CENTRO DE INVESTIGACION EN QUIMICA APLICADA

[

TECNICAS DE ANALISIS PARA EVALUACION DE
MATERIALES NANOESTRUCTURADOS Y SU
APLICACION EN NANOMEDICINA

CASO DE ESTUDIO

PRESENTADO COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL. GRADO
DE:

ESPECIALIZACION EN QUIMICA APLICADA

OPCION: ANALISIS Y EVALUACION DE POLIMEROS

PRESENTA:

SANDRA YASMIN RODRIGUEZ GONZALEZ

CENTRO DE INFORMACION

20mn
SALTILLO, COAHUILA 110CT 20 AGOSTO 2011

R ecmin




CENTRO DE INVESTIGACION EN QUIMICA APLICADA

R csssssssirumad i AN R .Y
L ——————— —— ]
e e — S ————————————————————

TECNICAS DE ANALISIS PARA EVALUACION DE
MATERIALES NANOESTRUCTURADOS Y SU
APLICACION EN NANOMEDICINA

CASO DE ESTUDIO

PRESENTADO COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO
DE:

ESPECIALIZACION EN QUIMICA APLICADA
OPCION: ANALISIS Y EVALUACION DE POLIMEROS

PRESENTA:

SANDRA YASMIN RODRIGUEZ GONZALEZ

ASESOR:

uisa Lopez Quintanilla

SALTILLO, COAHUILA AGOSTO 2011



CENTRO DE INVESTIGACION EN QUIMICA APLICADA

[

TECNICAS DE ANALISIS PARA EVALUACION DE
MATERIALES NANOESTRUCTURADOS Y SU
APLICACION EN NANOMEDICINA

CASO DE ESTUDIO

PRESENTADO COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO
DE:

ESPECIALIZACION EN QUIMICA APLICADA
OPCION: ANALISIS Y EVALUACION DE POLIMEROS

PRESENTA:

SANDRA YASMIN RODRIGUEZ GONZALEZ

EVALUADORES:

Dra. Esmeralda Saucedo M.C Rosario Rangel

SALTILLO, COAHUILA AGOSTO 2011



INDICE

INrOAUCCION. . ..ot e e 1
L. Revision bibliografica. ... ...c..oui it 2
1.1 Nanotecnologia y nanomateriales...............ocoiiviiiiiiiiiiiiiniiiiiieeen, 2

1.2 Las nanoparticulas en la salud y el medio ambiente.....................ccccceeel3

1.3 Riesgos y regulacion de la nanotecnologia................c.cooiiiiiiiiin 4

II. Técnicas de evaluacion y analisis...........ocooiuiniiiiiiiiii i 6

2.1 Generalidades de caracterizacion estructural de nanoparticulas....................6

2.2 Espectroscopia infrarroja (FTIR)......c..cooooiiiii i, 9
2.3 Difraccion de rayos X (XRD).....oonieiiiiii e 11
2.4 Antecedentes de MICIOSCOPIA. ... .vveininniieintiii i 13
2.4.1 Microscopia y analisis de nanoestructuras..............cooevevevnennn. 13

2.4.1.1 Microscopia electronica de Barrido (SEM)...............c.oeo.ee. 17
2.4.1.2 Microscopia electronica de barrido y transmision (STEM)....... 19

2.4.1.3 Microscopia electronica de transmision (TEM)..................... 20

2.5 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)......ooviviiiiiiiiiiiiiiiiien. 21
2.6 Analisis termogravimétrico (TGA)........ocovniiiiiiii e 23
I11. Estado actual del conoCImiento. .. .......ovuvnereetirint et eier et 25
3.1 Nanoparticulas de plata y aplicaciones en nanomedicina....................... 25
3.1.1 Sintesis de nanoparticulas de plata..................coc 26

3.1.2 Los métodos tradicionales de la sintesis de

nanoparticulas de plata.............coooiiiiii 27
3.1.3 La sintesis bioldgica de las nanoparticulas de plata.................. 28
3.1.4 Sintesis enzimatica de nanoparticulas de plata........................ 29
3.1.5 Sintetizadores de nanoparticulas de plata............................ 31

3.1.6 Impacto de nanoparticulas de plata en biomedicina...................31
3.1.7 Nanoparticulas de plata como agente bactericida potente...........31
3.1.8 Nanoparticulas de plata en la terapia antifungica..................... 33

3.1.9 Nanoparticulas de plata anti-virales y su interaccién con el



3.1.10 Las nanoparticulas de plata y su efecto anti-inflamatorio.......... 36

3.1.11 Nanoparticulas de plata en la terapia del cancer..................... 37

3.2 Redes de hidrogel como nanoreactores: Un nuevo enfoque de las

nanoparticulas de plata para aplicaciones antibacteriales........................... 41

3.3 Sintesis de nanoparticulas de plata coloidales en microemulsion de agua /

o1 L TP 51

3.4 El crecimiento controlado de las nanoparticulas de plata en un proceso

Ve 10011510 (o« T 61

3.5 Caracterizacion de Poli-{trans-[RuCl, (vpy)s]-estireno-4-vinilpiridina}

impregnado con nanoparticulas de plata en un medio no acuoso.................. 67

3.6 Sintesis y caracterizacion de fosfolipidos funcionalizados con nanoparticulas

de plata . 72
3.7 Sintesis y efecto de las nanoparticulas de plata en la actividad
antibacteriana de diferentes antibidticos frente a Staphylococcus aureus y

J DI Ts g [ 1V T o)t DO 77

3.8 Nanotecnologia y nanoparticulas magnéticas: La fisica actual en lucha contra

laenfermedad........c.ooooiiiiiiii e 80
IV. Aplicaciones biomeEdicas. .. ........coueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 82
AV O] 1 T0) 13 T3 T s D 88
VI Perspectiva de futiro. . .........oooieiniiiiiiiiiiiiii e 89

AV2 8 2053 (= 0.5 16 1 L TP 91



Indice de Figuras

Figura 1.

Imagenes obtenidas mediante microscopia electronica de transmision de dos tipos de
nanoparticulas de Au: a) nanoparticulas de Au dispersadas mediante un surfactante; b)
nanoparticulas de Au estabilizadas mediante dodecanotioles. Se muestra también un

esquema de las nanoparticulas y las cadenas estabilizadoras..................cooeiien.L. 7

Figura 2. Imagen obtenida mediante microscopia electronica de transmision de alta

resolucion de una nanoparticulade Aude 1,8 nm............o.o 7

Figura 3. Nanoparticulas de Paladio. (a) Imagenes obtenidas mediante microscopia
electrénica de transmision de nanoparticulas de Pd dispersadas mediante un surfactante;
(b) Imagen obtenida mediante microscopia electronica de transmision de alta resolucion
de una nanoparticula de Pd de 2 nm; (c) y (d) transformada de Fourier (filtrada) de
imagenes de microscopia electronica de transmision de alta resolucion de nanoparticulas

de 2nm (c) y (d) 4nm. Las fechas indican las maclas o faltas de apilamiento............. 8

Figura 4. (a) Imagen de nanoparticulas de Pt embebidas en una matriz de carbono; (b)
imagen con mayores aumentos mostrando la presencia de puntos negros en la matriz de
carbono; (c) Imagen obtenida mediante microscopia electronica de transmision de alta

(L] 1103 16 )« P 9

Figura 5. Imagen obtenida mediante microscopia electronica de transmision de alta
resolucion de una nanoparticula de Pt y su correspondiente transformada de Fourier de
un nanocristal de Pt a lo largo del eje de zona [101], mostrando la estructura fcc de la
nanoparticula; (b) microscopia electrénica de transmision de alta resolucion de una
nanoparticula de Pt maclada a lo largo de eje de zona [101]; (c) transformada de Fourier
de la imagen de la nanoparticula mostrada (b); (d) la macla se observa mas claramente

después de eliminar el ruido..............o 9
Figura 6. Diagramade FTIR...................o 10

Figura 7. Resultados de FT..... ..., 10



Figura 8. Diagrama de XRD........oooiiiiiiiiiiiiii e 12

Figura 9.Mapeo quimico por STEM —EDS..... .. i 16
Figura 10. Imagen a baja amplificacion por HAADF................ 16
Figura 11. Alta resolucion obtenida por HAADF................ 17
Figura 12. Catalizador soportado pt/grafito.................cooooii. 17
Figura 13. Sistema del microscopio electronico de barrido (SEM)........................ 19
Figura 14. Energia dispersiva de espectroscopia de rayos X (EDS-SEM)................ 19
Figura 15. Sistema del microscopio electrénico de transmision........................... 21
Figura 16. Partes de DSC....... ..o 22
Figura 17. Partes de TGA.... ..ot 23
Figura 18. Micrografias TEM............oooiiiiiii e, 29

Figura 19. Micrografia SEM de las nanoparticulas de plata formadas después de la
reaccion del sobrenadante con AgNO; (1 x 10 M) durante 24 h (particulas de mas alta

resolucion muestra la barra de escala a SOnm)..........cooooiiiiiiiiiiiiiiii 30

Figura 20. Imagen mediante TEM de nanoparticulas de plata de superficie libre

liberadas de la matriz de carbono mediante la dispersion del polvo........................ 35

Figura 21. Posible mecanismo para la entrega selectiva de nanoparticulas de plata en la

terapia del CANCET. ... .ueeee e 39

Figura 22. Representacion esquematica de la formacion de nanoparticulas de Ag en la

red del hidrogel........oeeiee 46

Figura 23. a) Fotografias de la formacion de nanoparticulas de Ag en hidrogeles, b)
propiedad de hinchamiento del hidrogel.....................o 46

Figura 24. (b) Patrones de difraccion de rayos X del hidrogel y de hidrogel-Ag
nanohibrido, y (c) termogramas DSC de hidrogeles reticulados con diferentes
cantidades de MBA . ... .ot e 48



Figura 25. TEM e histogramas de 2.11 +4.60, 6.63+2.37, 4.36+1.18 y 2.67+£0.97nm de
nanoparticulas de plata en 4.50, 6.00, 8.50 y 13.00 nm de gel reticulado MBA,

1] 1T 0 8 012 1 et L1 S P 49

Figura 26. (a) SEM del hidrogel puro y (b, c¢) Ag crecido en 4,50 nm en MBA
110 (0111 F: 14 Lo S PO PP 49

Figura 27. Resultados antibacterianos con el hibrido de hidrogel-Ag.................... 51

Figura 28. Imagen de TEM de nanoparticulas de Ag formadas en microemulsion

Figura 29. Micrografia y distribucién de tamafio de las nanoparticulas de plata que
muestra el efecto de diferentes concentraciones de AgNOs: (A) [AgNO3] = 0,1 M, (C)
[AgNO3]1=0,2 M., mediante TEM........c.cooooiiiiiiiii e 56

Figura 30. Micrografia y distribucion de tamaifio del las nanoparticulas de plata

que muestra el efecto del diferentes relaciones molares de agua a la AOT, mediante

Figura 31. Modelo de las micelas para la fabricacién nanoparticulas de plata

Ly (s s T T U 59

Figura 32. Imagen TEM, morfologia de la muestra S1-160 antes del tratamiento
T80 12539013 (o1 o S PN 63

Figura 33. Imagenes de TEM de nanoparticulas de plata preparadas a temperaturas de
(a) 100 =C, (b) 160 °C, (c) 180 °C y (d)240°C......ccooviiiiiiiiiiiiiiiienes 64

Figura 34. Patron de difraccion de rayos X del las nanoparticulas de plata S1-160.....65



Figura 35. Imagenes de TEM (a) S6-160, (b) S1-160 y (c) S5-160 con [Ag +] de 6 mm,

8 mm y 60 mm respectivamente. .........oivuiiiiiitiiiiiiierre e, 66

Figura 36. Micrografia TEM de una seccion ultra-delgada del terpolimero impregnado

con nanoparticulas de plata..............ooiii i 69

Figura 37. Curvas TG y DSC obtenidas en 10 ° C min” y bajo atmoésfera de N»
dinamico para el terpolimero poli-trans {{RuCl, (vpy) 4]-sty -4-vpy} impregnado con

nanoparticulas de plata (linea discontinua) y sin plata (lineas continuas)................ 70

Figura 38. La actividad antimicrobiana del poli-terpolimero {trans- [RuCl, (vpy) 4]-
sty-4-vpy} (A) con y (B) sin nanoparticulas de plata................c...o 71

Figura 39. Preparaciéon de fosfolipidos funcionalizados con nanoparticulas de

Figura. 40 Imagenes mediante TEM de nanoparticulas de plata y fosfolipidos

fUNCIONAIIZAAOS . .. e evteeit it e e ettt et er e ea e aaaas 75
Figura 41. Los espectros IR de fosfolipidos y nanoparticulas de plata................... 76

Figura 42. Matraces conicos con nitrato de plata antes (izquierda) y después (derecha) a
la exposicion del sobrenadante de cultivo de Klebsiella pneumoniae

(ENEIODACLETIAS). .. v veeentinit ittt e e e e 79

Figura 43. Micrografia TEM de nanoparticulas de plata formadas por la reduccion de
iones Ag " con los sobrenadantes de cultivo de enterobacterias. La imagen de la derecha

muestra el histograma de tamafio de particulas de plata. Escala de barras corresponden a



NOMENCLATURA

NPs: Nanoparticulas
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INTRODUCCION

En los tltimos afios los materiales a escala nanoscopica han sido objeto de un notable
interés, tanto desde el punto de vista de la investigacion basica como de la investigacion
aplicada. Las investigaciones actuales en nanotecnologia se centran en objetivos
basicos, como la sintesis y caracterizacion de nanoestructuras, sus propiedades
mecanicas, eléctricas, su estabilidad quimica y su respuesta frente a diversos estimulos.
Se debe destacar, en el caso de sistemas nanoestructurados, que el comportamiento de
particulas de dimensiones nanoscopicas, depende drasticamente de las dimensiones,
forma, distancia entre particula asi como de la naturaleza (conductora o aislante) de la
matriz en la cual las nanoparticulas se encuentran dispersas y se transmiten las
interacciones entre particulas aisladas.

Actualmente se desarrollan técnicas que permitan almacenar mil veces mas informacion
en un disco duro de una computadora mucho mdas pequefia que una tradicional. La
nanotecnologia esta reemplazando a la electronica porque aumenta la confiabilidad de la
informacion que guarda la capacidad de almacenar y disminuye el tamafio de cualquier
componente o equipo tecnolégico.

La incorporacion de nanoparticulas metalicas en matrices poliméricas es un area de gran
interés en la actualidad, debido a las potenciales aplicaciones de estos materiales
compuestos en diversos campos tales como biomedicina, electrocatalisis, electronica,
Optica, almacenaje de informacion, etc. En este sentido los polimeros conductores son
especialmente empleados para su uso como matriz, para recibir las nanoparticulas
metalicas debido a sus aplicaciones en catalisis, sensores quimicos, etc., ya que estos
proveen un medio para el flujo de cargas eléctricas a través de la matriz.

Por otra parte, la investigacion en el campo de los polimeros conductores se ha
desarrollado en las Wltimas décadas, iniciando con los trabajos realizados por H.
Shirkawa con el poliacetileno. Desde entonces se ha venido desarrollando un gran
esfuerzo en investigacion que ha conducido por una parte, al conocimiento de los
mecanismos de transporte de carga en materiales organicos y por otro lado, a la mejora
de sus propiedades. Estos esfuerzos han tenido como resultado la obtencién de una serie
de nuevos materiales organicos conductores y semiconductores.

Algunos de los polimeros conductores mas estudiados son el polipirrol, polianilina y
politiofeno, sin embargo, estos polimeros conductores extrinsecos no son estables en el

aire, tampoco son facilmente procesables. Por otro lado se han obtenido buenos

1



resultados mezclando estos polimeros extrinsecos con polimeros tradicionales, para
formar materiales compuestos poliméricos electroconductores con mejores propiedades
mecanicas.

Sin embargo, en la actualidad se sigue investigando aun mas en el area de la
nanomedicina ya que se requieren mayores esfuerzos para lograr atacar graves
problemas en la salud.

En el presente trabajo se investigaron nanoparticulas metalicas especificamente de
plata, las cuales se sintetizaron utilizando diferentes sistemas como medio de reaccion
para el control del tamafio de las nanoparticulas. Las nanoparticulas metalicas han sido
incorporadas a varias matrices poliméricas aportando propiedades especiales para el
area de la nanomedicina, especificamente se utilizaron técnicas instrumentales para el
analisis y evaluacién de aplicaciones en el cincer y como agente bactericida,

antifungico, etc. [1].

Objetive
Realizar una bisqueda bibliografica de las técnicas instrumentales mas utilizadas para la
caracterizacion y analisis de materiales nanoestructurados a base de polimeros con

nanoparticulas de plata y sus aplicaciones en la nanomedicina.

I. REVISON BIBLIOGRAFICA
1.1 Nanotecnologia y nanomateriales

El término ‘nanotecnologia’ describe los materiales, sistemas y procesos que existen o
que operan a una escala extremadamente pequefia: unos cientos de nanémetros (nm).
Para entender un nanémetro en contexto: una cadena de ADN tiene 2,5 nm de ancho, un
eritrocito tiene 7,0 nm de diametro y un cabello humano tiene 80,0 nm de didmetro. Las
nanoparticulas son productos de nanotecnologia de primera generacion, particulas
extremadamente pequefias utilizadas por sus novisimas propiedades. Las nanoparticulas
fabricadas ya forman parte de centenares de productos, entre ellos bloqueadores solares,
cosméticos, alimentos, envases de alimentos, prendas de vestir, agroquimicos,

catalizadores industriales, etc.



Existe una enorme incertidumbre en lo que respecta al impacto de las nanoparticulas en
la salud. Hay una variedad de factores que influyen en la toxicidad de las
nanoparticulas, incluyendo forma y tamafio, composiciébn quimica y también
propiedades de la superficie, como carga, area, reactividad y cualquier recubrimiento
[2]. Diferentes formas de nanoparticulas de la misma composicién quimica pueden tener
toxicidades muy diferentes. Hay incertidumbre debido a que muchas veces la industria
no comparte la informacién existente, sin un etiquetado y un registro obligatorio de los
nanoproductos, nadie, ni siquiera los gobiernos, sabe cuales productos contienen
nanoparticulas. Las encuestas muestran que muchas empresas no realizan evaluacion de
riesgos [3]. También hay una gran incertidumbre acerca de los aspectos sociales,
economicos y legales, entre ellos, la responsabilidad, la propiedad intelectual, el
derecho de los paises a rechazar aplicaciones nanotecnoldgicas, la capacidad de

controlar los riesgos de la nanotecnologia, etc.

1.2 Las nanoparticulas en la salud y el medio ambiente

Los estudios in vitro (en tubos de ensayo) con animales han mostrado que las
nanoparticulas fabricadas, actualmente tienen un amplio uso comercial, incluyendo el
zinc, el 6xido de zinc, la plata y el didxido de titanio, plantean nuevos riesgos de
toxicidad [4].

Las nanoparticulas podrian causar ademas patologias de largo plazo. Dos estudios
separados que se publicaron en 2008 encontraron que ciertos nanotubos de carbon
causan una patogenicidad similar a la del asbesto y la aparicion de mesotelioma en las
ratas de laboratorio. Un pequefio nimero de estudios clinicos sugiere que las
nanoparticulas y las microparticulas pequefias que no son metabolizadas, con el tiempo
pueden ocasionar granulomas, lesiones, cancer o codgulos sanguineos [5]. Algunos
sectores del publico enfrentan riesgos mayores que otros, entre ellos, los trabajadores
que puedan estar sometidos a exposicion ocupacional rutinaria a nanoparticulas.
También hay evidencia de que algunas nanoparticulas pueden atravesar la placenta, lo
que constituye un riesgo importante especialmente para los embriones en desarrollo.
Algunas nanoparticulas han mostrado tener potencial de biomagnificacion y

bioacumulacion en el medio ambiente.



Alto nivel de riesgo.- La Real Sociedad del Reino Unido, la mas antigua sociedad
cientifica del mundo, recomend6 que, dadas las evidencias que empiezan a surgir en
torno a los graves riesgos de nanotoxicidad, las nanoparticulas deben ser objeto de
nuevas evaluaciones antes de ser incluidas en productos de consumo, las fabricas y los
laboratorios de investigacion deben tratar las nanoparticulas con precaucion ya que son
peligrosas, y la liberacién de nanoparticulas en el medio ambiente debe evitarse tanto
como sea posible[6]. Swiss Re, una de las empresas de reaseguramiento mas grandes
del mundo, advirti6 que ‘“cualesquiera que sean las dificultades, debe aplicarse el
principio de precaucion”. El afio pasado, el Foro Internacional de Seguridad Quimica
(FISQ), en una resolucion adoptada por 71 gobiernos, 12 organizaciones internacionales
y 39 ONG- hizo un llamado a que se aplique el principio de precaucion en la gestion de

las nanotecnologias [7].

1.3 Riesgos y regulacion de la nanotecnologia

La inmensa mayoria de los nanoproductos esté llegando a los mercados sin ser sometida
a una evaluacion de seguridad especifica para las nanoparticulas, o con una evaluacion
de su seguridad realizada con protocolos de prueba inadecuados o incorrectos. A la
inmensa mayoria de los trabajadores que manipulan nanoparticulas no se les ha
informado de este hecho. No se exige etiquetado para ningun producto que contenga
nanoparticulas.

A medida que sigan ampliandose los usos, inevitablemente la exposicion social y
ambiental a los nanomateriales también seguira creciendo, en forma deliberada e
intencional.

Los esfuerzos internacionales coordinados, tales como el programa de la Organizacion
para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OECD) sobre el patrocinio de
nanomateriales se encuentran en circulacidn, por tal motivo su evaluacion no contribuye

a riegos.

La nanotecnologia puede agudizar la inequidad social y economica.- Los avances
tecnologicos de la década de 1990 no lograron corregir la inequidad socioecondémica
mundial; de hecho, la inequidad aument6 en ese periodo. La nanotecnologia no hara

nada para corregir las causas sistémicas de la pobreza, el hambre o la contaminacion.



Los impulsores de la nanotecnologia pronostican que traera avances importantes en
materia de industria manufacturera, defensa, medicina, energia, agricultura y
comunicaciones, y que sera la base de la ‘proxima revolucion industrial’. Sin embargo,
parece poco probable que tales avances beneficien a los pobres. Es posible que los
paises en desarrollo tengan que enfrentar riesgos nanotecnoldgicos desproporcionados
al aceptar en su territorio la industria manufacturera rechazada por los paises ricos o al

transformarse en vertederos de desechos.

Un reciente descubrimiento podria acelerar el entendimiento de un amplio rango de
enfermedades, desde cancer hasta osteoporosis, gracias a investigaciones de Utah que
estan informando sobre el desarrollo de una nueva técnica microscopica que usa espejos
de “nanoparticulas de plata” para revelar detalles ocultos dentro de los huesos, células

cancerosas, y tras estructuras biologicas.

John Lupton y colegas investigadores sefialan que una de las herramientas mas
poderosas y ampliamente usadas para imaginar estructuras bioldgicas es la microscopia
fluorescente, que requiere que el espécimen sea tratado con tintas fluorescentes. Sin
embargo las tintas usadas para visualizar estas estructuras, pueden eliminar células vivas

en el proceso, limitando de esta manera la efectividad de esta técnica.

