidn hacia el ambiente, resulta imperioso lograr el desarrollo
de estrategias que ademas de ser econdmicas y eficientes optimicen también el uso de la
energia requerida, como lo son los métodos de reduccidn fotoinducida. Estos procesos son
cada vez mas populares porque favorecen la reduccidn controlada de iones metalicos sin
necesidad de utilizar concentraciones excesivas del agente reductor. Asi se minimiza la
presencia de subproductos peligrosos en el material final, tomando ventaja del uso de
fuentes de energia limpia y renovable, como por ejemplo la luz solar, en este tipo de
preparaciones en solucién la radiacion es absorbida de manera uniforme.3>-3?

La sintesis de NPMs mediante procesos de fotoreduccion asistida con luz solar
provee muchas ventajas sobre los procesos establecidos en las metodologias fisicas y
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guimicas tradicionales cuando se realizan en presencia de agentes estabilizantes
biocompatibles. Estos Ultimos pueden ser de caracter proteico o polimérico, principalmente.

La disminucién de subproductos y del consumo de energias artificiales para la
reduccion quimica de sales metdlicas a nanoparticulas metdlicas ha sido uno de los
objetivos centrales del sector cientifico. La preparacidn en soluciones poliméricas
representa una estrategia eficiente para la reduccién de reactivos, siendo el propio
polimero un componente multifuncional para el proceso. Sin embargo, el consumo
energético continla siendo un factor importante a considerar al implicar el gasto de
energias no renovables y generando un costo adicional.

En la dltima década se ha recurrido al uso de radiacién solar como fuente energética,
disminuyendo de esta forma el costo de la sintesis de nanoparticulas y en su caso de los
compodsitos generados in situ. Con anterioridad se han preparado compdsitos de CTS/NPMs
empleando radiacidn solar como fuente energética bajo diferentes condiciones.3* 4% 41

A su vez, existen reportes del uso de polimeros como la PEO, PVA*? y el quitosano®?
en donde se ha evaluado su capacidad como agentes reductores para la preparacion de
nanoparticulas metalicas, sin embargo, se ha reportado la necesidad de recurrir a agentes
reductores o fuentes energéticas adicionales para la preparacion de compdsitos CTS/AgNPs
mediante procedimientos fotoinducidos con radiacién solar.* Ademdas, estudios
comparativos que evalluen detalladamente la capacidad reductora de polimeros con
distinta naturaleza quimica siguen sin ser estudiados en detalle.

2.8.3.2 IMPORTANCIA DEL AGENTE REDUCTOR

Al ser la reduccién quimica el método mdas empleado en la sintesis de NPMs, es
importante conocer la influencia de los agentes reductores que son empleados bajo las
distintas modalidades de reduccién. Histéricamente, el primer reporte sobre la reduccion
guimica de sales de metales de transicidn para generar colides metalicas cero-valentes fue
publicado por Faraday en 1857. Siendo Turkevich quien establecié el mecanismo estandar
para la obtencion de coloides de oro por reduccién de AuCla con citrato de sodio. Bajo esta
modalidad se han ideado métodos de sintesis que involucran distintos agentes reductores
como hidruros o sales (borohidruro de sodio, citrato de sodio), hidracina, o incluso
disolventes oxidables como los alcoholes y algunos polimeros como: polietilenglicol, alcohol
polivinilico, polivinil pirrolidona, almiddn, quitosano, entre otras, donde las reducciones son
inducidas por tratamiento térmico-mecanico o irradiaciones de microondas, ultravioleta,
entre otras.*

El mecanismo de formacidn de nanoparticulas se basa en primera instancia en la
reduccion del precursor metdlico al correspondiente atomo metalico; la distribucion del
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tamafio en los coloides metalicos varia significativamente con los tipos y concentraciones
de los agentes reductores usados en la sintesis, es decir, un agente reductor fuerte
promueve una velocidad de reaccién acelerada, favoreciendo asi la formacién de
nanoparticulas de dimensiones mds pequefias; mientras que un agente reductor de bajo
potencial induce una velocidad de reaccidn lenta, favoreciendo entonces la formacién de
nanoparticulas de mayor dimensién ademas de promover la formacidn continua de nuevos
nucleos que resultan en una amplia distribucién de tamanos de particula.

De esta forma destaca laimportancia de la naturaleza del agente reductor empleado
en la sintesis, ya que el tamafo y forma de las nanoparticulas repercute directamente en
sus propiedades electrénicas, Opticas, magnéticas, mecanicas y en algunos casos
antimicrobianas, lo que determina sus aplicaciones finales.

2.8.3.3 POLIMEROS EMPLEADOS EN LA SINTESIS DE NPMs

El aspecto de mayor importancia en el proceso de sintesis de NPMs en solucién
polimérica es sin duda la estabilidad quimica de las mismas, la cual es proporcionada por la
presencia del polimero que actia como estabilizante. Helcher, en 1718 estudié la
estabilidad de particulas de oro con el polimero natural almidén, estableciendo el primer
antecedente del uso de polimeros como estabilizantes. Actualmente es comun la sintesis
de nanoparticulas en medios poliméricos debido a que permiten el control de la morfologia
de las mismas® y por ende existe un mayor control sobre las propiedades finales. Entre los
polimeros mas cominmente usados se encuentran el alcohol de polivinilo (PVA),% la
polivinilpirrolidona (PVP)*’ y el polietilenglicol (PEG),* entre otros.

El uso de soluciones poliméricas como estabilizantes ha sido ampliamente estudiado,
sin embargo, en los ultimos afos han ganado relevancia este tipo de preparaciones puesto
gue también son accesibles para la obtencidn en un solo paso de materiales compuestos
polimero/nanoparticulas metalicas por la reduccién de las correspondientes sales metalicas
disueltas en la solucion polimérica que finalmente sera la matriz del compdsito;
constituyendo asi un procedimiento sencillo que favorece la obtencién del compdsito en un
periodo muy corto de tiempo.

Para que un soporte o matriz estabilizadora funcione éptimamente, es conveniente,
gue contenga grupos con pares de electrones libres, entre los que han sido tematica de
multiples estudios destacan los grupos: -OH, -CN, -SH y —NH3; que proporcionan estabilidad
a las nanoparticulas en etapas tempranas de formacién.*

De esta forma, la sintesis de NPMs mediante la reduccion quimica con diferentes
agentes reductores en soluciones de polimeros no es una estrategia nueva, no obstante,

QFB Alejandra Pérez Nava



“El Rol de Naturaleza Quimica del Polimero Empleado como Agente Reductor 2. Marco Teérico
en la Sintesis de Nanoparticulas Metdlicas”

resulta bastante util por la posibilidad de controlar las caracteristicas fisicas finales de las
nanoparticulas simultdaneamente a la obtencién del material hibrido listo para procesar.

Es debido a la naturaleza quimica, no tdxica, biocompatible y biodegradable que
caracteriza a los biopolimeros como el PVAy el CTS que resultan factibles para la produccién
de NPMs en solucién®°, presentando prometedoras aplicaciones biomédicas en la forma
final del material compuesto.

2.9 POLIMEROS COMO AGENTES REDUCTORES

La preparacidon in situ de nanoparticulas en soluciones poliméricas facilita la
obtencién de nuevos y mejores materiales aplicables a diversos sectores de la industria. En
todas las metodologias de reduccién quimica el comun denominador es el empleo de
soluciones poliméricas a manera de estabilizantes, sin embargo, el potencial que presentan
la mismas soluciones poliméricas como agentes reductores oferta multiples ventajas para
la obtencidn en un solo paso de este tipo de compdsitos.

En las metodologias que han reportado el uso de polimeros como reductores Unicos
o adicionales se enlistan la poliacrilamida (PAM),>! el acido poliacrilico (PAA),>? el
poliacrilonitrilo (PAN),>3 el 6xido de polietileno (PEO), 6xido de polipropileno (PPO),>* la
polivinilpirrolidona (PVP),” el quitosano (CTS) >>>’ y el alcohol polivinilico (PVA),*® entre
otros.

El empleo de soluciones de polimeros como agentes reductores permite contribuir
a la disminucién del nimero de reactivos empleados en estas sintesis quimicas, lo que
ademas de representar una ventaja econdmica, también contribuye a la preservacion del
medio ambiente.

Como se ha venido mencionando, la preparacion de materiales hibridos
poimero/NPMs trae consigo la posibilidad de nuevos materiales con importantes
aplicaciones. La preparacién in situ de NPMs en soluciones poliméricas facilita la obtencion
de estos materiales, ademds de que permite prescindir de agentes estabilizantes vy
dispersantes adicionales al polimero. En afios anteriores, se ha hecho evidente la
capacidad de reduccion de los grupos —NH;, -COOH, -OH presentes en las cadenas centrales
de los polimeros, lo que perfila a la reduccién quimica dentro de las metodologias de la
Quimica Sustentable al disminuir el consumo de reactivos y la generacion de subproductos.®
La investigacion sobre la capacidad de reduccién del quitosano y el alcohol de polivinilo ha
sido un hecho constante en donde la obtencién de los compdsitos finales en forma de
biopeliculas* y colecciones de nanofibras se logra con gran éxito con la ayuda o no del
proceso de electrospinning.® 38
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2.9.1 COMPOSITOS QUITOSANO/NPMs

Las excelentes caracteristicas del polimero natural quitosano han inspirado el
desarrollo de novedosos materiales con nanoparticulas de metales como el oro y la plata,
donde el quitosano resulta ser un adecuado soporte para el material compuesto final.

Las combinaciones con nanoparticulas de oro han arrojado interesantes resultados
en cuanto a nuevas herramientas para el diagndstico y terapia de algunas enfermedades,
terapia fototérmica, sistemas de liberacidon controlada de fdrmacos y para la obtencién de
mejores imagenes de tejidos y tumores.>® En los Ultimos afios también se ha ahondado en
el uso de nanoparticulas de oro para la produccién de materiales antibacterianos” ¢y para
la constitucion de superficies anticoagulantes.®!

Por su parte, los compdsitos de quitosano/nanoparticulas de plata no representan
una combinacién novedosa, no obstante durante varios anos se han desarrollado distintas
investigaciones con miras al descubrimiento de nuevas aplicaciones, siendo las mas
relevantes el revestimiento de heridas con propiedades antimicrobianas,®® ©? |a actividad
antiviral contra virus como el VIH, A HIN1, herpes simple y hepatitis.%3

2.9.2 COMPOSITOS ALCOHOL POLIVINILICO /NPMs

Las propiedades del alcohol de polivinilo resultan interesantes para el desarrollo de
materiales hibridos, las combinaciones con nanoparticulas de oro y plata resultan obvias
dadas las propiedades biomédicas que ambos componentes presentan de manera aislada.

Entre las aplicaciones de mayor estudio para las combinaciones PVA/AuNPs
destacan: los sistemas de liberacién de farmacos, en donde es posible la liberacidn
simultaneay controlada de dos farmacos para terapias combinadas, la inmuno-sefializacién
de anticuerpos especificos para la deteccion de tejidos tumorales,® asi como el disefio de
membranas con actividad antimicrobiana para la proteccién de heridas expuestas® e
inmunosensores electroquimicos.®>

A su vez, las combinaciones de PVA/AgNPs se han enfocado en su mayoria al
desarrollo de materiales de recubrimiento de heridas y para la obtenciéon de andamios para
el cultivo de células con el propdsito de lograr la regeneracion tisular.56-6°

2.10 OBTENCION DE NANOFIBRAS

Una presentacion altamente deseable de los materiales avanzados polimero/NPMs
son las nanofibras; definiéndose como nanofibra a la coleccidn de fibras ultra finas que
individualmente no exceden los 500 nm de didmetro. Los materiales compuestos del tipo
polimero/NPMs pueden ser procesados hasta la obtencién de nanofibras dada la
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versatilidad fisicoquimica que caracteriza a cada polimero, en general, estas
nanoestructuras tridimensionales representan fascinantes alternativas para la solucion de
diversas problematicas a nivel tecnolégico e industrial dentro de muy variadas disciplinas.
Las propiedades de estos materiales compuestos, estdn intrinsecamente ligadas a las
dimensiones nanométricas que ostentan y que a su vez les confiere una mayor superficie
de contacto por unidad de area.

Los materiales compuestos en forma de nanofibras pueden ser producidos mediante
distintas metodologias, destacando entre sus cualidades unicas las estructuras con alta
porosidad, las novedosas aplicaciones y sus propiedades mecanicas, fisicas y quimicas. La
obtencidn final de nanofibras puede darse por distintas rutas: drawing, separacion de fase,
auto-ensamblado, sintesis en molde, blowing y electrospinning, entre otros, sin embargo el
electrospinning es la técnica mds empleada para la produccién de nanofibras debido a que
resulta ser la opcidn mds econdmica y versatil para el procesamiento de una amplia gama
de materiales.”®

2.10.1 ELECTROSPINNING

El método de electrospinning transforma las soluciones poliméricas en micro y
nanofibras continuas; los elementos requeridos incluyen una fuente de suministro de la
solucion polimérica, una fuente de alto voltaje y un colector, tal y como se describe en la
Figura 3. Todo proceso que produce nanofibras involucrando un campo eléctrico se
denomina electrospinning.

La recoleccién de las fibras se realiza directamente en un colector metdlico que
puede ser estatico, giratorio o algun tipo de molde, produciendo redes nanoporosas no
tejidas; el fundamento del electrospinning deriva del cambio generado en el potencial
eléctrico. El proceso tiene lugar cuando a través de una aguja electrificada con un voltaje
entre 5 y 30 kV se hace pasar la solucion polimérica, la solucién cargada eléctricamente
forma la estructura conocida como cono de Taylor que es una elongacién en la punta de la
aguja (ver Figura 3). El colector es el electrodo complementario que atrae a la solucién a
partir del cono de Taylor, cuando la diferencia electrostatica logra vencer a la tencién
superficial se produce el jet del polimero que se precipita hacia el colector metalico
mientras que el solvente es evaporado durante el trayecto, finalmente la solidificacion del
jet en el colector da lugar a la coleccién de nanofibras.

Para la alineacién de las fibras es posible emplear distintas configuraciones como
colecciones de discos, distinta colocacion de electrodos, tambores giratorios y ejes
motorizados; ademas, la técnica es versatil para el procesado de distintas soluciones en
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multiples agujas para enriquecer el andamio asi como la inyeccion de sustancias
bioactivas.’% 71

Jeringa —

Solucién polimérica
Cono de Taylor

+
E\/g Fuentede | = -
alto voltaje —

Colector

-

Figura 3. llustracion de la configuracion bdsica para electrospinning, modificada de la ref. 72.

2.10.2 PARAMETROS DE PROCESAMIENTO MEDIANTE ELECTROSPINNING

Los parametros de trabajo son muy importantes para entender no sélo la naturaleza
de la técnica del electrospinning, sino también el proceso de conversién de las soluciones
poliméricas a nanofibras. Estos pardmetros se pueden clasificar en tres grupos: pardmetros
de la solucidn, parametros del proceso y pardmetros ambientales.

