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INTRODUCCION

El uso«de-la nanotecnologia en aplicaciones médicas ha crecido rapidamente
principalménte en lo que se refiere a la liberacion controlada de farmacos y en la
terapia de diversas enfermedades [1]. En la mayoria de estas aplicaciones se han
empleado materiales, organicos como liposomas y polimeros biodegradables por
que han resultado'neser nocivos para el cuerpo humano [2]. En el sentido opuesto,
la aplicacion de materiales inorganicos en medicina (nanotubos de carbono,
metales, y nanoparticulas de*6xidos metalicos) se habia limitado por su “probables”
propiedades nocivas para el.euerpo humano. Sin embargo, a partir del momento en
gue fueron reportados ‘estudios de citotoxicidad que demostraron la
biocompatibilidad de los nanotubos de carbono y de nanoparticulas de 6xidos
metalicos, estos han ganado interés\para su aplicacion en los diversos campos de
la medicina [3]. Resultando incluso can mayores ventajas sobre los nanomateriales
organicos en lo que se refiere al-eontrol d€ su tamano, estructura y funcionalizacion

de su superficie para que atraviegenla membrana celular sin problema.

El cancer es una enfermedad que actualmentes/€scausante de muchas muertes a
nivel mundial, y la terapia que se emplea.para su thatamiento suele tener efectos
adversos sobre los pacientes. Lo anterior'nos lleva a'pensar en el desarrollo de
nuevos métodos de fabricacion de los farmacos “que, se utilizan para esta
enfermedad. Uno de los tratamientos de mayor importancia es la quimioterapia,
estos pueden ser de origen organico o inorganico, todos ‘ellos atacan células de
rapida proliferacion e induciendo muerte celular por necrosisy’generando que los
efectos secundarios sean severos [4].

En este sentido, materiales a base de 6xido de zinc (ZnO) se han evaluado como
matriz de soporte para la liberacion de farmacos, se ha encontrado quefel material
es biocompatible, con actividad antimicrobiana y antifingica [5]. Por otr¢’ lado,
estudios sobre la 1,10-fenantrolina, acido acético y acido ascorbico han puesto-de

manifiesto su actividad citotéxica sobre diversas lineas tumorales [6].
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Pensahdo en todo lo descrito anteriormente en este trabajo de investigacion se
realizé |a sintesis de ZnO por el método sol-gel, mismo que fue funcionalizado por
el método.de impregnacion con acido acético (AC), acido ascérbico (AS) y 1,10-
fenantrolina—=(FEN). Simultdneamente se realizaron las caracterizaciones
elementales'gue.nos permitieron conocer las propiedades fisicas y quimicas de los
materiales. Por (ltimo, se llevaron a cabo las evaluaciones de actividad citotéxica y
antiproliferativa en las\lineas celulares de cancer de cérvix SiHa, CaSki y HelLa por

la técnica de XTT.

Esta tesis se divide en{os siguientes capitulos, en el capitulo 1 se presentan la
descripcion de las propiedades fisicas y quimicas del ZnO, asi como los factores
gue afectan el proceso de formacion de este material por el método sol-gel. El ZnO
fue funcionalizado con moléculas‘organicas para mejorar su actividad citotoxica y
antiproliferativa en lineas tumorales; por, lo que también se describe las propiedades

fisicas y quimicas de los funcionalizantes.

En el capitulo 2 se explica la Sintesis de |los materiales de ZnO por sol-gel y la
funcionalizacién del material por “el/método de. impregnaciéon. Por otro lado, se
describen los fundamentos de las técnicas de caracterizacion y de evaluacion de la
actividad biolégica de los materiales, "asi‘jcomo las_condiciones de uso de los

equipos utilizados en cada analisis.

El capitulo 3 se presenta los resultados y discusiones, de los estudios de
caracterizaciéon y pruebas de citotoxicidad realizados; y finalmente se concluye en
base a los resultados obtenidos.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluarel-efecto de la funcionalizacion de nanoparticulas de ZnO en la actividad

bioldgica ia-vitro en lineas celulares de cancer de cérvix.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Determinar el efecto.del solvente y el pH de sintesis en las propiedades
fisicoquimicas del Zn© a partir de acetilacetonato de zinc.

¢ Evaluar el efecto de la‘funcionalizacion de nanoparticulas de ZnO por el método
de impregnacion con 1,1Q=fenantrolina (FEN), &cido acético (AC) y acido
ascorbico (AS).

e Evaluar la actividad citotoxica y antiproliferativa in vitro en lineas tumorales de

cancer de cérvix.
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JUSTIFICACION

El cancer.es una de las principales causas de muerte a nivel mundial, en México el
10% total de-muertes anuales son a causa de algun tipo de cancer, el mas comun
entre la poblacién femenina es cérvico-uterino y entre la poblacién masculina el
cancer de pulmén [7].

La calidad de salud'de’pacientes con cancer es importante por lo que resulta urgente
desarrollar farmacos “gitostaticos que actien de manera especifica en la zona
tumoral, es decir, que nho interfieran en los circuitos bioquimicos de las células
sanas. Los farmacos disponibles por lo general causan toxicidad sistémica por no
diferenciar a las células del cancer de las normales, lo cual da como resultado

efectos adversos de diferente tipe“en los pacientes.

En este sentido compuestos que contienen 1,10-fenantrolina han sido estudiados
por sus propiedades anticancerigenas [6}«Investigaciones recientes sobre inhibicion
de crecimiento de células cancerfgenas ‘ydctividad citotoxica, reportan al acido
ascorbico y acético con potencial para-esta aplicacion [8]. Por otro lado se sabe el
oxido de zinc es empleado en la combinacion'de farmacos, por sus propiedades
antifingicas y antibacterianas.

Por todo lo anterior se realizaron materiales con actividad'citotdxica a base de ZnO

funcionalizado con 1,10-fenantrolina y acético.
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CAPITULO 1 NANOPARTICULAS CON ACTIVIDAD CITOTOXICA

Actualmente las nanoparticulas son un area de gran interés en la investigacion
cientifica debido a que poseen propiedades distintas, que pueden depender de su
tamafio, la merfologia y la distribucién; de tal manera que es posible crear y mejorar
productos con una _amplia variedad de aplicaciones en los campos biomédicos,
opticos y electronicos« Desde hace varios afios se han realizado sintesis de
nanoparticulas de diferentes materiales, desde polimeros naturales como la
celulosa, alginato, poli._(acido lactico) (PLA) [9]; se han realizado también
nanoparticulas metalicas.de” diferentes tipos como cobre [10], plata [11], zinc [12],
titanio, oro [13], y nanoparticulas-de compuestos inorganicos como oxido de silicio,
titanio, zirconio, aluminio y zinc, ‘especialmente las nanoparticulas de éxido de zinc,
tiene gran potencial en diversas' aplicaciones, tales como electrénica, Optica,
fotdnica y biologica como agente antimicrobiano, antifungico y recientemente se
comenzo a investigar su actividad citotoxica, resultado que estas nanoparticulas
tienen actividad en células tumorales, lo qué hace sean atractivas para explotar esta
aplicacion.