Los cientificos mejoraron dicha técnica al usar un laser infrarrojo excitando un conjunto
de nanoparticulas de plata, cada una de ellas es de 1/5000 el ancho de un pelo humano.
Se enfocan intensos rayos de luz en las particulas de las muestras para revelar
informacién acerca de la composicién de la estructura de éstas. En un estudio de
laboratorio se us6 esta nueva técnica para ver la escala verde iridiscente llamado
“escarabajo fotonico”, la cual podra otorgar ideas para disefiar nuevos y mas poderosos

chips de computadoras y células solares.



IL.- TECNICAS DE EVALUACION Y ANALISIS

2.1 Generalidades de caracterizacion estructural de nanoparticulas

La investigacion de propiedades fisicas de las NPs requiere: métodos que posibiliten su
fabricacién y métodos experimentales de caracterizacion estructural. Los métodos de
fabricacion pueden clasificarse como fisicos o quimicos. La molienda mecénica de
particulas micrométricas, la nanolitografia o la pulverizacion catédica constituyen
ejemplos caracteristicos de los métodos fisicos. Sin embargo, recientemente los
métodos quimicos se vienen utilizando con mayor frecuencia.

Un método muy utilizado es el conocido en la literatura como método de Brust es el que
ha permitido la obtencion de las particulas de oro que al estar recubiertas con atomos de
azufre presentan las propiedades ferromagnéticas. Por citar un ejemplo de método de
fabricacién para obtener NPs de Paladio por reaccién redox, utilizando R4N"X™ como
surfactante en tetrahidrofureno. Como precursor del Pd se usa Pd (NOs),; en un exceso
de acetato tetrabutiamonio (n-C4Hog) N* (CH3CO,). El nitrato es desplazado por un
ligando de acetato, lo que es seguido por la reduccion del Pd;” que mediante
transferencia de electrones genera clusters estabilizados de Pd°. Las reacciones quimicas

deben llevarse a cabo en atmosfera inerte para evitar contaminacion de oxigeno.

Una vez obtenidas las NPs deben caracterizarse mediante diversas técnicas. La que mas
comunmente se requiere para cualquier estudio, es la microscopia electronica y la de
transmision de alta resolucion. Estas técnicas permiten a) el estudio del tamafio de las
NPs y de su dispersion y b) la estructura de los atomos que se aglomeran formado la
NPs. La Figura 1 muestra la imagen directa, obtenida por microscopia electronica de
transmision de nanoparticulas de oro recubiertas con surfactante y con enlaces tiol, asi

como su distribucion de tamafios.



Figura 1. Imagenes TEM de dos tipos de nanoparticulas de Au: a) nanoparticulas de Au dispersadas
mediante un surfactante; b) nanoparticulas de Au estabilizadas mediante dodecanotioles. Se muestra

también un esquema de las nanoparticulas y las cadenas estabilizadoras.

Las figuras muestran sistemas de distintas NPs tal como se observan con las técnicas
experimentales descritas. La figura 2 comresponde a una imagen de microscopia
transmision de alta resolucion obtenida en una NPs de oro aislada de 1.8 nm de tamafio.
En la imagen se aprecian los planos atdmicos <111> de la NPs y puede observarse que

solo existen ocho de estos planos.

Figura 2. Imagen TEM de alta resolucion de una nanoparticula de Au de 1,8 nm.



La figura 3 describe la estructura atomica de NPs de paladio de 2.4 nm de tamafio
medio como se aprecia en la distribuciéon. A partir de la imagen de microscopia de
transmision se obtiene su transformada de Fourier lo que permite apreciar nitidamente

las maclas o fallas de apilamiento en la ordenacion de los atomos de la NP.

Figura 3. Nanoparticulas de Paladio. (a) Imagenes obtenidas mediante microscopia electronica de
transmisiéon de nanoparticulas de Pd dispersadas mediante un surfactante; (b) Imagen TEM de alta
resoluciéon de una nanoparticula de Pd de 2 nm; (c) y (d) imagenes TEM de alta resoluciéon por
transformada de Fourier (filtrada) de de nanoparticulas de 2nm (c) y (d) 4nm. Las flechas indican las

maclas o faltas de apilamiento.

Las figuras 4 y 5 presentan la estructura atébmica de NPs de platino en la que también se
observan maclas. Estas maclas aparecen por la importancia porcentual en atomos de las
superficies. En estas NPs con tamafios del orden de uno 6 dos nm el porcentaje de
atomos de superficie es superior al 50%. La energia libre de la NPs se minimiza
generalmente con estructuras distintas en la superficie que en el volumen. Por esta razén
la tension entre dos tendencias, por ejemplo, estructuras bee y fec, se resuelve con la
formacién de maclas. Las maclas tienen relevancia en las propiedades magnéticas ya
que modifican localmente la estructura electrénica introduciendo cambios en la
densidad de estados al nivel de Fermi, que como es sabido, condiciona el

comportamiento magnético de las NPs [8].



Figura 4. (a) Imagen de nanoparticulas de Pt embebidas en una matriz de carbono; (b) imagen a mayores
aumentos mostrando la presencia de puntos negros en la matriz de carbono; (¢) Imagen obtenida mediante

microscopia electronica de transmision de alta resolucion.

Fourier de un nanocristal de Pt a lo largo del eje de zona [101], mostrando la estructura fcc de la

nanoparticula; (b) microscopia electronica de transmision de alta resolucién de una nanoparticula de Pt
maclada a lo largo de eje de zona [101]; (c) transformada de Fourier de la imagen de la nanoparticula

mostrada (b); (d) la macla se observa mas claramente después de eliminar el ruido.

2.2 Espectroscopia Infrarroja

Herramienta importante para la determinacion de los enlaces quimicos en compuestos
organicos e inorganicos. La radiacion infrarroja corresponde a la parte del espectro

electromagnético situada entre las regiones del visible y de microondas.

Una estructura atomica no es totalmente rigida ya que sus atomos, a cualquier
temperatura, oscilan o vibran constantemente alrededor de sus posiciones de equilibrio.
La amplitud de estas oscilaciones es muy pequefia, entre 0,01 y 0,1 A y su frecuencia de

vibracion es relativamente elevada, de 1012 a 1014 Hz. Esta frecuencia es del mismo
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orden que la radiacidn infrarroja, de manera que habra interaccion de la radiacion con

las vibraciones atomicas del material llamadas modos normales de vibracion [9].

Espejo movil

Figura 6. Diagrama de FTIR

Basado en un interferémetro de Michelson que consiste en un divisor de haz (beamsplitter), un espejo fijo

y un espejo moévil, manteniendo tanto la frecuencia como la intensidad del haz.

Figura 7. Resultados de FT

Sio
streich ———
S0 sio 4 —_—
rock
bend N-H
i ; Si-H ax streten N.O N,
l N,O=75 N,=0

Absorbancia(u.a.)

. AN
SiN-stretch —
SN T N’0=@;§Z§W
L3

Breath

N-H
{ ., Jbend . bt ]
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

[ERPYR PR 1

s
nomero de onda (cm )

10



2.3 Difraccion de Rayos X (XRD)
Difraccion de Rayos X (WAXD)

La difraccion de rayos X (WAXD) es una técnica que permite estudiar la disposicion de
los 4tomos o moléculas en el espacio, en el caso de cristales corresponde a arreglos
tridimensionales periodicos. Lo anterior se hace posible gracias a la interaccién que se
produce entre el material y la radiacion electromagnética y a los efectos de
interferencias que resultan cuando las estructuras son comparables en tamafio a la
longitud de onda de la radiacién. Si las estructuras se disponen en un conjunto
ordenado, las interferencias son nitidas y la radiacién es difractada bajo condiciones
experimentales especificas, proporcionando informacion referente a las estructuras
dispersantes.

Los materiales cristalinos producen sefiales de difracciéon bien definidas a determinados
angulos, mientras que los materiales amorfos producen sefiales anchas y de baja
intensidad. Entonces los materiales semicristalinos como algunos termoplasticos daran
lugar a patrones con sefiales bien definidas y sefiales difusas. Esta técnica se utiliza para
la caracterizacién estructural y determinacion de la orientacion y el arreglo de las

cadenas alquilicas.

Aplicaciones de la difraccion de rayos X:
Identificacion de fases, pureza de muestras, analisis cuantitativo y determinacion de

estructuras cristalinas.

Dispersion de Rayos X (SAXS)

Esta técnica nos permite estudiar la morfologia a nivel laminar de los polimeros
semicristalinos. Se basa fundamentalmente en la diferencia de densidad electrénica
presente entre las diferentes fases (amorfa y cristalina) lo que permitird observar la
dispersion de los Rayos X siempre y cuando existan en la muestra heterogeneidad de

densidad electrénica del tamaiio coloidal.

Cualquier proceso de dispersion se caracteriza por una ley de la reciprocidad la cual
implica una relacion inversa entre el tamafio de particula y el d&ngulo de dispersion. Una

estructura laminar estd formada por fases cristalinas y amorfas, donde la distancia de
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una region cristalina a la mas proxima del mismo tipo, presentando el tamafio de una
sola estructura amorfo-cristalino. También otra caracteristica importante es el espesor

de la interfase amorfo-cristalino [10].
Caracteristicas generales:

*Técnica utilizada para identificar la estructura cristalina de sélidos, incluyendo
constante de red y geometria, identificacion de materiales desconocidos, orientacion en
cristales, orientacion preferencial en policristales, defectos, etc.

«Longitud de onda tipica: 0.7- 2A

*Onda incide en una muestra y es difractada por las fases cristalinas en la muestra de

acuerdo con la Ley de Bragg:

Donde: d es el espacio entre los planos atémicos de la fase cristalina

A es la longitud de onda del rayo-X y  es el angulo de difraccion.

+La intensidad es medida en funcion del angulo 26 y de la orientaciéon de la muestra.
*Tamafio de muestra: ~ 0.3 mm (cristalina) o algunas decenas de micrones (difraccién

policristalina o polvos) [9].

Sustrato
Rayo X Pelicula delgada

: incidente_-— »E':Q . 2‘

X-ray tube o Rfayo X
I'4 i difractado
3

detectn:*

de e

e Difraccié?\\
de los
/ . _gristalitos

Planos atomicos

Polvos: 0.1 um (ancho del pico) <tamafio de la particula < 40pm (poca difraccion)

Figura 8. Diagrama de XRD
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2.4 Antecedentes de microscopia

2.4.1 Microscopia y analisis de nanoestructuras

La microscopia electrénica (ME), es una de las técnicas mas versatiles en la
caracterizacion de nanoestructuras. En sus dos versiones, transmision (TEM) y
barrido (SEM), ha habido grandes avances en los iltimos afios. En cuanto a resolucion,
la de transmisién ha logrado alcanzar la escala de los sub-angstroms (0.8 A actualmente,
0.5 A el reto de los proximos afios), en la de microscopia barrido es del orden de unos
cuantos nandémetros (2-3 nm). En versatilidad, una y otra han logrado acoplar una gran
variedad de técnicas complementarias, que podemos agrupar en dos tipos: las de
difraccion en el andlisis estructural extendido o cristalinidad y las espectroscopicas en el
analisis de composicion atémica. Entre las primeras podemos citar la difraccion de
electrones de area selecta (SAED) y en haz convergente (CBED) para la modalidad de
TEM Yy retrodispersion de electrones (EBSD) para SEM. Existen ademas microscopios
especializados como el de alto voltaje (HVEM), el de alta resolucion (HRTEM), el de
transmision con sistema de barrido (STEM), el analitico (AEM), todos ellos para
transmision y para barrido, el ambiental (ESEM), el de bajo vacio (LVSEM), el
orientacional (OIM), el de iones (FIB). Teniendo pues morfologia, habitat, estructura y
composicion, pudiéramos decir que la caracterizacion esta completa, lo que restaria es

correlacionar las distintas informaciones, es decir, interpretacion.

Interaccion de los electrones con la materia.- Los parametros que entran en juego en
esta interaccion son: energia de los electrones, angulo de incidencia del haz de
electrones con la superficie de la muestra, nimero atémico de los elementos que
componen la muestra y la densidad de ésta. Todo ello tiene como resultado, una
penetraciéon maxima (alcance o rango), un cierto volumen de interaccién (expansion
lateral) y la transferencia de energia en colisiones inelasticas, que se traducen en la
generacion de rayos X o simplemente en el calentamiento de la muestra. En el caso de
TEM, debido a la gran energia de los electrones (100-300 keV) y a que las muestras
suelen ser sumamente delgadas (100-200 nm) la expansion lateral del haz es
despreciable. Practicamente se puede considerar que el volumen de interaccion es el
didmetro del haz de electrones por el grosor de la muestra. En cambio para SEM, las

muestras suelen ser gruesas y la expansion lateral del haz dentro de ellas si es
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significativa; de tal modo que debe tenerse en cuenta para estimar el volumen de
interaccién, al igual que el alcance, que dependera a su vez de la energia de los
electrones, nimero atémico de los elementos de la muestra y su densidad. Bajo esta
observacion, de ninguna manera podemos confiar que el analisis proviene de la region

iluminada por el haz sobre la superficie de la muestra.

Anadlisis de nanoparticulas en TEM y SEM.- El anélisis composicional depende en gran
medida del tipo de muestra y su preparacion, del tamafio de particula y su hébitat y del
didmetro, energia e intensidad del haz de electrones. La colimacion del haz conlleva una
pérdida de intensidad, de modo que en los TEM con filamento de tungsteno W, aunque
lograsemos colimar el haz al orden nanométrico, la intensidad remanente no seria
suficiente para trabajar. Quedando solo los ME con filamentos de LaB6 y FEG, los
cuales logran diametros de haz del orden de entre 20-30 nm y 2-3 nm respectivamente.
El caso mas sencillo de preparacion quizas es el de polvos, por ejemplo los
catalizadores, preparados ya sea sobre rejillas especiales para su observacion por TEM o
simplemente sobre cinta de grafito para SEM. En ambos casos se buscaran particulas
que queden aisladas o en las orillas de los aglomerados, para evitar la interferencia con
otras caracteristicas de la muestra. Recordemos que no solo analizamos la parte
iluminada por el haz, sino su alrededor (expansion lateral) y su penetraciéon en la
muestra, aspectos criticos en el caso de SEM. En el caso de muestras masivas
preparadas por adelgazamiento para ser observadas por TEM, se buscaran particulas en
el borde de la preparacion. Aun asi, debera realizarse la correccion de “in hole
spectrum”, esto es, se restara al espectro de la particula, aquél obtenido en el agujero
mismo de preparacion. En los TEM con filamento de LaB6 esta correccion es
imprescindible, en algunos FEG, la colimacion del haz en el modo “ranoprobe” es tan
buena que la correccion resulta innecesaria. Con particulas rodeadas de material, por
ejemplo en fronteras de grano preparadas para TEM, o en todas aquellas preparadas
para SEM, el andlisis quedara restringido a algo cualitativo de deteccion de variaciones
significativas y sistematicas de la concentracion de ciertos elementos con respecto a la
matriz.

El analisis estructural extendido requiere por igual la condensacion del haz a didmetros
del orden nanométrico. En TEM hay dos maneras de realizar dicha condensacion, una
en haz paralelo y la otra en haz convergente (nanoCBED). La segunda ofrece la ventaja

de la difraccion dindmica en el contraste de los discos de difraccion o en la aparicion de
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las lineas de Kossel que ofrecen informacién volumétrica de la particula, incluyendo
grosores, potenciales y simetrias cristalinas. La intensidad del haz concentrado en la
particula cuando se realiza nano-CBED, es mucho mayor que en el haz paralelo y esto
ofrece también ventajas de deteccion, pero puede causar dafios; una manera de evitarlos
es emplear portamuestras con enfriamiento a temperatura de nitrégeno liquido. En SEM
en la modalidad de EBSD se pueden realizar patrones de Kikuchi de nanoparticulas del
orden de 100-200 nm. Si bien el haz se puede condensar al orden de nanémetros
utilizando FEG, la inclinacién necesaria en este tipo de analisis, del haz respecto a la
superficie de la muestra es de 70°, de modo que la region de analisis se alarga. Por otro
lado, esta configuracion ofrece la ventaja de que la penetracion del haz disminuye al

orden nanométrico.

Anadlisis de segregacion alrededor de fronteras de grano en TEM.- Este analisis es
practicamente imposible para SEM por lo que ya se ha comentado. En el caso de TEM
es necesario orientar la frontera de grano paralela al haz de electrones y realizar con un
haz lo mas fino posible, una secuencia de andlisis puntuales perpendiculares y a ambos
lados de dicha frontera de grano, para después graficar los perfiles de concentracion. Si
se requiere una cuantificacion confiable de los cambios de composicién, no se
recomienda hacer este analisis en el modo "line scan" pues la estadistica es pobre; solo

como visidn pictorica cualitativa [11].

Caracterizacion de materiales nanoestructurados por microscopia electrénica de

transmision.

La microscopia electronica de transmision es una de las técnicas qué mas ha contribuido
en la nanociencia y la nanotecnologia en los ultimos afios. El desarrollo de materiales
nanoestructurados ha tenido gran auge, por lo que el uso de esta técnica avanzada de
analisis es cada vez mayor. La microscopia electrénica de transmisién y barrido
(STEM), el campo oscuro anular de gran angulo (HAADF), la espectrometria de energia
dispersiva de rayos X (EDS), la espectrometria por pérdida de energia de los electrones
(EELS) y la microscopia electrénica de alta resolucion (HRTEM) son algunas de las
técnicas ampliamente usadas en estudios ambientales, desarrollo de nanomateriales,
catalizadores, estudios biologicos, polimeros, semiconductores, ceramicos, metalurgia,

recursos naturales, etc. El desarrollo de nuevos dispositivos electronicos ha permitido
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que la microscopia electronica se haya convertido en una de las herramientas mas
utilizadas en la actualidad para realizar sondeo a nivel atdmico.

Adicionalmente, se puede obtener mediante diferencia de contraste en la imagen, la
composicion quimica a resolucion atémica identificando atomo por atomo en un arreglo
cristalino. La técnica STEM-EDS permite realizar mapeos quimicos de nanoparticulas,
un ejemplo de ello es ilustrado en la Figura 9, donde se muestra la distribucién quimica
de cada elemento. Para lograr este tipo de andlisis se usa la técnica STEM, la cual
converge el haz hasta un tamafio de 0.1 nm permitiendo analizar la muestra punto por
punto sobre el area seleccionada. La convergencia de haz sobre la muestra genera una
dispersion electronica de angulo muy grande con respecto al haz central. Estos
electrones dispersados a gran angulo, conocidos como dispersion de Rutherford, son
colectados con el detector de HAADF de campo oscuro. Asi los elementos mas pesados
dispersan fuertemente (mayor contraste) comparado con los elementos ligeros (menor
contraste). La Figura 10 ilustra un caso tipico de una imagen obtenida con este detector.
Otra bondad de la metodologia HAADF se ilustra en la Figura 11 con una imagen de

alta resolucion de Si cristalino [12].

Figura 9. Mapeo quimico por STEM - Figura 10. Imagen a baja amplificacién
EDS por HAADF
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Figura 11. Alta resolucion obtenida por HAADF Figura 12. Catalizador soportado
pt/grafito

2.5 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

El microscopio electrénico de barrido (SEM) es similar al microscopio electronico de
transmision. Ambos tienen ciertas caracteristicas comunes tales como un cafion de
electrones donde se genera el haz de electrones, lentes condensadoras y objetivo,
sistema de vacio. La diferencia principal entre ellos es la manera en que forman y
magnifican la imagen. Esto hace que la informacién que se obtenga de cada uno sea
distinta. Mientras el TEM permite el estudio de la ultraestructura de muestras delgadas,

el SEM posibilita conocer la morfologia superficial.

En el microscopio electrénico de barrido, el haz electrénico, atraviesa la columna y
llega a la muestra. Un generador de barrido es el responsable de producir el movimiento
del haz, de manera que hace el barrido de la muestra punto a punto. De la interaccion
entre los electrones incidentes con los atomos que componen la muestra se generan
sefiales, las cuales pueden ser captadas con detectores adecuados para cada una de ellas.
El detector capta una sefial y las convierte en una sefial electronica que es proyectada en

un tubo de rayos catédicos (CRT).

El barrido del haz esta sincronizado con el barrido del CRT y produce una relacion uno
a uno entre puntos de la muestra y puntos en el CRT. Las principales utilidades del
SEM son la alta resolucion (~100 A), la gran profundidad de campo que le da apariencia

tridimensional a las imagenes y la sencilla preparacion de las muestras.
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*Las imégenes pueden ser tomadas en diferentes modos: Electrones secundarios,

electrones retrodispersados (backscattering) y mapeo de elementos por rayos-X.

*Electrones retrodispersados: producidos cuando el electron incidente interactiia con el
nucleo de un atomo de la muestra y entonces es retrodispersado. La produccion de
electrones retrodispersados varia directamente con el nimero atéomico de la muestra.
Los elementos de mayor nimero atomico aparecen mas brillantes que los elementos de
menor niimero atémico, permitiendo asi diferenciar partes de la muestra con diferentes

nimeros atomicos promedios.

*Electrones secundarios: Producidos cuando un electrén incidente tiene energia
suficiente para arrancar un electrén de las capas internas del atomo de la muestra y un
electrébn de una capa superior decac emitiendo un electrén secundario. Un mismo
electron incidente puede producir varios electrones secundarios. La producciéon de los
electrones secundarios esta relacionada con la topografia de la muestra debido su baja
energia, 5 eV, siendo que solamente los electrones secundarios proximos a la superficie

(< 10 nm) pueden salir de la muestra y ser colectados.

Mediante el SEM se estudian:

e Morfologia superficial de minerales, catalizadores, etc.

¢ Electrodepdsitos

e Adherencia fibra-matriz en polimeros.

e Cambios morfologicos de materiales sometidos a tratamientos quimicos.
¢ Formas de cristalizacion de minerales.

e Control de calidad de catalizadores industriales.

e Morfologia superficial interna de particulas poliméricas.
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2.6 Microscopia electronica de transmision y barride (STEM)

*Resolucion de pocos nandmetros, puede operar con magnificaciones desde 10 a
1.000.000 de veces.

*Produce informacién con respecto a la topografia y composicién quimica.

Utiliza fuente de electrones, con un spot size de ~ 5 nm, con energia de pocas centenas
de eV hasta 30 keV.

*Tipos de fuente de electrones: emision de campo o filamento de LaB6 o tungsteno
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*Los electrones penetran en la superficie de la muestra e interactian con la muestra,
que resulta de la emision de electrones y fotones de la muestra y la imagen de SEM es
producida por la coleccion de los electrones secundarios emitidos.

*El haz de electrones forma una linea que barre la muestra con alta velocidad, con

didmetro de 5-10 nm (cafién termoidnico) o 0,5-2 nm (emisién de campo).

2.7 Microscopia electronica de transmision (TEM)

*La energia del electron estd en un rango de energia entre 60-300 keV (generalmente

100-200 KeV) o0 300 keV-3 MeV en el caso de microscopios de alto voltaje (HRTEM).

» Una fuente de electrones produce un fluyjo monocromatico de electrones. Tipos de
fuentes: emisién termoidnica con catodo de filamento de tungsteno o cristal de LaB6 o

de emision de campo con filamento de tungsteno.