Cada uno de estos pardmetros puede afectar la morfologia de las fibras, de tal forma
gue el adecuado control de los pardmetros favorece la obtencion de nanofibras con la
morfologia deseada y el didmetro controlado.”> 73

2.10.2.1 PARAMETROS DE LA SOLUCION

Concentracion

La concentracién del polimero se elige en dependiendo su peso molecular; asi, la
concentracion del polimero desempefia un papel importante en la formacién de las
nanofibras durante el proceso de electrospinning. Concentraciones muy bajas dan lugar a
la formacién de micro particulas del polimero; ademas de favorecerse el proceso de
electrospray en lugar de electrospinning dada la baja viscosidad y alta tensidn superficial de
la solucidén. Esta concentracién inadecuada da lugar a la generacién de perlas a lo largo de
la fibra nanométrica, las cuales no son deseables y se consideran como defectos.
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Peso Molecular

El peso molecular del polimero también ejerce un efector importante en la
morfologia de las fibras electrohiladas. Cuando se trabaja con polimeros de bajo peso
molecular se promueve la formacidn de perlas en lugar de la nanofibra lisa, por ende el
aumento del peso molecular del polimero dard lugar a nanofibras con menos defectos a
una concentracion dada. El alto peso molecular favorece la formacién de nanofibras incluso
a baja concentracion.

Viscosidad

La viscosidad de la solucién a elecrohilar es un factor clave para la determinacion de
la morfologia de la fibra. Es un hecho evidente que a bajas viscosidades no es posible la
obtencién de nanofibras continuas y de morfologia homogénea, mientras que las
concentraciones muy altas del polimero también presentan dificultades para el
procesamiento. Tanto la concentracién como el peso molecular del polimero se relacionan
con la viscosidad de la solucidn, por ello, la viscosidad de la solucion a procesar puede
modificarse ajustando la concentracién del polimero. En las soluciones que presentan baja
viscosidad, la tension superficial es el factor dominante y como resultado se obtienen
nanofibras con perlas, por el contrario, cuando se manejan viscosidades adecuadas la nano-
red generada se compone de fibras continuas con didmetros homogéneos.

Tension Superficial

La tensidn superficial, en funcién de la composicion del disolvente en la solucién
polimérica, es un factor muy importante en el proceso de electrospinning. Cada disolvente
influye de manera distinta sobre la tensidn superficial de la solucion polimérica, de tal forma
gue al cambiar de disolvente se puede mejorar la morfologia de las nanofibras evitando la
formacién de perlas a lo largo de las nanoestructuras. La tensién superficial y la viscosidad
de una solucion pueden ajustarse modificando la proporcidn de los disolventes.

Conductividad

El tipo de polimero, disolvente y la presencia de sales disueltas determinan la
conductividad de la solucion. El proceso de electrospinning exige que la solucidn sea de
naturaleza idénica para que pueda fluir en el campo eléctrico de la aguja al colector. Si una
solucién no es suficientemente conductora, las fibras pueden no formarse. Asi pues, la
conductividad puede ser alterada modificando al polimero, empleando otro disolvente o
por la inclusién de aditivos tales como sales. Tipicamente, la conductividad de la solucién
serd dificil de modificar sin alterar otras caracteristicas de la solucién. En tales situaciones,
puede ser mas factible alterar la intensidad del campo eléctrico, el caudal de la solucién u
otras propiedades del material para lograr su procesado. El uso de grandes cantidades de

QFB Alejandra Pérez Nava



“El Rol de Naturaleza Quimica del Polimero Empleado como Agente Reductor 2. Marco Teérico
en la Sintesis de Nanoparticulas Metdlicas”

sales puede causar un aumento en la viscosidad de la solucién y afectar la tensién superficial
de la misma.

2.10.2.2 PARAMETROS DEL PROCESO
Voltaje
En lo que concierne al proceso de electrospinning, el voltaje aplicado es el factor
crucial, debiendo ser suficiente para cargar electrostaticamente al jet eyectado del cono de
Taylor. Sin embargo, la repercusidon que puede tener en el didametro y morfologia de las
fibras es controversial y esta sujeto a investigaciones mas especializadas en el tema.

Velocidad de Flujo

El flujo mdsico de la solucién que se procesa es otro pardmetro de cuidado.
Generalmente, se recomienda trabajar con velocidades de inyeccion bajas para dar tiempo
suficiente a la polarizacién de la solucidn. Cuando se manejan velocidades o flujos altos se
compromete la adecuada formacién de nanofibras promoviendo la aparicién de perlas en
la estructura electrohilada ademads de acortar el tiempo de secado en el colector.

Colector

El colector desempefia la funcidon de sustrato conductivo, siendo la base que
finalmente constituye la estructura electrohilada. Cominmente se emplean estructuras de
aluminio como colectores y éstas han sido disefiadas en diversas formas: tamices, rejas,
alfileres, barras paralelas o enrejadas, tambores giratorios, entre otros. La importancia del
tipo de colector reside en el acomodo que se desee obtener en la nanofibra final ya que
actuara como soporte de la coleccidn de nano-hebras generadas.

Distancia Colector-Aguja

El espacio existente afecta directamente el didmetro y la morfologia de las fibras de
tal forma que si la distancia es muy corta el jet no tendra el tiempo suficiente para solidificar
antes de llegar al colector dando origen a una red polimérica en lugar de las nanofibras
deseadas. Al aumentar la distancia entre la aguja y el colector debe considerarse que a
medida que se incrementa la distancia el campo eléctrico se debilita.

2.10.2.2 PARAMETROS AMBIENTALES

Los factores ambientales que también pueden afectar la morfologia de las fibras son la
temperatura y la humedad. Las altas temperaturas favorecen la formacién de nanofibras
mas delgadas.

A su vez, la baja humedad ayuda al secado de la fibra incrementando la velocidad de
evaporacion del solvente, por el contrario, la alta humedad del ambiente dara lugar al
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engrosamiento del didmetro debido a la posibilidad de neutralizacion de las cargas del jet y
la disminucidn de las fuerzas de estiramiento.”®’3

2.11 APLICACIONES DE LOS MATERIALES COMPUESTOS POLIMERO/NPMs

Las aplicaciones de los nanomateriales compuestos polimero/NPMs en una
dimension ganan interés para su aplicacién en el entorno ambiental para la filtracion de aire
y agua, asi como en los avances para el disefio de nuevos dispositivos electrénicos y
foténicos. Sin embargo, en el campo de la medicina presentan especial interés para la
distribucion controlada de farmacos, ingenieria de tejidos y medicina regenerativa.’*

2.12 ENSAYOS DE BIOCOMPATIBILIDAD Y EVALUACION DE
CITOTOXICIDAD

El uso generalizado de las NPMs trae consigo el riesgo de la exposicidn crdnica a
niveles crecientes de estos materiales, lo cual exige el conocimiento profundo de los
posibles efectos adversos que pueden repercutir en organismos vivos. La miniaturizacién
de los materiales a nanoescala, no solo afecta sus propiedades fisicas sino también su
toxicidad, en comparacion con sus contrapartes macroscopicas. Las NPMs muestran una
alta area de superficie, lo que aumenta la exposiciéon y el nivel de interaccion del material
con su entorno inmediato.

A pesar de las innumerables ventajas que trae consigo la aplicacion de
nanomateriales al campo de la medicina resulta controversial la seguridad del tejido vivo
expuesto a estos materiales, siendo rutas posibles de exposicion: la inhalacidn, absorcion
gastrointestinal o contacto dérmico, representando amenazas cuando alcanzan el torrente
sanguineo, el bazo, la médula ésea, el sistema nervioso o los drganos excretores y tejidos,
asi como la posible absorcion en algunos organelos celulares como las mitocondrias y el
nucleo. Este ultimo es un organelo de facil acceso dadas las diminutas dimensiones que
presentan las NPMs.”®

Recientemente, varios estudios han indagado en la induccién de autofagia como un
efecto citotéxico. Con el propdsito de dilucidar la polémica existente, se ha analizado la
citotoxicidad ejercida por las nanoparticulas de metales nobles sobre diversas lineas
celulares siendo notoria la influencia de la forma, el tamano, la concentracién y el tiempo
de exposicién, asi como los estabilizantes empleados o agentes de recubrimiento. Algunas
investigaciones han demostrado que la citotoxicidad de las NPMs es un resultado
multifactorial que involucra aspectos como: forma, tamafio, dosis suministrada, tiempo de
exposicién e incluso el tipo de célula en estudio.”®
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Los ensayos in vitro han expuesto la marcada citotoxicidad que presentan las AuNPs
de 1 a 4 nm de didmetro promedio frente a células de tejido conectivo, epiteliales,
macréfagos y células de melanoma, mientras que aquellas de 15 nm en concentraciones de
6.3 mg/mL no resultan citotdxicas en las mismas lineas celulares. A su vez, es destacable la
capacidad de proliferacion que ejercen las AuNPs de 45 nm (0.02 mg/mL) en cultivos de
fibroblastos dérmicos humanos, y de 18 nm (0.1 mg/mL) en células inmortales de leucemia
mieloide K562. Mientras que estudios en macréfagos RAW264.7 han demostrado que
concentraciones variables de hasta 100 mM en los cultivos no resultan citotdxicas ni causan
respuesta inflamatoria inducida por estrés.’

A su vez, se ha evaluado la citotoxicidad de AgNPs frente a diversas lineas celulares
humanas, encontrandose una adecuada viabilidad en los cultivos de células embrionarias
de rifidon expuestas a AgNPs de 20 nm de didmetro (1 mg/mL),”” de la misma forma
concentraciones de 1070 ppm de AgNPs en geles de CTS no afectan el crecimiento, la
morfologia o la actividad metabdlica de fibroblastos humanos.”® AgNPs de 10 nm no
evidencian datos de citotoxicidad a concentraciones microbicidas frente a células
procedentes de glioma U251 y fibroblastos pulmonares IMR-90, asi como concentraciones
variables de AgNPs de 20 nm (0.1-10 uM) en macréfagos RAW264.7.7°

Se han descubierto otros aspectos durante el desarrollo de los estudios de
citotoxicidad, por ejemplo que la internalizacién celular de las NPMs es frecuentemente
debida al agente estabilizante o recubrimiento que las acompana, de tal forma que
mediante distintos tratamientos es posible reducir la citotoxicidad de los compdsitos o bien
haciendo uso de biopolimeros como almiddn, goma ardbiga,® gelatina,® goma xantana,
entre otros.?? Diferentes autores destacan la disminucidn de efectos citotéxicos de NPMs 'y
sus compdsitos cuando éstos provienen de una metodologia verde o sustentable, donde los
reductores quimicos y/o estabilizantes en cuestion son inocuos o bien se trata de algin
biopolimero.® 7 8 Por lo anterior, es destacable el estudio comparativo in vitro de
materiales compuestos a base de CTS y PVA combinados con NPMs obtenidos mediante el
método fotoinducido con radiacion solar, los cuales presentan la ventaja de proceder de
una metodologia limpia.
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La metodologia empleada para la sintesis y caracterizacion de los materiales compuestos
polimero/MNPs se describe a través del diagrama de flujo presentado en el Esquema 2.

Preparacion de Adicién de Sintesis
soluciones precursores
poliméricas metalicos

Obtencion de
biopeliculas y
nanofibras

fotoinducida
con luz solar
directa

Pruebas in vitro

TEM linea celular

Esquema 2. Esquema de la metodologia empleada.

3. 1 Sintesis de Nanoparticulas Metalicas en Solucion Polimérica
3.1.1 Precursores de Nanoparticulas

AgNOs: precursor quimico de AgNPs

AgNOs; de Sigma-Aldrich®, grado de pureza >99% y peso molecular de 169.87 g/mol, fue
empleado como precursor de las AgNPs a concentraciones variables en las soluciones poliméricas
desde 0.001 hasta 0.05 % p/v respecto del peso de la solucién polimérica.

HAuCls: precursor quimico de AuNPs

Para la obtencion de AuNPs se empled HAuCls de Sigma-Aldrich®, con grado de pureza >99.9% vy
peso molecular de 393.83 g/mol, a concentraciones variables en las soluciones poliméricas desde
0.001 hasta 0.05 % p/v respecto al peso de la solucidn polimérica.

3.1.2 Soluciones Poliméricas Reductoras

Solucién de PVA
Para la preparacién de soluciones acuosas a concentraciones de 6, 7, 8 y 9 %p/v PVA, se empled
alcohol polivinilico, de Sigma-Aldrich®, con grado de hidrdlisis >99%.
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Solucién de CTS
El quitosano, de Sigma-Aldrich®, con grado de desacetilacion >75% se disolvié en solucion de
acido acético al 1 % p/p, para obtener soluciones a concentraciones 0.5, 1, 1.5y 2 % p/v.

3.1.3 Reduccion Quimica

La reduccién de los precursores en las soluciones poliméricas se llevé a cabo mediante un proceso
fotoinducido por exposicién a la radiacidn solar directa con tiempos de exposicidn variables,
hasta establecer 30 minutos como tiempo necesario para la maxima reduccién de las
concentraciones metalicas en estudio. El proceso se realizé sin agitacién y en ausencia de agentes
reductores adicionales a la solucidon polimérica. De esta forma, cada uno de los polimeros
desempeiia el papel de agente reductor, estabilizante y matriz de los nanocompuestos generados
in situ en cada caso, ademas de evitar la adicidn de dispersantes adicionales en el proceso.

La exposicidn a la radiacion solar se realizé cuando la incidencia de IUV se mantiene fija en el
factor 10 de la escala internacional, segln datos del Servicio Meteorolégico Nacional. Durante el
tiempo de exposicion se midié la absorbancia a diferentes tiempos en un espectrofotémetro UV-
Vis Genesys 10S de Termo Scientific para monitorear la reduccién de las sales metdlicas y
construir graficas de progreso de la reduccion quimica para cada concentracion.

3.2 Procesamiento de los Compdsitos Polimero/NPMs para la Obtencion de
Peliculas Delgadas y Nanofibras.

Peliculas delgadas

Una vez expuestas a la radiacidon solar y caracterizadas mediante espectroscopia UV-Vis, las
soluciones de PVA-NPMs y CTS-NPMs fueron facilmente transformadas en peliculas delgadas
mediante el método de evaporacidn del solvente: para ello las soluciones se vertieron en cajas
Petri de 60 y 100 mm y secadas a 60°C por 8 h en estufa Novatech H645-EO.

Nanofibras

Para la obtencidn de nanofibras, las soluciones fueron procesadas en el equipo de
Electrospinning de NaBond Technolgies Co. usando una bomba de inyeccidon kdSicentific
LEGAT0200, los parametros de procesamiento del equipo de electrospinning fueron
determinados para cada una de las soluciones mediante varios ensayos; con la ayuda de
imagenes obtenidas mediante microscopia electrénica de barrido (FE-SEM, por sus siglas en
inglés) se eligieron las condiciones de proceso adecuadas.
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3.3 Microscopia Electrdnica: FE-SEM y TEM

La morfologia y calidad de las nanofibras fueron analizadas en el Microscopio Electréonico de
Barrido de Emision de Campo Joel JSM-7600F del IIM-UMSNH, previo al andlisis microscdpico se
realizé el metalizado de las mismas con iones Cu*. Las imagenes obtenidas facilitaron la
determinacion de los parametros dptimos de procesamiento en el equipo electrospinning para
la obtencion de nanofibras de cada una de las soluciones.