Se sabe que las propiedades fisico-quimicas de‘los materiales dependen en gran
medida de los parametros de sintesis empleados, de\tal manera que la literatura fue
fundamental para determinar el método de elaboracion.de)los materiales de ZnO y
la seleccion de las moléculas organicas que lo modificaron para obtener materiales

con mayor actividad citotéxica.
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1.1 GENERALIDADES DEL OXIDO DE ZINC
1.1.1*PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS DE OXIDO DE ZINC

Los materiales nanoestructurados de ZnO han recibido gran atencién,
especialmente.en aplicaciones de electronica, Optica y propiedades guimicas, entre
otras [14]. El ZnO/es un compuesto de origen natural conocido como el raro mineral
zincita, que cristaliza-en, la estructura hexagonal wurtzita (Figura 1) [15]. El mineral
zincita fue descubierto,en 1810 por Bruce en Franklin. La estructura de ZnO se
puede describir simplemente como un numero de planos compuestos por O
tetraédricamente coordinado+y iones Zn?* apilados alternativamente a lo largo del
eje ¢ [16]. Por otra parte Z. L', Wang y colaboradores afirmaron que la coordinacién
tetraédrica de ZnO se traduce.en su estructura central no simétrica, la
piezoelectricidad y piroelectricidad.

Figura 1. Estructura cristalina del ZnO tipo wurtzita [17].

El ZnO comUnmente es sintetizado por método fisicos, tales como el método de
evaporacion y condensacion térmica, que son favorecidos por la alta calidad del
producto final ZnO, sin embargos estos métodos necesitan alto vacio.y altas
temperaturas [18]. En opuesta a los métodos fisicos, las rutas en fase de selucion,
basado en una sustancia quimica himeda, han demostrado ser eficientes y
adecuadas en la preparacion de diversas nanoestructuras de ZnO, debido a.las
condiciones suaves de sintesis del material, tales como, baja temperatura de
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crecimiento, facilidad en la adicion de elementos en la red de los materiales, y
potencial para la produccion en masa. Recientemente el proceso de sol-gel se ha

empleado_para sintetizar materiales de ZnO a nano-escala [14].

1.1.2 METODO SOL-GEL

El método sol-gel'.(solucion-gelacién) es una forma eficaz de obtencién de
materiales con caraeteristicas muy especificas por que las propiedades
estructurales, morfologicas y_electronicas se puede controlar desde el inicio, el
proceso consiste en la formacion de un sol (suspension coloidal de particulas
sblidas) y subsecuentemente las, hanoparticulas coloidales se unen formando una
red soélida en 3D que es un gel viscoso [19]. En la préactica, el proceso se puede
iniciar a partir de la gelificacion de‘soltciones coloidales a partir de la hidrolisis y
condensacion de sales inorgédnicas o precursores organometalicos en agua o
disolventes organicos [3]. En la €tapa de hidrélisis se emplean catalizadores acidos
0 basicos asi como co-solventesgue favoreCen’ la miscibilidad del precursor y el

agua [20].

T. Lopez y colaboradores describieron que,utilizar-€l.método sol-gel contribuye en
la obtencién de materiales con muy alta homogeneidad.y pureza, mayor estabilidad
térmica, areas superficiales altas y tamano de poro regulado, ademas que permite
el control del tamafio de particula, de tamafio de poro y‘la'resistencia mecanica
mediante la regulacion de las condiciones de secado y envejeeimiento, de igual
forma se puede controlar la cristalinidad, manipulando la porosidad, posibilidad de
controlar la funcionalizacién, modificando los precursores y la velocidad de hidrolisis
y condensacion, y disminuye la degradacion térmica, porque las etapas ‘son.a bajas

temperaturas [3].
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1.1.3.SINTESIS DE ZnO POR SOL-GEL

Cada técnica de sintesis de materiales tiene sus propias ventajas y puede producir
diversas estructuras de ZnO con diferentes propiedades. Las estructuras de ZnO
pueden apareécer como nanoparticulas simples, nanovarillas, nanocables,
nanocintas, jerarguicos ramificados, nanoespirales, nanoanillos, nanoestructuras
core-shell, nanocajas;\nanoflores, y los nanotubos, entre otras estructuras [14].

El proceso de sol-gel.es uno de los métodos mas utilizados en la sintesis de
nanoparticulas de ZnQ, debido a su buena homogeneidad, la facilidad en el control
de la composicién, baja“temperatura de procesamiento, y buenas propiedades
Opticas [21]. Son cuatro tipos~de materiales se utilizan en la sintesis de ZnO
utilizando el método sol-gel, precursor, disolvente, catalizador y estabilizador. El
precursor es el principal material ‘que\permite que la reaccion guimica que se
produzca en el proceso sol-gel:’Aunque los materiales precursores normalmente
consisten en iones metalicos, fambién sé utilizan otros elementos rodeados de
varias especies reactivas llamadas’ligandos*ysson conocidos como alcoxidos de
metales, que son los mas preferidos, ya que reaccionan facilmente con agua [22].
Un disolvente mutuo, tal como alcohol (etanol, métanol, e isopropanol) es utilizado

porque alcoxidos y agua son inmiscibles [3].

Se necesita un catalizador para asegurar la aparicion dé hidrélisis y condensacion.
Algunos ejemplos de catalizador son el &cido clorhidrice,»hidréxido de potasio,
NaOH, e hidréxido de amonio. Estabilizadores, tales como dietanelamina, hidroxido
de tetrametilamonio, y etilendiaminotetra acetato, se afiaden para‘estabilizar el sol.
Este es importante para garantizar que el sol no camb'a rapidamenteta gel. Las
propiedades de una red de sol-gel, estan relacionados con una seri€"de factores
que afectan a la velocidad de hidrélisis y reaccion de condensacion, tales como pH,
temperatura de sintesis, tiempo de reaccion, concentracion de reaetivo, la
naturaleza y concentracion del catalizador, la temperatura de secado, el tiempowy

proceso de secado de envejecimiento [14].
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El proceso de sol-gel generalmente implica cuatro etapas: la hidrolisis,
condensacion y polimerizacion de monomeros para la formacion de particulas, el
crecimiento de particulas y aglomeracién de particulas. Estas etapas son seguidas
por la formacion de las redes que se extienden por todo el medio liquido, que resulta

en la formacion y engrosamiento del gel [23].