*El haz de electrones es focalizado por medio de dos lentes condensadoras que
controlan el tamafio y el brillo del area de la muestra irradiada por el haz. Parte del haz
de electrones es transmitido y focalizado por la lente objetiva. La distribucién de
intensidad de los electrones transmitidos pasa por tres o cuatro sistemas de lentes

llegando a una pantalla fluorescente, que permite observar la imagen [9].

*Resolucién: 1-3 A.

Mediante el microscopio electrénico de transmision podemos estudiar la ultraestructura
de un material organico o inorganico. Para esto, existen diferentes formas de operacién
que posibilitan el estudio de una caracteristica en particular. Entre las aplicaciones del

TEM podemos nombrar:

Determinacion de estructura cristalina en minerales, metales, etc.
Estudio de catalizadores.

Determinacion de impurezas, precipitados, etc.

Identificacion de bordes de grano e interfaces en metales.

Estudio de fases y zonas cristalinas en polimeros.

AN o

Determinacion de tamafio de particula en catalizadores, minerales, etc.
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7. Identificacion de planos cristalinos

8. Cambios estructurales de materiales sometidos a diferentes tratamientos térmicos

Microscopio electrénico de transmision (TEM)

Caion de electrones

Lentes LT
condensadores o
Muestra

Objetivo de lentes -
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B j Lente del

intermedia
- proyector

Pantalla

/ fluorescente

© 2008 Encyclopedia Britanmca, Inc.

Figura 15. Sistema del microscopio electrénico de transmision.

2.8 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Registra la diferencia en el flujo de calor entre la muestra y la referencia en funcion de
la temperatura. Esta técnica mide la cantidad de energia que necesita una muestra para
estar equilibrada térmicamente con la referencia, mientras estin sujetas a un programa
de temperatura controlada. Esta técnica se fundamenta en que se debe mantener el
sistema en equilibrio, por lo que, cualquier absorcion o eliminacion de calor por parte de
la muestra debera ser suministrado en la referencia, y esto es lo que se registra
graficamente. Asi, cualquier absorcion o eliminacion de calor originado por la muestra
para llevar a cabo sus cambios fisicos o quimicos (Tg, Tm, Tc, Tox), quedara registrado

de esta forma.

La caracteristica de la técnica DSC se basa en que, practicamente todos los materiales
solidos o liquidos, presentan procesos térmicos que involucran cambios en su entalpia o

calor especifico.
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El nimero, forma y posicion de las sefiales, con respecto a la temperatura, se utilizan
para el andlisis cualitativo y el drea bajo la curva se utiliza para el analisis cuantitativo o

semicuantitativo.
Aplicaciones importantes del DSC en materiales nanoestrucuturados

a) Diferenciacion entre mezclas de polimeros y copolimero (Ej. Copolimeros miscibles

y de bloque)

b) Determinacion del Grado de Cristalinidad (area bajo la curva proporcional a la

cristalinidad)

¢) Identificacién de Polimeros por su Temperatura de Fusiéon y/6 Temperatura de

Transicion Vitrea (Tm para Polimeros cristalinos, Tg para Polimeros amorfos)
d) Evaluacion de antioxidantes (Tiempos de induccién a la oxidacion)

¢) Determinacion de la capacidad calorifica (Cp)

f) Obtencion de Energias de Activacion (Ea)

La técnica de analisis térmico DSC es muy util para identificacion de poliolefinas tanto
en mezclas como en copolimeros, ya que es posible obtener sefiales y entalpias de

fusiodn caracteristicas.
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2.9 Analisis termogravimétrico (TGA)

Mide la velocidad de cambio de la masa en funcién de la temperatura (requiere que la
muestra desprenda un producto volatil). Determina temperaturas de volatilizacion,
estabilidad térmica y porcentajes de pérdida en peso, Tmax (Temperatura de la primera

derivada, a la cual la velocidad de pérdida en peso es mayor).

R Esquema TGA
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Figura 17. Partes de TGA

Es posible también hacer determinaciones a temperatura constante (isotérmica) en

funcién del tiempo.

Utiliza una balanza de alta sensibilidad para detectar pequefias pérdidas en peso (mg.)

con atmosfera de N,, O, 6 Aire.

Algunos polimeros presentan temperaturas de pérdida de peso caracteristico y pueden

ser utilizados para su identificacion (1 6 2 etapas).

- * polimeros formulados presentan caidas de pérdida de peso y pueden relacionarse con
1o liferentes componentes como: plastificantes o aceites, polimeros, refuerzos (negro

%} 'mo), cargas (CaCOs) y con residuo o material inorganico (CaO, TiO,, SiO,
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ALO;s, etc.). Temperatura de la derivada (Tmax) es la temperatura a la cual la velocidad

de pérdida en peso es mayor [10].

Aplicaciones importantes del TGA en materiales nanoestructurados
a) Determinacion de humedad

b) Evaluacion de aditivos antiflama

¢) Cinéticas de degradacion, energias de activacion

d) Estabilidad térmica de polimeros (temperatura de volatilizacion)

¢) Determinacion de tiempos de inducciéon

f) Cuantificacion de componentes principales en materiales formulados
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II1. ESTADO ACTUAL DEL CONOCIMIENTO

3.1 Nanoparticulas de plata y sus aplicaciones en nanomedicina.

Las nanoparticulas de plata se han desarrollado como un agente potente: anti-bacteriano,
agente antifingico, anti virales y anti-inflamatorios. El avance reciente en el campo
incluye el método enzimatico de la sintesis lo que sugiere que las enzimas son
responsables de la formacién de nanoparticulas. En la biomedicina las aplicaciones de
nanoparticulas de plata pueden ser eficaces por ser sintetizadas biolégicamente ya que
reducen al minimo factores tales como la toxicidad y el costo, ademés se encuentran
excepcionalmente estables. Las nanoparticulas de plata han demostrado ser eficaces
contra las células cancerigenas, sin embargo ni el mecanismo exacto de accidén ni los
modos de activacion de las moléculas de sefializacion han sido revelados atn. La
revision también examina los antecedentes histéricos de las nanoparticulas, el papel de
las nanoparticulas de plata en diferentes aplicaciones biomédicas y también se centra en

mejorar los métodos de la sintesis de nanoparticulas.

Introduccion

La plata es conocida por ser un metal que se empez6 a usar incluso antes de la
Revolucién Neolitica, los griegos la utilizaban para cocinar y mantener agua potable. El
primer uso medicinal de la plata fue registrado durante el siglo octavo. La plata fue
conocida s6lo como un metal sin embargo cuando entrd la era nano la gente empezo6 a
creer que la plata, incluso se podria producir a nanoescala. La intriga de la
nanotecnologia proviene de la capacidad de control de las propiedades de los materiales

mediante el ensamblaje de estos materiales a nanoescala.

Todo comenzd en 1974 cuando Norio Taniguchi, investigador de la Universidad de
Tokio, Japon acufié el término "nanotecnologia" mientras surgi6 la ingenieria de los
materiales con precision en la escala nanométrica. La principal fuerza motriz para la
miniaturizacién de ese momento venia de la industria electrénica, que tiene por objetivo
desarrollar herramientas para crear pequefios dispositivos electronicos en los chips de
silicio de 40 a 70 nm. El uso de este término, "nanotecnologia" ha ido creciendo en el
sentido de toda una gama tecnoldgica tan pequefia, como las ciencias de materiales, en
el disefio de nuevos materiales para aplicaciones de gran alcance como son: la

electronica, refiriéndose a los ordenadores, los componentes y los semiconductores,
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también en la biotecnologia, donde el diagnostico y los nuevos sistemas de entrega de

farmacos son de importancia.

"La nanotecnologia es la aplicacién de la ciencia para controlar la materia a nivel
molecular. Se ha sabido que las células vivas son los mejores ejemplos de maquinas que
operan a nivel nano y llevan a cabo una serie de trabajos que van desde la generacion de
energia para la extraccion de materiales destinados a la alta eficacia. Las histonas
ribosoma, y cromatina, el aparato de Golgi, la estructura interior de la mitocondria, el
centro de reaccion fotosintética, y la fabulosa ATPasa son nanoestructuras que
funcionan eficientemente. La intriga en la investigacion de nanomateriales para la
medicina regenerativa es facil de ver y es amplia su propagacion. Los beneficios
potenciales de los nanomateriales en aplicaciones biomédicas e industriales para la
salud humana y el medio ambiente son aceptados en la literatura. En el contexto
biologico, los informes recientes se centran en el efecto del tamafio, forma,

biodisponibilidad, absorcién y distribucion subcelular de tales nanomateriales.

Nanotecnologia es el campo mas prometedor para la generacion de nuevas aplicaciones
en medicina sin embargo, sélo unos pocos nanoproductos son utilizados con fines
médicos. Las nanoparticulas de plata (AgNPS) han ganado interés a lo largo de los afios
debido a sus propiedades distintivas, como buena conductividad, estabilidad quimica, la
actividad catalitica y antibacterianas. La revision actual menciona sobre las
nanoparticulas de plata, que se aplica en la medicina antibacteriana, antifingica,
antiviral, terapia antiinflamatoria y también extiende un panorama general de métodos
biocompatibles de sintesis que mejoran el uso de estas terapias en el sistema humano.
La revision examina el papel de las nanoparticulas de plata en la terapia del cancer y

también cubre ciertas formulaciones de farmacos.
3.1.1 Sintesis de nanoparticulas de plata

La biosintesis de las nanoparticulas, ha recibido cada vez mas atencién debido a la
creciente necesidad de desarrollar en el medio ambiente tecnologias benignas en la
sintesis de material. Las nanoparticulas de plata se pueden sintetizar a través de una
seric de métodos como: la chispa de descarga, la reduccidon electroquimica, la

irradiacion de solucion y sintesis crio quimica.
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3.1.2 Los métodos tradicionales de la sintesis de nanoparticulas de plata

La reduccién quimica es el método mas utilizado para la preparacion de nanoparticulas
de plata (AGNPS) en forma de dispersiones coloidales en agua o solventes organicos.
Reduccion de los iones de plata (Ag +) en solucidon acuosa en los rendimientos de
particulas de plata coloidal con un didmetro de varios nandémetros. Inicialmente, la
reduccién de complejos Ag con diversos iones conducira la formacion de atomos de
plata (AGO), que es seguido por aglomeracion en grupos oligoméricos. Estos grupos
pueden dar lugar a la formacién de particulas coloidales de Ag. El control de sintesis de
AGNPS se basa en un proceso de reduccidon de dos pasos. En esta técnica un agente
reductor fuerte, se utiliza para producir pequeiias particulas de Ag, que se amplia en un
segundo paso de reduccién con un agente reductor mas débil. Diferentes estudios
informan de la ampliacién de las particulas en el segundo paso de 20-43nm a 120-
170nm. Por otra parte, la solucién inicial no era reproducible y se necesitaban equipos
especializados. La sintesis de nanoparticulas por métodos quimicos de reduccion, se
realiza a menudo en presencia de los estabilizadores para prevenir aglomeracién no
deseada de los coloidales. El método bioldgico de la sintesis de nanoparticulas ha
demostrado ser un método mejor que los métodos quimicos, debido a la gran cantidad
de capital involucrado en la produccién y se trata de un uso intensivo de proceso de
energia. Por otra parte los nanocristales coloidales de plata son producidos por las rutas
quimicas que comprometen el factor de tamafio durante el almacenamiento. La "sintesis
biolégica” de nanoparticulas es la sintesis favorable al medio ambiente. La lenta
cinética ofrece una mejor manipulacion y control sobre el crecimiento de cristales y su

estabilizacion.

La sintesis “verde” de AGNPS involucra tres pasos principales, que deben ser evaluados
en base a las perspectivas de la quimica verde, incluidas (1) la selecciéon de medio
solvente, (2) la seleccion de agente reductor en medio ambiente benignos, y (3) la
seleccion de sustancias no toxicas para la estabilidad AGNPS. Estas rutas sintéticas,
tienen la biomineralizacion que es una técnica atractiva. El mejor método de sintesis de
nanoparticulas es la biomineralizacion. Es uno de los grandes enfoques hacia la
biocinética. La generacion de nanocristales de plata, la reduccion de iones de plata ha
sido utilizada en bacterias y organismos unicelulares. La reduccién es por medio de una
enzima y la presencia de esa enzima en el organismo se ha encontrado que es la

responsable de la sintesis. Nuestro interés esta puesto en las nanoparticulas
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bioldégicamente sintetizadas por otros métodos, se han encontrado algunas anormales en

el tamafio y forma también presentan ciertas dificultades cuando se usa en la terapia.
3.1.3 La sintesis bioldgica de las nanoparticulas de plata

La sintesis biologica de las nanoparticulas germina de los experimentos de biosorcion
de metales con bacterias Gram negativas y positivas. La absorcion de los metales utiliza
Isoterma de adsorcién de Freundlich. Industrialmente los metales importantes como
plata, cadmio, cobre, etc, fueron probados para determinar si la sintesis biologica de
estos metales era posible o no. La plata fue precipitada como agregados coloidales en la
superficie celular y en ocasiones en el citoplasma. Los resultados de microscopia
electronica indican a éstos como agregados de nanoparticulas. Se deduce que las
células bacterianas han tenido la capacidad de obligar a absorber grandes cantidades de
metal. Los organismos que se utilizaron en las pruebas de absorciéon de metales
incluyen Bacillus subtilis y B. licheniformis (bacterias gram positivas) y Escherichia
coli (gram bacterias negativas). Las paredes celulares de las bacterias gram positivas se
observaron en cantidades mas grandes, se unen varios metales sobre las células de las
bacterias Gram negativas. El propésito antimicrobial en el medio ambiente es un
componente importante de la dindmica del metal. La biosintesis de los cristales a base
de plata llegd 10 afios después cuando estos cristales fueron identificados como las
nanoparticulas que exhibieron ciertas propiedades unicas. La biosintesis de las
nanoparticulas fue llevado a cabo en AG259 Pseudomonas stutzeri, en una cepa

bacteriana que fue aislada originalmente de una mina de plata.

Los resultados de microscopia electréonica de transmision (TEM) de la cepa bacteriana
resistente a la plata P. stutzeriAG259 cultivadas en grandes cantidades de sales de plata
(50nm AgNOs) mostraron que las células pueden acumular plata en grandes cantidades.
La medida y el aspecto de la deposicion de Ag en el periplasma de las bacterias se
ilustra en la figura.18 A y B, que presenta una vision general representativa de secciones
finas de un cultivo celular preparado por la eliminacién de las células activas crecido en

una placa de agar.
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Figura 18. Micrografias TEM

Las secciones demostraron que la mayoria de las células presentan grandes
concentraciones de nanoparticulas de plata. Lin y col. reportaron que mediante el
analisis realizado por TEM es importante para el estudio de las nanoparticulas de plata,
asi como también difraccion de rayos X el cual fue utilizado para el estudio de la
estructura cristalina de las mismas. Mediante difraccion de rayos X se forman
estructuras cristalinas, con valores de 39,01 °, 46,48 °, 64,69 y ° 77.62, que corresponde
a los planos <111>,< 200>, <220>, y <311>, respectivamente, para la plata. La sintesis
de materiales con dimensiones en la escala nanométrica se convirtié en un desafio
permanente en la ciencia de materiales y en microelectrénica. Esto abre nuevas campos
para la preparacion de materiales nanoestructurados que incorporan como base a las
particulas de plata con estructura definida, composicién, y proptedades morfologicas.
Otras técnicas que se disponian para preparar este tipo de material fueron condensacion
de los gases y la radiacion ultravioleta o la radiacién gamma, que se asociaban a la baja
produccion, velocidad y alto costo. La produccion a gran escala de plata que contienen
materiales de deposicién quimica o reduccién de la solucién producida por particulas

de mas de unos pocos micrometros

3.1.4 Sintesis enzimatica de nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata son consideradas moléculas importantes debido a su
aplicacion en el campo de los medicamentos. Se demostr6 que la sintesis de
nanoparticulas de plata, utiliza nitrato reductasa o-dependiente de NADPH vy

fitoquelatina in vitro. En el trabajo realizado se utilizé6 un organismo (Fusarium
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oxysporum) que fue incubado durante una noche y el sobrenadante se utilizé para
purificar la proteina nitrato reductasa utilizando una columna de DEAE y CM. En la
sintesis participan: el uso de nitrato de plata (1mM), fitoquelatina (100 mg) a-NADPH
(ImM) y la enzima purificada (100 mg). El analisis mediante TEM confirmé la sintesis
de nanoparticulas. La sintesis se detecté por medio de la enzima nitrato reductasa que se
encontrd presente en el sobrenadante. El mecanismo exacto de la reducciéon de iones
metalicos en bacterias aun no se ha aclarado. Parece ser que la reductasa, péptidos y
proteinas pueden ser responsables de la reduccion de los iones Ag +. Entre las bacterias
esta B. licheniformis que se ha utilizado para la sintesis intra y extracelular de las
nanoparticulas de plata. En B. licheniformis, la enzima se encuentra en la membrana, y
es llamada enzima respiratoria asi como la enzima nitrato reductasa puede dar lugar a la

formacion de nanoparticulas de plata sobre la membrana celular (fig. 19).

3173 28KD 40,080 Sens KD 9%

Figura 19. Micrografia SEM de las nanoparticulas de plata formadas después de la reaccion del
sobrenadante con AgNO; (1 x 10-3 M) durante 24 h (muestra de particulas de alta resolucién a una

escala de escala a 50nm).

En todos los organismos que sintetizan las nanoparticulas de plata con nitrato. La
sintesis extracelular de las nanoparticulas podria ser muy ventajosa desde el punto de
vista de la sintesis. Las nanoparticulas de plata que parecia ser una proteccion del
mecanismo de defensa de comportamiento altamente reactivo de los iones de plata (Ag
+) a las células. Los iones de plata en la solucidn acuosa en las células se convierten en
estado reducido (AGO). La sintesis de nanoparticulas en la presente reaccion en las
células se atribuye a la presencia de nitrato de enzima llamada reductasa. La enzima se
encuentra en ambos, aerobios y anaerobios. Esta enzima de F. oxysporum se ha

explotado, por la sintesis in vitro de nanoparticulas de plata.

30



3.1.5 Sintetizadores de nanoparticulas de plata

La bionanociencia se centra en los fenémenos bioldgicos a nanoescala. La investigacion
cientifica es fundamental para avanzar en la nanociencia y la nanotecnologia asi como
la biologia y la medicina. Una gran ventaja de tener procariotas como las nanoparticulas
sintetizadoras es que pueden ser facilmente modificadas mediante ingenieria genética

técnicas de expresion de enzimas especificas, ademas de la facilidad de manipulacion.

Sin embargo, el uso de los eucariotas, especialmente hongos, es potencialmente
interesante ya que secretan grandes cantidades de proteinas, aumentando asi la
productividad, y son faciles de tratar en el laboratorio. Ademas, el proceso puede ser
facilmente ampliado, econémicamente viable con la posibilidad de cubrir facilmente
grandes superficies por el crecimiento adecuado de micelio. Por otra parte, en los
procesos posteriores seria mucho mas simple utilizar microorganismos flingicos para
sintetizar nanoparticulas de plata en ambos sistemas intracelulares y extracelulares.

3.1.6 Impacte de nanoparticulas de plata en biomedicina

La reciente aparicion de la nanotecnologia ha dado una nueva modalidad terapéutica en
las nanoparticulas de plata para su uso en la medicina. Hipdcrates, padre de la medicina
creia que la plata en polvo tenia beneficios y propiedades de curaciéon contra
enfermedades y aparece como un tratamiento para las ulceras. Pero fueron compuestos
principalmente de plata que entraron para aplicacion médica. Los compuestos de plata
fueron las armas principales contra la infecciéon de la herida en la primera guerra
mundial hasta el advenimiento de los antibidticos. Plata metélica se somete a nuevas
tecnologias de ingenieria resultantes en morfologia caracteristica extraordinariamente
novedosa. La plata metalica se ha disefiado en particulas ultrafinas cuyo tamafio se mide
en nanometros (nm). Al llegar a nanoescala, las nanoparticulas de plata presentan
propiedades fisico-quimicas inusuales y actividades bioldgicas. Estas propiedades
distintivas extienden su aplicacion en las actividades antibacterianas, terapia

antifungica, antiviral y anti-inflamatorios.
3.1.7 Nanoparticulas de plata como agente bactericida

Los microorganismos (bacterias, levaduras y hongos) juegan un papel importante en la
remediacion de metales toxicos a través de la reduccion de los iones metalicos. Se ha
sabido que las nanoparticulas de plata inhiben y tienen efectos bactericidas por lo tanto

se extiende su aplicacion como agente antibacteriano. El efecto combinado de
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nanoparticulas de plata con antibidticos ha demostrado ser fructifero. Tales efectos se
observaron por primera vez en E. Coli, Staphylococcus aureus con método de difusién
en disco. La actividad antibacteriana de la penicilina G, amoxicilina, eritromicina,
clindamicina, vancomicina aumento en la presencia de AGNPS contra las dos cepas de
prueba. No se observa el mismo efecto en el caso de los antibidticos probados. Los
efectos de AGNPS en la actividad antibacteriana de los antibidticos de E. coli fueron
inferiores a los S. aureus. Por el contrario, la actividad méas sinérgica se observo con
eritromicina frente a S. aureus. El cemento 0seo sobre la base de polimetilmetacrilato
(PMMA) es un estandar de oro para el anclaje de las articulaciones artificiales. Como
todos los biomateriales PMMA tiene un elevado riesgo de infeccion cuando se implanta
en el cuerpo humano en comparacion con tejido autdgeno vital. Por lo tanto, la carga de
PMMA con antibiéticos para reducir la tasa infeccion ha demostrado ser una buena
estrategia. Buchholz y Engelbrecht (1970) fueron los primeros en cargar cemento dseo
con antibidticos para reducir las tasas de infeccion en la artroplastia. La primera
reduccion significativa de la tasa de infecciéon por el uso de cemento dseo, en
comparacion con gentamicina carga normal de cemento PMMA reportados por Thierse
(1978), Wannske y Tscherne (1979) confirmé diferencias significativas en la actividad
antimicrobiana entre el cemento PMMA cargado con antibidticos y sin formato en un
prospectivo estudio. El efecto del uso de nanoparticulas de plata junto con el cemento
Oseo fue inhibir la proliferacion de las células bacterianas. Un aumento en la
concentracion de la plata intensifica el efecto antibacteriano. Los niveles citotoxicos de
las nanoparticulas de plata en el cemento dseo fueron minimos, por lo tanto se

recomienda para el tratamiento de la artroplastia.