La morfologia y los didmetros promedio de las nanoparticulas metdlicas se calcularon a partir de
las imagenes obtenidas en el Microscopio Electrénico de Transmisién Joel JEM-2010 con
filamento de LaBs del CNyN-UNAM.

3.4 Espectroscopia Infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR)

Los espectros de infrarrojo fueron obtenidos en el Espectrofotometro Nicolet iS10 de Termo
Scientific usando la técnica de ATR de los compdsitos en nanofibras y peliculas de diversas
concentraciones.

3.5 Espectroscopia Fotoelectrdnica de Rayos X (XPS)

El analisis de superficie XPS se realizé en espectrémetro ESCALAB 250Xi de Thermo Scientific con
monocromador de Al (XR15) operado a 20 eV. Las muestras a analizar fueron peliculas muy
delgadas de compésitos PVA/NPMs 2 % p/vy CTS/NPMs 3 % p/v obtenidas por el mismo proceso
con luz solar directa.

3.6 Ensayos de Solubilidad e Hinchamiento

Solubilidad

Los ensayos de solubilidad se realizaron con 10 mg de cada muestra en 1 mL de cada uno de los
disolventes: agua destilada, solucién inyectable (PISA®), asi como los medios de crecimiento
celular McCoy’s 5A (Sigma-Aldich®) y DEMEM (ATCC®).

Hinchamiento

La capacidad de absorcion de agua de los materiales en nanofibras y biopliculas de los compdsitos
polimero/NPMs se evalué empleando alicuotas de 1 cm X 1 cm de dimension, las cuales fueron
inmersas en 3 mL de agua. El ensayo fue realizado bajo las mismas condiciones en medio de
cultivo celular DEMEM (ATCC®).

3.7 Analisis de Biocompatibilidad in vitro en Linea Celular HT-29

Los analisis de compatibilidad y viabilidad/citotoxicidad de los compdsitos obtenidos frente a
células provenientes de adenocarcinoma colo-rectal (ATCC®HTB-38TM) se obtuvieron como
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resultado de una estancia realizada en el Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y
Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ) bajo la asesoria de la Dra. Sara Elisa Herrera Rodriguez.
Previo a las pruebas in vitro se realizé la siembra de cultivos primarios en el medio McCoy’s 5A
de Sigma-Aldrich a 37°C, en atmdsfera de 5% CO; durante 24 h siguiendo los protocolos que se
incluyen en el apéndice B.

Los compositos a evaluar fueron peliculas polimero/NPMs 0.05 % p/v, las cuales se neutralizaron
previo a la siembra de células, siendo el protocolo siguiente: 30 unidades de material polimérico
en forma de discos de 6 mm de didmetro se lavaron con 50 mL de NaHCO3 5 % p/v durante 5
minutos, posteriormente se realizaron 10 lavados con 25 mL de agua destilada y se corroboro el
pH neutro de los lavados 8, 9 y 10 con tiras reactivas.

3.7.1 Adhesion Celular

Del cultivo primario se realizd la extraccion de 100,000 células para los ensayos de adhesién
celular empleando multiples controles en placas de 96 pozos:

(C+) Células en medio de crecimiento McCoy’s 5A

(C-) Medio de crecimiento McCoy’s 5A

(Cm) Compésito y medio de crecimiento McCoy’s 5A

(Ci) Medias lunas del compdsito, células y medio McCoy’s 5A

a) Ensayo de Azul de Toluidina

La evaluacion de la adhesion se realizé mediante la tincion con el colorante azul de toluidina
(Sigma-Aldrich), para ello se realizo la fijacion de las células con paraformaldehido, se lavaron las
muestras con agua bidestilada y se realizé la extraccidn del colorante con dodecilsulfato sédico
(SDS, Sigma-Aldrich), finalmente se realizaron las medidas de absorbancia para la obtencion de
resultados mediante lecturas de densidad éptica en fotdmetro de ELISA xMark a 600 nm.

b) Ensayo de Cristal Violeta

Para la validaciéon del ensayo de adhesidn con azul de toluidina, se evalué de manera simultanea
la adhesidn de las células a los soportes poliméricos mediante la tincidn con cristal violeta (Sigma-
Aldrich), realizandose el mismo procedimiento antes descrito variando el colorante, finalmente
se realizé la lectura de la densidad dptica de las muestras en fotometro de ELISA xMark a 650 nm.

3.7.2 Viabilidad y Citotoxicidad Mediante el Ensayo MTT

La citotoxicidad de las células se realiza de manera simultanea con la evaluacién de la viabilidad
de las mismas como resultado de su actividad mitocondrial. El ensayo consiste en la evaluacion
de la actividad metabdlica de las enzimas oxidorreductasas dependientes de NAD(P)-H, las cuales
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son capaces de reducir a la sal incolora MTT (bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) a formazan, su forma insoluble y colorida. Para la realizacién del ensayo se
empled el Kit de MTT suministrado por Sigma-Aldrich®. Tratandose de una reaccion de
degradacion de sales de tetrazolio a formazan monitoreada mediante colorimetria, el andlisis de
los resultados se realizd6 a partir de mediciones de la densidad dptica de las muestras en
fotdmetro de ELISA a 570 nm.
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La reduccion de las sales metalicas (AgNOs y HAuCls) a nucleos cerovalentes se realizd en
soluciones poliméricas (CTS y PVA) en ausencia de agentes reductores, dispersantes y
estabilizantes adicionales al polimero en cuestién. Las condiciones ambientales durante el
periodo de exposicidn a la luz solar directa se eligieron cuando el estado del tiempo se reportaba
como soleado tomando en cuenta los siguientes parametros ambientales: temperatura ambiente
20-25°C, nubosidad menor al 30%.

4.1 Influencia de la Concentracion del Polimero Empleado Como Agente
Reductor

La reduccién inducida por exposicion a la radiacion solar se analizé empleando diferentes
concentraciones de cada polimero y manteniendo fija la concentracion del precursor metélico.
Las Figuras 4 y 5 presentan los espectros de UV-Vis obtenidos de los compdsitos preparados en
PVA después de 30 min de exposicién a la luz solar, en los conjuntos de espectros que se
presentan en las Figuras 4a y 5a se aprecian las bandas del plasmdn superficial a las longitudes
de onda caracteristicas: 530 nm para AuNPs y 410 nm para AgNPs, siendo evidentes los
desplazamientos hipercromicos ocasionados por el aumento de la concentracién de metal
reducido a NPMs como consecuencia del mayor efecto reductor a concentraciones mayores del
polimero.

En los espectros de las soluciones de PVA (Figuras 4 y 5) puede apreciarse una mayor
eficiencia en la reduccién cuando la concentracion de PVA es de 8 % p/v, las concentraciones de
PVA superiores al 8 % p/v dificultan la dispersion y adecuada reduccion del metal en cuestion,
ademas de que el mayor ancho de la banda a concentraciones mayores del 8 % p/v denota mayor
distribucién de tamaiio de particula, lo que implica una mayor diversidad de tamafo. Asimismo,
en la reduccién de la sal de plata (Figura 5) se registra un drastico desplazamiento batocrémico
indicativo de tamafio de particula mayor, lo cual ha sido posible verificar mediante microscopia
electrénica de transmisién, resultado que se muestra en la Tabla 1. Es asi que la concentracion
6ptima de PVA en solucidn acuosa para reduccién de las concentraciones de las sales metalicas
empleadas en esta investigacion es de 8% p/v.

Las imagenes de TEM obtenidas de los compdsitos PVA/NPMs confirman que las
soluciones PVA 8 % p/v presentan mayor capacidad de reduccién y brindan mayor estabilidad a
las NPMs generadas mediante el proceso fotoinducido, estas nanoparticulas presentan
morfologia esférica y didmetros uniformes en contraste con la irregular morfologia y dimension
que presentan las nanoparticulas sintetizadas en PVA al 9 % p/v (Tabla 1).
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Figura 4. a) Espectro de UV-Vis de los compdsitos PVA/AuNPs; b) Compdsitos PVA/AuNPs diferente
concentracion de PVA: 9, 8, 7y 6 % p/v izquierda a derecha.
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Figura 5. a) Espectro de UV-Vis de los compdsitos PVA/AgNPs; b) Compdsitos PVA/AgNPs diferente
concentracion de PVA: 9, 8, 7 y 6 % p/v izquierda a derecha.
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Tabla 1. Cuadro comparativo de compdsitos polimero/NPMs respecto de la concentracion de la solucion

polimérica.

CARACTERISTICAS ‘ IMAGEN DE TEM IMAGEN DE TEM ‘ CARACTERISTICAS
PVA 8 % p/v/AuNPs (HAuCls 0.05 % p/v) PVA 9 % p/v/AuNPs (HAuCls 0.05 % p/v)
RPS S i SRS RPS
A=530 nm A =534 nm
Esféricas con Irregulares con
diametros diametros
homogéneos: variables:

12 nm L 10-20 nm
DS=2.8 200 i 4l o DS=6.6
CTS 1.5 % p/v/AuNPs (HAuCls 0.01 % p/v) CTS 1 % p/v/AuNPs (HAuCls 0.01 % p/v)
RPS g s | I RPS
_ | R AR A=525nm
A ,5_22 nm ;&‘.‘, = ot et
Esféricas con A e Irregulares con
didmetros S E‘b.x... NSl dlametros
homogéneos: o SR Ry variables:

8 nm - .. - - o 20‘80 nm
DS=2.9 Stk S DS=10.7
PVA 8 % p/v/AgNPs (AgNO3 0.05 % p/v) PVA 9 % p/v/ AgNPs (AgNO3 0.05 % p/Vv)
RPS g o % ' @ RPS
A=425nm a A =460 nm
Esféricas con Esféricas con
diametros diametros

homogéneos: variables:

17 nm 8-20 nm
DS=2.0 . \ ‘ ; DS=4.5
CTS 1.5 % p/v/AgNPs (AgNO3 0.01 % p/v) CTS 1 % p/v/AgNPs (AgNO3 0.01 % p/v)
RPS ' i\ RPS
A=416 nm A =425 nm
Esféricas con Irregulares con
didmetros didmetros
homogéneos: variables:

15 nm 15-50 nm
DS=2.3 DS=9.8
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Las soluciones de CTS empleadas como agentes reductores presentan una tendencia
similar, es decir, el proceso de reduccion es favorecido con el aumento de concentracion del
polimero hasta alcanzar la concentracion de 1.5 % p/v; las concentraciones de CTS de 2 % p/v o
superiores dificultan la adecuada dispersion de la sal metdlica. Por tanto, para el estudio de la
preparacién de nanoparticulas en solucidon de quitosano, 1.5 % p/v del polimero resulta ser la
concentracion mas adecuada al ejercer mejor capacidad de reduccién como se puede apreciar
en los espectros de las Figuras 6y 7.

De la misma forma, las imagenes de TEM obtenidas de los compdsitos CTS/NPMs
confirman la mayor capacidad reductora de las soluciones 1.5 % p/v al generar NPMs esféricas
de didmetros uniformes a diferencia de los compdsitos preparados en CTS 1 % p/v en los cuales
se aprecian morfologias irregulares y diametros variables (Tabla 1). Esto es evidenciado en los
espectros UV-Vis al mostrar mayor amplitud de las bandas correspondientes asi como
desplazamientos en la longitud de onda que son congruentes con la mayor distribucion en el
tamafio de las nanoparticulas que se observa en las micrografias.

a) CTS/AuNPs
Conc. Inicial HAuUCI, 0.01 % p/v

1.0 -
_ 0.8
@©
=
.©
2 0.6+ 520 nm
@©
2
o
204l
< 0

0.2 T T T T T T T 1 0-5

400 450 500 550 600

Longitud de onda (nm)

Figura 6. a) Espectro de UV-Vis de los compésitos CTS/AuNPs; b) compdsitos CTS/AuNPs diferente
concentracion de CTS: 0.5, 1, 1.5y 2 % p/v izquierda a derecha.
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Figura 7. a) Espectro de UV-Vis de los compdsitos CTS/AgNPs; b) Compdsitos CTS/AgNPs diferente
concentracion de CTS: 0.5, 1, 1.5y 2 % p/v izquierda a derecha.

La concentracion del polimero que asume la funcién de agente reductor Unico en la
sintesis de NPMs mediante el proceso de fotorreduccidn es el factor mas importante a considerar
debido a que el tamaio y morfologia de las NPMs depende directamente de la eficiencia del
agente reductor, en este caso el polimero en cuestién. Como se puede apreciar en las imagenes
de TEM, de la Tabla 1, la concentracion del polimero (PVA o CTS) repercute directamente en el
proceso de sintesis y consecuentemente en las caracteristicas fisicas de las nanoparticulas
obtenidas. Evidentemente concentraciones menores a 1.5 % p/v de CTS no resultan eficientes
para la formacidn homogénea de NPMs, mientras que concentraciones mayores a 8 % p/v de
PVA dificultan el proceso de sintesis dando como resultado polimorfismo y una mayor
distribucién en el tamafio de particula en los compdsitos, lo cual compromete la homogeneidad
y repercute en las posibles aplicaciones.

4.2 Influencia de la Concentracion del Precursor Metalico en la Formacion de
NPMs

El estudio de la influencia que ejerce la concentracién del precursor metalico se evalud
en soluciones acuosas de PVA al 8 % p/v y soluciones en acido acético de CTS al 1.5 % p/v con
concentraciones variables de la correspondiente sal metalica y bajo las mismas condiciones del
proceso fotoinducido.
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Después de 15 minutos de exposicidn a la radiacién solar, las soluciones polimero-sales
metdlicas presentaron variaciones de tonalidad: de amarillo a purpura en el caso de las
soluciones con la sal de oro, y de incoloras a café en el caso de las soluciones con la sal de plata;
incrementando su intensidad después de 20 minutos. Estas coloraciones denotan la generacion
de NPMs, resultado de sus propiedades épticas debido a la resonancia de sus plasmones
superficiales (RPS), los cuales proporcionan informacion referente a la excitacién colectiva de los
electrones superficiales en los atomos metalicos. Este fendmeno ocurre al interactuar las NPMs
con la luz incidente. El incremento de la tonalidad estd ligada directamente al incremento de la
concentracion inicial del precursor metalico, es decir, cuanto mayor es la concentraciéon de la sal
metadlica, mds obscura es la soluciéon resultante como consecuencia de una mayor concentraciéon
de metal reducido a nanoparticulas (Figura 8).

g 9 a): ” b)

Figura 8.Compdsitos en solucion después de 30 min de exposicion a la radiacion solar ordenados de
mayor a menor concentracion (izquierda a derecha): a) CTS/AuNPs, b) CTS/AgNPs, c) PVA/AuNPs and
d) PVA/AgNPs.