Durante el proceso dé sol-gel, se produce el proceso de nucleacion de particulas de
Oxido de metal normalmente por precipitacion. Este proceso implica la reaccién
entre la sal de metal soluble con los iones hidroxido (YOH) o agua. La reaccion de
nucleacion de sal de metal divalente (MXz2) y una solucién que contiene YOH se
describe como sigue [24]:

MX, + 2YORS MO(s) + 2Y* + 2X~ + H,0

Donde M es el tipo de metal (en patticular Zn), X es el anion (por ejemplo, CHsCOz
, Br, y ClO«), Y es el cation (tales como Na, Li y K). El proceso de crecimiento se
produce entonces en la soluci6h sobresaturada hasta que la concentracion de
saturacion del solido se alcanzd.‘Después de la nucleacion y el crecimiento, el
tamafio medio de particula y distribucion de. tamafio se pueden cambiar por el
envejecimiento. Los dos procesos de envejecimiento,dominantes son la agregacion
y engrosamiento, que depende en gran medida en |gS parametros experimentales.

Estos factores afectan el tamafio de particula final y tamafio de distribucion [23].
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1.1.4EFECTO DEL pH EN LA SINTESIS DEL ZnO

El pH influye significativamente en las propiedades de ZnO cuando se sintetiza ZnO
por el método sol-gel. El comportamiento de la hidrolisis y la condensacion de la
solucion durante la formacion del gel son controlados por pH; por lo tanto, la
morfologia de ZnO es también afectada [25]. Otros estudios muestran que las
condiciones de la’spllcion afectan sobre todo el tamano de la particula de polvo de
Zn0O. El pH puede cambiar también el numero de ndcleos de ZnO y unidades de
crecimiento, el aumento dé pH (de &cido a alcalino) de soles resulta en el
crecimiento de particulas de-ZnO [14].

Muchos estudios anteriores ‘sebré ZnO se han centrado en la sintesis de un
electrodo de ZnO con estructura hexagonal wurtzita, con superficie porosa y
propiedades morfolégicas de nanoparticulas en el intervalo de ~50 nm, utilizando
centrifugacion de sol-gel de pH’6-11 [26]. Estos estudios utilizaron acetato de zinc
(Zn(CH3sCO0)2.2H20) como precursor, metanol como disolvente, y NaOH para
ajustar el pH.

S. Alias y colaboracion, prepararon®seluciones.de ZnO mediante la adicion de
Zn(CH3CO0)2.2H20 atemperatura ambiente. Las soluciones se agitaron hasta que
una solucion clara fue obtenida. Las selucionesClaras se transformaron en
soluciones de suspensioén de color blanco lechoso después de la titulacién con
NaOH debido al cambio en los niveles de pH de los soles ‘a partir de pH 6 (acido) a
11 (alcalino). Las soluciones de color blanco lechoso resultantes se agitaron de
nuevo, y todas las muestras se dejaron a temperatura ambiente (durante el proceso
de sol-gel. Posteriormente fueron centrifugadas para completar la”gelificacion,
después de la hidrélisis por una semana, la centrifugacion se llevofa,cabo para
mejorar el aislamiento entre ZnO y el disolvente. El ZnO blanco precipitado obtenido
después de la centrifugacion se seco en un horno. Finalmente, el precipitado seco

se molid hasta que se convirtid en un polvo blanco fino.
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En el-experimento anteriormente descrito, se encontrd que el tamafo de particula
disminuye inversamente proporcional al pH, que mostré que la cantidad de iones
OH- desempef6 un papel importante en la determinacion de tamafio de la particula
Zn0O. Después de alcanzar la cantidad suficiente de iones OH- para la sintesis de
Zn0O (pH 8 y.9),.el tamano de particula se redujo a causa de la disoluciéon de ZnO.
El tamafio de cristalito de ZnO aumentd a pH 8 y 9, lo que podria atribuirse al
aumento en la cantidad.de iones OH" en ZnO. Sin embargo, aumentar aiin mas en
la concentracién de ©H en ZnO (pH 10 y 11) redujo en mayor proporcion los
tamarios de cristalitos y/de\particulas debido a que la cantidad de OH- disuelto fue
mayor durante la sintesis de . ZnO a estos niveles de pH [27]. La disolucién disminuye
el tamafio del cristalito y tamafios de particulas y facilita la aglomeracién de
particulas [14].

Maestria en ciencias con Orientacion en Materiales-UJAT Pdgina 18




Sintesis y Evaluacion de (a Actividad Citotoxica in vitre de Nanoparticulas de ZnO

Funcionalizado con Moleculas Organicas, para el Tratamiento del Cancer
e

1.1.5.0XIDO DE ZINC COMO MATRIZ DE SOPORTE

El ZnO es un material que ha sido utilizado en diversas aplicaciones tales como
catalizadoresyadsorbentes, cristales fotonicos, sensores, vehiculos de liberacién de
farmacos, células artificiales, etc. Otras investigaciones hablan de la actividad
antibacteriana del ZnO, por ejemplo, K. Ajay y colaboracion evaluaron complejos de
Zn en cuatro sepas de"hongos (Cyrtomium falcatum, Aspergillus niger, Fusarium
oxysporium y Curvularia pallescence) y cuatro bacterias (Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi y Streptococcus pyogenes), se
evaluaron tres concentraciones diferentes. Se encontré que los materiales tienen
actividad antifungica y que inhibe“etcrecimiento de hongos [28].

A. K. Singh y colaboracion prepararon un complejo de Zn, el cual fue evaluado en
dos bacterias (Bacillus subtilis, Escherichia coli) y su actividad antifingica en cuatro
hongos (Colletotrichum falcatum,, Aspergillus niger, Fusarium oxysporium and
Carvularia pallescence). Se entontrd-que’lasactividad antifingica y antibacteriana

aumenta con la quelacién [29].

Se sabe que el ZnO por sus propiedades . fotocataliticas posee actividad
antibacteriana y antifangica, por lo que también se‘emplea como principio activo de
formas farmacéuticas, recientemente materiales nanoestructurados a base de ZnO
son estudiados para la liberacién de farmacos, a continuaeion, se describen algunos
complejos formados a partir de este compuesto.