Los antibidticos de uso mas frecuente en el cemento 6seo son tobramicina o
gentamicina. La plata ha sido conocida por tener propiedades bactericidas eficaces para
varios siglos. La actividad antibacteriana de las nanoparticulas de plata se puede
extender también a la industria textil. El sintetizado bioldgico de nanoparticulas de plata
podria ser de enorme utilidad la industria medica textil por su funcién eficaz
antimicrobiano. Los materiales estériles por ejemplo telas juegan un papel importante en
los hospitales, donde a menudo las heridas estan contaminadas con microorganismos,
en particular, hongos y bacterias, como S. aureus. Por lo tanto, para reducir o prevenir
las infecciones, diversas técnicas de desinfeccion antibacteriana se han desarrollado

para todo tipo de textiles, por ejemplo ya hay nanoparticulas de plata incorporadas en
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telas de algodén y seda. La actividad anti-bacteriana se observa cuando las

nanoparticulas de plata se incorporaron en tela de algodon.
3.1.8 Nanoparticulas de plata en la terapia antifingica

Las infecciones por hongos se han vuelto mas comunes en los ultimos afios. En
particular los hongos son mas frecuentes en los pacientes que estin
inmunocomprometidos debido a la quimioterapia contra el cancer, o de 6rganos o
infecciones por virus de la inmunodeficiencia. La disponibilidad de los farmacos
antifingicos es limitado debido a la profilaxis con antifingicos puede dar lugar a la
aparicion de cepas resistentes. El progreso en el desarrollo de ambos agentes
antifingicos topicos y sistémicos rezagados, debido en parte a los esfuerzos de
investigacion intensiva en el area de la terapia antibacteriana que se inici6 en la década
de 1940 después de la produccién a gran escala de penicilina y también a la baja
incidencia relativamente de graves infecciones por hongos comparado con las

infecciones bacterianas.

En 1980, los miembros de las cuatro clases principales de agentes antimicOticos-
polienos, los azoles, morfolinas, y alilaminas habian sido identificados, pero el tnico
medicamento nuevo introducido para el tratamiento de infecciones sistémicas por
hongos fue ketoconazol oral. El desarrollo de nuevos medicamentos antifingicos es
debido a la creacion de nuevas terapias de combinacion potencial para combatir la
mortalidad. Muchos estudios han demostrado los efectos antimicrobianos de AGNPS,
sin embargo los efectos contra hongos patégenos son en su mayoria desconocidos. El
efecto antifungico de las nanoparticulas de plata y su modo de accién se investigaron.
Efectos antifingicos en hongos probado con bajos efectos hemoliticos en contra de los
eritrocitos humanos se han observado. Aunque la resistencia a los farmacos antifungicos
no parece ser un problema como resistencia a los agentes antibacterianos en bacterias,
una preocupacion a largo plazo es que el nimero de tipos fundamentalmente diferentes
de los agentes antifingicos estan disponibles para el tratamiento sin embargo sigue
siendo muy limitada. Esto es porque los hongos son organismos eucariotas con
estructura y metabolismo que son similares. Por lo tanto, hay una necesidad médica
inevitable y urgente de los antibidticos con nuevos mecanismos antimicrobianos.
Aunque el efecto biocida y el modo de accién de iones de plata es conocido, sin

embargo, los efectos antifingicos y el modo de acciéon de AGNPS contra los hongos se
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han mantenido en su mayoria desconocidos. La anfotericina B, es un agente
antimicdtico que se utiliza para tratar enfermedades sistémicas graves. Se utilizaron
infecciones tratadas con anfotericina B como control para ser comparadas con la
actividad de las AGNPS. Las AGNPS mostraron actividad antifingica significativa
frente a T. mentagrophytes y especies de Candida. El micelio inducido por suero se
inhibié de modo que se prorroga y se forma en presencia de AGNPS, sin embargo el
micelio se forma normal en la ausencia de AGNPS. Estos resultados dieron a conocer
que las nanoparticulas de plata pueden ser un potente agente antifiingico. La capacidad
de AGNPS de perturbar la estructura sobre hongos se documentarin mediante
microscopio electronico de transmision. El tratado de las células de los hongos mostrd
dafios significativos, que se caracterizé por la formacion de un "pozo" en sus paredes

celulares y poros en la membrana plasmaética.
3.1.9 Nanoparticulas de plata anti-virales y su interaccion con el VIH

Nanomateriales con excelentes propiedades han sido ampliamente investigados en un
amplio rango de aplicaciones biomédicas, en particular, medicina regenerativa. Las
nanoparticulas de plata se han usado para exhibir la eficacia antimicrobiana contra las
particulas virales. El virus de la viruela de los monos (MPV), un ortopoxvirus similares
al virus de la viruela, es el agente causal de la viruela del simio en muchas especies de
primates no humanos. Las nanoparticulas de plata han demostrado que presentan
prometedoras actividades citoprotector frente al VIH-infectados por las células T, sin
embargo, el efecto de estas nanoparticulas hacia otros tipos de virus, no ha sido
investigado. El virus de la viruela del simio es un patégeno humano, con una
presentacion clinica similar a la de la viruela. MPV es considerado como una gran
investigacion de amenazas a la vida humana y por lo tanto se esta llevando a cabo para
desarrollar drogas y agentes terapéuticos contra este virus. Las caracteristicas versatiles
de nanoparticulas de plata han llevado a su utilizacion para dar resistencia en contra de
los virus. Las nanoparticulas de plata también podrian inhibir la produccién in vitro de
la hepatitis B ARN y virones extracelulares. Se ha propuesto que la directa interaccion
entre estas nanoparticulas y el VHB de doble cadena de ADN o particulas virales es
responsable de su mecanismo anti-viral. Muchos otros estudios han participado para
estudiar la interaccion entre el virus y las nanoparticulas. En un estudio se incorporan
nanoparticulas de carbono en una matriz espumada y esto impide la coalescencia

durante su sintesis. Analisis por TEM muestran que las nanoparticulas tienden a

34



aglomerarse en el interior de la matriz de carbén en espuma, aunque una fraccién
significativa de la poblacion se libera de esta matriz por la energia procedente de un
bafio por ultrasonido. Estas nanoparticulas son liberadas principalmente a superficie
libre nanoparticulas, y sélo las nanoparticulas de la matriz de carbon espumado
interactian con el VIH-1 en las células (Fig. 20 B y C). Los resultados de TEM
indicaron que estas particulas eran de menor tamafio (alrededor de 16 nm). También
reveld que la muestra se compone de nanoparticulas de diferentes morfologias.
Infrarrojos (IR) y espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS), han revelado que
los dos atomos de oxigeno y nitrégeno del anillo de la pirrolidona puede promover la
adsorcion de las cadenas de PVP en la superficie de la plata (Fig. 23 D). La distribucion
de tamafios de la muestra se obtuvo en imagenes de campo oscuro de angulo amplio

(HAADF), (ver figura 20 E y F).
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Figura 20. Imagen TEM de nanoparticulas de plata de superficie libre liberadas de la

matriz de carbono mediante dispersion del polvo.

Como una buena aproximacion, los elementos mas ligeros aparecen opacos y los
elementos pesados aparecen brillantes. Debido a la gran diferencia en numero atémico,
las nanoparticulas de plata se distinguen facilmente de la materia organica y del virus.
La presencia de plata se confirma de forma independiente por espectroscopia de energia

dispersiva de rayos X (EDS).
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Los tamaiios de las nanoparticulas obligan a que los virus estén exclusivamente dentro
del rango de 1-10 nm. Tanto la disposicidn espacial de las nanoparticulas y el tamafio de
la dependencia de la interaccion puede ser explicado en términos de la pandemia del
VIH-1 del virus y pueden proporcionar informacion sobre el modo de interaccion entre
el virus y las nanoparticulas. El exterior del virus VIH-1 estd compuesto de una
membrana lipidica entremezclada con las perillas de la glicoproteina que sobresale, y
estd formado por trimeros que consiste en dos subunidades: la superficie gpl120
subunidad glicoproteina estd expuesta al exterior, y la gp4l glicoproteina
transmembrana abarca subunidad de la membrana viral y conecta el exterior
glicoproteina gp120 con la matriz P17 interior protefna. La funcion principal de estos
salientes de glicoproteina gp120 es enlazar con los receptores CD4 en el origen de las
células. Numerosas proteinas celulares también estin integradas sobre paredes virales.
Sin embargo, el que sobresale la gp120 glicoproteina perillas estdn mas expuestas al
exterior, y debe ser mas accesible para las interacciones potenciales de nanoparticulas.
Estos se correlacionan con el modelo estructural para el VIH-1 propuesto por Arthur et
al. (1992). El contraste oscuro observado en estos sitios podria indicar los lugares de la
glicoproteina .Suponiendo que los sitios mas atractivos para interaccion son los residuos

de azufre de la glicoproteina.
3.1.10 Las nanoparticulas de plata y su efecto anti-inflamatorio

A pesar de los miles de millones de ddlares que se han gastado en la investigacion
inmunologica, han surgido pocos medicamentos antiinflamatorios eficaces. Una
necesidad urgente de nuevos firmacos existe, ya que muchas enfermedades
inflamatorias no son suficientemente sensibles a los medicamentos actuales. Por otra
parte, en los paises desarrollados, la incidencia de algunas enfermedades inflamatorias,
como el asma, se ha incrementado notablemente en las ultimas décadas. La incidencia
de algunas enfermedades autoinmunes, como diabetes tipo 1, también ha aumentado, de
los vinculos mas sugerentes entre las enfermedades inflamatorias y los aspectos de la
vida moderna. El reto para el desarrollo de nuevos farmacos anti-inflamatorios ha sido
encontrar objetivos adecuados que son esenciales en el proceso inflamatorio, sin
embargo son en su mayoria prescindibles para la defensa del huésped contra los
patégenos. El desarrollo de nuevos medicamentos estd destinado a revolucionar el
tratamiento de enfermedades inflamatorias. La terapéutica que altera selectivamente la

migracién de células que representa una clase especialmente prometedora de las nuevas
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drogas anti-inflamatorias. La industria farmacéutica ha dirigido varios tipos de
moléculas para someter a las enfermedades inflamatorias. Las drogas que alteran la
migracion de células, parecen ser especialmente prometedoras en ensayos clinicos y en
modelos animales de muchas de las enfermedades inflamatorias. Apdsitos de
nanocristales de plata se introdujeron comercialmente como apdsitos antimicrobianos
en 1998 y estos han mejorado la curacién, que pueden resultar de potentes actividades
antiinflamatorias. Esta actividad inusual de nanocristales se dice que ocurre debido a su
pequefio tamafio. Los nanocristales de plata tienen comportamiento de disolucién unico,
la liberacion de AGO en la solucion. Esta especie (AGO) se dice que presentan actividad
anti-inflamatoria y esto se puso de manifiesto cuando se utilizaron modelos de animales.
Nanoparticulas AuQ suprimen la actividad de la interleucina-6 (IL-6) y factor de
necrosis tumoral o (TNF-0) mientras dan el alivio de los sintomas de la artritis
reumatoide, lo que indica que puede haber un efecto anti-inflamatorio. La estructura del
cristal (cubica centrada en las caras) y los radios Pauling covalentes de plata y de oro
son iguales. Por lo tanto, la plata y el oro pueden sustituirse unos por otros en cristal de
celosias, lo que sugiere que las agrupaciones Au0 y Ag0 deben ser idénticas
fisicamente, y por lo tanto pueden tener actividad biolégica similar. En el tratamiento de
quemaduras en un ratén se utilizaron nanoparticulas de plata y se encontré un aumento
de la tasa de curacion y una disminucion en la cicatrizacién, esto en comparacion con
sulfadiazina de plata. Esto fue acompafiado por el incremento en la expresion de IL-10,
factor de crecimiento vascular endotelial, e interferon-y, con la IL-6. En una herida
porcina infectada, los tratamientos de nanoparticulas de plata mejoraron la
regeneracion de los tejidos mientras que disminuye el eritema y edema. El efecto anti-
inflamatorio de las nanoparticulas de plata se comprob6 en la piel de cerdo, ya que s un
excelente modelo de la piel humana. Se observo que la cicatrizacién de la herida fue

mucho maés significativa.

3.1.11 Nanoparticulas de plata en la terapia del cancer
La integraciéon de la nanotecnologia con la biotecnologia y la medicina, significa la
capacidad de descubrir la estructura y funcién de los biosistemas, que intrinsecamente
tienen un nivel de organizacién a escala nanométrica. La nanotecnologia tal vez
traducida a la nanomedicina, en lo que se refiere al tratamiento y curacién de las
enfermedades en escala molecular. De hecho, el uso de nanoparticulas (100 nm o

menos) para la entrega y la seleccion de agentes terapéuticos y de diagnostico, estd a la
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vanguardia de proyectos en la medicina para el cancer. La seleccion y la acumulacién
de medicamentos en lugares especificos donde se libera el agente, proporciona un
medio para alcanzar altas concentraciones del fAirmaco en un area designada con menos
efectos sistémicos secundarios. El cancer sigue siendo una de las enfermedades mas
devastadoras del mundo y los tratamientos actuales incluyen el cancer de la intervencién
quirurgica, la radiacion, y farmacos quimioterapéuticos, que a menudo también matan a
las células sanas y causan toxicidad para el paciente. Tanto el campo del disefio de
drogas y la proyeccion de imagen del cancer vamos a ganar un desarrollo que se
considera generalmente como un avance fundamental en la medicina, esto es, la
introduccién de la nanotecnologia en la medicina. La progresion de los tumores ha sido
atribuida a la acumulacion de multiples alteraciones a lo largo del genoma, que se
manifiesta por la inestabilidad gendmica. El ataque a las células dentro de un tumor no
siempre es factible debido a que algunos medicamentos no se pueden difundir de
manera eficiente y la naturaleza aleatoria del enfoque hace que sea dificil controlar el
proceso. Esta falta de control puede inducir resistencia a multiples farmacos (MDR),
una situacion en la que fallan los tratamientos de quimioterapia en los pacientes debido
a la resistencia de las células cancerosas hacia una o mas drogas. MDR se debe a que
las proteinas transportadoras pueden expulsar a partir de las células, las drogas que estan
sobre-expresados en la superficie de las células cancerosas. La nueva tendencia de la
utilizacion de nanoparticulas como transportadores de farmacos ha explotado el
potencial de las nanoparticulas para revolucionar el tratamiento del cancer. La plata no
se reconoce como molécula terapéutica de desarrollo y seguramente se extendera su uso
como un portador de drogas. Las nanoparticulas de plata se pueden utilizar para

focalizacion de drogas activas y pasivas.

Se han hecho muchos intentos en utilizar nanoparticulas de plata como un agente anti-
cancer y todos ellos han aparecido positivos. El préximo logro es el descubrimiento del

mecanismo de accion. El posible mecanismo se ilustra en la figura. 21.

38



l ‘ (S (S [N

Pericitos

Ly
L}
X ‘d“‘O/ Cancer de células

endoteliales

Vasos sanguineos
normales

Células endoteliales normales

Formacion de nuevos vasos
sanguineos

Fig. 21. Posible mecanismo para la entrega selectiva de nanoparticulas de plata en la terapia del cancer

La focalizacién de las nanoparticulas de plata hacia las células cancerosas implica
ciertas limitaciones. La primera pregunta que surge es acerca de la toxicidad de las
nanoparticulas de plata hacia las células del cuerpo. Las nanoparticulas de mayor
tamafio han demostrado que son toxicas para las células. Una forma de superar esta
limitacién es el uso de particulas de menor tamafio (5-20 nm). Este tamafio de particula
ha demostrado ser menos toxico para las células y también presentan mayor afinidad
hacia los receptores. Resultados similares se han obtenido cuando las particulas se

revisaron para interaccion con VIH.

Una de las razones podria ser la diferencia en la curvatura de la nanoparticulas de
diferentes formas. Por ejemplo, las nanoparticulas en forma de baston pueden tener
mayor area de contacto con los receptores de la membrana celular que las

nanoparticulas esféricas cuando el eje longitudinal de las barras interactia con los
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receptores. Esto, podria reducir el nimero de sitios disponibles para la unién del
receptor. Una segunda razén podria ser la cantidad de moléculas de surfactante CTAB
adsorbido sobre las nanoparticulas en forma de baston durante la sintesis. S1 el CTAB
todavia estaba en la superficie, el suero no puede ser capaz de unirse a la superficie de
las nanoparticulas de plata de manera eficiente. Ademas, el recubrimiento de proteina en
la superficie de la plata en forma de vara de las nanoparticulas puede no ser homogéneo.
En tal caso, los ligandos en la superficie de las nanoparticulas de plata en forma de vara
no podran unirse a los receptores en la superficie celular con tanta fuerza (debido a la
falta de union multivalente). Este podria afectar la absorcion de las nanoparticulas. La
otra pregunta que se plantearia es la unién especifica de las nanoparticulas de plata
hacia células del cancer, pero no a las células del cuerpo. Una posible razén podria

deberse a diferencias morfoldgicas entre las células cancerosas y las células del cuerpo.

Las células cancerosas son diferentes en el tamafio de los poros, en comparacién con las
otras células por lo que un tamafio controlado de focalizaciéon de las nanoparticulas de
plata se puede probar eficazmente en el caso del tratamiento del cadncer. Los
mecanismos que regulan el tamafio y la captacién intracelular de forma dependiente de
las nanoparticulas pueden ser especulados. Es evidente que la adsorcion no especifica
de las proteinas séricas media la absorcion de las nanoparticulas. La presencia de estas
proteinas en la superficie de las nanoparticulas determina la absorcion de vida media.
El papel de las nanoparticulas de plata puede ser explotado para explorar las vias de
sefializacion desencadenada por las nanoparticulas de plata dentro de las células
cancerosas. El crecimiento y la maduracion de una red vascular funcional son procesos
complejos y todavia no entendidos completamente, la participacién orquest6 la
activacién de células progenitoras vasculares en las primeras etapas del desarrollo
embrionario seguida de la vasculogénesis y la angiogénesis. Estos procesos requieren
una activacion fuertemente regulada de crecimiento de varios factores y sus receptores.
Las proteinas y los lipidos de transporte a lo largo de la secrecion de via en eucariotas
incluyen el embalaje y la entrega selectiva de carga de un compartimento a otro. Esto se
logra por la compafiia de vesiculas y estructuras tubulovesiculares que brotan de un

mismo donante y se fusionan con un compartimiento de destino especifico.

La biogénesis de las vesiculas portadoras es un aspecto importante de transporte de

membrana a lo largo de la via secretora. Una identifica su objetivo correcto y se
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someten de acoplamiento y fusién, y requiere un mecanismo de la membrana el

conocimiento de las proteinas asociadas a membranas.

El papel de las nanoparticulas de plata como un agente contra el cancer debe abrir
nuevas puertas en el campo de la medicina. El disefio inteligente de multiples
funciones de nanosistemas para imagenes intracelulares y especificas aplicaciones
terapéuticas requiere un conocimiento profundo de los mecanismos de
nanoparticulas que entran y salen de las células. Para aplicaciones bioldgicas y
clinicas, la capacidad de controlar y manipular la acumulacién de nanoparticulas
durante un largo periodo de tiempo dentro de una célula puede dar lugar a

mejoras en la sensibilidad diagnéstica y eficacia terapéutica.

La idea fue eliminar el uso de medicamentos de alto costo para el tratamiento del
cincer. En general, las nanoparticulas de plata deben servir como una de las
mejores maneras de tratar enfermedades que involucran la proliferacion celular y

la muerte celular [13].

3.2 Redes de hidrogel como nanoreactores: Un nuevo enfoque de las

nanoparticulas de plata para aplicaciones antibacteriales.

Redes de hidrogel basadas en N-isopropilacrilamida (NIPAM) y acrilato de sodio (SA)
fueron preparadas por polimerizaciébn redox en presencia de N, NO-
metilenebisacrilamida (MBA). Se prepararon nanoparticulas de plata muy estables y
uniformemente distribuidas utilizando estas redes de hidrogel como un portador a través
de la reduccion in situ de nitrato de plata en presencia de borohidruro de sodio como un
agente reductor. Se demostré que el hibrido de hidrogel con diferentes tamafios de

nanoparticulas de plata puede emplearse eficazmente como material antibacterial.

Las nanoparticulas (NPs) son materiales nanoestructurados y se consideran como una
clase importante de materiales que han encontrado interés en biomedicina, optica y
electronica. Se han propuesto una serie de métodos y desarrollos para la sintesis de
nanoparticulas sin aglomerados. Estos incluyen polimeros, macromoléculas bioldgicas,
particulas de latex, materiales inorganicos, dendrimeros, microgeles o hidrogeles,
sistemas coloidales y otros. La mayoria de los sistemas antes mencionados

proporcionan una buena estabilidad de nanoparticulas, sin embargo los sistemas de
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microgel o hidrogel pueden actuar de forma similar. Ademds, estos hacen mas

conveniente la produccion de nanoparticulas de tamafio mas pequefios.

Los esfuerzos recientes en la investigacion se dirigen para explotar la sintesis in situ de
nanoparticulas de metales dentro de la sintesis y de la red polimérica de productos,
utilizando estos enfoques estan conduciendo a nuevo hibrido o sistemas compuestos en
quimica y ciencia de ingenieria. La red tridimensional de hidrogeles son plantillas
adecuadas para producir nanoparticulas sobre sistemas convencionales no acuosos y
poliméricos para aplicaciones biomédicas, por su excepcional compatibilidad con
moléculas biologicas, las células y tejidos. De esta manera se aprecia el sistema de
transporte en las células, por ejemplo: dendrimeros o microgeles actlan como

‘nanoreactores’ inmovilizando las particulas y proporcionando un facil manejo.

Los hidrogeles ofrecen gran espacio libre entre las redes cruzadas en la etapa de
inflamacion que puede actuar como un nanoreactor. La nucleacion y crecimiento de las
nanoparticulas. Un controlador de Deposicion de nanoparticulas Ag en el poli [(N-
isopropilacrilamida)-microgel co-(acido acrilico) - co-(acrilato de 2-hydroxylethyl)] ya
fue alcanzada. Xu et al, desarrollé un hibrido de microgel con cristales fotdnicos y
estudié sus caracteristicas. PICH et al, describe la sintesis y caracterizacion de
microgeles hibridos de poli- [(vinilcaprolactam-co-acetoacetoxi metacrilato)] vy
nanoparticulas de Ag. Un método habitual para la estabilizaciéon de nanoparticulas de
Au en las redes de hidrogel a través de un tiolester fue desarrollado empleando el

reticulante N, NO-cistaminebisacrilamida.

El interés actual en aplicaciones biomédicas es que un sistema versatil debe mostrar
actividad antibacteriana hacia gérmenes en contacto. Las nanoparticulas de plata
(AgNPs) son consideradas no toxicas. Sin embargo, tienen afinidad de enlaces pobres
con la superficie. Por lo tanto, los avances mas recientes apuntan a descubrir caminos
prometedores para obtener nanoparticulas de Ag en redes de geles. De esta manera, los
sistemas de polimeros con nanoparticulas de plata abrieron una nueva ventana para un
rango diferente de aplicaciones en el campo biomédico y estos enfoques son mas
efectivos y seguros. NP Ag/Poli(N-Vinyl-2-pyrrolidone) es un compuesto que funcion6
como un bactericida, éste se aplica en casos complicados de quemaduras infectadas y

heridas purulentas.
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Un recubrimiento antimicrobiano prometedor de poli (2-hidroxietil con redes de
acrilato), poli (etilenamina) (PHEAePEI) y nanoparticulas de Ag modificados con PEG
se utiliza para aplicaciones biomédicas en la vida diaria. La combinacion de
nanoparticulas de metal por ejemplo plata con formas poliméricas parece ser una via
prometedora para el disefio de nuevos materiales. Asi, se explor6é la posibilidad de
producir nanoparticulas de plata en redes de hidrogel y poder demostrar su excelente

actividad antibacteriana.
Materiales

N-Isopropilacrilamida (NIPAM), acrilato de sodio (SA), Persulfato amoénico (APS), N,
NO-metilenebisacrilamida (MBA), N, N, NO, NO-cloroetilico (TEMED), borohidruro de
sodio (NaBH4) se obtuvieron de Aldrich (USA). Nitrato de plata (AgNO;3) fue
comprado a Junsei Chemical Co. Ltd. (Jap6n). Todos los productos quimicos se utilizan
como tal sin ninguna depuracion extra. Se utilizd agua destilada para preparar las

soluciones y polimerizaciones.
Preparacion

NIPAM (800 mg), SA (200 mg) y MBA (14nm) son afiadidos en 8ml de agua destilada.
A esta solucién de monémero homogénea, por cada 1ml de APS (1 g/100ml de agua) y
TEMED (1 g/100ml de agua) se agregaron secuencialmente en agitacion continua. La
polimerizacion de unién radicélica en un tubo de ensayo continué durante 24 horas a
temperatura ambiente para ver la formacion de la red completa. Después de romper el
tubo, la varilla de gel fue cortada en varios discos. Los discos hidrogel fueron lavados
con agua destilada por tres dias y después se filtraron. Del mismo modo, variando la
concentracion de MBA (4.5, 6.00 y 8,5nm) se obtuvo Hidrogel con diferentes
estructuras de red.