Parte importante de la caracterizacién espectroscépica es el andlisis de las muestras
mediante UV-Vis ya que las oscilaciones colectivas de los electrones superficiales originan bandas
especificas entre 400-450 nm y 500-550 nm caracteristicas de la presencia de AgNPs y AuNPs
respectivamente, constituyendo una herramienta econdmica, sencilla y rapida para la
determinacion cualitativa de la presencia de NPMs en el compdésito en solucion.

Los espectros UV-Vis de las Figuras 9 y 10 muestran el efecto de la variacién de la
concentracion inicial de la sal de plata en la generacion de AgNPs. Manteniendo la concentracion
de CTS y PVA constantes (CTS 1.5 % p/v y PVA 8 % p/v), se observa un incremento en la intensidad
al incrementar la concentracién inicial de la sal, lo que indica una mayor concentracion de AgNPs.
Las propiedades dpticas que caracterizan a las NPMs son altamente susceptibles a la morfologia
y dimensidn, como resultado el incremento en el tamano de particula o la modificacidon de su
morfologia pueden detectarse a través de desplazamientos en la localizacién de la banda Amax
(M%/nm. De tal forma que desplazamientos a longitudes de onda mayores o batocrémicos
denotan la presencia de nanoparticulas de mayor tamafio. Es asi que en ambos casos (Figuras 9
y 10), al aumentar la concentracion inicial de la sal de plata se presentan desplazamientos
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hipsocréomicos, indicando la presencia de nanoparticulas de menor dimensién. La aseveracion
anterior se confirma con el analisis mediante TEM de los compdsitos (Figura 11) en donde
ademas se destaca la morfologia esférica de las nanoparticulas obtenidas en solucion.

4.05  410nm

3.5 D
— 1 Conc. Inicial
3.0 -
\m; 1 AgNO,
o 231 (% p/v)
.C-E 2.0-_ 415 nm 0.05
§ 1.5_/\
< 1-0-_/\ 0.01
05_&\ 0.005
_ CTS puro
0.0 . 0.001

350 400 450 500 550 600
Longitud de onda (nm)

Figura 9. Espectro UV-Vis de los compésitos CTS 1.5 % p/v/AgNPs a distintas concentraciones iniciales del
precursor metdlico.
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Figura 10. Espectro UV-Vis de los compdsitos PVA 8 % p/v/AgNPs a distintas concentraciones iniciales del
precursor metdlico.
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Figura 11. Compdsitos CTS 1.5 % p/v: a) AGNPs 0.001 % p/v (16 nm), b) AgNPs 0.01 % p/v (20 nm);
compdsitos PVA 8 % p/v: c) AgNPs 0.001 %p/v (12 nm), d) AgNPs 0.01 % p/v (8 nm).

En los compdsitos CTS/AuNPs y PVA/AuNPs la banda caracteristica de RPS se observa a
Amax 520 y 530 nm, respectivamente (Figuras 12 y 13), indicando la formacion de AuNPs en las
soluciones. En ambas soluciones poliméricas la posicion de la banda correspondiente al plasmén
superficial no presenta desplazamientos en la longitud de onda al incrementar la concentracion
inicial de la sal de oro. La absorbancia del plasmén superficial, sin embargo, si presenta
desplazamientos hipercrémicos, como resultado del aumento en la concentracién de AuNPs
generadas al incrementar la concentracion inicial del precursor metalico.

3.0+

2.5
‘:‘,’- 2.04 520 nm Conc. Inicial
© 1 HAUCI,
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2
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Figura 12. Espectro UV-Vis de los compdsitos CTS 1.5 % p/v/AuNPs a distintas concentraciones del
precursor metdlico.
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Figura 13. Espectro UV-Vis de los compdsitos PVA 8 % p/v/AuNPs a distintas concentraciones del
precursor metdlico.

La forma y el ancho de las bandas correspondientes al RPS se mantienen sin presentar
modificaciones importantes al aumentar la concentracién del metal disponible, lo que indica una
distribucién de tamafio de particula y morfologia similares. La similitud en morfologia vy
dimensiones se pueden apreciar en la Figura 14, donde se muestran las imagenes de TEM de los
NPMs de compdsitos obtenidos mediante el método de fotoinduccién destacando su morfologia
esférica y la cercania de sus didmetros promedio.

Figura 14. Compdsitos CTS 1.5 % p/v: a) AuNPs 0.05 % p/v (7 nm), b) AuNPs 0.005 % p/v (6 nm);
compdsitos PVA 8 % p/v: c) AuNPs 0.05 % p/v (12 nm), d) AuNPs 0.005 % p/v (10 nm).
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La aparicion e incremento de la banda correspondiente al plasmén superficial es Util para
el seguimiento mediante UV-Vis del proceso de reduccién, permitiendo establecer el tiempo
Optimo de exposicidon a la radiacion solar directa, asi como el monitoreo de la forma, tamafo y
agregacién de las nanoparticulas. Las graficas de la cinética de la reaccién se obtuvieron del
monitoreo de las absorbancias en intervalos de 5 minutos de exposicién. Las curvas del progreso
resultantes se muestran en las Figuras 15y 16.

Las curvas de progreso presentan comportamiento sigmoideo con periodos de induccién,
aumento en la absorbancia y finalmente saturacidn. Asi mismo, la tendencia de las curvas de
progreso puede relacionarse con las cuatro etapas de formacién de las NPMs: reduccion,
nucleacion, agregacion y estabilizacién.

El proceso de reduccidn tiene lugar durante los primeros 15 minutos (comportamiento
lineal en el grafico) de la exposicion a la radiacidn solar, y al mismo tiempo se observa el cambio
de coloracién; en este punto del proceso tiene lugar la reaccion de 6xido-reduccién en donde los
iones metdlicos M* son reducidos a nucleos metdlicos cerovalentes (M°). La segunda etapa
implica la nucleacidén y agregacion de los nicleos metélicos (M°) seguido por la coalescencia, que
tiene lugar entre los 15 y 25 minutos, finalmente ocurre la estabilizacion de las NPMs en la
soluciéon polimérica ya que después de 30 minutos de exposicion a la radiacion solar directa no
se observan modificaciones en la coloracidn y el madximo de la absorbancia mantiene su valor. Es
destacable la eficiencia de los polimeros, CTS y PVA, como estabilizantes que mantienen las
propiedades Opticas y estructurales iniciales por largos periodos ya que el valor del maximo de la
absorbancia obtenido a los 30 minutos se mantiene aun después de 1 mes.

La mayor eficacia del CTS frente al PVA en la reduccion cuando se emplea la misma
concentracion inicial del precursor metalico se evidencia al término del proceso de
fotorreduccion (véanse Figuras 15 y 16) al presentar mayores valores de absorbancia, lo que se
traduce en una mayor concentracién de iones metalicos reducidos a nanoparticulas lograndose
la reduccién con una menor concentracion de polimero (CTS 1.5 % p/v). Este hecho es posible en
gran medida debido a la estructura quimica del quitosano, que posee grupos —NH; y —OH
ramificados en la cadena central, siendo el grupo amino el grupo funcional que favorece la
interaccion de los cationes Ag*y Au3*, donde posteriormente tiene lugar el proceso de reduccién,
siendo el grupo —OH el responsable de la reduccién de los metales® % %8, A su vez, el PVA
presenta solo grupos —OH adyacentes a su cadena central, los cuales son responsables de la
estabilizacidon de los cationes metdlicos y la posterior reduccion. Es por ello que para la eficiencia
de una solucidon polimérica como agente reductor es importante la presencia de grupos
electrodonadores que favorezcan el proceso de reduccién de sales metdlicas por la presencia de
pares electrénicos libres en el polimero.
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La preparacion in situ de compdsitos polimero/NPMs es una estrategia eficiente que
permite la obtencidn de dichos nanomateriales en solucién, minimizando el nimero de reactivos
requeridos y subproductos generados durante el proceso, constituyendo una versién mas eco-
amigable y postulandole como un método de sintesis verde o sustentable.

4.09 _a CTS/AgNPs
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Figura 15. Curvas de progreso de la reduccion de AgNOs a AgNPs en soluciones de CTS 1.5 % p/vy
PVA 8 % p/v.
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Figura 16. Curvas de progreso de la reduccién de HAuCl, a AuNPs en soluciones de CTS 1.5 % p/vy
PVA 8 % p/v.
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4.3 Influencia de la Fuente Energética

Se han empleado diversas fuentes energéticas para inducir la reduccion in situ de
nanoparticulas metalicas, donde los grupos electro-donadores tanto del CTS como del PVA
ejercen el potencial efecto reductor, mientras que el propio polimero experimenta procesos de
oxidacion. Con la finalidad de conocer la eficiencia de la reduccion fotoinducida mediante
radiacion solar respecto de otras fuentes energéticas comunmente empleadas, se realizé el
proceso de sintesis bajo las mismas condiciones, en términos de los reactivos empleados y su
concentracion, evaluando la eficiencia de tres fuentes energéticas: radiacion solar directa,
radiacién UV (Mineralight® UV lamp UVGL-25, MULTIBAND UV-254/366) y tratamiento térmico
mecdnico (Thermo Scientfic SP131325, a 90°C con agitacién a 6 rpm).

En las Figuras 17 y 18 se muestran los espectros comparativos de las preparaciones
CTS/AuNPs y PVA/AunPs obtenidas de la reduccion de HAuCls 0.05 % p/v con distinta fuente
energética. Los tiempos requeridos de exposicion de los espectros variaron de acuerdo a la
fuente energética empleada, es decir, la reduccién con radiacién solar directa tiene lugar al
término de 30 min, mientras que el tratamiento termo-mecdnico requiere de 3 horas, y la
exposicion a la lampara UV requiere de al menos 16 horas para llegar al maximo de absorbancia
alcanzado y sin registrar un cambio adicional en el valor de dicho maximo. Esto indica que no es
posible alcanzar valores mayores de absorbancia a los registrados en estos tiempos de exposicién
en estas condiciones de reaccion.
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Figura 17. Espectro UV-Vis de los compdsitos CTS 1.5 % p/v/AuNPs 0.05 % p/v distinta fuente energética.
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Figura 18. Espectro UV-Vis de los compdsitos PVA 8 % p/v/AuNPs 0.05 % p/v distinta fuente energética.

Derivado del andlisis de las gréficas y considerando lo anterior, se evidencia que la
exposicion a la radiacion solar es la alternativa mas eficiente para la reduccién de los precursores
metadlicos bajo las condiciones de sintesis empleadas, al presentar una mayor concentracién de
metal reducido a nanoparticulas y un mayor grado de monodispersién. Las bandas de absorcién
caracteristicas se localizaron a Amax de 520 nm para las preparaciones en CTS y a 530 nm para las
preparaciones en PVA.

En las Figuras 19 y 20 se muestran los espectros comparativos de las preparaciones
CTS/AgNPs y PVA/AgNPs obtenidas de la reduccion de AgNOs a una concentracion inicial de
0.05 % p/v con distinta fuente energética. De la misma forma que las preparaciones
polimero/AuNPs, los tiempos de exposicion de los espectros variaron de acuerdo a la fuente
energética: la reduccién con exposicidn directa a radiacion solar tiene lugar en un lapso de 30
minutos, la reduccién mediante tratamiento termo-mecanico tiene lugar en 3 h, mientras que
con lampara UV requiere al menos 16 horas de exposicidn.

La banda del plasmén superficial se localizd a Amax 410 nm (CTS 1.5 % p/v) y 411 nm (PVA
8 % p/v), exhibiendo un mayor grado de monodispersidad en aquellos coloides generados
mediante la fotoinduccidén con la fuente de radiacion natural. Los espectros de las fuentes
energéticas artificiales sugieren una mayor distribucién en el tamafo de particula al aparecer
como bandas mas anchas, lo cual es congruente con la evidencia obtenida mediante TEM
mostrada en la Figura 21. El método de reduccion con radiacién solar destaca como una
alternativa adecuada para la obtencién de nanoparticulas de morfologia uniforme.
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Por otra parte, las preparaciones de CTS 1.5 % p/v expuestas a radiacion solar en contraste
con aquellas realizadas en PVA 8 % p/v presentan mayor capacidad de reduccion al registrar una
mayor absorbancia. Esto se traduce en una mayor concentraciéon de AgNPs y AuNPs presentes en
las soluciones de los compdsitos, lo cual es congruente con lo discutido en las secciones

anteriores.
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Figura 19. Espectro UV-Vis de los compdsitos CTS 1.5 % p/v/AgNPs 0.05 % p/v distinta fuente energética.
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Figura 20. Espectro UV-Vis de los compdsitos PVA 8 % p/v/AgNPs 0.05 % p/v distinta fuente energética.
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Figura 21. Imdgenes de TEM de los compdsitos polimero/NPMs obtenidos mediante distinta fuente
energética: PVA/AgNPs a) lampara UV (16 h), b) tratamiento termo-mecdnico (3 h); PVA/AuNPs c)
ldmpara UV (16 h) y d) tratamiento termo-mecdnico (3 h).

4.4 Analisis Mediante Microscopia Electrénica de Emision de Campo FE-SEM

Las condiciones para el procesamiento de las soluciones polimero/NPMs en
electrospinning se estandarizaron como se resume en el Esquema 3, estas configuraciones de
operacion generaron colecciones de nanofibras de alta calidad cuando las concentraciones tanto
de PVA como de CTS son del 8 % p/v. Concentraciones menores del polimero no son propicias
para el proceso de electrohilado debido a que favorecen la obtencion de multiples defectos a lo

largo de las nanofibras, observandose perlas y diametros variables en las imagenes de FE-SEM de
la Figura 22.

K K Velocidad de
ATF/CH,Cl, C°":.Ct°|r Distancia 15 20 kV flujo 40°C
vertica cm 0.01mL/min
K K Velocidad de
Agua C°'et.°t°|r Distancia 10 20 kV flujo 0.01 40°C
vertica cm mL/mln

Esquema 3. Pardmetros de electrospinning para los correspondientes compdsitos.
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Figura 22. Micrografias FE-SEM de los distintos compdsitos: a) CTS 6 % p/v (ATF/CH2Cl;)/AgNPs 0.01 %
p/v, b) CTS 7 % p/v (ATF/CHCl;)/AgNPs 0.01 % p/v, c) CTS 8 % p/v (ATF/CHCl,)/AgNPs 0.01 % p/v, d)
PVA 6 % p/v /AuNPs 0.01% p/v, e) PVA 7 % p/v /AuNPs 0.01 % p/v y f) PVA 8 % p/v /AuNPs 0.01 % p/Vv.