T. Chen y colaboracion, prepararon un material nanoestructuradoycon ZnO como
nacleo, el cual fue funcionalizado con acido poli (L-lactida), un _folato y un
polisacarido sulfatado, los ensayos in vitro de citotoxicidad se realizaronen células
Hela (linea celular de cancer cérvico uterino). Se encontré que los materiales
presentan especificidad, debido a que solo tienen actividad citotoxica en“células

cancerosas [30]
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Q. Ywang y colaboracion, sintetizaron un complejo ZnO funcionalizado con &cido
félice*ctonjugado con chitosan en donde encapsularon un farmaco anti-cancer,
llamadoe“doxorubicina, se encontrd que el farmaco es liberado de forma controlada

[5].

H. Zhang y “eolaboracién, prepararon nanovarillas de ZnO con daunorubicina
(medicamento cantra’el cAncer en la terapia fotodinamica) por el método de reaccién
de estado soélido,( la“actividad anti-tumoral in vitro en células SMMC-7721
(hepatocarcinoma humano) se determin6 por ensayo MTT y citometria de flujo, se
encontrd6 mayor efecto“apoptético con el tratamiento de las células con ZnO-
daunorubicina con irradiacién AV [31].

A. Ismail y colaboracion, trataron eélulas HepG2 (adecarcinoma de higado humano)
con nanoparticulas de ZnO y ZnQ sevestido con silice, estas fueron dopadas con
Fe, Ag, Pb y Co, nanotubos de TiOz2.ZnO/TiO2 bajo irradiacion UV; lo resultados
fueron comparados con el farmaco.quimioterapéutico doxorubicina, se encontré que

los materiales tienen mayor efettoceitotoxico{32].
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1.2 GENERALIDADES DE LOS FUNCIONALIZANTES
1.2.7"PROPIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE LA 1,10-FENANTROLINA

La 1,10-fenantrolina (FEN) es un ligando bidentado quelante para iones de metales
de transicion gte*han jugado un papel importante en el desarrollo de la quimica de
coordinacion y aun.eontinta a ser de considerable interés como material de partida
versatil para quimica“organica, inorganica y supramolecular [33]. FEN es una
molécula rigida planar.e hidrofoba, también es un sistema heteroaromatico pobre
en electrones cuyos atomos de nitrégeno estan muy bien situados para actuar
cooperativamente con catiopes vinculantes (ver Figura 2). Estas caracteristicas
estructurales son determinantes\en su capacidad de coordinacion hacia iones
metalicos [34].

Figura 2. Estructura quimica molecular de 1,10-fenantralina, los atomos de C se muestran
en color gris, Hen blanco y N en azul [86].

El ligando FEN se comporta como una base débil en solueion acuosa. Debido a su
excelente capacidad para coordinar muchos iones metalices’la 1,10-fenantrolina y
sus derivados se utilizan con frecuencia en muchos pracesos que implican
complejos de metales donde pueden ser presentados en muchas.funciones, tales
como ligandos para la catalisis 0 como agentes estabilizantes parasla sintesis de
nanoparticulas [35]. La molécula FEN forma facilmente complejos o¢taédricos en
solucion acuosa del tipo [M(FEN) (H20)4]2+, [M(FEN)2(H20)z2]2+ y [M(FEN)g]2+, donde
M, es el metal, correspondiente a la primera fila de cationes de metales de transicion
[36].
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Por otro lado, estudios sobre modulacion de niveles de toxicidad de farmacos
anticancer estudian el desarrollo de metales de transicion y compuestos basados
en 1,10<fepantrolina, algunos complejos metalicos que contienen FEN son también

conocidos/por intercalar en el ADN.

1.1.1.1 ACTIVIDAD CITOTOXICA DE LA 1,10-FENANTROLINA

La 1,10-fenantrolina (FEN}).es un compuesto organico heterociclico que actualmente
es muy estudiado por sé marcada actividad biolégica como agente anti fungico,
antibacterial y anti-tumoral] a.continuacion, se describen algunas investigaciones en
relacion a la actividad biolégicade este compuesto:

C. Deegan y colaboradores, evalgaron el efecto citotoxico de compuestos que
contienen la molecula FEN como ligando, el 1,10-fenantrolina-5,6-diona, [Cu(1,10-
fenantrolina-5,6-diona)s)(ClO4)2¢4H20, y-{Ag(1,10-fenantrolina-5,6-diona)2]CIO4 en
dos lineas celulares neoplasicas'humanas(A498 y Hep-G2) y en dos lineas no
neoplasicas (CHANG and HK-2), este~estudio’fue comparado con el Cisplatino, se
encontr6 que los materiales posee actividad citotéxiea en las cuatro lineas celulares,
el efecto sobre las dos lineas no neoplasicas fue mener en comparacion del efecto

inducido por el cisplatino [37]

P. Heffter y colaboracion, prepararon el compuesto [tris (1,10-fenantrolina) de
lantano (Ill)] tritiocianato el cual posee actividad anticancerigena. Los ensayos
bioldgicos se realizaron in vitro en células KP772 (adecarcinoma_de colon) e in vivo

en ratones [38].

N. McGinely y colaboracion prepararon el material [(1,10-fehantrolina)
(etilendiamina) platino (I1)]** usando como vehiculo de entrega un aptamero sgc8c
gue es un oligonucleotido de ADN 41-base que se une a las células de leucemia
con alta afinidad y especificidad, el cual fue puesto a prueba en lineas celulares-de

cancer de ovario A2780 y A2780cp70. Se encontré que el complejo era capaz de
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reconocer las células de leucemia, pero permanecio atrapado, por lo que el efecto

citotéxico inducido fue muy bajo [39].

S. J. Park,y colaboracion, evaluaron la actividad biolégica de dos tipos de
fenantrolina, .~ 1,10-fenantrolina, 3-metiladenina y carbonil cianida 3-
clorofenilhidrazona en la linea célular HeLa. Se encontré que estos compuestos

inducen fisibn mitocoendrial: autofagia y fragmentacion de la mitocondria [6].

1.2.2 PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS DEL ACIDO ACETICO

El &cido acético (AC), C2H4Oz2 (Figura 3), también conocido como acido etanoico,
acido etilico y 4cido metano carboxilico, es un liquido incoloro con un fuerte parecido
al vinagre y es inflamable. Los grupos/carbonilo y el hidroxilo del AC son aceptores
activos de hidrogeno y donanterespectivamente, por lo que tiende a formar dobles
enlaces de hidrogeno, dando_ecomo resultado un dimero en gas y algunos

disolventes no polares, asi como 'estructuras de cadena en liquido puro [40].

Figura 3. Estructura quimica molecular del acido acético, los atomaes“de.C, O y H se

muestran en color gris, rojo y blanco respectivamente.