La preparacion de las nanoparticulas de Ag en redes de hidrogel se ha realizado en
varios pasos. El gel seco puesto en 30ml de agua, permitié hincharse (w50 mg)
completamente. A continuacion, el hidrogel hinchado fue transferido a otro vaso que
contiene 30ml de solucion de nitrato de plata para obtener el ion cargado de plata.
Después de un dia, los geles cargados con plata se colocaron en 25ml de borohidruro de
sodio en solucion 10nm. El gel que contenia la sal de plata se coloco en contacto con

solucién NABHj, el color del gel cambid a color café. Los geles nanohibridos de Ag
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obtenidos se caracterizaron después de la trituracion mediante el uso de un molino. Las
nanoparticulas de plata También se prepararon a través de la técnica comun reduccion
de AgNO; con NaBH4 en ausencia de redes de hidrogel. Escherichia coli fue utilizada
para probar el potencial biologico de las nanoparticulas de Ag en redes de hidrogel. La
actividad antibacteriana de las nanoparticulas de Ag fue determinada por métodos
estdndar. Se colocaron nanoparticulas de Ag en redes de hidrogel con una gota de
solucion (las soluciones de los ensayos se prepararon con agua destilada) en cajas petri.
Luego se aplicaron las células de la bacteria E. Coli por aerosol y fue cultivada en agar
de crecimiento a 35+ 2 °C durante 24 horas. La bacteria fue cultivada en medio Muller
Hinton (MHB) usados como indculos para el estudio. Las células de E. Coli (ATCC
25922, 107 células/ml de agua destilada) se pulverizan sobre el sustrato utilizando un
pulverizador, posteriormente fueron secadas durante 2 minutos y luego colocadas en
agar de crecimiento Muller, al cual se agreg6 agar Hinton (MHA), (0,7% en medio de
cultivo). Como era de esperarse, el nimero de colonias cultivadas en las nanoparticulas
de Ag en redes de hidrogel resultd ser casi nulo en comparacion con las partes sin

recubrimiento que rodean el sustrato.
Caracterizacion

Se realizaron analisis XRD con un difractémetro (radiacion Cu, 1 0.1546 %4 nm) con
40kV y 40mA. Las imagenes fueron tomadas mediante microscopia electronica de
barrido (SEM) modelo Hitachi S-4700 operado con un voltaje de aceleracion de 15kV.
La temperatura de transicion vitrea (Tg) para los hidrogeles se realizo mediante DSC
modelo Mettler Toledo Instrument. Estos experimentos se realizaron para muestras
secas (5 mg) de 25 a 300°C a una velocidad de calentamiento de 5°C bajo un flujo de
nitrégeno de 40ml/min. Las muestras para SEM se prepararon colocando de 2 a 3 gotas
de gel nanohibrido de plata en solucién en una placa de silicio. Mediante microscopia
electrénica de transmision (TEM) y se realizo el analisis con un microscopio JEOL
JEM-2000 a 200 kV. La muestra fue preparada por dispersiéon de 2 a 3 gotas de
solucion de gel con plata en la rejilla de 3mm de cobre, eliminando el exceso de

solucion utilizando un papel filtro.
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Resultados y discusién

El desarrollo de geles hibridos de nanoparticulas es de gran interés en varios campos
incluyendo aplicaciones biomédicas, debido a un proceso facil para preparar el hidrogel
hibrido con Ag. El concepto del método actual para redes de hidrogel es esquematica
presentado en la figura 22. Este enfoque es 1til precisamente para producir
nanoparticulas de Ag. Otra de las ventajas de esta metodologia es que proporciona
nanoparticulas de Ag uniformemente distribuidas dentro de las redes, y las redes
constituidas de hidrogel con Ag pueden utilizarse eficazmente para aplicaciones
antibacteriales. Las redes de hidrogel incluyen cadenas PNIPAM y PSA, estas redes se
utilizaron directamente como portadores de produccidon de nanoparticulas de plata. Las
principales razones para seleccionar el poli (N - isopropilacrilamida- Hidrogel de
acrilato de co-sodio) como un nanogenerador son las siguientes: (a) el hidrogel poli (N-
isopropilacrilamida) (PNIPAM) es un excelente material biocompatible y exhibe un
cambio repentino con el medio ambiente, pero tiene aplicaciones limitadas debido a una
LCST (temperatura critica de la solucién) fija. Por lo tanto, muchos investigadores
intentaron superar esta limitacion agregando acido acrilico o unidades hidrofilas en el
polimero NIPAM, que podria cambiar el LCST a temperaturas mas altas. Puede ser
acrilato de Poli (acrilato de sodio) o sodio (b) efectivamente empleado como un agente
reductor o estabilizador de nanoparticulas, los discos de hidrogel previamente cargado
con la sal de Ag se hincharon completamente y fue reducido con NaBH, para la
obtencion de los geles nanohibridos de Ag y finalmente el producto fue purificado por
ultra filtracién con agua destilada. Las redes actuales de hidrogel pueden facilitar la
reduccion de la dispersion de nanoparticulas de plata. Curiosamente, elaboraron
nanoparticulas de plata con diametros de 2,67 nm mediante el método actual. Los
resultados obtenidos fueron superiores a los resultados anteriores. Hasta ahora, no hay
ninguna metodologia simple y facil que se ha adoptado para hacer las nanoparticulas
concisas mediante redes de hidrogel. En el sistema, el acrilato de sodio no s6lo modifica
las propiedades del Hidrogel sino también permite lograr una estabilizacion de las
nanoparticulas, el acrilato de sodio o cadenas de poli (acrilato de sodio) actian
eficientemente como agentes estabilizadores de la NPs Ag. Vale la pena sefialar que la
preparacion de nanoparticulas Ag en redes de hidrogel fue muy estable y no mostrd

signos de agregacion, incluso después de seis meses.
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Figura 22. Representacioén esquemética de la formacién de nanoparticulas de Ag en la red del hidrogel

La formacion de nanoparticulas de plata dentro de las redes de hidrogel puede verse
desde el disco de gel, que se convirtié en color marron. Después de la reaccién de
reduccion (Fig. 23 a). La hipétesis de que las nanoparticulas de plata se inmovilizan a lo
largo del hidrogel debido a una fuerte localizacion de los iones de Ag dentro de las
redes, es causada por el complejo de iones Ag con atomos de nitrégeno de PNIPAM y
atomos de oxigeno (COO) de PSA. Esto es confirmado por la Figura 2b, como una gran

contraccion del hidrogel después de la adicion de AgNO:s.

(a)

A: Gel en agua
8: Gel hinchado en solucién de Ag*”
C: Ag-Gel en solucién de NaBH,

(b) =

Relacidn de Hinchamiento
{e/e)

] . l
o

Hidrogel Hidrogel-Ag Hidrogel-Ag
nanohibrido

Tipo de hidrogel

Figura 23. a) Fotografias de la formacion de nanoparticulas de Ag en hidrogeles, b) propiedad de
hinchamiento del hidrogel.
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Sin embargo, al mismo tiempo, el sistema de red mostr6 un mejor patrén de
hinchamiento después de la formacidén de nanoparticulas de plata debido a la carga
superficial de las nanoparticulas (diferentes tamafios de las NPs de Ag) que perturban y
causan una expansion en las redes del gel. Por lo tanto, el orden de la capacidad de
inflamacion del gel es en el orden siguiente: hidrogel puro > hidrogel hibrido con Ag >

sal hibrido de hidrogel Ag.

La figura 24 b muestra el patron XRD del hidrogel y las NPs de Ag en las redes de
hidrogel. Las sefiales de difraccion del nanohibrido hidrogel en el valor de 20 de
38.1°C, 44.26°C, 64.50°C y 77.42°C se atribuyen debido a los planos de fcc <111>,
<200>, <220> y <311>, de la plata respectivamente. El hidrogel puro no mostrd
ninguna sefial en el patron XRD, lo que indica que no hay ningun comportamiento
cristalino. Pueden controlar el tamafio y la morfologia de las nanoparticulas variando la
unidén, densidad, funcionalizacién, y la modificacion de las redes de los hidrogeles. Para
controlar el tamafio de las nanoparticulas en la red del hidrogel preparado por diferente
union de redes empleando varias cantidades de MBA reticulante, es decir, 4.50-
13.00mM. La unioén de la variacion de densidad fue confirmada a través de mediciones
de temperatura de transicion vitrea de los hidrogeles. Las curvas de DSC de estos
hidrogeles se presentan en Fig. 27 c. El hidrogel mostré dos temperaturas de transicion
vitrea alrededor de 150 y 185°C. La primera Tg es mayor debido a la poli(N-
isopropilacrilamida) y el segundo es debido a poli (acrilato de sodio). Se comprobo que
la temperatura de transicion vitrea para configuraciones diferentes de cadena de poli (N-
isopropilacrilamida) fue entre 136 y 142°C. En este estudio, se observd que hubo
incremento en la temperatura de transicion vitrea del NIPAM (primera Tg), esto podria
ser debido al entrecruzamiento de cadenas poliméricas. Ademas, la segunda temperatura
de transicion vitrea desaparecié completamente para el hidrogel preparado con

concentraciones mayores de reticulante.
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Figura 24. (b) Patrones de difracciéon de rayos X del hidrogel y de hidrogel-Ag nanohibrido, y (c)
termogramas DSC de hidrogeles reticulados con diferentes cantidades de MBA.

Esto es evidente porque presenta como resultado un aumento en la concentracion del
reticulante, por lo tanto mayores redes y mas densas, esto conduce a valores mas altos
de Tg. Es importante tomar nota de que las nanoparticulas de plata se obtienen en las
distintas redes entrecruzadas utilizando la metodologia actual, sin embargo se mostraron
nanoparticulas esféricas muy dispersas. Figura 25 explica que la Concentracion de
MBA en la preparacién de las redes de hidrogel que determina el tamafio de las
nanoparticulas de plata. Esto indica estrictamente que las redes muy densas de hidrogel
(con una alta concentracibn de MBA) son responsables para la obtencion de
nanoparticulas de plata de menor tamafio (2,67 +0,97 nm), ya que favorecen mas
atracciones moleculares internas entre las redes de gel debido a un menor espacio en las
redes de hidrogel (Fig. 25 d). Las redes més densas ayudarian a estabilizar el tamafio de
las nanoparticulas. Por otro lado menores cantidades de MBA entrecruzado en redes de
gel proporcionan suficiente espacio libre para crecer particulas de tamafio mayor. La
disminucién de la concentracién del reticulante de 13.00 a 4,50 nm, incrementando de

2,63 a 21.11 nm el tamafio de las nanoparticulas producido en las redes.
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Figura 25. Imagenes TEM e histogramas de 2.11 #4.60, 6.63+2.37, 4.36+1.18 y 2.67+0.97nm de
nanoparticulas de plata en 4.50, 6.00, 8.50 y 13.00 nm de gel reticulado MBA, respectivamente.

Ademas, el comportamiento de las redes de hidrogel puede verse en la figura 26.
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Figura 26. (a) SEM del hidrogel puro y (b, ¢) Ag crecido en 4,50 nm en MBA reticulado
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Finalmente se muestra que el crecimiento de las nanoparticulas entre las redes del
hidrogel se distribuye uniformemente entre las cadenas, mientras que el blanco
(hidrogel sin nanoparticulas) mostré redes claras a lo largo de la estructura de gel.
Ademas, esta metodologia es un modelo general para hacer nanoparticulas dentro de las
redes. En el caso de nanoparticulas de plata incrustadas en las redes, son totalmente
accesibles s6lo por debajo de la LCST. La incorporaciéon de unidades de acrilato de
sodio en las redes de hidrogel PNIPAM (Poli (N-ispropilacrilamida)), definitivamente
mejora favorablemente a las redes para hacer nanoparticulas en gel y LCST hibridos
incluso a temperaturas mas altas y asi se extiende sus aplicaciones no sélo en

biomedicina, sino también en la catalisis.

Mediante el empleo de hidrogel con nanoparticulas de plata en sistemas hibridos
actuales, estudiamos la prueba de actividad antibacteriana hacia la E. Coli. La influencia
de los hibridos de gel que contienen nanoparticulas de plata de diferente tamaiio, es
decir, 2,67 +0,97 nm, 6.63 £237 nm y 21.11+ 4,60 nm, se examinaron y en
comparacion con nanoparticulas de plata (~220 nm) no tienen ninguna estabilizacion.
Los resultados sugieren que las nanoparticulas de plata de ~2.67 nm estan protegidas
por cadenas del polimero de hidrogel (Fig. 27 d), mostré una excelente actividad
antibacteriana en comparaciéon con nanoparticulas de plata de mayor tamafio en las
redes de hibrido (Figura 27 b y ¢). La raz6n podria ser debido a que las nanoparticulas
de tamafio inferior en las redes de polimero podrian salir ficilmente y pueden
interactuar con la E. Coli, Considerando que las nanoparticulas de plata de mayor
tamafio podrian tener una menor difusion. También observaron, que aunque las AgNPs
pueden salir de la red de hidrogel, no muestran una alta actividad antibacterial, si el
tamafio de las nanoparticulas de plata es grande. Este fenomeno es confirmado con
nanoparticulas la plata de 220 nm (método de reduccion en ausencia de la redes) en la
figura 6a. De estos resultados, se concluye que las nanoparticulas de plata estabilizadas

con hidrogel (2,67 nm) podrian ser la mejor opcion para su actividad antibacteriana.
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Figura 27. Resultados antibacterianos con el hibrido de hidrogel-Ag.

Conclusiones

En resumen, demostraron una estrategia simple para producir nanoparticulas de plata
bien definidas y precisas (~3 nm) dentro de las redes de hidrogel y exploro su aplicacion
como un material antibacterial. Esta metodologia podria aplicarse para producir

nanoparticulas de otros metales [14].

3.3 Sintesis de nanoparticulas de plata coloidales en microemulsién de agua / aceite

Las nanoparticulas de plata coloidales se han sintetizado utilizando nitrato de plata
solubilizado en el nicleo de una microemulsion de agua como fuente de iones de plata,
e hidrato de hidracina solubilizado en el nticleo de otra microemulsiéon como agente
reductor, dodecano como la fase de aceite y sodio bis (2-etilhexil) sulfosuccinato
(AOT) como surfactante. El efecto de la concentracién de AgNOs; y las relaciones
molares de agua y AOT (W) en microemulsion del tamafio de particula, la distribucion
del tamafio y la estabilizacién han sido investigados. Mediante microscopia electronica
de transmision (TEM), los resultados muestran que las nanoparticulas de plata son
esféricas y tienen una estrecha distribucion de tamafio, asi como una buena estabilidad.
Cuanto mayor sea la concentracion de AgNOs, mas rapida serd la tasa de crecimiento de
las particulas de plata. El mayor valor W se ha encontrado para dar mayor tamafio de

particula y una distribucién mas amplia de tamafio. Las nanoparticulas de plata
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coloidales resultantes tienen baja toxicidad y alta estabilizacion. Como resultado, las
nanoparticulas coloidales no tienen que ser separadas de la solucién y las particulas de

plata pueden ser utilizadas directamente en los campos antibacterianos.

Los nanocristales exhiben propiedades del nuevo material que difieren mucho de los
materiales a granel, debido a estos tamafios pequefios, incluido el efecto cuantico de
tamafio en la fotoquimica, optica no lineal propiedades de los semiconductores o en la
aparicion de propiedades metalicas con el tamafio de las particulas. Estas nanoparticulas
tienen una amplia gama de aplicaciones, la sintesis de nanoparticulas es de un campo de
gran interés durante los Wltimos afios, como materiales antibacterianos, materiales
antiestaticos, criogénicos superconductores, biosensores y asi sucesivamente. Las fibras
de nanocompuestos de plata se prepararon para la realizacion de la actividad
antibacteriana permanente agregando nanopolvos de plata en textiles sintéticos
comunes. La actividad antibacteriana de las fibras de hilado es excelente cuando las
nanoparticulas de plata se utilizan como una envoltura. En los materiales cataliticos, la
actividad catalitica de nanoparticulas de plata depende de su tamafio, asi como su
estructura, forma, distribucion del tamafio y el medio ambiente fisico-quimico. Por lo
tanto, el control y la distribucion del tamafio es una tarea importante. Otro reto es en: la
preparacion de la plata coloidal es la posibilidad de intercambio de disolvente, lo que
permite dispersiones de las particulas, tanto en disolventes polares como en no polares y
evita la agregacion de las particulas durante el proceso. Las ventajas de la formacion de
particulas que se dispersan facilmente en los medios orgénicos son reconocidas por los
cientificos en muchos campos. Por ejemplo, las nanoparticulas coloidales en medios no
acuosos preparados para las tintas conductoras estan bien dispersos en una baja presion
de vapor de solvente organico, que facilmente se originan en la superficie del sustrato
polimérico sin ningin tipo de agregacién. Entre las ventajas se pueden encontrar las
aplicaciones de las particulas de nanometales como catalizadores para reacciones
orgénicas, que tienen lugar en solventes no polares. Es muy importante la transferencia

de las nanoparticulas de diferentes entornos quimicos en las aplicaciones practicas.

Sin embargo, las nanoparticulas preparadas en las soluciones no polares son poco
frecuentes y dificiles. Como técnica, el método de microemulsion ha recibido una
atencion considerable en los ultimos afios. Este método permite la preparacion de

nanoparticulas de tamafio uniforme y controlable y por lo tanto ha sido usado por
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muchos investigadores para formar nanoparticulas de plata. Sin embargo, el método de
microemulsion descrito anteriormente produce dispersiones de plata estables s6lo a una
concentracion relativamente baja y empleo alto de disolventes orgénicos nocivos. La
gran cantidad de surfactante y solvente organico que se afiade al sistema, debe ser
separado y retirado del producto final. Como resultado, es costoso fabricar
nanoparticulas de plata por este método. Estos problemas son conocidos por ser criticos
y no han sido resueltos efectivamente. En este trabajo se ha preparado una solucién de
plata no toxica. Como resultado, las nanoparticulas de plata resultantes no tienen que
ser separadas de la solucion de la reaccién ya que la solucién de plata puede ser
utilizada directamente en los campos antibacterianos. Por otra parte, debido a la
adsorcion de las moléculas de surfactante en las particulas, es facil transferir las
particulas en solventes no polares. A la fecha, hay pocos informes sobre la preparacion
de nanoparticulas de plata con un alcano con baja toxicidad, y alta viscosidad como el

aceite de disolvente en microemulsion.

Preparacion

Bis sodio (2-etilhexil) sulfosuccinato (AOT, 96,0%) de Alfa Aesar. AgNO3 (99,9%) fue
proporcionada por Hubei Xinyin Noble Metal Co. Ltd. N,H, - H>O y dodecano. Fue
utilizada agua destilada en la preparacion de todas las muestras. Todos los productos
quimicos fueron utilizados sin mas purificacion, excepto AOT, que fue purificado por
los métodos que se habia publicado en el estudio de la influencia de las impurezas
contenidas en AOT en la formacion de microemulsién de AgNOs.

Las microemulsiones se prepararon mezclando el mismo volumen de 0,2 M y 0,6 M de
AgNO; NoH; - H,O a 0,2 M AOT y solucién de dodecano. La microemulsion contiene
NoHy - H;O y se afiadidé en la microemulsion el AgNOs por gota. Después de la
microemulsién se mantuvo agitaciébn magnética vigorosa durante 2 h. Las
concentraciones globales de solucion de AgNOs3 y NoHy - HyO era de 4 x 107 y 1.2 x
10°M, respectivamente. La relacién molar de H,O N,H, de AgNO; se llevo a cabo para
todos los experimentos por un valor de constante de 3. En AOT y la relacion molar, W,
se mantuvo en todos los casos y fue igual a 5, excepto las secciones que fueron

marcados por un valor especial W.

53



La morfologia de las particulas en la sintesis de la plata coloidal se caracterizé por
microscopia electrénica transmision (TEM) (Tecnai G2 20), utilizando un voltaje de
aceleracion de 200 kV. Antes de la medicion, 0,20 ml de la solucidn coloidal fue diluida
a 5.20 ml con ciclohexano. Las muestras fueron preparadas mediante la colocacion de
algunas gotas de la solucion en las rejillas de cobre, que fueron cubiertas por peliculas
de carbodn, ya que permite que el disolvente se evapore lentamente a bajo vacio durante
30 min. La distribucién de tamaifios y didmetros medios de particulas de plata se

obtuvieron utilizando la imagen del sistema pro plus de analisis de imagen.

Resultados y discusion

Preparacion de nitrato de plata por microemulsion.

La microemulsion fue preparada a partir de dodecano, AOT y soluciones acuosas de
nitrato de plata. Una vez preparada la mezcla de los reactivos, la microemulsion
instantaneamente tomo un color amarillo y la intensidad del color no cambiaria nada en
varias semanas. El cambio de color de la solucién de incolora a amarillo claro implica
que algunas particulas de plata se forman a partir de la microemulsion que contiene la
solucion acuosa de nitrato de plata. Para la formacion de nanoparticulas de plata en
microemulsion con AOT, los resultados son diversos. Por ejemplo, Andersson et al,
pensaba que los iones de plata no se redujeron en un sistema de reaccion surfactante
AOT. Petit et al. No habia informado si existe formacién de nanoparticulas de plata en
microemulsion con AOT. Sin embargo, Monnoyer et al. encontré que habia particulas
de plata formadas en microemulsion con AOT cuando se utilizaba AOT en

microemulsion para la fabricacion de nanoparticulas de bromuro de plata. Barnickel et
al. reportaron que la reduccién de la plata se produjo en microemulsion sobre la base de
tensoactivos catidnicos y no idnicos, sin afiadir reductores especificos. Se propuso que
los grupos oxo del poliéter pueden formar hidroperdoxidos para reducir los iones de plata
a atomos de plata. Liz-Marzan y Lado Touri-~ no habia sintetizado incluso soluciones
de plata por reduccion con AOT y AgNOs en solucion de etanol, a pesar de que en este
caso se obtuvo un rendimiento muy bajo. Por lo tanto, surfactantes, que actian como
agente reductor estabilizador de las particulas, juegan un papel importante en la

estabilizacion de las nanoparticulas de plata.
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Ademés, la microscopia electronica de transmision también ha sido aplicada para
validar la existencia de pequefias nanoparticulas. Fig. 28 confirma que hay unas pocas
nanoparticulas esféricas muy bien presentadas. El diametro maximo de los grupos
resultantes es inferior a 5 nm, similar a las particulas de plata formadas en el proceso de

sintesis con bromuro de plata.