Las imagenes de FE-SEM de los compdsitos CTS/AuNPs y CTS/AgNPs en pelicula asi como
en las colecciones de nanofibras se muestran en la Figura 23. Las peliculas delgadas obtenidas
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mediante evaporacién del solvente exhiben distribuciones homogéneas de las nanoparticulas en
los soportes poliméricos, siendo mas notoria la presencia de aglomerados de AuNPs en los
compdésitos obtenidos en CTS en comparaciéon con los compdsitos de AgNPs obtenidas en el
mismo polimero. Lo anterior es un claro indicativo de la mejor dispersién y estabilidad que brinda
el CTS a las AgNPs formadas (Figura 23a y b). De manera analoga a la obtencién de peliculas
delgadas de los compdsitos CTS/NPMs se obtuvieron nanofibras mediante la técnica de
electrospinning a partir de la disolucion de peliculas en ATF/CH,Cl; 70:30. Las colecciones de
nanofibras presentes en la Figura 23c y d carecen de defectos a lo largo de las nanofibras, lo que
les confiere alta calidad. La concentracién del compdésito dispersado en el nuevo sistema de
disolventes (CTS/NPMs 8 % p/v) aporta la viscosidad adecuada para el proceso de electrohilado.

El diametro promedio de las nanofibras individuales de los compdsitos CTS/NPMs es de
400 nm aproximadamente y en este caso es posible apreciar la distribucién homogénea de las
NPMs dentro de las nanofibras asi como soportadas a lo largo de las mismas.

Figura 23. Imdgenes de FE-SEM de los compdsitos con 0.05 % p/v como concentracion inicial de
precursor metdlico: en pelicula a) CTS 1.5 % p/v/AuNPs y b) CTS 1.5 % p/v /AgNPs; en nanofibras
c) CTS 8 % p/v /AuNPs y d) CTS 8 % p/v /AgNPs.

QFB Alejandra Pérez Nava



“El Rol de Naturaleza Quimica del Polimero Empleado como Agente Reductor 4. Resultados
en la Sintesis de Nanoparticulas Metdlicas”

La morfologia de los compdsitos PVA/NPMs se muestran en la Figura 24. En las peliculas
delgadas (Figuras 24 a y b) se observa una distribucién homogenea de las nanoparticulas en las
matrices poliméricas de PVA, siendo evidente la mejor dispersion y estabilizacién de las AuNPs
ya que el compdsito PVA/AgNPs presenta mayor nimero de aglomerados que en el compdsito
PVA/AUNPs.

La versatilidad quimica que presenta el PVA permite el electrohilado de las soluciones
PVA/NPMs directamente después de la sintesis en un solo paso del material. La adecuada
configuracion de los pardmetros de electrospinning da origen a colecciones de nanofibras con
didmetros individuales de 150 nm aproximadamente sin que se observen defectos a lo largo de
las nanofibras.

Las composiciones de nanofibras a base de PVA se muestran en las Figuras 24cy d; la
distribucién de las NPMs embebidas en las nanofibras se hace presente a modo de zonas
luminicientes sin que se observen nanoparticulas soportadas al exterior de las mismas.

Figura 24. Imdgenes de FE-SEM de los compdsitos con 0.05 % p/v como concentracion inicial de
precursor metdlico: en pelicula a) PVA 8 % p/v/AuNPs y b) PVA 8 % p/v /AgNPs; en nanofibras
c) PVA8 % p/v /AuNPs y d) PVA 8 % p/v /AgNPs.
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4.4.1 Microanalisis por Dispersion de Energia de Rayos X (EDX)

La composicion elemental de las colecciones de nanofibras fue analizada de manera
cualitativa mediante el microandlisis conocido como EDX o EDS durante la observacion de la
morfologia de los compdsitos. En las Figuras 25 a 28 se observan los espectros EDX de las
muestras estudiadas durante el microanalisis quimico semicuantitativo, donde la radiacién X
emitida es caracteristica de los elementos presentes en la muestra y cuya intensidad es
proporcional a la concentracion relativa del elemento detectado.

Los espectros de la Figura 25 y 26 muestran la presencia de C, O, Ny F en los compdsitos
CTS/NPMs asi como las componentes correspondientes a los elementos: Ag a 0.3 y 3 keV (Figura
25); y tres sefiales para Au a 0.2, 2.15 y 9.75 keV (Figura 26).

Los espectros de las nanofibras de compdsitos PVA/NPMs presentan sefiales
caracteristicas de Cy O a 0.25 y 0.5 keV, componentes del soporte polimérico, asi como sefiales
atribuidas a Ag en 0.3 y 3 keV (Figura 27) y Auen 0.2, 2.15y 9.75 keV (Figura 28).

keV

Figura 25. Espectro EDX del compdsito CTS/AgNPs 0.01 % p/Vv.
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Figura 26. Espectro EDX del compdsito CTS/AuNPs 0.05 % p/v.
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Figura 27. Espectro EDX del compdsito PVA/AgNPs 0.01 % p/Vv.
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Figura 28. Espectro EDX del compdsito PVA/AuNPs 0.01 % p/v.

El espectro correspondiente a las colecciones de nanofibras CTS/NPMs (Figuras 27 y 28)
aun presentan remanentes de fldor procedentes del sistema de disolventes requerido para el
proceso de electrospinning, lo que denota la necesidad de realizar un tratamiento a las
nanofibras para la eliminacion del flior remanente.

4.5 Analisis de Superficie por Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X

La técnica de XPS es una herramienta espectroscdpica para el andlisis quimico de
superficies, la cual permite determinar diferentes estados de oxidacién de los elementos que lo
componen. En la Figura 29 se presenta el espectro correspondiente al compdsito CTS/AgNPs el
cual presenta energias de enlace caracteristicas de las componentes correspondientes al
quitosano: oxigeno 1s, carbono 1s y nitrégeno 1s, el espectro confirma la presencia de AgNPs
(Ag® con la sefial doble alrededor de 370 eV, el andlisis en alta resolucion de esta region del
espectro muestra claramente el par de sefiales del acoplamiento spin-orbital referidas a las
componentes 3ds/2 (367 eV) y 3ds/2 (373 eV) vinculadas a la presencia de Ag metadlica con apertura
de 6.0 eV entre ellas.
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Figura 29. Espectro de XPS del compdésito CTS/AgNPs 3 % p/v.

En el espectro de la Figura 30 se aprecian las componentes de carbono 1s y oxigeno 1s
propias al polimero PVA mientras que las seiales de plata se observan alrededor de 370 eV. El
estudio mas detallado de las sefiales cercanas a 370 eV permite el analisis del doblete de las
componentes 3d con una distancia entre ellas de 6.0 eV siendo 3ds/; a 367 eV y 3d3;2 a 373 eV

concernientes a plata metélica (AgP).2” 88
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Figura 30. Espectro de XPS del compdsito PVA/AgNPs 2 % p/v.

Los espectros de XPS de los compdsitos CTS/AuNPs y PVA/AuNPs se muestran en las Figuras
31 y 32. En el espectro de la Figura 31 se observan las componentes de energias de enlace
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caracteristicas de O 1s, C1s y N 1s correspondientes del polimero CTS mientras que la sefial doble
del acoplamiento spin-orbital correspondiente a Au 4fs/, y 4f7/, se observa con una apertura de
3.65 eV entre 94.68 y 91.05 eV respectivamente.
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Figura 31. Espectro de XPS del compdsito CTS/AuNPs 3 % p/v.

En el espectro de la Figura 32 se observa de igual manera la sefial doble del acoplamiento
spin-orbital de las componentes 4fs;; y 4f7/2 a 90.58 y 86.93 eV respectivamente, manteniendo
una apertura de 3.65 eV guardando las caracteristicas representativas de oro cerovalente (Au®),3
ademads de las componentes para C 1s y O 1s presentes en la estructura del PVA. Es asi que este
analisis representa una evidencia adicional de la generacion de nanoparticulas metadlicas a partir
del procedimiento empleado.
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Figura 32. Espectro de XPS del compdsito PVA/AuNPs 2 % p/Vv.
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4.6 Analisis Mediante Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier
FT-IR

En los espectros de las Figuras 33 y 34 se presentan los resultados del analisis mediante
FT-IR de los compdsitos PVA/AgNPs y PVA/AUNPs. Los espectros de PVA puro (8 % p/v) muestran
las bandas caracteristicas de la vibracion por estiramiento del grupo funcional —OH en 3305 cm’
1, en 2927 cm™ la vibracién del estiramiento asimétrico del enlace C-H y simétrico en 2877 cm'%,
en 1070 cm™ aparece la sefial de estiramiento del enlace C-O y en 848 cm™ la vibracién fuera del
plano del grupo —OH.

Los espectros de los compdsitos PVA/NPMs presentan cambios en la intensidad de las
sefiales correspondientes al grupo —OH (3305 cm* de la vibracidn de estiramiento, 1305 cm™ el
estiramiento del enlace O-H acoplado en el plano y 1420 cm™ de la flexién de aleteo del enlace
C-H) como consecuencia de la interaccidn de los grupos —OH adyacentes a la cadena polimérica
con las nanoparticulas de oro y plata, respectivamente.

En la Figura 35 se presenta la comparacion de los espectros de los compésitos PVA/NPMs
0.05 % p/v en forma de fibras y peliculas delgadas, las vibraciones caracteristicas se mantienen
presentando Unicamente modificaciones en la intensidad.

Conc. inicial
HAuCI4

(%p/v)

% Transmitancia

i PVA puro

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Longitud de onda (cm )

Figura 33. Espectro FT-IR de los compdsitos PVA/AuNPs a diferentes concentraciones del precursor
metdlico inicial.

QFB Alejandra Pérez Nava



“El Rol de Naturaleza Quimica del Polimero Empleado como Agente Reductor
en la Sintesis de Nanoparticulas Metdlicas”

4. Resultados
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Figura 34. Espectro FT-IR de los compdsitos PVA/AgNPs a diferentes concentraciones del precursor

metadlico inicial.
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Figura 35. Espectros comparativos de los compdsitos PVA/NPMs 0.05 % p/v en fibras y peliculas.

En la Figura 36 y 37 se presentan los espectros de FT-IR de CTS, CTS/AuNPs y CTS/AgNPs,
los espectros de CTS puro generan bandas caracteristicas en 3376 cm™ty 3263 cm™ por el traslape
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de las bandas de estiramiento de los enlaces O-H y N-H respectivamente, las bandas en 2869
cmty 1365 cm™ corresponden a la vibracion del enlace C-H y la deformacion simétrica de CHs
respectivamente, el estiramiento del C=0 aparece en 1630 cm™, en 1450 cm™ aparece la sefial
de vibracién de amida Il (NH) por la deformacion en el plano acoplada con la vibracién de
estiramiento de C-N, en 1546 cm™ la flexidn del enlace de amida Ill (estiramiento de C-N acoplado
en el plano con N-H) acoplada con el estiramiento por aleteo de CH; y la vibraciéon en el plano del
enlace O-H, en 1450 cm™ aparece la flexién del enlace C-H y el estiramiento en 1064 cm™ del
enlace C-O.

Los espectros de los compdsitos presentan modificaciones significativas (respecto al
guitosano puro) en la posicién e intensidad de las sefiales de traslape de las vibraciones de los
enlaces O-H y N-H (3376 cm™ y 3263 cm) y las bandas localizadas en 1546 y 1150 cm
correspondientes a las vibraciones de los grupos amida Il y las vibraciones de estiramiento de C-
N, respectivamente, como resultado de las interacciones de estos grupos funcionales con las
NPMs. Es evidente que existe un mayor cambio tanto en intensidad como en desplazamiento al
aumentar la concentracioén inicial de la sal, resultado de una mayor interaccion de estos grupos
funcionales por la presencia de un mayor nimero de nanoparticulas.
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Figura 36. Espectro FT-IR de los compdsitos CTS/AuNPs a diferentes concentraciones del precursor
metdlico inicial.
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Figura 37. Espectro FT-IR de los compdsitos CTS/AgNPs a diferentes concentraciones del precursor
metdlico inicial.

Los espectros de FT-IR de los compdsitos CTS/NPMs en forma de peliculas y nanofibras
presentan marcadas diferencias (Figura 38). El espectro de las nanofibras de quitosano presenta
mayor definicidén en las sefiales por estiramiento del enlace N-H presente entre 3400 y 3200 cm”
!, ademas de presentar bandas de vibracion en modo de tension del enlace C=0 en 1670 cm™y
el conjunto de sefiales entre 100 y 1250 cm™ correspondientes a lo estiramientos simétrico y
asimétrico del enlace C-F, como evidencia de la formacion del trifluoroacetato de quitosano la
cual favorece el proceso de electrospinning y la formacidn de nanofibras base quitosano, el cual
es de dificil procesamiento mediante esta técnica.
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Figura 38. Espectros comparativos de los compdsitos PVA/NPMs 0.05 %p/v en fibras y peliculas.
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4.7 Ensayos de solubilidad e hinchamiento

La resistencia a la humedad y la capacidad de absorcidén son aspectos trascendentales a
considerar dentro de la caracterizacién de un material, asi mismo, cuando su aplicacién final se
orienta al campo de la medicina destaca la importancia del comportamiento en fluidos
fisioldgicos simulados o bien entornos extracelulares propicios.

Por lo anterior se evalué el comportamiento de los compdsitos tanto en peliculas como
en nanofibras en disolventes cominmente empelados para el desarrollo de técnicas de biologia
celular, los resultados de solubilidad se engloban en la Tabla 2.

Tabla 2. Solubilidad de los materiales polimero/NPMs.

BIOPELICULAS
PVA/AgNPs  PVA/AuNPs CTS/AgNPS  CTS/AuNPs
McCoy I | | |
DEMEM I | I |
Sol. fisiologica I | | |
Agua destilada I | I |
NANOFIBRAS
PVA/AgNPs  PVA/AuNPs  CTS/AgNPS CTS/AuNPs
McCoy P P S
DEMEM P P S
Sol. fisiologica P P S
Agua destilada P P S

v unmu uvun

(1) Insolubles  (S) Solubles  (P) Poco solubles a 37°C

Los compdsitos en forma nanofibras presentan solubilidad variable para cada grupo de
compositos, es decir, los compdsitos PVA/NPMs son poco solubles a 37°C mientras que los
compositos CTS/NPMs son altamente solubles tanto a temperatura ambiente como a 37°C. A su
vez, todos los compdsitos, PVA/NPMs y CTS/NPMs en forma de biopeliculas resultan insolubles
a temperatura ambiente y a 37°C en los disolventes empleados.

Simultdneamente se realizaron perfiles de absorcion de humedad para los compésitos
polimero/NPMs en biopeliculas y nanofibras empleando el medio de cultivo DEMEM, el cual
mimetiza de manera adecuada el entorno extracelular y agua destilada que representa el fluido
a eleccion por excelencia para la evaluacion de la capacidad de absorcién de un material, los
resultados se expresan en porcentajes de hichamiento (% s) en las Figuras 39 y 40, los cuales
fueron calculados a partir de la siguiente féormula:

% s = (pfp;po) - 100 Dénde: % s= % de hinchamiento
0

po= peso inicial p= peso final

QFB Alejandra Pérez Nava



“El Rol de Naturaleza Quimica del Polimero Empleado como Agente Reductor 4. Resultados
en la Sintesis de Nanoparticulas Metdlicas”

En la Figura 39 se observan los perfiles de hinchamiento de los compésitos en forma de
biopeliculas, en ambos conjuntos de graficas (39a y 39b) es evidente la mayor capacidad de
absorcion de los materiales a base de CTS en comparacion con los compdésitos de PVA.
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Figura 39. Perfiles de hinchamiento de las biopeliculas de los compdsitos a) DEMEM y b) agua destilada.