El AC tiene la propiedad de ser miscible con agua, alcohol, glicerol{™éter, y
tetracloruro de carbono [41]. El &cido acético glacial, que es el acido acético_puro,
es altamente corrosivo [41]. Es un compuesto con usos domésticos incluyen aseo;
metal y drenaje limpiadores y desoxidantes. Industrialmente, es utilizado en la
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refinacion de metales, fontaneria, blanqueo, grabado, recubrimiento, la fotografia,
la desinfeccion, municiones, fabricacion de fertilizantes, limpieza de metales. Se
utiliza eemo” conservante en alimentos, como un disolvente para gomas, resinas,

aceites volatiles, y es usado ampliamente en la sintesis organica [42].

Desde hace algunos afios el AC se utiliza como agente activo para la deteccién
visual del virus 'de_papiloma humano (VPH), debido que al hacer contacto con el
virus este genera un cambio de color [43]. Recientemente se comenz6 a investigar
la actividad citotoxica.de’ compuesto derivados de acido acético, resultando que la

molécula tiene potencial-en la aplicacion.

1.2.2.1 ACTIVIDAD CITOTOXICA.DEL ACIDO ACETICO

El acido acético (AC) es una molécula organica que se encuentra en el vinagre, el
cual es responsable de su olor y'sabor. Estldios sobre los derivados del AC reportan
gue posee actividad anti-tumoral, a“ continuacion de describen algunas

investigaciones de este tipo.

S. Zhou y colaboracion, investigaron ‘la_actividad anti-tumoral de un compuesto
derivado de acido flavona-8-acético, el“acido 5,6-dimetilxantenona-4-acético. El
estudio in vitro se realiz6 en la linea celular Caco-2, que es un modelo de la barrera
intestinal de cancer de colon. Se realiz6 un ensayo de sdlforrodamina B, donde se
encontrd que el compuesto posee un efecto inhibidor de creCimiento en Caco-2 [44].

Y. Jeong y colaboracién, estudiaron la foto-activacion con rayos ultravioleta de acido
5-hidroxiindol-3-acético (principal metabolito de la serotonina) para inducir apoptosis
en células de cancer de prostata y vejiga. El ensayo in vitro se realizé en células
PC-3, TCCSUP y LNCaP, se encontré que el compuesto sin ser activado lcon UV
no mostro citotoxicidad, por el contrario, con la foto-activacion se produjo la muerte

celular por apoptosis [45].
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M. Jebng y colaboracion, estudiaron la actividad anti-cancer del compuesto 3,4-
dihidroxifenil acido acético en células Hela, se encontrd gue inhibe el crecimiento

de las células e induce la disminucion del nUmero de estas por apoptosis.

1.2.3 PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS DEL ACIDO ASCORBICO

El acido ascorbico (AS) cominmente es conocido como vitamina C, en su forma
pura es un polvo cristalino.blanco, extremadamente soluble en agua haciendo una
solucién incolora. Se sabe gue es un nutriente esencial en el cuerpo para el
mantenimiento y la reparacion del tejido conectivo y posee una fuerte respuesta
inmune; se sabe que tiene propiedades antioxidantes debido a que elimina los
radicales libres que se producena partir de reacciones bioquimicas y metaboélicas
[46]. Debido a la facilidad de la oxidacidn del acido ascérbico, la comprension de su

papel como la vitamina C fue un’gran desafio, en la Figura 4 se muestra la estructura

molecular de la molécula de AS:

Figura 4. Estructura quimica molecular del acido ascorbico, los atomos de. G, O vy H se
muestran de color gris, rojo y blanco respectivamente.
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El AS"es una cetolactona hidrosoluble con dos grupos hidroxilo ionizables, por lo
gue'tiende a actuar como un acido cuando se mezcla con agua, lo que significa que
pierde 1ho de sus atomos de hidrégeno, dando como resultado una molécula
conocida como ascorbato, la cual es un excelente agente reductor y se somete
faciimente des‘oxidaciones consecutivas de un electron que resultan en la formacion
de un radical ascorbato y acido deshidroascorbico (DHA), en este proceso también
se produce peroxidoyde hidrégeno (H:02), por tal motivo se ha propuesto al
ascorbato como un prefarmaco para la entrega de H20: a los tumores [38, 39]. Este
conocimiento aporta la idea“del uso del &cido ascorbico para inducir apoptosis en
células cancerosas, de tal forma que resulta atractivo el estudio de esta molécula

en el tratamiento del cancer [47].

1.2.3.1 ACTIVIDAD CITOTOXICA DEL-ACIDO ASCORBICO

Con el descubrimiento de que la’administracion de AS en pacientes con algun tipo
de cancer aumenta la tasa de sobrevivencias[48], se comenzd a investigar su
actividad citotoxica, a continuacion, se“describen algunos estudios que indican que
la molécula de AS tiene potencial en la‘aplicacion.

J. Park y colaboracién, realizaron la funcionalizacién~€on acido ascérbico a un
farmaco llamado Paclitaxel, el cual es usado como agente.quimioterapéutico contra
varios tipos de tumores, pero a menudo genera efectos secundarios tdxicos graves.
En este estudio el AS se utilizé para reducir los efectos secundarios toxicos, para
ello se examind este efecto utilizando una linea celular de cancer.de pulmén y en
ratones implantados con células cancerosas. En la evaluacion in vitr6 se encontrd
mayor efecto anticancerigeno en comparacién con el tratamiento, solo con
Paclitaxel; en el experimento con ratones, estos no mostraron los.efectos
secundarios tipicos, tales como reduccion del nimero de células blancas y'rojas de
la sangre y el nivel de hemoglobina [49].
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J. Kim y colaboracion, realizaron un estudio in vivo sobre la influencia del
agotamiento de AS en ratones implantados con células de cancer de ovario. Se
encontré gué, en los animales suplementados con AS, tuvieron una mejor respuesta
al tratamiente- quimioterapéutico, en comparacion con los de control normal, por lo
cual se concluye que la concentracion de AS tiene un papel esencial en el

mantenimiento de la citotoxicidad contra células cancerosas [50].

Otro estudio realizado por Y. Ha y colaboraciéon, encontraron que la alta
concentracion de AS induce la apoptosis en células humanas de cancer gastrico, el

efecto citotoxico se determiné por el ensayo MTT [51].