Figura 28. Imagen de TEM de nanoparticulas de Ag formadas en microemulsion AOT- agua.

AOT, como surfactante comercial, puede contener algunas impurezas. Wilcoxon et al.
encontraron que incluso el AOT alto grado se sabe que contienen acidos y se requiere
reducir impurezas que puedan interferir con las reacciones quimicas. Sager reporté que
las propiedades determinadas de la microemulsion claramente dependen de la pureza
del AOT, el cual fue hidrolizado facilmente para dar 2-etilhexanol en la microemulsién
w/O a 25°C, de este modo, las impurezas no interfieren en la formaciéon de las
particulas. Para comprobar la reduccion de iones de plata de las impurezas contenidas
en AOT, se aplicaron algunos métodos de purificacién. La purificacién solo podia
eliminar el agua absorbida por el tensoactivo, y esto tuvo poca influencia en la
formacion de particulas de plata en la microemulsion con AOT. Se obtuvieron
resultados similares por Liz-Marzan y Lado-Tourifio. Esto significa que el AOT tiene
cierta capacidad para reducir los iones de plata. Sin embargo, la reduccién por AOT a

los iones de plata debe ser confirmada en mas resultados experimentales.
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Efecto de la concentracion AgNO;

En la fig. 29 Se muestra una imagen de microscopia electrénica de transmision (TEM) y
el tamafio correspondiente distribucion de las nanoparticulas de plata obtenida de la
reduccion de nitrato de plata en 0,1 y 0,2 M de hidrato de hidracina. Se encontrd que el
diametro de particula disminuye significativamente con el aumento de la concentracion
de nitrato de plata la concentracién es menor o igual a 0,2 M. Sin embargo, aumenta
cuando la concentracion de nitrato de plata es superior a 0,2 M, es decir, con la
creciente concentracion de AgNO; la tasa de crecimiento de particulas plata es mas
rdpido, y reduce el tamafio de particula hasta una cantidad Optima. Después de la

cantidad 6ptima, el tamaifio de las particulas aumenta de nuevo.
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Figura 29. Micrografia y distribucion de tamafio de las nanoparticulas de plata que muestra el efecto de

diferentes concentraciones de AgNO;: (A) [AgNO3]1=0,1 M, (C) [AgNO3] = 0,2 M., mediante TEM.

Ademas, la frecuencia de colision de las particulas formadas aumenta
significativamente con la concentracién de nitrato de plata, y luego la proteccién
obtenida por la absorcidén de las moléculas de AOT en la superficie de las particulas se
debilita. Por lo tanto, las diminutas particulas se agregan en particulas mas grandes en la
concentracion alta de nitrato de plata.

Cuando la concentracion de nitrato de plata es mayor o igual a 0,4 M, la plata coloidal
es inestable y facil de flocular y por lo tanto no se aprecia por microscopia TEM. Fig.29

A y C indican que hay menos cantidad de nanoparticulas de plata, sin embargo las mas
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grandes son generadas en la microemulsién con nitrato plata 0,1 M. Por el contrario,
hay mas nanoparticulas pequefias, preparadas por microemulsion con nitrato de plata
0,2 M, lo que significa que cuanto mayor sea la concentracién de nitrato de plata, mas
rapida es la tasa de crecimiento de estas particulas.

La sintesis de nanoparticulas en la microemulsion juega un papel muy importante. Un
intercambio rapido entre los materiales de alto (Kcx) formara un mayor nimero de
micelas que contienen atomos de plata comparado con la nucleacién critica, resultando
particulas mas pequeflas debido a los atomos de plata relativamente de bajo crecimiento.
Por lo tanto, formard un gran nimero de particulas con un diametro pequefio. Sin
embargo, el cambio de materiales dara lugar a la formacidén de un nimero relativamente
menor de los nucleos de plata.

Luego, una mayor cantidad de 4tomos de plata, utilizando un agente de reduccion en el
proceso de intercambio, estara disponible para el crecimiento de las particulas nucleadas
para formar menos nanoparticulas mas grandes. Cuando las nanoparticulas de plata se
sintetizan en alta concentracion de AgNOs; hay un intercambio rapido entre las gotas de
agua y la microemulsion esto se lleva a cabo para formar un mayor mimero de nucleos.
En otras palabras, la velocidad de formacion de nucleos es mas alta que la tasa de
crecimiento de nanocristales de plata. Como resultado, hay pequefias cantidades de
nanoparticulas con superficie grande, formadas en poco tiempo. Por el contrario, el tipo
de cambio entre gotitas de agua en microemulsion es lento cuando las nanoparticulas se
sintetizan en baja concentraciéon de AgNO;. Por lo tanto, hay una gran cantidad de
atomos de plata disponibles para el crecimiento de las particulas nucleadas para formar

mas nanoparticulas.

Efecto del agua para la relacion molar tensoactivo.

En la figura 30. micrografia TEM y el histograma de distribucion de tamaifio de
particulas de plata coloidal obtenidas en varios valores de W. Se puede observar en las
graficas, que las particulas son de forma esférica y no es mas estrecha la distribucion de
tamafio con menor contenido de agua, que la obtenida con valores normales de W. Por
lo tanto, una disminucién en el tamafio micelar, es decir, una disminucién de la relacién
molar de agua a AOT, induce la formaciéon de particulas de plata pequefias y
monodispersas. Ya que disminuye el contenido de agua solubilizada en el nucleo polar,
y es obligado por las moléculas de surfactante, lo que incrementa la fuerza del limite y

disminuye la tasa intermicelar. Por lo tanto, una disminucién en el contenido de agua
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induce la formacién de particulas de plata monodispersas con un tamafio mas pequefio
de didmetro. Las particulas resultantes pueden ser estabilizadas por fuertes interacciones

electrostaticas con el grupo polar y carga negativa del surfactante.
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Figura 30. Distribucion de tamafio de nanoparticulas de plata que presenta el efecto de diferentes

relaciones molares de agua/AOT. (TEM)

Por lo tanto, los reactivos se pueden transferir rapidamente desde el micleo de agua.
Como resultado de ello, la tasa de nucleacion y el crecimiento de las particulas
comienzan a ser controlados por la colision, fusion y escision de las gotitas. Debido a la
naturaleza del agua, el tamafio de particula resultante es relativamente grande y la
distribucion de tamafio es comunmente mas amplia. Ademas, el tamafio de las gotas de
agua "de la microemulsién aumenta con el contenido de agua (que también favorece la

formacién de nanoparticulas de plata con mayor didmetros.

Mecanismo de formacion de nanoparticulas esféricas de plata en microemulsion.

Después de la mezcla de dos microemulsiones, el intercambio de reactivos tiene lugar
durante las colisiones de las gotas de agua. Para la formacion de nanoparticulas de plata,

un modelo puede ilustrar el papel de la plantilla de micelas inversas en la
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microemulsiones AOT para fabricar nanoparticulas esféricas de plata (Fig. 31). Al
comienzo de la reaccion, las fuerzas atractivas de Vander Waals y las fuerzas de
repulsién osmotico y elastico entre las micelas inversas, dan lugar a la colisidon de las
micelas y el resultado a cambio de los compuestos (AgNO3; y N,H4) solubilizados
dentro de los nicleos de agua en dos diferentes micelas inversas. En consecuencia, los
nucleos iniciales de mondmero de plata se forman y crecen mas.

Collision

Exchange

Aggregation

Growth

Figura 31. Modelo de las micelas para la fabricacion nanoparticulas de plata esféricas.

Debido al intercambio rapido entre los nicleos de agua, al principio se formaron
nucleos de plata que crecieron hasta alcanzar un cierto tamafio, que corresponde a la
especie que mejor se estabiliza termodinAmicamente en presencia de microemulsion.
Asi, el tamafio final de particulas de plata es generalmente mas grande que la de los
niicleos de agua que comienzan a formarse. Como se ha mencionado anteriormente, el
proceso de intercambio de solubilizados y la reaccion posterior se puede considerar
como un conjunto de las siguientes cinco etapas principales: (1) La difusion browniana
de micelas inversas que conduce a colisiones, (2) la apertura de la capa de surfactante a
través de colisiones efectivas y sucediendo una coalescencia de las micelas, (3) la
difusion de las moléculas resultantes de solubilizado de materiales entre las micelas, (4)
la reaccién entre solubilizado de moléculas resultantes de la formacion de ntcleos
metalicos, (5) los agregados de la division para volver como micelas inversas. Ademads,
la adsorcién de las moléculas de AOT de las nanoparticulas de forma que las
interacciones entre surfactante, particulas y disolvente serd responsable de la

estabilizacion de las nanoparticulas de plata dentro de la microemulsién. Sin embargo,
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la proteccion del AOT de la particula no es lo suficientemente fuerte y el surfactante se
puede abrir en capas de moléculas en una alta frecuencia de colision entre las particulas.
Como resultado, la agregacion entre las particulas formadas se lleva a cabo originando

las nanoparticulas relativamente grandes

En conclusion, la reaccion de la nucleacion y el crecimiento de particulas tienen lugar
dentro de las micelas, y las moléculas de surfactante se unen en la superficie de las
particulas para estabilizar y proteger contra un mayor crecimiento cuando las particulas
crecen hasta alcanzar el tamafio de los pozos de agua. Asi, el tamafio y la morfologia de
nanoparticulas como de sintesis dependera del tamafio y la forma de las microgotas de

agua de la microemulsién.

Conclusion

Las nanoparticulas de plata coloidal fueron sintetizadas en microemulsion con AOT. Al
variar los valores de W y la concentraciéon del precursor, el tamafio de las particulas
puede ser cambiado. La disminucién del tamafio de la particula se obtiene al aumentar
la concentracién de AgNO; hasta una cantidad 6ptima. Mediciones en el TEM confirma
que hay muchos grupos de nitrato de plata formados en la microemulsion, lo que podria
ser causado por las impurezas contenidas en el surfactante AOT o el poder reductor del
AOT. Un bajo valor W favorece la sintesis de grupos de plata metalica con una
distribucion de tamafio limitado. El aumento de la distribucién y tamafio de particula se
observa como el aumento de los valores de W 2.5-15. Estos resultados confirman la
conclusion de que gotas mas grandes en microemulsion tienen una tendencia a obtener

mayores tamafios de particulas.

Las interacciones entre los grupos de cabeza AOT y nanoparticulas son esenciales para
estabilizar y detener el proceso de agregacion. La fase continua de aceite utilizada,
dodecano, tiene una baja toxicidad, alta viscosidad y un bajo intercambio constante.
Como resultado, las particulas son esféricas con un diametro promedio en el rango de 2-
5 nm y tienen una distribuciéon de tamafio limitado y una buena solubilidad en
diferentes solventes. Asi, las nanoparticulas de plata coloidal preparadas por este
método tienen una perspectiva de aplicacion amplia. Pueden ser conservadas durante un

largo tiempo sin precipitaciones [15].
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3.4 El crecimiento controlado de las nanoparticulas de plata en un proceso

hidrotérmico.

Para controlar la forma de las nanoparticulas de plata, en primer lugar, algunas
nanoparticulas de plata esféricas, con un tamafio ~ 10 nm, se elaboran a través de la
reduccion de iones Ag’ en disolucién acuosa de Ag (NH3);NOs con poli (N-vinil-2-
pirrolidona) (PVP). Luego, en un tratamiento hidrotérmico posterior, los iones de Ag"
restantes se redujeron en PVP en nanoparticulas poliédricas, o en nanoparticulas
esféricas mas grandes formadas a partir de las nanoparticulas de plata esféricas del
primer paso. La morfologia y el tamafio de las particulas resultantes dependen de la
temperatura del proceso hidrotérmico, la relacion molar de PVP/Ag y la concentracion
de iones Ag". El mecanismo del posible crecimiento de las nanoparticulas de plata se
discuti6é mediante el uso de microscopia electrénica de transmisién (TEM) y difraccion

de rayos X (XRD).

Las nanoparticulas metalicas han sido objeto de una intensa investigacion en las Gltimas
décadas debido a sus posibles aplicaciones en la fabricacion de dispositivos que pueden
dar mejores resultados por ejemplo los dispositivos electronicos, Opticos,
optoelectronicos y magnéticos. Las propiedades de las nanoparticulas metalicas
dependeran tanto de su preparacion como de las propiedades del medio circundante, que
afectan el tamafio, la forma y el estado de agregacion. El control de la forma ha
demostrado ser eficaz en el tamafio obtenido y en las funciones de las nanoparticulas
metalicas. Varios métodos pueden ser aplicados para sintetizar nanoparticulas de plata
con formas bien definidas. Entre estos métodos esta el método de fase de la solucion,
este tiene el potencial para obtener nanoestructuras metalicas con morfologias bien
definidas y con altos rendimientos, en comparacion con el enfoque de fase gaseosa. Por
ejemplo, nanodiscos de plata altamente anisotropica se obtuvieron a través del método
de crecimiento de las particulas mediadas en presencia de bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB), y fueron sintetizados nanoprismas poligonales
(principalmente triangulares) de plata por ebullicion de AgNOs; en N, N-
dimetilformamida, en presencia de poli (vinilpirrolidona). En la mayoria de los métodos

de fase de solucion para transformar nanoesferas pequeiias de plata en nanoprismas, esta

61



el proceso de induccién de calor. En general, la ebullicién y reflujo se utiliza como calor
en el proceso inducido para la evolucién de nanoparticulas de plata, pero el método
hidrotérmico rara vez se ha aplicado como un proceso inducido por calor, aunque este
método puede proporcionar una ruta ficil y eficiente de energia para preparar
nanoparticulas metalicas de oxido bien cristalizadas, asi como nanoparticulas metalicas
de sulfuro y nanotubos de carbono. Asi que, en este trabajo se utiliz6 por primera vez el
método hidrotérmico para fabricar nanoparticulas de plata con diferentes morfologias.
Por otra parte, los efectos de diversos parametros sobre el tamafio y la forma de las
nanoparticulas de plata fueron investigadas, entre ellos las temperaturas hidrotérmicas,
la relacion PVP / Ag y la concentracién de iones Ag', esto con el fin de determinar las
condiciones 6ptimas para sintetizar nanoplacas de plata. Por otra parte, la evolucién del

mecanismo de las nanoparticulas de plata también fue discutida.

Preparacion de las nanoparticulas de plata

Nitrato de plata (AgNO3, AR), solucién acuosa de amoniaco (al 28%, AR) y PVP (MW
= 1, 300,000) fueron utilizados sin purificacion en este experimento. El material
cristalizado fue tratado con solucién de cromato, seguida de varias lavadas con agua
destilada antes del secado en un horno.

Preparacion de la muestra

En un procedimiento tipico, medido por cantidades de AgNO; y PVP que se disolvieron
por separado en 30 ml de agua para preparar dos soluciones acuosas.

El amoniaco se afiadié gota a gota a la solucién acuosa de AgNO; agitando hasta
conseguir una solucion clara e incolora, a continuacidn la solucion anterior se mezcld
con la solucién acuosa de PVP.

Después de agitar durante 1 h, la mezcla se transfirié a un autoclave de teflén, la
reaccion hidrotérmica se llevd a cabo a temperaturas diferentes durante 36 h. Las

muestras resultantes fueron secadas a vacio a temperatura ambiente.
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Caracterizacion

La morfologia de las particulas se observo en un microscopio electrénico de transmision
(TEM) H-600-2 (Hitachi) con un voltaje de aceleracién de 70kV, y la difraccion de
rayos x (XRD) se tom6 de un difractometro de rayos X Rigaku D / max-rA 2500 con
radiacion CuK (40kV, 30mA).

Formacion de las nanoparticulas de plata antes del tratamiento hidrotérmico.
Tan pronto como la nueva solucion acuosa de Ag (NH3),NO; fue mezclada con la
solucién acuosa de PVP, el color de la mezcla cambia de color negro a color vino
después de agitar durante media hora. Fig.32 muestra la morfologia de la muestra S1-
160 antes del tratamiento hidrotérmico.

Esta muestra estd compuesta en su mayoria por nanoparticulas esféricas con un

diametro medio de ~ 10 nm, junto con algunos agregados grandes de particulas de plata.

Figura 32.Imagen TEM, morfologia de la muestra S1-160 antes del tratamiento hidrotérmico.

Influencia de la temperatura hidrotérmica en el tamafio y la forma de

nanoparticulas de plata.

Después del tratamiento hidrotérmico, todos los residuos de Tones Ag' se redujeron en
PVP, y las pequefias nanoparticulas de plata esféricas formadas en la primera etapa se
convirtieron en grandes particulas de plata de varias formas. El efecto de las
temperaturas fueron investigadas entre 100 y 240°C para las muestras S1-100, S1-160,
S1-180 y S1-240. A 100°C (Fig. 36 a), las nanoparticulas de plata son principalmente
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nanoplacas irregulares con algunos nanotubos, rodeado de puntos aiin mas pequefios
que las particulas esféricas. Con el aumento de la temperatura hidrotérmica, las
pequefias particulas se convierten en grandes nanoplacas (Figs. 33 b y c). Sin embargo,

cuando la temperatura llega a 240°C, las nanoplacas mas grandes forman agregados
(Fig. 33 d).

Figura 33. Imagenes de TEM de nanoparticulas de plata preparadas a temperaturas de (a) 100 <C, (b)
160 C, (c) 180 -C y (d) 240 -C.

El rango 6ptimo de la temperatura hidrotérmica investigado, es de 160°C para la
produccion méxima de nanoplacas. Todas las muestras preparadas a diferentes
temperaturas presentan similitudes. Los patrones de difraccion de rayos X, que se
muestran en la figura 34, las nanoparticulas de plata se formaron a 160°C, con seiiales a
37,8°, 43,8°, 64,2°, 77.2° y 81.8°, correspondiente a las difracciones de la fase cubica

centrada en las caras de laplata<l111>,<200>,<220>, <31 1>, y<22 2>,
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Figura 34. Patrén de difraccion de rayos X del las nanoparticulas de plata S1-160

Influencia del cociente molar PVP/Plata

En la medida en que el PVP actia como un reductor, asi como agente estabilizante de
particulas en la sintesis de nanoparticulas metalicas, la relacion molar PVP/metal se
espera que afecte a la morfologia de los productos en el desarrollo de la esfera con
forma de poliedro, que tiene un descenso del tamafio. A bajas relaciones molares
PVP/plata, las particulas de Ag consisten sobre todo en nanoplacas triangulares o
poliédricas (Fig. 35a). Como la relacién molar de PVP/plata aumenta 6 a 40, disminuye
la cantidad de nanoplacas poliédricas (Fig. 35b), con un cambio gradual de la forma

esférica de las particulas (Fig. 35c y d).

Influencia de la concentracién de iones Ag"

Para investigar la influencia de la concentracion de iones Ag’ sobre la morfologia de las
nanoparticulas de plata, la temperatura del hidroterma se fijo a 160°C y la relacién
molar PVP/Plata en 6:1, mientras que concentraciones diferentes de iones Ag” de 6, 8 y
60 mM, fueron estudiados. Las imagenes del TEM de las tres muestras se aprecian en la
figura. 39. Las formas de las particulas de S5-160 y S1-160 son casi las mismas, tanto

. . . . +
que consiste principalmente en nanoplacas, aunque la concentracion de iones Ag™ se
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reduce drasticamente 60 a 8 nm. Sin embargo, cuando la concentracién de iones Ag" va
hacia abajo a 6 nm (S6-160), las nanoparticulas resultantes consisten sobre todo en
esferas sin ningun rastro de nanoplacas, lo que indica la existencia de una concentracion

critica de 8 a 6 nm en efecto de una forma de transicion.
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Figura 35. Imagenes de TEM (a) S6-160, (b) S1-160 y (c) S5-160 con [Ag +] de 6 mm, 8 mm y 60 mm
respectivamente.
Conclusiones

El proceso hidrotérmico para preparar nanoparticulas de plata poliédricas se ha
desarrollado utilizando PVP como reductor y agente estabilizador. Este método de
preparacion es muy simple. La evolucion de la forma de las nanoparticulas resultantes
consiste en dos pasos: en primer lugar las nanoparticulas de plata esféricas con un
diametro de ~ 10 nm son obtenidas de la reduccion de una parte de los iones Ag" por el
PVP vy, a continuacion, los iones residuales de Ag" se redujeron atn mas en un segundo
paso. Se formaron grandes particulas poliédricas a partir de nanoparticulas de plata
esféricas formadas en el primer paso. Se encontré que 160°C, es una temperatura
optima para preparar nanoplacas de plata. La morfologia de las nanoparticulas de plata
se puede controlar mediante la variacion de la composicién del reactivo. La forma de
los cambios de las nanoparticulas de nanoplacas a nanoesferas es con una relacién cada

vez mayor de PVP/plata o con la disminucién de la concentracion de iones Ag [16].
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3.5 Caracterizacion de Poli-{trans-[RuCl, (vpy)s]-estireno-4-vinilpiridina}

impregnado con nanoparticulas de plata en un medio no acuoso.

La sintesis y caracterizacion de un nuevo material polimérico compuesto por poli-
{trans- [RuCl, (vpy)4]-estireno—4 vinilpiridina} impregnado con nanoparticulas de plata
ha sido descrita en este trabajo. Este material fue obtenido por polimerizaciéon en un
medio no acuoso usando peréxido de benzoilo como iniciador. Las dimensiones
nanométricas de las particulas de plata fueron confirmadas a través de microscopia
electrénica de transmision (TEM). La morfologia fue observada por microscopia
electronica de barrido (SEM), y las propiedades térmicas fueron analizadas por
calorimetria diferencial de barrido (DSC) y termogravimetria (TGA). La accién
antimicrobiana del polimero impregnado con nanoparticulas de plata fue evaluada
utilizando microorganismos Gram positivos y Gram negativos, Staphylococcus aureus,
y Escherichia coli respectivamente. La actividad antimicrobiana del terpolimero con
nanoparticulas de plata fue confirmada por la presencia de un halo de inhibicién de

crecimiento bacteriano en medios de cultivo sembrados.

Redes funcionales de polimero han adquirido gran importancia en muchos campos de la
investigacion cientifica, asi como en aplicaciones industriales. Estas aplicaciones
aumentan en gran medida debido a la variedad de posibles modificaciones en las
propiedades quimicas y fisicas de estos materiales. Polimeros basados en estireno,
preparados por un proceso bien desarrollado de polimerizacién en suspension,
conservan muchas cualidades ventajosas para un matriz con microcomposite. Estos
incluyen la facilidad de preparacion, superficie controlada y estructura porosa, asi como
buena resistencia térmica y quimica. Polimeros basados en la aplicacion de las fuerzas
de la coordinacion se han preparado recientemente. La primera sintesis directa de un
polimero que contiene un complejo de metal de transicion dio lugar a un polimero

basado en la coordinacion de complejos de rutenio (I)-terpiridina.