En contraste con el comportamiento evidenciado en la Figura 39, las nanofibras de los
compositos de PVA/NPMs presentan mayor capacidad de absorcion frente a las nanofibras de
CTS/NPMs, como se aprecia en la Figura 40. Lo anterior es posible debido al sistema de
disolventes ATF/CH,Cl, necesario para el elecrohilado de los compésitos de CTS, de tal forma que
como resultado del proceso de electrospinning, una cantidad de quitosano presente en la
coleccién de nanofibras se encuentra en su correspondiente sal (trifluoroacetato de quitosano),

lo cual le hace soluble en agua y fluidos fisiolégicos simulados ocasionando la pérdida de peso de
la muestra.
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Figura 40. Perfiles de hinchamiento de las nanofibras de los compdsitos a) DEMEM y b) agua destilada.
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4.8 Analisis in vitro en la Linea Celular HT-29
4.8.1 Adhesion

El mayor potencial de los materiales polimero/NPMs es sin duda su aplicacién como
biomateriales, debido a ello es imprescindible la evaluacion de su biocompatibilidad asi como la
viabilidad o citotoxicidad que generen a sistemas biolégicos expuestos a su contacto.

Para la evaluacion in vitro de los materiales polimero/NPMs se recurrié a la linea celular
HT-29, la cual proviene de adenocarcinoma colo-rectal, la cual es una linea celular epitelial que
presenta propiedades adherentes y ciclos de proliferacién cortos, cualidades que favorecen la
realizacion de ensayos in vitro. Las condiciones experimentales se definieron a partir de una
prueba preliminar (Apéndice B), realizandose ensayos de adhesién por duplicado en cultivos de
100,000 células iniciales por pozo, incubadas durante 24 h a 37°C y atmosféra de 5% CO,, la
confluencia y morfologia de los cultivos se muestra en la Figura 41.

CTS/AuNPs 0.05 % p/v PVA/AuUNPs 0.05 % p/v

Figura 41. Imdgenes de las células HT-29 a 24 h de incubacidn sobre los materiales compuestos previo a
los ensayos colorimétricos, imdgenes obtenidas mediante el software Motic Images Plus 2.0.

Los ensayos de adhesion celular sobre los soportes polimero/NPM:s se realizaron
mediante dos tinciones: azul de toluidina y cristal violeta para su validacion. En la Tabla 3 se
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presentan los resultados estadisiticos obtenidos mediante el analisis de sus densidades opticas,
y de manera grafica respecto al control positivo se presentan en la Figura 42.

Tabla 3. Resultados estadisticos obtenidos a partir de las densidades dpticas de los cultivos a 24 h de
incubacion.

Composito Azul Toluidina Cristal Violeta
Media DS %CV Media DS %CV
PVA/Ag 1.67 0.1 10.38 0.91 0.02 1.7
CTS/Ag 1.35 0.068 50.49 0.92 0.046 50.15
PVA/Au 1.38 0.048 35 1.11 0.05 4.35
CTS/Au 2.13 0.056 26.06 1.13 0.12 10.58

=
o))

1-j15 11 Azul de Toluidina [ Cristal Violeta
- 11.31 1.29

1.13|

1.4

1.07 1.06
094 092

=
=N

Folds (cell attatchment)
& &

© o ©
NB

o

CTS/Au  PVA/Au  PVA/Ag  CTS/Ag

Figura 42. Grdficas comparativas de los compdsitos polimero/AuNPs respecto al control.

El andlisis de estos resultados evidencia la adecuada biocompatibilidad de ambos
soportes CTS/AuNPs y PVA/AuNPs, al presentar una mayor densidad éptica lo cual es un
indicativo de una mayor cantidad de células soportadas en los compdsitos, mientras que los
compdsitos con AgNPs presentan poblaciones celulares ligeramente inferiores con respecto a los
compdsitos que contienen AuNPs, no obstante, los resultados obtenidos representan un buen
grado de biocompatibilidad lo que no comprometa la funcién del tejido vivo para estas
condiciones de cultivo en la linea celular HT-29.
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Los resultados obtenidos fueron validados con el ensayo con cristal violeta de los cuales
a partir de las lecturas de densidad dptica fue posible observar nuevamente la mayor afinidad de
las células de adenocarsinoma de colon por las matrices celulares polimero/AuNPs con respecto
a las combinaciones polimero/AgNPs.

Tomando como referencia los resultados del ensayo de adhesién fue posible confirmar
de manera experimental la biocompatibilidad de los compdsitos, siendo mas afines a las células
epiteliales de intestino los compdsitos CTS/AuNPs y PVA/AuNPs los cuales pueden funcionar
adecuadamente como andamios para el cultivo de células de epitelio intestinal.

4.8.2 Viabilidad/Citotoxicidad

El método mads accesible para la evaluacién de viabilidad es el ensayo MTT, que como
resultado de la actividad mitocondrial permite estimar el porcentaje de viabilidad, y de manera
indirecta el porcentaje de citotoxicidad. En cultivos de 48 h (Figura 43) fue realizado el ensayo
MTT por triplicado con los materiales a base de polimeros, siendo las combinaciones analizadas
las siguientes: PVA/Ag 0.05 % p/v, CTS/Ag 0.05 % p/v, PVA/ Au 0.05 % p/v y CTS/Au 0.05 % p/v,
de las cuales se presentan los resultados estadisticos en la Tabla 4 y de manera grafica en el
histograma de la Figura 44.

CTS/AgNPs 0.05'% p/v

Figura 43. Imdgenes de las células HT-29 a 48 h de incubacidn sobre los materiales compuestos,
imdgenes obtenidas mediante el software Motic Images Plus 2.0.
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Tabla 4. Resumen de resultados estadisticos obtenidos del ensayo MTT en materiales polimero/NPMs.

Compésito PVA/Au  PVA/Ag CTS/Ag  CTS/Au

Controles
Media 0.76 0.63 0.46 0.87 (C+) 0.6505
DS 0.27 0.23 0.08 0.07 (C-) 0.3985
%CV 30.83 37.11 16.79 8.85
1
0.87
0.9
0.8 0.76
L 4

§ 0.7 053 0.65
E 06
\e)
[a)
2 05 0.46
[a)
wn 04
2
o 0.3

0.2

0.1

0
CTS/AuNPs  PVA/AuNPs PVA/AgNPs  CTS/AgNPs (C+)

Figura 44. Resultados del ensayo MTT en funcidn de la densidad dptica.

El nUmero de células fue estimado a partir de la Ecuacién 3 obtenida del ensayo
preliminar (Apéndice B) mientras que el porcentaje de viabilidad fue calculado a partir de la
siguiente ecuacion:

Densidad optica de células tratadas

% Viabilidad = 100

Densidad Optica de células control
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Tabla 5. Resultados de viabilidad y numero de células estimados a partir de los resultados de densidad

optica.

Compdsito Densidad Optica % Viabilidad No. de Células
PVA/Ag 0.63 97.06 241,669.55
CTS/Ag 0.46 70.69 119,192.52
PVA/Au 0.76 116.32 414,921.52
CTS/Au 0.87 134.10 655,534.43

Acorde con los resultados de adhesidn, los materiales que presentaron mayor viabilidad
para el cultivo de células HT-29 fueron los compdsitos con nanoparticulas de oro, sin embargo,
aun cuando los resultados de los compdsitos con plata se encuentran ligeramente debajo del
control positivo, estas matrices resultan tolerables a periodos de exposicién largos sin ejercer
efectos citotéxicos. En las Figuras 45 y 46 se observan las graficas comparativas expresadas en
porcentaje de viabilidad y nimero de células de la interpretacion de los resultados del ensayo
de viabilidad MTT.

CTS/Au e —EERRRRR. 134.1%

PVA/Au e —RR. 116.32%

CTS/Ag i 70.69%

PVA/Ag . 97.06%

0 50 100
PORCENTAIE DE VIABILIDAD

Figura 45. Grdfica comparativa de los porcentajes de viabilidad.
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Figura 46. Grdfica comparativa de proliferacion.

Los resultados de viabilidad/citotoxicidad de los compdsitos obtenidos por el método
fotoinducido por exposicion a la radicacidon solar sustentan que la combinacion CTS/AuNPs
resulta ser la mas eficiente, seguida por el compdsito PVA/AuNPs, mientras que ligeramente
debajo del control positivo se ubica el compdsito PVA/AgNPs y finalmente el material CTS/AgNPs.
A diferencia de los materiales con plata, los materiales con oro, ademas de ser biocompatibles
permiten la proliferacidén de células HT-29.

Los resultados de los compdsitos PVA/AgNPs y CTS/AgNPs al ubicarse por bajo del control
positivo no refieren citotoxicidad, sin embargo restringen el espectro de aplicaciones que puedan
comprometer la funcién metabdlica celular y un ligero grado de citopanogenicidad en periodos
largos de contacto, siendo posible la aplicacion de estos compdsitos como materiales de
recubrimiento o aplicacion toépica en donde ejerzan su alta capacidad microbicida sin
comprometer la correcta proliferacién celular.

El desarrollo de la nanotecnologia ha traido consigo el disefio de sofisticadas herramientas,
tanto para la profilaxis y tratamiento como para la innovacidon de estrategias de diagndstico
temprano de ciertas enfermedades, donde los metales a nanoescala ofrecen multiples ventajas;
no obstante la bioseguridad de los nanomateriales compuestos sigue sin ser del todo esclarecida,
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es por ello que en aras de evaluar el riesgo de citotoxicidad en el tejido expuesto se han realizado
multiples estudios in vitro en distintas lineas celulares como: fibroblastos, células epiteliales,
macroéfagos y células de melanomas, con los cuales se ha aportado evidencia contundente sobre
la viabilidad de los cultivos celulares expuestos a nanoparticulas que presentan diametros de
alrededor de 15 nm, donde también se ha demostrado que nanoparticulas de didametros menores
a 4 nm resultan altamente tdxicas para las mismas lineas celulares,? considerando ademas la
dosis de nanoparticulas presentes en el compdsito, existen concentraciones seguras para el
manejo seguro y eficiente de estos biomateriales.®

A partir de estos ensayos en tejidos vivos han surgido otros hallazgos sobre los materiales
estabilizantes y soportes empleados para la obtencién de compésitos polimero/NPMs, de
manera que gran parte del caracter citotéxico de las nanoparticulas de oro o plata es atribuida al
uso de polimeros como PAA, PAH o PMA, mientras que el empleo biopolimeros en el proceso
puede reducir significativamente la citotoxicidad;3! asi, los resultados de adhesién y viabilidad de
los compdsitos generados en soluciones poliméricas mediante el proceso fotoinducido
propuesto en este trabajo presentan caracteristicas adecuadas para su aplicacién en medicina,
siendo posible la generacién de andamios, sistemas para marcaje celular y liberadores de agentes
terapéuticos, asi como recubrimientos antimicrobianos eficientes.

4.8 Influencia de la Naturaleza Quimica del Polimero Empleado como Reductor

El uso de soluciones poliméricas como agentes reductores en la sintesis de NPMs
representa una alternativa eficiente y ecoldgica para la obtencion de materiales hibridos
polimero/NPMs. Siendo un método basado en la reduccidon quimica de sales metalicas, la
capacidad de reduccién de cada polimero resulta de vital importancia para el proceso, ya que las
propiedades finales de las NPMs dependeran de este potencial repercutiendo directamente en
las aplicaciones finales del compdsito mismo.

En la Tabla 6 se resumen los principales atributos de las nanoparticulas de oro y plata,
obtenidas a partir de la reduccién empleando ya sea CTS o PVA, polimeros que ademas de diferir
en su origen presentan marcadas diferencias estructurales.

El potencial de reduccién ejercido por el polimero en cuestidon depende de la presencia
de grupos electrodonadores adyacentes a la cadena central del polimero. Asi, los grupos hidroxilo
presentes en ambos polimeros son responsables del proceso de transferencia de electrones para
la reduccidén del correspondiente ion metalico. No obstante, el quitosano posee grupos amino en
sus unidades D (glucosamina) que favorecen las interacciones con el ion metalico y son la
principal ventaja que presenta el quitosano con respecto al alcohol polivinilico. Al presentar
mayor capacidad de reduccidn, fue posible preparar soluciones de quitosano conteniendo
concentraciones menores de este biopolimero (1.5 % p/v) en comparacion con las soluciones de

QFB Alejandra Pérez Nava



“El Rol de Naturaleza Quimica del Polimero Empleado como Agente Reductor
en la Sintesis de Nanoparticulas Metdlicas”

PVA, las cuales llegan a contener 8 %p/v. La exposicidn a la radiacion solar directa para inducir la
reduccion de las sales metdlicas puede emplearse de manera eficiente controlando el tiempo de
exposicion y vigilando el IUV para una zona geografica especifica. La radiacion del 1UV
correspondiente al factor 10 de la escala internacional instituida en décadas pasadas por la OMS
y la OMM, resultd la mds adecuada para estas preparaciones con 30 minutos de exposicién como
tiempo minimo requirido para lograr la maxima reduccién en ambas soluciones (CTS y PVA).

Las preparaciones en medios poliméricos favorecieron la generacién de NPMs con
morfologia esférica cuya resonancia de plasmones superficiales origind bandas de absorcion en
el espectro visible entre 412 y 415 nm para las AgNPs y 520-530 nm para las AuNPs lo que sugirid
diferencias en el diametro promedio de las NPMs generadas. En congruencia con el enunciado
anterior las imagenes de TEM demuestran que las soluciones al 1.5 % p/v de CTS generan
nanoparticulas de menor didmetro con respecto a aquellas que se obtienen en soluciones de PVA
al 8% p/v.

Tabla 6. Resumen de los resultados.

4. Resultados

OH
HOH,C H;COCHN
1 o o HO ot
Estructura quimica HO d
NH, HOH,C n
cTs PVA
Concentracion éptima
del polimero en la 1.5 % p/v 8 % p/v
solucién
Tiempo requerido 30 min 30 min
UV 10 10
Compdsito CTS/AgNPs CTS/AuNPs | PVA/AgNPs | PVA/AuNPs
- 412 nm 520 nm 415 nm 530 nm
Didmetro promedio 15nm 8 nm 17 nm 12 nm
DS 2.3 2.9 2.0 2.8
Morfologia esférica esférica esférica esférica
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A pesar de la excelente capacidad como agente reductor que ejerce el CTS sobre las sales
metalicas, la obtencion de un material final en forma de nanofibras es una tarea complicada dada
la alta estabilidad quimica de las cadenas del biopolimero CTS que originan estructuras cristalinas
complejas, siendo crucial para el proceso de electrospinning la ruptura de las interacciones que
mantienen la rigidez de su estructura cristalina. De tal forma que es necesario el uso de sistemas
de disolventes como ATF/CH,Cl, con la finalidad de obtener nanofibras con alta concentracion
de quitosano. En contraste con lo anterior, el electrohilado de soluciones de PVA 'y la produccion
de compdsitos PVA/NPMs en forma de nanofibras es un proceso sencillo que no requiere
tratamientos adicionales para el compdsito obtenido en solucién durante el proceso de foto-
reduccion y es posible su electrohilado en solucién acuosa lo que reduce riegos en el uso de
disolvente indeseables para su aplicacion final.