Por otro lado, E. Song y colaboracion, evaluaron el efecto del AS en el crecimiento
sobre una linea celular de cancer de pulmén, mismas que posteriormente fueron
tratadas con vincristina, el cual es un\farmaco quimioterapéutico, se encontré que
el pre-tratamiento de las células con-.AS, genero una inhibicion hasta 33 veces
mayor al ser tratadas posteriefmente congvincristina comparado con las células sin
ser tratadas con AS [8].

Recientemente Bradley M. Roberts y colaboradores, caracterizaron el mecanismo
de muerte celular inducido por AS en(la‘linea tumoral HelLa. En este estudio se
plantea la hipotesis de que en altas concentraciones™(5-10 mM) de AS induce la
muerte celular a través de una via intrinseca apoptética. Esto lo atribuyen a la
generacion de H202 a través del AS. Los resultados sugieren que el acido L-
ascorbico podria ser un agente terapéutico potencial para el€ancer de cuello uterino
[47].
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1.3 NANOTECNOLOGIA PARA EL TRATAMIENTO DEL CANCER

La nanotecnologia es un &rea de investigacion que estudia, disefa y fabrica
materialesta~escalas nandscopicas, y las usa para alguna aplicacion practica. El
término fue ‘descrito por Norio Taniguchi, como un “proceso que consiste en la
separacién, consolidacion y deformacion de materiales por un atomo o una
molécula”. Durante as ultimas décadas, la nanotecnologia se ha convertido en una
poderosa herramienta que nos ayudara a superar las limitaciones que enfrenta la
medicina. El desarrollo de materiales ceramicos, metalicos, poliméricos o de origen
biolégico para aplicaciones” en medicina, se han convertido en un area de

investigacion de gran interés.

Estos nuevos materiales nanométricos se han propuesto como buenos candidatos
para la entrega de farmacos, dispositivos, herramientas quirdrgicas, entre otras
aplicaciones, que debido a su.pequerno tamano pueden circular por todo el cuerpo
sin el riesgo de producir embolia: Tal es el caso de los tumores cancerigenos que
poseen ventanas de ciertos epitelios, las parsticulas pueden permeabilizar al tumor
a través de los compartimientos sanguifieos. Recientemente se investiga el uso de
nanoparticulas inorganicas como vehiculos.para tffransportar farmacos, debido a su
nula reactividad y alta compatibilidad con sistemas ‘biologicos, estas particulas en

forma de 6xidos se han estudiado para el tratamiento de-diversos tipos de cancer.

En México, el cancer cervicouterino se ha mantenido comorla segunda neoplasia
mas importante entre la poblacién mexicana y como la primera cadsa de muerte en
la poblacion femenina [52]. En un estudio realizado en la Ciudad de México,
Lazcano Ponce y colaboradores reportan que el riesgo de enfermedad para cancer
cervicouterino se increment6 hasta siete veces en mujeres con virus(@el papiloma
humano (VPH) 16-18 positivo [52]. Uno de los compuestos mas utilizados para tratar
este tipo de neoplasia es el cisplatino (cis-diclorodiamin platino), es un compuesto
capaz de formar enlaces covalentes con las bases nitrogenadas del ADN, poer-io
cual se bloquea la replicacion y transcripcion del ADN, una de las limitantes de este

medicamento son sus efectos secundarios que puede generar.
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1.3.1.CANCER CERVICO UTERINO

En un grganismo sano se encuentran en equilibrio los procesos de proliferacion y
muerte celdlar. La célula cancerosa es el resultado de la acumulacion de una serie
de alteraciones en el ADN, como consecuencia se desarrolla una célula
transformada quetiene la capacidad que proliferar, invadir y producir metéstasis, y
de suprimir el proceso apoptdtico. La desregulacion de la apoptosis ha sido
implicada en el origen del cancer por la prolongacion anormal de la supervivencia

de la célula.

El carcinoma cérvico uterino (CaCU), representa la segunda causa de mortalidad
en poblacion femenina a nivelmundial, y es una las principales causas de muerte
en la poblacion femenina mexieana, [52). Este tumor representa mas de 24% de
todas las neoplasias malignas reportadas en México, haciendo de esta neoplasia
uno de los problemas de salud mas graves en nuestro pais [53].

Se ha demostrado que los genomas de/los VPH de alto riesgo usualmente se
integran al genoma de la célula hespedera;-esta’integracion se realiza en diversos
sitios, algunos de ellos cercanos a” oncogenes especificos o sitios fragiles,
sugiriendo que este evento puede tener.un-papelimportante en el desarrollo de los
tumores cervicales [53]. Los VPH 16, 18, 31, 45, 56,.50n de facil reconocimiento
clinico y de alto poder oncogénico, sobre todo en el cérvixy EI VPH-16 tiene mayor
proporcidon en el cancer escamoso, mientras que el VPH-18 se encuentra mas
relacionado con el adenocarcinoma [52].

La propiedad oncogénica principal de las proteinas virales E6 y E7 es su capacidad
de inactivar a las proteinas celulares supresoras de tumor pRB y p53
respectivamente, permitiendo asi la transformacion de inmortalizacion delas células
infectadas. La inactivacion de los genes supresores de tumor, ya“sea por
mutaciones génicas o por presencia de virus genera la desregulacién del ciclo
celular y la activacién de varios proto-oncogenes. Estas interacciones no han sido
totalmente estudiadas y se desconoce, por lo tanto, el comportamiento global-detl
CaCuU.
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CAPITULO 2 PARTE EXPERIMENTAL
2.1 SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE ZnO

El 6xido de zinc se obtuvo por el método sol-gel con la finalidad de estudiar sus
propiedades ‘como muestra blanco y para modificar su superficie incorporando
moléculas organicas” (1,10-fenantrolina, acido ascérbico y acido acético), los

materiales se prepdraron de la siguiente manera:
4 ZnO sin ajustar pHdereaccion

Se sintetizd ZnO como se muestra en el esquema 1, agregando acetilacetonato de
zinc hidratado (sigma-aldrich“98%) en una solucién precalentada a 70°C de
agua/etanol (Sigma-aldrich 99.5%)¢.sin modificar el pH de reaccion, la solucién se
mantuvo con agitacion constante ‘@ una temperatura de 70°C por 4 horas,
transcurrido este tiempo solo lasagitacion fue mantenida hasta lograr la gelacion.
Posteriormente el material fue-filtrado“y\lavado con etanol, acetona y agua, la
muestra fue secada a 70°C y calcinada a 4Q0 °C durante 4 horas con rampa de 2°C

por minuto.