La investigacion también ha sido intensa en materiales antibacterianos que contienen
varias sustancias organicas € inorganicas. Entre ellos, los iones de plata, que desde hace
mucho tiempo se sabe que tiene fuertes efectos inhibitorios y bactericidas, asi como un
amplio espectro de actividad antibidtica, por ello han sido vistos como candidatos para
el revestimiento de dispositivos médicos. La impregnacion de polimeros con la plata se

ha convertido en una alternativa que compromete llevar a los materiales a un aumento
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de actividad antimicrobiana. En este trabajo se describe la preparacion de un material
antimicrobiano basado en el terpolimero poli-trans-{[RuCl, (vpy) 4]-estireno- 4} vpy

impregnados con nanoparticulas de plata en un medio no acuoso.

Preparacion

Los métodos sintéticos utilizados para producir precursores de la solucion de rutenio y
trans- [RuCl, (vpy) 4], se describen a continuacion.

Fueron preparadas nanoparticulas de plata de alta calidad por descomposicidn térmica
de 50 mg (0,3 mmol) de nitrato de plata en presencia de 2,5 ml (7,5 mmol) de
oleilamina, se agregaron a 50 ml de difenileter con agitacion. La mezcla se calienta a
reflujo y se mantiene a esta temperatura por 3 horas. El color de la dispersién cambia
amarillo, luego naranja y finalmente a un color marrén oscuro conforme procedi6 la
reaccién. Las particulas se precipitaron con etanol y separadas por centrifugacion (6000
rpm/30 min), lo que resulta en un sélido oscuro. Después de repetir el procedimiento de
lavado 3 veces, el solido se seca al vacio y se suspenden en 10 ml de tolueno (solucién
madre).

El terpolimero poli-{[RuCl, (vpy) 4] trans- estireno -4-vpy} fue sintetizado en
atmosfera de argén de 0,26 mmol (0,1%) de [RuCl, (vpy) 4], 0.13 mol de estireno y
0.13 mol de 4-vinilpiridina afiadido a una dispersiéon de nanoparticulas de plata en
tolueno. El peroxido de benzoilo se empled como iniciador. El sistema se mantuvo a
reflujo, con agitacién mecanica vigorosa, a una temperatura de 120°C durante 2 horas.
Los estudios microbioldgicos se llevaron a cabo para investigar la actividad
antimicrobiana de este nuevo material. Las células de Escherichia coli (ATCC 25922)
se reactivaron a partir de un cultivo y su pureza fue confirmada por la siembra en agar
McConkey. Para Staphylococcus aureus (ATCC25923) esta inspeccién se realizé en
Agar Manitol.

La concentracion de las bacterias se controlé a 106 UFC / ml y fueron sembradas en
cultivos en medio de Muller & Hynton. Las muestras del polimero impregnado con
nanoparticulas de plata se colocaron en una caja petri, para el cultivo se utiliz6 Muller
& Hynton como medio de siembra para los microorganismos y se incuba a 37°C durante
toda la noche. Los estudios microbioldgicos se llevaron a cabo para investigar la

actividad antimicrobiana de este nuevo material.
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Caracterizacion

Las nanoparticulas de plata cubiertas de oleilamina forman dispersiones muy estables de
coloracion amarilla en tolueno. Las dimensiones nanométricas de las particulas de plata
se confirmaron a través de microscopia electronica de transmision (TEM). El andlisis
de las micrografias por TEM confirm6 la forma esférica de las nanoparticulas de plata y
revel6 una distribucion bimodal de tamafio de particulas con un didmetro promedio de 9
y 15 nm, se calcula midiendo el diametro de 600 particulas seleccionadas al azar, las

imagenes fueron observadas por TEM.

La morfologia de la superficie del polimero se caracterizé por microscopia electronica
de barrido (SEM), la cual muestra un material polimérico con una superficie lisa y un
incremento en la rugosidad del polimero impregnado con plata. El anélisis por TEM de
las secciones ultra-delgadas de polimero impregnadas reveldé nanoparticulas de plata

dispersas en la matriz del polimero (Figura 36).

- ——
- 100 nm

Figura 36. Micrografia TEM de una seccion ultra-delgada del terpolimero impregnado con

nanoparticulas de plata.

Los resultados del analisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria diferencial de
barrido (DSC) del terpolimero poli-{{RuCl, (vpy) 4] trans-estireno-4-vpy} con y sin
nanoparticulas de plata se muestran en la Figura 37. Las curvas de TGA de ambos
materiales mostraron un comportamiento térmico similar con pérdida de masa total de
99,40% (sin plata) y 99,06% (con plata) en un intervalo de 25 a 700 ° C. Una menor
pérdida de masa en el polimero impregnado con plata es consistente con la presencia del
metal no volatil componente de la matriz polimérica. La curva de DSC para el

terpolimero sin plata revelé un proceso de desviacion endotérmica de 25 a 110 ° C

69



(TpeakDSC = 69 ° C) puede atribuirse a la pérdida de componentes libres (monémeros,
oligémeros) o las moléculas del disolvente.

La curva de DSC para el terpolimero impregnado con plata reveld una proceso
endotérmico entre 105 y 190 °© C (TpeakDSC = 123 °C) esto no se observa en el
terpolimero libre de plata. Este proceso se puede atribuir a la pérdida débil de la
oleilamina obligada a la nivelacion de ligandos de las superficies de las nanoparticulas
de plata. El proceso endotérmico principal, que corresponde a la descomposicion
terpolimero, se produjo entre 295 y 450 © C para ambos materiales.

Sin embargo, las curvas de DSC indican eventos endotérmicos a 367 ° C para el
terpolimero sin plata y en 381 ° C para el terpolimero impregnado con plata. Este
comportamiento demuestra la estabilizacion del terpolimero debido a la presencia de
metales de plata en la matriz polimérica. Después de tres ciclos sucesivos de
calentamiento en el intervalo de 25 a 200 ° C, fue posible estimar una temperatura de
transicion vitrea a 156 °© C para el terpolimero y a 84 ° C para el terpolimero
impregnado con plata. La presencia de la plata disminuyo la transicién vitrea del

terpolimero como se esperaba.
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Figura 37. Curvas TG y DSC obtenidas en 10 ° C min” y bajo atmésfera de N, para el terpolimero poli-
trans {[RuCl, (vpy) 4]-sty -4-vpy} impregnado con nanoparticulas de plata (linea discontinua) y sin plata

(lineas continuas).

Las muestras de polimero impregnado con nanoparticulas plata se colocaron en una caja
petri con Miiller Hynton como medio de cultivo con la bacteria Escherichia coli (ATCC
25922) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Un halo de inhibicion del crecimiento
bacteriano fue observado en todo el polimero impregnado con plata que no se observo

en el polimero sin plata (Figura 38). El didmetro de halos de inhibicién fue de 11 y 12
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mm para E. coli y S. aureus, respectivamente. Esta inhibicion del crecimiento causado
por la presencia de nanoparticulas de plata en el polimero revela las propiedades

antisépticas del material.

Figura 38. La actividad antimicrobiana del poli-terpolimero {trans- [RuCl, (vpy) 4]-sty-4-vpy} (A) cony

(B) sin nanoparticulas de plata.

Conclusiones

El polimero ternario poli-{[RuCl, (vpy) 4] trans-estireno-4 vpy} fue preparado e
impregnado con nanoparticulas de plata a través de una reaccién quimica en un solo
paso, utilizando perdxido de benzoilo como iniciador y la participacion de todos los
mondmeros y las nanoparticulas dispersas en tolueno. Se ha desarrollado un enfoque
completamente nuevo, que utiliza la polimerizaciéon en un medio no acuoso para
distribuciones uniformes de las nanoparticulas en toda la matriz polimérica. El analisis
microbioldgico preliminar, mostré un halo de inhibicién del crecimiento bacteriano
alrededor del polimero impregnado con nanoparticulas de plata en las cajas de
microcultivo, lo que confirma la propiedad antiséptica del material. La caracterizacion
completa y los estudios microbioldgicos de este nuevo material se han discutido en un

nuevo informe [17].
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3.6 Sintesis y caracterizacion de fosfolipidos funcionalizados con nanoparticulas de

plata

Las funcionalizaciones de fosfolipidos (LP) con nanoparticulas de plata (AGNPS) se
han manifestado también a través de enlaces covalentes entre AGNPS con LP. Después
de la funcionalizacion, los LP pueden auto-ensamblarse en estructuras con bicapas en
las superficies de las AGNPS. Mediante microscopia electronica de transmision (TEM)
se muestra las imagenes de AGNPS puras y de AGNPS funcionalizadas con cierto
espesor del fosfolipido, como resultado de la conexion quimica existente en
conjugaciones. Este método de modificacion de AGNPS ofrece una buena oportunidad

de funcionalizar las nanoparticulas con actividad bioldgica.

Aunque la plata es uno de los temas mas antiguos en la investigacion de la ciencia y
tecnologia, su regeneracion actualmente, conduce a un numero cada vez mayor de
logros en la investigacion, especialmente en el contexto de la nanociencia y la
nanotecnologia con nanoparticulas metalicas. El presente estudio se limitard a las
nanoparticulas de plata (AGNPS), también llamadas coloides de Ag, AGNPS son las
nanoparticulas de metales mas estables, y muestran aspectos atractivos tales como el
auto-ensamblaje de numerosos tipos de participaciéon de superficies, propiedades
electronicas, Opticas y magnéticas relacionadas con el tamafio (tamafio del efecto
cuantico), y sus aplicaciones en biocatalisis e ingenieria biomédica. El futuro en estos
campos promovera la revolucion, el desarrollo de la nanociencia y la nanotecnologia, y
seran los materiales clave y los elementos basicos en el nuevo siglo. Hay un creciente
interés en el empleo de nanoparticulas funcionalizadas con biomoléculas, en el disefio
racional de materiales nanoestructurados funcionales y su utilizacion en aplicaciones
electrénicas, Opticas, magnéticas y biosensores gracias a sus pequefias dimensiones.
Hay dos requisitos importantes para la adquisicion estable de nanoparticulas con
biomoléculas conjugados. En primer lugar, el tamafio y la sintesis de forma controlada
de las nanoparticulas metélicas que se dispersan en agua, en definitiva las soluciones
acuosas concentradas son de gran ventaja para obtener la conjugaciéon extensa de
nanoparticulas-biomolécula. Se requiere la transferencia del coloide de un medio acuoso
para continuar el montaje de los biconjugantes, después de la sintesis quimica se
introduce un tiol que es utilizado para este fin. El desafio clave es controlar la

organizacion de biomoléculas como enzimas, antigenos, anticuerpos, ADN, y los
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receptores en la superficie de las nanoparticulas, manteniendo su actividad biologica.
Un enfoque de la estabilizacion perfecta, evidentemente, debe estar fijado en fisica
especifica y / o interacciones quimicas entre las moléculas biolégicas blanco y la
medida de funcionalizaciones de la superficie de las nanoparticulas.

En los tltimos afios, las investigaciones se centraron en la preparacion y / o
funcionalizacion de AGNPS, que van desde concentraciones de ADN-Ag
oligonucleétido, 4acido tiosalicilico, o de cadena larga carboxilato insaturados
funcionalizaciones y polimero lineal o polimeros armados de estabilizacién. Si bien
todos estos enfoques proporcionan informacion util sobre la funcionalizacion de
AGNPS, las nuevas rutas para la modificacion de las nanoparticulas con actividad
biologica ain son necesarias. En este trabajo, tuvieron éxito en la estabilizacion de
dispersiones coloidales utilizando fosfolipidos (LP), uno de las biomoléculas mas
prometedoras, lo que promueve a nuevas oportunidades para la funcionalizacion

nanoparticulas.

Preparacion

1,2-PL dipalmitoil-sn-glicero-3-phosphothio-etanol fue adquirido en avanti polar lipids,
Inc. El nitrato de plata AgNO; y NaBH4 borohidruro de sodio fueron proporcionados
por Aldrich Chemical Inc.

Sintesis de fosfolipidos funcionalizados con nanoparticulas de plata

Para la sintesis de AGNPS estabilizadas por LP (fosfolipidos), se empleo en el proceso:
AGNPS que fueron preparadas por la adicion de 1,70 mg de AgNO; a 10 ml de agua
destilada (solucion 0,001 M) en presencia de 1,2-dipalmitoil-snglicero- 3 fosfotio-etanol
(PL). La concentraciéon de PL (0,01 M) fue 10 veces mayor que la del AgNOs. La
mezcla se agité durante 2 h para asegurar la homogeneidad. A continuacion, 5 mg de
NaBH, en solucién (0.001 M) se afiadieron gota a gota, la mezcla se mantiene en
agitacion a temperatura ambiente durante 48 h, lo que resulta en una solucioén acuosa de
plata. Después la solucion resultante se centrifuga durante 1 hora a 13.000 rpm, el
sobrenadante fue eliminado y se afiadié 10 ml de agua desionizada. Las AGNPS -PL
funcionalizadas fueron dispersadas y agitadas durante 24 h, seguido de centrifugacion

durante 1 hora a 13,000 rpm. Después del retiro de los sobrenadantes, las particulas
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resultantes se enjuagaron con agua destilada (10 ml) con breve agitacién. Los

sobrenadantes se retiraron de nuevo, y las particulas se secaron en vacio durante 24 h.

Caracterizacion

Las micrografias fueron obtenidas en un microscopio electrénico de transmision Zeiss
EM 109T con un voltaje de aceleracion de 50 kV. Las muestras se disolvieron en agua
desionizada. En (ATR FT-IR) de reflectancia total atenuada se obtuvieron por
transformada de Fourier los espectros infrarrojos utilizando un Bio-Rad FTS-6000 FTIR
de una viga equipado con un espectrometro de reflexion Miracle AG como unico

accesorio de ATR horizontal (Pike Technologies, Inc.).

Resultados y discusion

Los detalles de nuestro nuevo enfoque se ilustran en la figura. 39. En un esfuerzo por
determinar si las AGNPS son recubiertas con PL (fosfolipidos) o no, las mediciones se
realizaron por TEM. La Fig. 40A presenta una imagen de TEM de las AGNPS
preparadas en el paso 1. Se encontrd que el didmetro medio de particulas de plata es de
aproximadamente 2 nm. Sin embargo, la imagen de PL-funcionalizado con AGNPS se
presenta en la Fig. 40B y muestra claramente que la funcionalizacién proporciona un

aumento en el didmetro de particulas de 8 nm.

El tamafio de particula indica que, para formar esferas de 8nm de diametro, el espesor
real de la capa de PL depositados debe ser de 3 nm. Teniendo en cuenta el tamafio de las
moléculas de PL y el hecho de que estas especies forman liposomas, la presencia de una
esfera de 8 nm demuestra que la bicapa PL se une a la superficie de AGNPS y las
interacciones PL-Ag se facilitan por la presencia de la funcionalidad de un tiol.

Fosfolipido-funcionalizado

Complejo de Plata Nanoparticulas de plata Nanoparticulas de plata
NaBH,
+ ————— + —r
H,0O
Fosfolipido

0
g SH
Nb
£ o

Figura 39. Preparacion de fosfolipidos funcionalizados con nanoparticulas de plata.
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Fig. 40 Imagenes TEM de nanoparticulas de plata y fosfolipidos funcionalizados.

Con el fin de identificar los grupos funcionales que se consumen o se han producido
durante las reacciones de la figura. 45, se realiz6 el analisis FT-IR. La Fig. 41 ofrece
una serie de espectros FT-IR de PL, AGNPS, y PL-funcionalizado con AGNPS. Como
se muestra, las bandas en IR cambian su intensidad después de la deposicién de PL en
AGNPS. En la regién C-H se extiende a una banda de 2957cm’” que proviene de las
vibraciones del estiramiento asimétrico de -CH3 de los grupos finales de PL con largas
colas, mientras que las bandas entre 2918 y 2850 cm™ estan relacionadas asimétrica y
simétrica con -CH»- en el estiramiento por las vibraciones en las colas hidrofébicas del
PL. Del mismo modo, la banda de 721 cm™ es debido a esqueleto de -CH,- por
vibraciones también detectadas.

La banda de 1468cm’' se atribuye a -CH,- debido a una deformacién, la banda de 1.416
cm™ corresponde a la vibracién de “tijera” del -CH,-CHj-, y la banda de 1378cm™
corresponde a la simetria del - CH3 la deformacion es de tipo “paraguas”. Después de la
deposicion de PL en AGNPS, las intensidades de todas estas bandas disminuyeron en
gran medida. Por otro lado, las bandas 1285 y 1260 cm” de P=O se deben a las
vibraciones en el PO, con una banda de 1245cm” que corresponde a CH,-S
vibraciones moviendo en la estructura-CH,-SH, y la banda de 1.170cm™ se debe a la
PO-CH,- por las vibraciones en la estructura del PO-CH;-. La disminucién de la
intensidad después de la funcionalizacion es una prueba mdas para el PL con injerto en
las AGNPS a través de Ag-azufre, ya que las moléculas PL pueden ser mas estables
después de la modificacion. Se debe tomar en cuenta que la forma de la curva de

infrarrojos de nanoparticulas de plata con PL-modificado tiene forma idéntica a la del
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Figura 41. Analisis FTIR de fosfolipidos y nanoparticulas de plata.

Conclusion

En resumen, un enfoque sencillo de los dos pasos para funcionalizar las nanoparticulas
de 2 nm de didmetro de plata (AGNPS) ha sido mediante el uso de una solucioén acuosa
(PL).

microscopia electronica de transmisioén se muestra como resultado de reacciones PL con

de 1,2-fosfolipido dipalmitoil-sn-glicero-3-phosphothio-etanol Mediante

AGNPS, que el diametro de las esferas AGNPS aumenta a 8 nm, lo que indica que las
bicapas de PL se adjuntan a la superficie de AGNPS y las interacciones PL-Ag se ven
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facilitadas por la presencia de la funcionalidad del tiol. Las bandas caracteristicas en el
espectro IR cambian su intensidad después de la deposicion de PLs en AGNPS, y la
identificacion de la interaccién fuerte entre el azufre y el metal producido durante el
reacciones. El cambio de la superficie de las propiedades electronicas de PL-
funcionalizado AGNPS se manifiesta por la desaparicion de la absorcién de 200 nm,
debido a las transiciones 4d-5SP en la plata. Esto se puede atribuir a la presencia de
funciones S-H que aumentan la densidad de electrones libres de la nanoparticula. El
PL-funcionalizado con AGNPS deberia ser aplicable a biosensores y disefios de

dispositivos [18].

3.7 Sintesis y efecto de las nanoparticulas de plata en la actividad antibacteriana de

diferentes antibidticos frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli

Se sabe que las nanoparticulas de plata (Ag-PN) tienen efectos inhibitorios y
bactericidas. La resistencia a los antimicrobianos por bacterias patogenas se ha
convertido en los ultimos afios en uno de los principales problemas de salud. Los
efectos de Ag-PN combinados con la actividad antibacteriana de los antibi6ticos aun no
se han estudiado. En este sentido, se reporta sobre la sintesis de nanoparticulas
metalicas de plata con la reduccién acuosa de iones Ag' con los sobrenadantes de
cultivo de Klebsiella pneumoniae. También en este articulo estas nanoparticulas son
evaluados por su participacion en el aumento de la actividad antimicrobiana de diversos
antibidticos frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli. La actividad
antibacteriana de la penicilina, amoxicilina, eritromicina, clindamicina y vancomicina se
incrementaron con la presencia de Ag-PN contra las dos cepas de prueba. Los mayores
efectos se observaron en la mejora de vancomicina, amoxicilina y penicilina frente a S.

aurcus.

Los seres humanos son a menudo infectados por microorganismos tales como:
bacterias, mohos, levaduras y virus presentes en el medio ambiente.

La investigaciéon de material antibacteriano que contiene diversas sustancias naturales e
inorganicas, ha sido intensiva. Las nanoparticulas metélicas (PN -Me), que tienen alta
superficie especifica y una elevada fraccién de los atomos de la superficie, se han
estudiado ampliamente debido a sus caracteristicas fisico-quimicas unicas, incluidas la

actividad catalitica, propiedades Opticas, propiedades electronicas, actividad
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antimicrobiana, y propiedades magnéticas. Dentro de PN-Me, se ha sabido que las
nanoparticulas de plata (Ag-PN) tienen efectos inhibitorios y bactericidas. Es de
esperar que la alta superficie especifica y alta proporcion de atomos de la superficie de
Ag-PN dé lugar a la actividad antimicrobiana alta en comparacioén con el metal de plata
a granel. Los efectos combinados de Ag-PN con la actividad antibacteriana de los
antibidticos no han sido estudiados. La capacidad de las bacterias patogenas para resistir
a los agentes antimicrobianos se ha convertido en los ultimos afios en un importante
problema de salud. En este estudio, las Ag-PN son evaluadas para su uso en el aumento

de la actividad antimicrobiana de diferentes antibiéticos frente a S. aureus y E. coli
Preparacion

La solucion coloidal de Ag-PN fue preparada con el método Muller-Hinton, el medio es
esterilizado y se inocula con un crecimiento de la prueba. Los recipientes de cultivo se
incubaron a 37°C durante 24 horas. Después del tiempo de la incubacion, se centrifuga
a 12.000 rpm y el sobrenadante fue utilizado para la sintesis de Ag-PN. El cultivo de K.
pneumoniae se afiadié por separado a los recipientes de reaccién que contienen nitrato
de plata en una concentracion de 10° M (1% v / v). La reaccién entre los iones Ag’ y el
sobrenadante se llevo a cabo en condiciones de luz durante 5 minutos. El ensayo de
difusién en disco (antibiograma), se utiliza para evaluar efectos combinados. Este es un
método que se utiliz para andlisis de los distintos antibidticos para evaluar la actividad
bactericida contra cepas de prueba en agar Muller-Hinton. Los discos de antibidticos
estandar fueron adquiridos de mastil Co. (Liverpool, Reino Unido). Para determinar los
efectos combinados, cada disco de papel estandar se impregn6 con 10pl de la solucion
recién preparada de Ag-PN con un contenido final de 10 de pg/disco. Una sola colonia
de cada cepa experimental se cultivo durante la noche en medio liquido Muller-Hinton
en un agitador rotatorio (200 rpm) a 35°C. Los in6culos se prepararon por dilucion de
los cultivos con NaCl al 0,9% a un 0,5 de estdindar McFarland y se aplicaron a las
placas, junto con los discos estdndar y preparados que contienen diferentes cantidades
de Ag-PN. Se Aislaron S. aureus y E. coli los cultivos se utilizaron como cepas de
prueba. Se llevaron a cabo experimentos con Ag-NP solas. Después de la incubacion a
35°C durante 18 horas se midieron las zonas de inhibicién. Los ensayos se realizaron

por triplicado
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Resultados y discusion

Las Ag-PN se sintetizan a partir de iones Ag  en el tratamiento de la

de la K. pneumoniae. La aparicién de un de color marrén amarillento en los recipientes

de reaccion sugiere la formacién de Ag-PN.

Figura 42. Matraces con nitrato de plata antes (izquierda) y después (derecha) a la exposicion del

sobrenadante de cultivo de Klebsiella pneumoniae (enterobacterias).