Los parametros que se optimizaron para el proceso de electrospinning se resumen en
Tabla 10, difiriendo Unicamente en la distancia necesaria entre los electrodos para procesar las
soluciones de CTS vy las soluciones CTS/NPMs. Las nanofibras de los compdsitos CTS/NPMs
presentan didmetros promedio de 400 nm, las cuales presentan nanoparticulas inmersas en el
polimero y soportadas en la parte exterior dispersas uniformemente. Por su parte, las nanofibras
de PVA/NPMs presentan didmetros promedio de 170 nmy se aprecian nanoparticulas embebidas
a lo largo de las nanofibras a manera de puntos luminiscentes por el contraste generado con
electrones retrodispersados.

El método de reduccién fotoinducida en solucion polimérica presenta multiples ventajas
gue favorecen la biocompatibilidad de los compdsitos en forma de peliculas delgadas, los cuales
lograron mimetizar la estructura extracelular para el cultivo de células HT-29 e inducir la
proliferacién celular en el caso de los compdsitos polimero/AuNPs.

A su vez, los compdsitos polimero/AgNPs mostraron crecimiento celular por debajo del
control positivo sin que este llegue a representar riesgo de citotoxicidad para periodos de
incubacion de 48 h.

La alta biocompatibilidad y la baja citotoxicidad que ejercen los compdsitos generados
mediante éste método dirigen hacia el estudio de novedosas aplicaciones en el ambito biomédico,
de las combinaciones ensayadas destacan los compdsitos polimero/AuNPs, de los cuales por su
versatilidad y facilidad de procesamiento sobresalen los compédsitos PVA/AuNPs.

QFB Alejandra Pérez Nava



“El Rol de Naturaleza Quimica del Polimero Empleado como Agente Reductor 4. Resultados
en la Sintesis de Nanoparticulas Metdlicas”

Tabla 7. Resumen de los parametros de electrohilado y caracteristicas finales de las colecciones de
nanofibras.

AgNPs AuNPs
Compdsito

CcTs PVA CcTS PVA

Concentracion del polimero | 8 %p/v | 8% p/v | 8%p/v | 8%p/v

Disolvente |ATF/CHxCl;  H.O  |ATF/CH.Cl| H-0
Proceso de |Temperatura 40°C
Electrospinning|  Flujo 0.01 mL/min
Distancia 15cm 10cm 15cm 10cm
Voltaje 20 kv
Didmetro promedio 400 nm 170 nm 400 nm 170 nm
Embebidas Embebidas
Disposicion de las NPMs Embebidas Embebidas
Soportadas Soportadas

Procesamiento directo

No Si No Si
posterior a la foto-reduccion
% Viabilidad 70.69 97.06 134.1 116.32
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La sintesis de nanoparticulas metalicas en medios poliméricos es posible mediante el
proceso de fotrorreduccidn con radiacidn solar directa, a lo largo del proceso el polimero ejerce
de manera adecuada la funcién de agente reductor, dispersante, estabilizante y finalmente de
soporte para el material compuesto final. Esta estrategia de reduccién anula el consumo de
energias artificiales para inducir el proceso, ademas de disminuir el consumo de reactivos
adicionales al polimero para la reduccién de sales metalicas cominmente empleadas.

Para dicho proceso de reduccién fotoinducida de los precursores empleados, en
concentraciones de 0.01 a 5 %p/v, las concentraciones de los polimeros a las cuales ejercen
mayor eficiencia para la produccién de NPMs son CTS 1.5 %p/v y PVA 8 %p/v. Concentraciones
menores aumentan la probabilidad de una mayor distribucion en el tamano de las nanoparticulas,
mientras que las concentraciones mayores a las antes sefaladas dificultan el proceso de
dispersién y comprometen la distribucién homogénea de tamafio de particula.

La naturaleza quimica del polimero que se emplea como Unico agente reductor influye
directamente en las caracteristicas finales de las nanoparticulas generadas, siendo de menor
dimension las que se obtienen a partir de las soluciones de quitosano, el cual ejerce mayor efecto
reductor por la presencia tanto de grupos —OH como —NH: que facilitan el proceso de reduccién
en contraste con las soluciones de PVA. Tal y como lo sugiere el andlisis por FT-IR, estos grupos
funcionales mantienen una fuerte interaccién con las nanoparticulas metalicas en los compdsitos.

La morfologia y dimensién sugeridas por la forma y localizacidn de las bandas de RPS se
corroboraron con las imagenes de TEM que ponen de manifiesto la capacidad de ambos
polimeros como reductores y estabilizantes para la formacion de NPMs con morfologias
uniformes. Asimismo, la presencia de nanoparticulas de plata y oro se corroboré mediante XPS,
donde fue posible apreciar las componentes de los acoplamientos spin-orbital caracteristica de
plata nanométrica.

Derivado del analisis mediante FE-SEM se observa que tanto las peliculas como las
nanofibras generadas a partir de las soluciones reducidas in situ presentan buena distribucion de
las nanoparticulas en el soporte polimérico, en el caso de las nanofibras, las condiciones de
electrohilado son las adecuadas para el proceso de electrospinning al no evidenciar defectos en
las colecciones de nanofibras.

La morfologia y dimensidn resultantes en las NPMs resultan adecuadas para su aplicaciéon
en medicina, siendo destacable la elevada biocompatibilidad de los soportes polimero/NPM:s,
destacando las combinaciones polimero/AuNPs las cuales incluso promueven la proliferacion
celular en la linea HT-29.

Los resultados experimentales sobre la biocompatibilidad y citotoxicidad marcan la pauta
para el estudio y desarrollo de aplicaciones que involucren la regeneracién de tejido, liberacidn
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de agentes terapéuticos, sefalizacidn de tejidos, entre otras, con muy buenas expectativas. No
obstante las multiples ventajas que presenta el quitosano para la aplicacién en medicina, la
facilidad que ofrece en el procesamiento del alcohol polivinilico posibilita la generacién de
compdsitos en forma de nanofibras libres de agente téxicos, altamente deseables para dichas
aplicaciones biomédicas.

Los resultados de solubilidad de los soportes en forma de nanofibras evidencian la
necesidad del disefio de soportes electrohilados resistentes a medios acuosos con la finalidad de
analizar las aplicaciones in vitro. Asi mismo, el electrohilado de nanofibras de quitosano en
condiciones mas inocuas sigue siendo un reto experimental con miras a aportar en el disefio y
aplicacion de materiales que lo integren como componente mayoritario aprovechando los
multiples beneficios que se le atribuyen.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL
PREPARACION DE LAS SOLUCIONES POLIMERICAS

a) Soluciones de quitosano (CTS) 1.5 % p/v
Inicialmente se prepara una solucion de acido acético al 1 % v/v. Para obtener 250 mL de solucién
se requieren 2.5 mL de acido acético glacial y aforar a 250 mL con agua destilada. De ser necesario
se conserva en frasco de vidrio en un lugar fresco.

Solucién de CTS 1.5 % p/v: para 250 mL de solucién se pesan 3.75 g de CTS y se afiaden 250 mL
de la solucidn de acido acético preparada al 1 % v/v. La solucién se deja en agitacion constante
por 24 h (agitador magnético a velocidad de 6 rpm). Antes de usar se debe dejar reposar la
solucién 24 h para la sedimentacién del quitosano que no solubilizé.

Calculos

masa soluto
(9) 100

0 l =
% peso/volumen volumen de disolucion (mL)

1.5 % peso/vol * 250 mL de disolucion
100

Masa soluto (g) =

b) Soluciones de alcohol polivinilico (PVA) 8 % p/v
Solucién de PVA 8 % p/v: para 250 mL de solucién se pesan 20 g de PVA y se disuelve en 250 mL
de agua destilada. La solucién se deja en estufa hasta disolucion completa a 90°C
(aproximadamente 4 h sin ser necesaria su agitacion).

Calculos

masa soluto
(9) 100

% L =
o peso/volumen volumen de disolucién (ml) i

8% peso/vol * 250 mL de disolucion
100

Masa soluto (g) =
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SINTESIS DE LOS COMPOSITOS POLIMERO/NPMs

Para el proceso de foto-reduccion de sales metalicas en el medio polimérico se pesan 25 g de la
solucion polimérica y se adiciona la sal metalica segun la concentracién requerida de acuerdo a
la Tabla Al.

Tabla Al. Concentraciones para la reduccién de sales metdlicas.

Concentracién Peso en
de la sal (% p/v) gramos
3 0.75
2 0.5
0.05 0.0125
0.025 0.0063
0.02 0.005
0.015 0.0038
0.01 0.0025
0.005 0.0013
0.001 0.0003

La mezcla de los reactivos se hace con agitacidn suave y de ser necesario se coloca en ultrasonido
a temperatura ambiente por 5 minutos protegida de la luz. Una vez que se ha dispersado
homogéneamente y que se ha comprobado el factor 10 del indice UV, la solucién se expone a la
radiacion solar directa por 30 min corroborando la formacion de nanoparticulas metalicas en el
espectrofotdmetro de UV-vis a 420 nm para las AgNPs y 520 nm AuNPs.

OBTENCION DE PELICULAS DELGADAS

La formacién de peliculas delgadas se realiza por el método de evaporacion del solvente, para
ello se vierten 7 +1 g de las soluciones reducidas en cajas Petri de 10 cm de didmetro y se colocan
en estufa a 60°C por 8 h (sin tapa).

Transcurrido ese lapso se retiran con cuidado las peliculas delgadas y se preservan dentro de la
caja Petri protegidas de la luz.
OBTENCION DE NANOFIBRAS POR ELECTROSPINNING

El proceso de electrospinning para los compdsitos PVA/NPMs se realiza directamente de la
solucién reducida. El procesamiento de los compdsitos CTS/NPMs se lleva a cabo disolviendo la
pelicula delgada obtenida por evaporacién del solvente en un sistema de disolventes compuesto

QFB Alejandra Pérez Nava



“El Rol de Naturaleza Quimica del Polimero Empleado como Agente Reductor . Ape'ndice A
en la Sintesis de Nanoparticulas Metdlicas” Metodologia Experimental

por acido trifluoroacético (ATF)/dicloro metano (CHCl>) (70:30) quedando a una concentracién
final del 8 % p/v con respecto al peso del compésito. Para ello se registra el peso de cada pelicula
de los compésitos CTS/NPMs.

masa soluto
(9) 100

% L =
o peso/volumen volumen de disolucién (ml) ’

8% peso/vol * 20 mL de disolucion
100

Masa soluto (g) =

Para el proceso de electrospinning se requiere llenar la jeringa hasta el volumen mdximo,
posteriormente conectar la manguera que se colocara en el soporte, siendo necesario cubrir la
manguera con cinta aislante, para después conectarla al electrodo.

Se emplea un colector plano el cual debe estar recubierto con papel aluminio, éste se conecta al
electrodo opuesto y a tierra y se coloca a la distancia establecida por el disefio del experimento.
Se verifica el paso de corriente eléctrica con un voltimetro, una vez listo se cierra la puerta del
equipo y se enciende, verificando el correcto funcionamiento del extractor, posteriormente se
establecen los parametros de operacion a excepcion del voltaje.

Se enciende la bomba y se configura la velocidad de inyeccién, entonces se incrementa
paulatinamente el voltaje hasta 10 kV, cuando aparece la primera gota en la punta de la aguja se
incrementa el voltaje que no debe exceder los 25 kV para el buen funcionamiento del equipo.

Una vez superada la tension superficial se estabiliza el jet con el control del voltaje, en este punto
se procede a supervisar el procesamiento constantemente verificando que no se pierda el jet.
Una vez procesado todo el contenido de la jeringa, la coleccidn final de nanofibras se desprende
del colector y se preserva en bolsas de pldstico protegidas de la luz.

Figura A1. Equipo de electrospinning: NaBond Technologies 11QB-UMSNH.
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EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD / VIABILIDAD DE LOS MATERIALES
POLIMERO/NPMs FRENTE A CELULAS HT-29

LINEA CELULAR HT-29 (ATCC® HTB-38™)

La linea celular HT-29 es una linea adherente de adenocarcinoma de colon humano con morfologia
epitelial. Estas células son sensibles a los fdrmacos quimioterapéuticos de 5-fluorouracilo y oxaliplatino,
gue son las opciones de tratamiento estandar para el cancer colorrectal. Ademas de ser un modelo de
xenoinjerto de tumor para el cancer colorrectal, la linea celular HT-29 también se utiliza como un modelo
in vitro para estudiar la absorcién, el transporte, y la secrecién por las células intestinales. Bajo condiciones
estandar de cultivo, estas células crecen como una, de multiples capas indiferenciada no polarizado.®

Tabla A2. Informacidn general®.

Designacion HT-29
Nivel de bioseguridad 1
Preservacion Congeladas (en hielo seco)
Propiedades de crecimiento | Adherente
Organismo Homo sapiens
Organo Colon
Fuente Adenocarcinoma colo-
Enfermedad
rectal

Figura A2. Células HT-29 observadas a 10x a 24 h de cultivo. Imagen obtenida mediante el
software Motic Images Plus 2.0.

Tabla A3. Informacién general de descongelacion, propagacion y criopreservacion de células
HT-29%6,
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Cultivo inicial

El estabilizante (DMSO) debe ser removido mediante centrifugacion.

La densidad para sembrar las células HT-29 en viales debe ser de 5X10°
células/cm? o verter el contenido de un vial en botellas matraz T-25 con 10
mL de medio de crecimiento completo (McCoy’s 5A +10 % v/v FBS).

El medio completo de crecimiento empleado para expandir los cultivos de
células HT-29 es el medio McCoy’s 5A + 10 % v/v FBS.

Medio de o El medio de crecimiento completo debe descongelarse antes de ser usado
crecimiento en bafo de agua a 35°C por un periodo de 15 a 30 min.
completo e Después de 30 min, el medio de crecimiento completo debe llevarse a
temperatura ambiente antes de ser usado. El medio completo debe
mantenerse entre 2 y 8°C cuando no se estd empleando.
Crecimiento e Latemperatura de crecimiento para las células HT-29 es 37°C £1°C.
celular e Serecomienda atmdsfera de aire al 5% +1% CO,.

Propiedades de
crecimiento

La poblacién de células HT-29 se duplica en aproximadamente 23 h.

Requerimientos
especiales de
crecimiento

El subcultivo de células HT-29 debe realizarse cuando la confluencia es de 80
a 90% o cuando la densidad de células es cercana a 5X10° células
viables/cm?.