Soluci6n precalentada
70°C

Etanol / agua

|
hJ Agitacion
Acetilacetonato de zinc cqi>ighte con
temperatura a
70°C duranted
horas
|

Y

{ Filtrado y lavado con

alcohol, acetona y agua

Y

Secado a70°Cy
calcinado a 400°C

Esquema 1. Metodologia de sintesis de ZnO.
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4+ ZnO apH 11

En la bGsqueda de materiales en escala nanométrica y con tamanos uniformes se
realizaron’cuatro sintesis para obtener nanoparticulas de ZnO, para ello se evalué
la influencia del solvente y del catalizador, se experimentaron dos solventes y dos

catalizadores'para ajustar el pH a 11, mismos que se describen en la tabla 1.

Tabla 1. Descripcion del'precursor de Zn, el solvente y el catalizador empleado en la
sintesis de nanoparticulas' de ZnO a pH 11.

Precursor de'Zn Solvente Catalizador

Acetilacetonato de zine ;“ Butanol Hidroxido de sodio
hidratado

Acetilacetonato de zinc K\Butanol Hidréxido de amonio
hidratado

Acetilacetonato de zine %E;anc% Hidroxido de amonio
hidratado

Acetilacetonato de zinc Etanoliagua Hidréxido de sodio
hidratado

Los materiales fueron realizados con las mismas condiciones de sintesis
anteriormente descritas en el esquema 1, utilizando comeg-“solvente una solucién
etanol/agua o butanol (sigma-aldrich 99.4%) y ajustando el pH a1 con hidroxido
de sodio o hidréxido de amonio. Las muestras fueron filtradas y lavadas con etanol
o butanol (dependiendo el alcohol utilizado), acetona y agua, posteriormente fueron
secadas en un horno a 70°C y calcinadas a 400°C durante 4 horas corlinerementos
de temperatura de 2°C/min, en el esquema 2 se presenta la metodologia’de/sintesis

de nanoparticulas de ZnO.
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@ | horas

Y.
Filtrado y lavado con
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z
| 7@—-
v /}__
Secado a70°C y< o
[ calcinado a 400°C é
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Esquema 2. Meto@i’a de@;?'s de ZnOapH11.
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2.2 OBTENCION DE NANOPARTICULAS DE ZnO FUNCIONALIZADAS CON
1,10-FENANTROLINA, ACIDO ACETICO Y ACIDO ASCORBICO.

Las nanopatrticulas de ZnO fueron modificadas superficialmente con 1,10-
fenantrolina, 4cido acético y acido ascorbico por el método de impregnacion, este
proceso es muy. utilizado en la industria para la preparacion de catalizadores
metalicos soportados por la simplicidad del método, la cual consiste en afiadir el
soporte seco a una disolucion que contiene el componente que se desea incorporar,
y el disolvente es eliminado por evaporacion. Dependiendo de la relaciéon entre el
volumen de la disolucion del compuesto y el volumen de poros del soporte, se habla
de impregnacion normal o “peryhumedad incipiente. En este Ultimo tipo de
impregnacion el volumen de «disolucion del componente activo debe ser
aproximadamente igual a su volumen de poros del soporte, de tal manera que la
disolucion es embebida por el soporte debido a las fuerzas capilares. La utilizacion
del tipo de impregnacion, asi como las condiciones de trabajo, puede establecer
diferentes distribuciones del compuesto en'‘el.soporte.

En este trabajo se impregné ZnO con _tres componentes organicos por separado
1,10-fenantrolina (sigma-aldrich, 99%), aeido aceétice glacial (REASOL, 99.7%) y L-
acido ascorbico (sigma-aldrich, 99%) al 5% en peso~En la tabla 2 se describe el
solvente utilizado en cada compuesto organico para impregnar el ZnO.

Tabla 2. Descripcion del solvente utilizado para impregnar los materiales,de ZnO
calcinados a 400°C.

COMPUESTO ORGANICO DISOLVENTE

1,10-fenantrolina ‘ Etanol
Acido acético glacial Agua
L-acido ascérbico ‘ Agua
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Para-6btener los materiales impregnados se diluyd cada compuesto organico en
5mb~“de un disolvente (tabla 2), la solucibn contiene la concentracion
correspondiénte a 5% en peso para ser agregado a 1g de ZnO, seguidamente se
mantuvo /en- agitacion constante por 2 horas a temperatura ambiente,
posteriormente’el material fue filtrado y lavado con etanol o agua (dependiendo el
disolvente) y finalmente secado a 100°C, en el esquema 3 se muestra la
metodologia seguida-para la obtencion de dichos materiales.

Solvente # compuesto organico }

v Agitacion
1g de ZnG constante
durante 2 horas
L ) atemperatura
ambiente
|
v
4 ™
Filtrado y lavade’con Secado a 100°C
solvente y/o agua >
A -y

Esquema 3. Metodologia de impregnacionde los malteriales de ZnO con moléculas

organicas.

Maestria en ciencias con Orientacion en Materiales-UJAT Pdgina 34




Sintesis y Fvaluacion de [a Actividad Citotoxica in vitro de Nanoparticulas de ZnO
Funcionalizado con Moléculas Organicas, para el Tratamiento del Cancer
C e —————— — ——————

2.3 TECNICAS DE CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS

En la busqueda de las propiedades fisico-quimicas de los materiales sintetizados,
se empledaron-técnicas de caracterizacidbn espectroscopica, microscopica y de
dispersion, de“tal forma que nos permitieran confirmar la obtencion de
nanoparticulas 'de ZnO y ZnO funcionalizado con moléculas organicas, en este
apartado se describe/brevemente los fundamentos basicos de cada una de las
técnicas utilizadas y lasicondiciones de uso de cada equipo para el analisis de las

muestras.

2.3.1 ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE CON REFLECTANCIA
DIFUSA

La espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis) con reflectancia difusa, es una
técnica empleada para poder deScribir.el comportamiento electrénico de los solidos.
Se refiere a la incidencia de radiacion electromagnética en la region ultravioleta
(200-400 nm) y visible (400-800 nm). La éspectroscopia UV-Vis comprende
basicamente cambios electronicos que se‘presentan‘en los niveles de energias que
involucran pares de electrones no compartidos o ‘electrones en enlaces tipo .
La reflectancia difusa tiene lugar en todas las direcciones'cOmo consecuencia de los
procesos de absorcion y dispersién, y predomina cuando/los materiales de la
superficie reflectante son débiles absorbentes a la longitud/de onda incidente y
cuando la penetracion de la radiacion es grande en relacion a la‘longitud de onda,
en la figura 5 se muestra graficamente la diferencia entre reflexion-especular y

reflexion difusa.