La figura 43 muestra una imagen representativa del TEM registrado desde la caida de
cubierta de la pelicula de Ag-PN que fueron sintetizadas por el tratamiento de la
solucién de nitrato de plata con sobrenadante de cultivo de K. pneumoniae. Los
histogramas de tamaifio de particulas de plata (ilustracion de la derecha en la Figura 43)

muestran que las particulas varian en tamafio de 5 a 32 nm y poseen un tamafio medio
de 22,5 nm.
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Figura 43. Micrografia TEM de nanoparticulas de plata formadas por la reduccién de iones Ag ™ con los

sobrenadantes de cultivo de enterobacterias. La imagen de la derecha presenta el histograma de tamafio de

particulas de plata.
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Se investigé el efecto combinado de estas nanoparticulas contra diferentes antibi6ticos

S. aureus y E. coli utilizando el método de difusion en disco.

La actividad antibacteriana de la penicilina G, amoxicilina, eritromicina, clindamicina,
vancomicina tiene un incremento en presencia de Ag-PN contra las dos cepas de
prueba. El efecto sobre la actividad antibacteriana de los antibi6ticos no mejora frente a
S. aureus y E. coli en las concentraciones de otros antibidticos observados en la prueba.
Los mayores incrementos se observaron en vancomicina, amoxicilina y penicilina G
frente a S. aureus.

Los efectos de Ag-PN en la actividad antibacteriana de los antibidticos antes
mencionados para E. coli fueron inferiores a S. aureus. Por el contrario, la actividad mas

sinérgica fue observada con eritromicina frente a S. aureus [19].

3.8 Nanotecnologia y nanoparticulas magnéticas: La fisica actual en lucha contra
la enfermedad.

La investigacion del comportamiento de la materia en la escala nanométrica abre una
prometedora perspectiva de nuevos conocimientos. Cuando las dimensiones de las
particulas de un solido son del orden del nandmetro, o milésima de micra, el nimero de
atomos que las constituyen es del orden de centenas. La mayoria de ellos se encuentran
situados en la superficie de las particulas. Las propiedades fisicas de estas particulas son
muy distintas de las que se observan en un s6lido de tamafio normal o macroscopico con
la misma composicién quimica. Hoy dia comienzan a utilizarse de modo habitual
técnicas experimentales que permiten fabricar, caracterizar y manipular particulas de

este tamafio mimisculo que llamamos nanoparticulas, NPs.

La sorprendente combinacion de nuevas propiedades fisicas detectadas en diferentes
tipos de NPs ha despertado una curiosidad investigadora comparable a la que ejerce el
enorme panorama de posibles aplicaciones futuras. De especial relevancia es la
coincidencia de escala de tamafio, el nanémetro, con las unidades basicas de la vida
encerradas dentro de la membrana celular o de su nicleo, como son los cromosomas.
Dicha convergencia de escala ha condicionado el aterrizaje de la Nanotecnologia en el
nucleo de la biofisica. La utilizacion de NPs magnéticas puede tener una trascendental
incidencia en fenomenos como la hipertermia y el transporte selectivo de farmacos,

ambos de prometedor futuro en la terapia del cancer. Fenémenos, todos ellos, basados
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en la endocitosis celular mediante la cual la célula capta e introduce en su interior a las

nanoparticulas magnéticas.

Las nanoparticulas del tamafio de un nandmetro presentan dos caracteristicas
relacionadas con las propiedades magnéticas: a) la enorme fraccion de atomos de
superficie que presentan una simetria local distinta y, por tanto, una anisotropia
magnética de distinto valor que el volumen y b) una estructura del espectro de energia
electronica caracterizada por un mayor espaciado entre niveles. Esta modificacion
conlleva variaciones de la densidad de estados al nivel de Fermi y consecuentemente de

las propiedades magnéticas intrinsecas de los materiales.

La estructura electronica de las nanoparticulas es también regulable mediante el enlace
con diferentes tipos de moléculas. El enlace, mas o menos fuerte con moléculas es
necesario para preservar la precipitacion y aglomeracion de las NPs y asi, cada una de
ellas, mantenga su unidad aislada del resto de las NPs. Este enlace es fundamental en un
campo de aplicaciones de enorme interés actual como es el de la biomedicina. Se
pretende que nanoparticulas metalicas transporten moléculas como acidos nucleicos,
aminoacidos, azucares 0 ADN enlazadas a los adtomos de la superficie y que puedan
viajar por el organismo hasta depositarse en células dianas bien definidas (S. G. Ray et
al). En su lugar de anclaje liberarian las moléculas trans-portadas dando lugar a una
quimioterapia selectiva que reduciria al maximo los efectos colaterales. Recientemente
P. Crespo han encontrado que particulas de oro de 1.4 nandémetros de tamafio
recubiertas con moléculas organicas a través de enlaces oro-azufre presentan
magnetismo permanente incluso a temperatura ambiente. Lo sorprendente de este
hallazgo no es exclusivamente la presencia de magnetismo en un metal diamagnético
como es ¢l oro sino la superacién del limite superparamagnético a temperatura ambiente

con tamafios tan pequefios de particula.

Un excelente experimento llevado a cabo con dtomos aislados de cobalto sugiere que la
nanofisica constituye una fisica no descrita previamente en el marco de lo
macroscopico. Gambardella y colaboradores, observaron mediante dicroismo magnético
que a 5°K un atomo aislado de cobalto depositado en una superficie de Pt <111>
presentaba una curva de imanacién con marcada anisotropia, siendo el eje de facil

imanacion la direccion perpendicular a la pelicula de Pt. Este experimento indica que un
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atomo aislado puede constituir un iman, un iman que podriamos denominar atémico.
Cuando un atomo aislado posee momento magnético es de esperar que este fluctie en
direccion agitado por la temperatura. Sin embargo en este experimento se muestra que
como consecuencia del enlace del 4tomo a los dtomos de Pt se elimina la agitacion
térmica del momento magnético. Parece obvio que el limite inferior del tamafio de una
nanoparticula es un atomo. En este experimento el dtomo magnético estd aislado
aunque, en realidad, solo magnéticamente aislado ya que se encuentra enlazado a los
atomos de platino. El hecho de que el momento magnético del atomo de Co no fluctiie
térmicamente sugiere que pueden reducirse los tamafios de los bits y que una nueva
perspectiva de la fisica involucrada en el origen de la anisotropia magnética tiene que

desarrollarse para esta escala. Los atomos aislados seran imanes en el futuro préoximo.

IV. APLICACIONES BIOMEDICAS

Las nanoparticulas magnéticas son de sumo interés en biomedicina por sus diversas e
importantes aplicaciones: i) para transporte de drogas terapéuticas o de radioisotopos, ii)
como separadores magnéticos de células marcadas, iii) para el catabolismo de tumores
via hipertermia, y iv) como agentes de contraste en aplicaciones de resonancia
magnética. El hecho de que puedan fabricarse con un tamafio homogéneo que va desde
unos pocos nandmetros hasta decenas, las coloca en una dimensién comparable a una
entidad biologica como una célula (10-100 pm), un virus (20- 450 nm), una proteina (5-

50 nm) o un gen (2 nm de ancho por 10-100 nm de largo).

Transporte de fArmacos.

Hasta el presente, la mayor desventaja de los tratamientos que implican transporte de
drogas o radioisétopos, es la inadecuada distribucion de los medicamentos en el cuerpo.
Las drogas terapéuticas se administran en forma intravenosa y por lo tanto se
distribuyen en el torrente sanguineo, con el consecuente efecto no deseado de que
atacan todo tipo de células, incluidas las células sanas. Por ejemplo, los efectos
secundarios de la administracion de anti-inflamatorios en pacientes con artritis cronica
conllevan a la suspension de su uso; sin embargo, si su aplicacion pudiera localizarse
solo en la parte afectada, entonces podria aplicarse una droga potente y efectiva de

forma continua.
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A fines de la década de los 70’s, cientificos dedicados a este tema propusieron usar
portadores magnéticos con el fin de atacar sitios especificos dentro del cuerpo humano,
como por ejemplo un tumor cancerigeno. El objetivo era lograr una mayor localizacion
de la droga para disminuir a) los efectos colaterales, b) las dosis aplicadas. En una
terapia dirigida magnéticamente, una droga citotoxica se enlaza a una nanoparticula
magnética y biocompatible que funciona como portador. Este complejo droga-portador
se inyecta al sistema sanguineo del paciente, normalmente en forma de ferrofluido
biocompatible. Cuando las particulas han entrado en el torrente sanguineo se aplica un
campo magnético externo para concentrar el ferrofluido en algin sitio especifico del
cuerpo. Una vez localizada en el objetivo deseado, la droga puede liberarse por medio
de alguna actividad enzimética, por cambios en las condiciones fisioldgicas o bien por

variacion de temperatura, y ser absorbida por el drgano o células afectadas.

Desde aquellos primeros ensayos de la década de los 70°s se han desarrollado muchos y
diversos tipos de portadores magnéticos, pero aun en la actualidad la optimizacion de

estos portadores sigue siendo un tema de gran interés.

Las nanoparticulas estan formadas por un nicleo magnético, que normalmente es
magnetita Fe;O4 0 y-Fe,03, recubierto con un material biocompatible. El revestimiento
de la nanoparticula magnética tiene la funcidn de aislarla del medio evitando asi que se
disuelvan o se oxiden en el medio fluido, pero también puede favorecer la

funcionalizacion de grupos carboxilos, biotin, avidin carbodiimide u otras moléculas.

Los recubrimientos mas utilizados son los polimeros, como el polivinil alcohol o el
dextran, o los compuestos inorganicos como la silica; sin embargo, ultimamente, se
estan estudiando los recubrimientos con metales nobles como el oro. Por otro lado,
aunque el niquel y el cobalto son toxicos y susceptibles de oxidacidon, se estan
investigando distintos tipos de recubrimientos para convertirlos en biocompatibles. Por
ejemplo, actualmente se trabaja en cobalto recubierto de silica para su uso

oftalmoldgico en el tratamiento de desprendimiento de retina.

Se usaron portadores magnéticos por primera vez para concentrar dexorubicin en un
sarcoma implantado en una rata. Los resultados iniciales fueron muy alentadores,

mostrando 1a remision total del sarcoma; en cambio, en otro grupo de ratas donde la
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dexorubicin fue aplicada en una dosis diez veces mayor pero sin usar el transporte
magnético los sarcomas no remitieron. Desde aquél primer estudio se han reportado
varias investigaciones exitosas sobre el transporte de droga terapéutica y la remision de

tumores, incluso usando diferentes animales como cerdos, conejos y ratas.

A pesar de que estos resultados fueron tan prometedores, se han encontrado serias
dificultades en el transporte de drogas por portadores magnéticos. Estas limitaciones
incluyen i) la posibilidad de embolia debido a la acumulacién de portadores magnéticos,
y 1) la toxicidad de los portadores magnéticos. Sin embargo, resultados preclinicos y

experimentales recientes indican que aun es posible vencer estas limitaciones.

Hipertermia

En medicina se aplica el término hipertermia como un procedimiento terapéutico basado
la elevacion de la temperatura de una region del cuerpo, afectada por un proceso
maligno, con el fin de eliminar dicho proceso. Hasta ahora, la hipertermia ha sido
aplicada en tumores superficiales, como un tratamiento complementario dentro de la
Oncologia, sin embargo cada vez existen mas comunicaciones y publicaciones, en la
bibliografia médica y fisica, que sitian a la hipertermia en un papel mas importante. Se
ha descrito el uso de la hipertermia en el tratamiento de tumores cerebrales, prostaticos,
pélvicos, cancer de mama, carcinomas escamosos de cabeza y cuello, basaliomas
dérmicos etc. Asimismo se han descrito nuevos avances técnicos en la separacion de
particulas magnéticas dispensacion de dichas particulas y sus aplicaciones en
biomedicina uso de liposomas catidnicos magnéticos asi como su papel como
coadyuvante con la quimioterapia o con la radioterapia en el tratamiento de los tumores
malignos, basado en el aumento de la capacidad para “matar” células a temperaturas

superiores a 41-42°C.

Las investigaciones mas recientes sobre hipertermia tienen como objetivo estabilizar y
homogeneizar la temperatura alrededor de 42-43°C en la masa tumoral, aunque existe
una linea alternativa, denominada generalmente termoablacion magnética, basada en el
empleo de temperaturas hasta 55°C. Los efectos perjudiciales sobre las c€lulas sanas a
esta temperatura son importantes, aunque se trata de minimizarlos restringiendo la
localizacidén de las particulas al interior de la masa tumoral. Para alcanzar la temperatura

deseada dentro de la masa tumoral se han utilizado, a lo largo de la ultima década,

84



nanoparticulas magnéticas de oxido de hierro (Fe; O3 6 Fe; Oy4), compuestos metalicos
(Fe C, Sm Co) y metales (Fe, Au, etc.), con didmetros entre 10 y 500 nandmetros. Estas
nanoparticulas pueden ser bien toleradas por el organismo (dextran-magnetita, Fe) o
precisar un recubrimiento para ser biocompatibles.

La idea no es nueva: el uso de 6xidos de hierro para calentar y destruir tumores ya fue
propuesto por Gilchrist en 1957. Sin embargo, al dia de hoy, subsisten varios problemas
técnicos sin resolver de modo satisfactorio, lo que ha impedido 1a utilizacién clinica de
una terapia tan prometedora. La razoén estriba en que las soluciones sencillas, que
pueden mejorar el comportamiento de las nanoparticulas en un determinado aspecto,
con frecuencia afectan negativamente a otro. Esto da lugar a que materiales que

“funcionan” en los ensayos in vitro den resultados negativos en vivo.

Problemas mas inmediatos a investigar y resolver

a) Implantacion de las particulas en el area tumoral

Partiendo de la base de la biocompatibilidad del material utilizado o de su
recubrimiento, la inyeccidn de las particulas en el torrente sanguineo y su guiado hasta
el area del tumor requiere disefiar estrategias para evitar, en lo posible, su captaciéon y
eliminacién por el Sistema Reticulo - Endotelial. Las particulas, una vez inyectadas por
via intravenosa, son inmediatamente recubiertas por las proteinas del plasma, en el
proceso denominado opsonizacion. Este proceso hace a las particulas reconocibles por
los fagocitos del SER que las elimina rapidamente. Las Gltimas investigaciones apuntan
al recubrimiento de las nanoparticulas con polimeros hidrofilos y a la reduccion de su

tamafio, ambos factores que pueden detener el proceso descrito, aunque no evitarlo.

b) Confinamiento de las particulas en el area tumoral

Una vez inyectadas las particulas magnéticas, deben permanecer confinadas en el
volumen del tumor para que el tratamiento de hipertermia sea eficaz. Desde este punto
de vista podria ser interesante el uso de particulas con una distribucion de tamafios que
permitiera, por una parte la difusion de las particulas menores por el tumor, y por otra la
embolizacién dentro del mismo, lo que contribuiria eficazmente al confinamiento

deseado. En cualquier caso es necesario un confinamiento magnético, que se puede
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realizar en primer lugar in vitro, mediante la construccion de una maqueta del modelo
animal y el disefio y construccién de una configuracion adecuada de imanes
permanentes. Posteriormente se procederia a la utilizacién del dispositivo en los

ensayos in vivo.

¢) Generacion de calor y control de la temperatura

Como es sabido, la generaciéon de calor en las particulas magnéticas puede producirse
por dos mecanismos: las corrientes eléctricas inducidas en la particula por un campo
magnético alterno y, en las particulas ferromagnéticas por las pérdidas irreversibles en
el proceso de imanacion. En primera aproximacion, el calor generado por el primer
mecanismo aumenta con el cuadrado de la frecuencia y el segundo con la frecuencia del
campo magnético aplicado. En ambos casos aumenta con la permeabilidad y con el
momento magnético del material, que es el producto de la imanacién del material por el
volumen del mismo. Teniendo en cuenta estos aspectos creemos que los materiales mas
adecuados serian los ferromagnéticos, ya que su permeabilidad y su imanacion son
mucho mas altas que en otros materiales, lo que permite, para generar la misma
potencia, la utilizaciéon de campos magnéticos de menor frecuencia e intensidad. Dentro
de este tipo de materiales, los amorfos metalicos y los nanocristalinos son los que

presentan una mayor permeabilidad magnética.

Por otra parte, estos materiales ferromagnéticos dejan de serlo a una temperatura critica,
conocida como temperatura de curie (Tc), disminuyendo drasticamente su
permeabilidad y su momento magnético y, por consiguiente las corrientes eléctricas
inducidas. Esta propiedad proporciona un método ideal para el control de la temperatura

del tratamiento, fabricando un material con la temperatura de curie adecuada.

En el Instituto de Magnetismo Aplicado de la Universidad Complutense-(ADIF)
desarrollaron recientemente dos nuevos materiales, las aleaciones Fe-Cu y Fe-Cu-Zr,
cuya temperatura de curie puede ser ajustada en funcién de la composicidn, lo que las
convierte en buenos candidatos para estos tratamientos. Otra alternativa a los, podiamos
llamar, materiales magnéticos tradicionales la presentan las nanoparticulas magnéticas
de metales nobles como el Au. Su comportamiento ferromagnético, hasta temperatura

ambiente, en nanoparticulas de oro funcionalizadas con didmetros medios por debajo de
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los 3nm ofrece una via alternativa para producir un calentamiento local controlado
utilizables con fines terapéuticos como los tratamientos de hipertermia. También es
potencialmente interesante el comportamiento de nanohilos magnéticos, obtenidos por
electrodeposicion y de microhilos obtenidos por enfriamiento muy rapido. Los
nanohilos magnéticos presentan ademas la posibilidad de ser fabricados con “tramos”
de dos materiales diferentes, uno de los cuales podria ser un metal noble, que permitiria
ligarle moléculas organicas, con distinta funcionalidad.

El comportamiento de los distintos materiales, la generacion de calor y el control de la
temperatura debe estudiarse in vitro, en cultivos celulares, con células sanas y

tumorales, seleccionando los mejores para los ensayos reales.

d) Tolerancia del organismo y efectos secundarios

Los animales, objeto de los ensayos in vivo deben ser sometidos a un seguimiento
prolongado, con el fin de estudiar los efectos producidos sobre su organismo por los
tratamientos de hipertermia, o por las posibles complicaciones surgidas de la posterior
difusiéon y eliminacién de las particulas por el SER. Desde este punto de vista, los
efectos que se han observado, y que se recogen en la literatura, son tanto menores
cuanto menor es el tamafio de las particulas. Sin embargo la reduccién de tamafio
conlleva un aumento del volumen de material inyectado, asi como de la intensidad y
frecuencia del campo magnético alterno utilizado, para generar la misma potencia
calorifica. Asimismo, supone un aumento del gradiente de campo magnético empleado
en el confinamiento, para compensar la disminucién del momento magnético de las
particulas. Por lo tanto, es conveniente determinar el mayor tamafio posible, para que no

provoque las complicaciones aludidas anteriormente.

Las técnicas actuales de produccion y caracterizacion de NPs estdn permitiendo
descubrir un nuevo mundo de propiedades fisicas que no pueden explicarse con los
esquemas clasicos bien establecidos en la teoria de la materia condensada. El tamafio de
las NPs y su capacidad para enlazar moléculas organicas permite su utilizacién como
transportador de fArmacos a células dianas concretas dentro del organismo. Cuando las
NPs son ferromagnéticas se abre la posibilidad de ser conducidas a través del torrente

circulatorio hasta su objetivo mediante gradientes de campos magnéticos.
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V. CONCLUSIONES

De acuerdo con la revision bibliografica realizada en este trabajo, se concluye lo

siguiente:

Se investigaron y analizaron diferentes articulos sobre materiales nanoestructurados
a base de polimeros, y compuestos quimicos con diversos tipos de nanoparticulas
especialmente con nanoparticulas de plata, aplicados en la nanomedicina. La
nanomedicina es un campo emergente que ha hecho su contribucién a todas las esferas
de la vida humana, La sintesis bioldgica de las nanoparticulas se ha preparado para
mejorar las metodologias y enfoques en el campo de los medicamentos. Por lo tanto el
desarrollo de mejores procedimientos experimentales para la sintesis de nanoparticulas
asi como técnicas instrumentales para la evaluacidon y andlisis de diferentes
morfologias controladas, son de vital importancia para su avance. Ademas se puede
revisar y comparar resultados con otras técnicas como es el caso de la resonancia

magnética nuclear.

Las nanoparticulas de plata se han usado ampliamente como un agente terapéutico, asi
como agentes antifingico, antibacterianos, antivirales y antiinflamatorias. Hasta ahora,
las nanoparticulas sintetizadas quimicamente se han utilizado para estos enfoques, sin
embargo en informes recientes sugieren que las nanoparticulas sintetizadas

bioldgicamente tienen numerosas ventajas sobre los obtenidos por sintesis quimica.

Las técnicas de caracterizacion FTIR, WAXD, SAX, SEM TEM, DSC y TGA son
las mas utilizadas para la determinacion de las propiedades de los materiales
nanoestructurados a base de polimeros-nanoparticulas (en este caso nanoparticulas de
plata), para hacer la determinacion de  analisis morfolégicos, estructurales y
comportamiento térmico . Cada técnica nos revela informacion muy valiosa para
entender mejor el comportamiento de estos compuestos y la relacion estructura-
propiedades, proporcionando asi una aplicacién correcta a estos materiales

nanoestructurados.

Las técnicas de caracterizacion SEM, STEM y TEM, difraccion de Rayos-X son
quiza las técnicas mas empleadas para el estudio y andlisis de resultados de estos

sistemas nanoestructurados para el 4rea de la nanomedicina, debido a la gran
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informaci6n (de morfologia, anlisis quimico cualitativo, analisis de fases, etc.) que nos

proporcionan para concluir un trabajo de investigacion.

VL. PERSPECTIVAS A FUTURO

Una perspectiva muy prometedora del uso de las nanoparticulas en la administracion de
medicamentos especificos y también por su "multi-objetivo", que es esencial en el caso

de varias enfermedades como es el caso del cancer.

Se  han estado realizando grandes avances para la creacion de sistemas de
nanoparticulas para la entrega de farmacos. La entrega de la droga nanoactiva en los
tejidos especificos en el cuerpo, y las capacidades que mejorara la penetracion del

farmaco en las células, asi como otros medios para mejorar la actividad de la droga.

El objetivo especifico es un aspecto muy prometedor en el caso del cancer ademas de
otras enfermedades, se estan desarrollando nuevos farmacos que interfieren con las vias

que son especialmente activas en las células cancerosas.

La entrega de los fdrmacos antineopldsicos a las células cancerosas o los tejidos
asociados con el cancer como el tumor vascular puede ser selectiva al asociar las drogas
con moléculas que se unen a antigenos o receptores en las células de deteccion con

respecto a los tejidos normales [20].

El disefio de nanosistemas inteligentes funcionales para imagenes intracelulares
especificas, tienen aplicaciones terapéuticas que requiere un conocimiento profundo de

los mecanismos de nanoparticulas que entran y salen de las células.

La capacidad de las particulas recubiertas ha abierto nuevas puertas en la blisqueda de
una cura para la retinopatia diabética. Un nuevo método ha impulsado para la
identificacion de un conjunto de secuencias que se dirigen especificamente a estudios

con plata y cobalto.

Hay un enorme interés en la explotacion de las nanoparticulas en diferentes aplicaciones

biomédicas, ya que su escala de tamafio es similar a la diversidad biolégica molecular
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(por ejemplo, las proteinas, el ADN) y las estructuras (por ejemplo, los virus y
bacterias). Estos avances son prometedores en el campo que estara en su cumbre en los

proximos afios.

De acuerdo a lo anterior, seria interesante realizar estudios de técnicas de
caracterizacion en sistemas nanoestructurados, en los cuales se involucren diferentes

matrices poliméricas y otros tipos de nanoparticulas.
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