Medio de
subcultivo

La tripsinacion se debe realizar con solucion 0.25 % p/v de Tripsina-0.53 mM
EDTA.

Los reactivos para el subcultivo deben descongelarse previo a su uso en
bafio de agua entre 35y 37°C por un periodo de 15 a 30 min.

Después de 30 min, el medio de crecimiento completo debe llevarse a
temperatura ambiente antes de ser usado. El medio completo debe
mantenerse entre 2 y 8°C cuando no se estd empleando.

Método de
subcultivo

El protocolo de cultivo de células HT-29 se realiza empleando solucion
0.25 % p/v de tripsina-EDTA 0.53 mM.

La accién enzimatica de la solucion tripsina-EDTA se detiene cuando se
adiciona el medio completo de crecimiento a las células separadas.

La relacion de divisidon es de 1:10 a 1:12, mientras que la densidad del
cultivo a sembrar es entre 4X10* y 5X10* células viables/cm? para el
subcultivo de células HT-29.

Céluas
viables/mL/crio-
vial

El nimero de células viables/mL/criovial es: 3X10° (rango aceptable: 3.0X10°
células/mL a 4.0X10° células/mL).

Medio de
criopreservacion

El medio de criopreservacién para las HT-29 es el medio de crecimiento completo
(McCoy’s 5A + 10 % v/v FBS) con 5 % v/v DMSO.

S emplearantes. ceaativas vt eauipoB e ontinuacion se enlistan:

88http://physics.cancer.,gov/docs/bioresource/colorectal/NCI-PBCF-HTB38 HT-29 SOP-508.pdf

Iabla A4. Especificaciones de equipos Yy reactivos empleados.
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Equipo Marca

Incubadora NU4750 NuAire™
Vortex LSE Mixer Corner®

Centrifuga Heraeus Megafluge 40 Thermo Scientific

Campana de flujo laminar NU126-300 NuAire™
Microscopio invertido Eclipse TS100 Nikon
Espectrofotometro lector de microplacas xMark BioRad
Micropipetas Eppendorf™

Reactivo Referencia Marca
Azul Tripdn T6146 Sigma-Aldrich
Cristal Violeta C0775 Sigma-Aldrich
Azul de Toluidina 89640 Sigma-Aldrich
TRI Reagent® T9424 Sigma-Aldrich
Kit MTT CGD1 Sigma-Aldrich
Penicilina/Estreptomicina P4333 Sigma-Aldrich
Suero Fetal Bovino F6178 Sigma-Aldrich
Medio McCoy’s 5A M8403 Sigma-Aldrich
Solucidn salina balanceada de Hanks H8264 Sigma-Aldrich
SDS L3771 Sigma-Aldrich
DMEM: F-12 30-2006 ATCC
Tripsina 0.25%- 1 mM EDTA 25200-056 Gibco
Softwares: Motic Images Plus 2.0 y Oligo 6

= >:> =

Tejido

: I @ Cultivo primario

Suspension
de células

Cultivo secundario

Subcultivo

Figura A3. Esquema de cultivo celular.
ENSAYO PRELIMINAR
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Inicialmente se realizd un ensayo preliminar para establecer el nimero de células a
sembrar por pozo, para ello se decidid sembrar los distintos nimeros de células que se indican
en la Tabla A5 y se procedié a observar la confluencia a diferentes intervalos de tiempo.

Tabla A5. Disefio experimental.

No. De células/pozo
20,000
50,000
75,000 24 h 48 h 72 h 144 h
100,000
200,000
300, 000

Para realizar el cultivo de las células en las placas de 96 pozos, se realizé el conteo de las
células en la suspensién celular obtenida con azul tripdn en cdmara de Neubauer. En el ensayo
preliminar se obtuvo una concentracion celular de 1,520,000 células/mL, con lo cual se procedio
al cultivo de las células a las diferentes concentraciones y se observé confluencia a distintos
tiempos en placas de 96 pozos.

Los resultados de confluencia se presentan de manera gréfica en la Figura A4, donde es
posible apreciar que para una concentracién de 300,000 células/pozo, a las 48 h se encuentra
saturado el crecimiento celular por lo que dicha concentracién fue descarta. Para
concentraciones de 200,000 y 100,000 células/pozo a las 48 h se alcanzan las confluencias del 80
y 60% respectivamente, mientras que las concentraciones inferiores no alcanzan confluencia
superior del 30% a las 48 h.

Para poder determinar el tiempo y la concentracidn éptima para la realizacién de los
ensayos con materiales poliméricos, se relacionan las confluencias a diferentes tiempos para las
concentraciones de 200,000, 100,000 y 75,000 células/pozo; en la Figura A5 puede apreciarse
mas claramente la confluencia de las células con respecto al tiempo. Basandose en las Figuras
A4-A6 se determind trabajar con cultivos de 100,000 células/pozo a 24 h, para los ensayos de
adhesién y 48 h para los ensayos de MTT debido a que estos periodos de incubacion permiten el
crecimiento celular sin llegar a la saturacion para la realizacion de los ensayos.
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Figura A5. Confluencia vs. tiempo de incubacion de las células HT-29 a diferentes

concentraciones.
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En la Figura A6 se observan los cultivos de 100,000 células por pozo a 24 h con una
confluencia del 40%, a 48 h con una confluencia del 60%, a 72 h con una confluencia de 80% y
finalmente a 144 h con un crecimiento modificado y saturado a 100%.

Figura A6. Confluencia de las células HT-29 observadas a distintos tiempos, numero inicial de
células sembradas 100,000, imdgenes obtenidas mediante el software Motic Images Plus 2.0.

Para la realizacion de este ensayo se empled el kit MTT (Sigma®), el cual estd disefiado
para determinar espectrofotométricamente el nimero de células en funciéon a la actividad
mitocondrial de células vivas y con ello estimar la viabilidad. En la prueba MTT, el compuesto
Bromuro de 3-(4, 5-dimetildiazol-2-il)-2,5difenil tetrazolio es reducido por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa en formazan, que es un compuesto de color azul e insoluble en
soluciones acuosas; siendo la cantidad de formazan directamente proporcional al nimero de
células viables.

Partiendo de una solucién madre (5 mg/ml) adicionada al 10% del volumen inicial del
cultivo, posteriormente, se disuelve el formazan en isopropanol, adicionado en proporcion 1:1.
Las pruebas realizadas en placas de pocillos multiples fueron leidas en espectrofotometro.
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En principio, el reactivo MTT se descongeld y fue adicionado en cada pozo de la caja de
cultivo previamente preparada con el material (Figura A7).

Figura A7. Fotografia de la caja de 96 pozos después del ensayo MTT de células HT-29.

En la Figura A8 se muestran las fotografias de las células antes y después al ensayo MTT,
observandose en la Figura A7a la confluencia de los cultivos al 60% para una concentracién de
100,000 células/pozo. En la Figura A8b se observan las células en tonalidades azules vy
aglomeradas después del ensayo MTT indicando la reduccién de la sal de tetrazolio al
correspondiente formazan.

Figura A8. Fotografias de las células HT-29 a) antes y b) después del ensayo MTT.

Posterior al periodo de tratamiento de 3 horas con el reactivo MTT, se mide la densidad
6ptica en un espectrofotémetro xMark BioRad a 570 nm. En la Tabla A6 se muestran los
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resultados del ensayo preliminar MTT para cada concentracion celular manejada, el cual se
realizo a las 48 horas, mientras que en la Figura A9 se presentan de manera grafica.

Tabla A6. Resultado de las lecturas de densidad dptica posterior al ensayo MTT.

Densidad
No. ..
] Optica
Células .
promedio
300,000 0.66
200,000 0.57
100,000 0.4
75,000 0.39
50,000 0.31
20,000 0.01
10,000 0
Ensayo MTT
0.80
0.70
3 0.60
5 050
T 0.40
3 030 - y = 0.2405In(x) - 2.3512
8 0.20 R2=0.9845
0.10
0.00
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50
Numero de células iniciales x 100000

Figura A9. Resultados del ensayo preliminar MTT.

A partir del andlisis de la grafica se obtuvo la ecuacién logaritmica siguiente:

y = 0.2405 In(x) — 2.3512 (A1)
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Donde y representa la densidad optica y x la concentracién celular, despejando x de la ecuacidn
obtenemos:

y+2.3512
0.24051

(y+2.3512)
Por lo tanto, Ecuacién3. X = @\ 0.24051

[n(x) =

(A2)

De los resultados de este ensayo se obtuvieron las condiciones experimentales para los
protocolos que se detallan en la siguiente seccion.

PROTOCOLOS DE ANALISIS in vitro
Protocolo 1: Preparacion de los materiales

1. Se cortan 21 discos de los materiales polimero/NPMs de 6 mm de diametro.

2. Se colocan los discos en 10 mL de solucién al 5 % p/v de NaHCO3 y se agita en parrilla
magnética a temperatura ambiente y velocidad constante de 3 rpm.

3. Serealizan 4 lavados con 20 mL de agua destilada cada uno de ellos.
Se verifica el pH de los lavados con tiras reactivas.

5. Se colocan los discos en cajas Petri de 60x15 mm y se secan a temperatura ambiente por
36 h.

6. Se transfieren a frascos herméticos de vidrio para la esterilizacién.

7. Se esterilizan los materiales mediante exposicién a radiacion UV durante 20 min.

8. Se mantienen sellados hasta su uso.

Protocolo 2: Conteo de células en camara Neubauer y cultivo primario

1. Alos cultivos iniciales incubados en botellas matraz T-25 se les retira el medio de
crecimiento.

2. Serealizan tres lavados con 5 mL de DMEM: F-12 cada uno.

3. El proceso de tripsinacion se realiza adicionando entre 2 y 3 mL de solucién de Tripsina
0.25%-EDTA 1 mM, una vez tapada la botella de cultivo se lleva a incubacion por 5 min a
37°Cy en atmdsfera de 5% de CO..

4. Se agita la botella suavemente durante 20 s en vortex y se vierte el contenido a frascos
Corning para centrifuga.

5. Se centrifuga durante 6 min a 1,200 rpm con el correspondiente contrapeso.

6. Se desecha el sobrenadante.

7. Alas células sedimentadas se le adiciona el medio de crecimiento completo y se
homogeniza en voértex por 30 s.
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8. Se extraen 100 pL de la suspensién de células con micropipeta y se agrega un volumen
igual de azul tripan al 0.4 % p/v preparado en PBS.

9. Se prepara la cdmara de Neubauer colocando el portaobjetos sobre la cdmara y se
adiciona una gota de la mezcla de suspension de células/azul tripan en cada uno de los
extremos de la camara.

10. Se realiza el conteo de células por cuadrante en microscopio invertido y con el promedio
del conteo obtenido se calcula el nimero de células/mL.

Calculos:

# de células contadas , promedio de células contadas
" células/mL = 310

promedio de células =

celular _ # de células requeridas por pozo

Volimen de suspencion = —
P pozo # de células contas /mL

11. Se adiciona con micropipeta en cada pozo, el volumen de la suspension de células
correspondiente al nimero de células requerido para el andlisis correspondiente.

Protocolo 3: Ensayo de Adhesion con Azul de Toluidina

El experimento se realiza por triplicado con:
Control positivo: medio de crecimiento completo y células
Control negativo: medio de crecimiento completo
Control interno: medio de crecimiento completo, células y material
Control interno 2: medio de crecimiento completo, células y material en medias lunas.

1. Se preparan placas de 96 pozos con los materiales correspondientes a analizar,
previamente esterilizados.

2. Se adiciona en cada pozo el volumen necesario de la suspensién de células para el

cultivo de 100,000 células/pozo siguiendo el protocolo 2.

Se incuba la placa a 37°Cy atmdsfera de CO; al 5% por 24 h.

Se observa la confluencia al microscopio, la confluencia sobre el material sera =60%.

Se realizan 4 lavados con 200 pL de DMEM.

Se fijan las células con 100 uL de metanol frio por 20 min.

Se extrae y desecha el metanol.

Se adicionan 100 pL de solucién de azul de toluidina (0.4 % p/v en PBS).

Se incuba a temperatura ambiente por 30 min.

10. Se realizan 7 lavados con 200 plL de agua destilada cada uno.

11. Se mide la absorbancia en lector de microplacas a 600 nm.

000 NOU AW
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12. A partir de los resultados se realizan los calculos estadisticos.

Protocolo 4: Ensayo de Adhesion con Cristal Violeta
El experimento se realiza por triplicado con:
Control positivo: medio de crecimiento completo y células
Control negativo: medio de crecimiento completo
Control interno: medio de crecimiento completo, células y material
Control interno 2: medio de crecimiento completo, células y material en medias lunas.

1. Se preparan placas de 96 pozos con los materiales correspondientes a analizar,
previamente esterilizados.

2. Se adiciona en cada pozo el volumen necesario de la suspensidn de células para el

cultivo de 100,000 células/pozo siguiendo el protocolo 2.

Se incuba la placaa 37°Cy atmdsfera de CO; al 5% por 24 h.

Se observa confluencia al microscopio, la confluencia sobre el material serd =60%.

Se realizan 3 lavados con 200 pL de DMEM.

Se fijan las células con 100 uL de metanol frio por 20 min.

Se extrae y desecha el metanol.

Se adicionan 50 pL de solucion de cristal violeta (0.1 % p/v en soluciéon acuosa al 20 %

v/v de metanol).

9. Seincuba a temperatura ambiente por 20 min.

10. Se realizan 3 lavados con 200 plL de agua destilada cada uno.

11. Se mide la absorbancia en lector de microplacas a 650 nm.

12. A partir de los resultados se realizan los calculos estadisticos.

O N WU RW

Protocolo 5: Ensayo de citotoxicidad por MTT
EL experimento se realiza por triplicado con:
Control positivo: medio de crecimiento completo y células
Control negativo: medio de crecimiento completo
Control interno: medio de crecimiento completo, células y material

1. Se preparan placas de 96 pozos con los materiales correspondientes a analizar,
previamente esterilizados.

2. Se adiciona en cada pozo el volumen necesario de la suspensién de células para el
cultivo de 100,000 células/pozo siguiendo el protocolo 2.

3. Seincuba laplacaa37°Cy atmdsfera de CO; al 5% por 48 h.
Se observa confluencia en microscopio invertido.

5. Se adiciona a cada pozo el reactivo del kit MTT en volumen igual al 10% respecto al
volumen inicial (Volumen inicial= 100 pL por tanto Volumen de reactivo MTT= 10 uL).

6. Seincuba durante 2 h a condiciones estandar (37°Cy CO2 5%).
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7. Se extrae el sobrenadante de cada pozo con micropipeta y se reemplaza por un volumen
equivalente del solvente de MTT (frio).

8. Seincuba durante 1 h a condiciones estandar.

9. Se lee la densidad dptica en lector de microplacas a 560 nm.

10. Se calcula el porcentaje de viabilidad a partir de la siguiente ecuacion:

Densidad oOptica de células tratadas

% Viabilidad = 100

Densidad 6ptica de células control .
11. Se grafican los resultados en folds expresando barras de error.
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