REFLEXION ESPECULAR REFLEXION DIFUSA

Figura 5. Representacion de reflexion especular y difusa.
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Las longitudes de onda ultravioleta que absorbe una molécula estan determinadas
por las diferencias de energia entre los orbitales de la molécula. Los enlaces sigma
(o) son muy estables y los electrones situados en estos enlaces no se ven afectados
por longitudes.de.onda mayores de 200 nm. Sin embargo, los electrones situados
en enlaces de tipo m estan menos sujetos a la accion tractiva del nacleo atémico y
por ello pueden sér excitados mas faciimente que los electrones situados en
orbitales o, promociohandose a orbitales de mayor energia. Cuando la energia del
fotdn del rayo de luz ingidente coincide con la energia necesaria para que un
electron salte de un estado basal, el foton se absorbe, entonces pasa a un nivel
vacio, llamado estado excitado.. La-absorcion de radiacion ultravioleta y visible por
una especie, puede considerarse ufproceso de dos etapas, la primera de las cuales
corresponde a la excitacién. La ‘particula atbmica o molecular en su estado
electrénico excitado se produce€omorel resultado de la absorcion de un foton. Este
estado de excitacion tiene un tiempo de\éxistencia muy breve (10 a 10° s), y
desaparece a través de alguno de‘los difefentes procesos de relajacion. Los tipos
mas comunes de relajacion comprenden la conversion de la energia de excitacion
en calor. La absorcion de la radiacion ultravioleta owvisible, se produce por lo general
como consecuencia de la excitacidon de los electronés de enlace; debido a esto, la
longitud de onda de los picos de absorcion se puede correlacionar con los tipos de
enlace existentes en la especie que se estudia, por lo Que\la espectroscopia de
absorcion resulta valiosa para la identificacion de los grupos_funcionales en una

molécula.

En este trabajo esta técnica espectroscopica nos permitio identificarlas sefales
caracteristicas del ZnO que se encuentra a ~368 nm y de las moléculas\organicas
1,10-fenantrolina, acido acético y acido ascorbico. Los espectros de<solidos en
reflectancia difusa se obtuvieron en un equipo UV-Vis 2600 Shimadzu en‘ehfango
de 200 a 800 nm.

Maestria en ciencias con Orientacion en Materiales-UJAT Pdgina 36




Sintesis y Fvaluacion de (a Actividad Citotoxica in vitre de Nanoparticulas de ZnO
Funcionalizado con Moléculas Organicas, para el Tratamiento del Cancer
C e —————— — ——————

2.3.2 ESPECTROSCOPIA INFRARROJO CON TRANSFORMADA DE FOURIER

La espectroscopia vibracional fue una de las primeras técnicas espectroscopicas
gue encontré un uso extendido, en particular la espectroscopia de absorcion
infrarroja (IR)\que recibe su nombre de la region del espectro electromagnético
implicada. La regign infrarroja del espectro electromagnético se encuentra entre
12800-10 cm'. Tanto desde el punto de vista de las aplicaciones como de los
aparatos se puede dividir en tres zonas: IR cercano: 12800-4000 cm™, IR medio:
4000-400 cm™' IR lejane=400-10 cm, siendo en el IR medio donde se dan la

mayoria de las aplicaciones analiticas tradicionales [54].

El IR cercano requiere una mihima o nula preparacion de la muestra y ofrece un
analisis cuantitativo sin consumir osdestruir la muestra. Con frecuencia se combina
con un espectrofotometro UV-Vis ydispositivos de fibra 6ptica para analisis remoto,
encontrando especial interés en control de procesos. Por su parte el IR lejano
requiere el uso de fuentes y materiales opticos especiales. Es utilizado para el
analisis de compuestos organicos,inorganicos u organometalicos que contengan
atomos pesados (masa atdomica superior a 19)-y -proporciona informacion util en
estudios estructurales. Por lo que respécta al IR medio, existen espectrofotometros
comerciales desde 1940, aunque los avances masgSignificativos en la técnica se
produjeron con el desarrollo de instrumentos que“incorporan el método de
transformada de Fourier (FT-IR), que ha mejorado la calidad de los espectros y
minimizado el tiempo requerido para la obtencion de datos?"Hoy en dia, casi todos
los instrumentos utilizados en espectroscopia infrarroja estan, equipados con
sistema de analisis que utilizan transformadas de Fourier de haz ‘Sencillo. Una de
las grandes ventajas de la espectroscopia IR es su versatilidad, ya que permite

estudiar practicamente cualquier muestra.

Un espectro IR se obtiene al pasar radiacion a través de una muestra y determinar
gue fraccion de esta radiacion incidente ha sido absorbida. La energia particular a
la que aparece cada pico en un espectro guarda relacién con la frecuencia- de

vibracion de una parte de la molécula. Como en otros procesos de absorcion de
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radiacion electromagnética, la interaccion de la radiacion IR con la materia provoca
en ésta alguna alteracion. En el caso que nos ocupa, esta alteracion guarda relacion
con cambios en el estado vibracional de las moléculas. No todas las vibraciones y/o
rotaciones/.producen una absorcion de radiacién incidente. Solo los modos
vibracionales y-totacionales de moléculas con momento dipolar diferente de cero, o
bien aquellos modos_que induzcan un momento diferente de cero en la molécula,
son activos al IR.Para gue exista un espectro rotacional activo en el IR se requiere
que la molécula sea polar, mientras que para un espectro vibracional activo en el IR
basta que el movimiento vibracional de los 4tomos de la molécula induzca un

momento bipolar no nulo [54]:

Por medio de esta técnica se identificaron las distintas bandas de flexion y vibracion
en cada una de las muestras de ZnO'y ZnO funcionalizado con moléculas organicas,
para ello los materiales fueron mezclados con KBr al 5% para hacer pastillas
transparentes. Los espectros” de * FT-IR fueron registrados utilizando un
espectrofotometro Iraffinity-1, Shimadzu, se realizaron 32 exploraciones en el rango
de 4000 a 400 cm™'.
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2.3.3 FISISORCION DE NITROGENO

El fenbmena de fisisorcidn es un proceso por el cual atomos, iones 0 moléculas son
adsorbidos/o retenidos en la superficie de un material. El resultado es la formacién
de una pelicula liguida o gaseosa en la superficie del cuerpo s6lido o liquido. La
adsorcion es Un proceso por el cual atomos, iones o moléculas son atrapados o
retenidos en la supeérficie de un material. El resultado es la formacion de una pelicula
liquida o gaseosa emnvla superficie del cuerpo sélido o liquido. Es importante destacar
gue la adsorcion, un fenémeno de superficie, es un concepto totalmente diferente
de la absorcién, que es un fenémeno de volumen.

El origen del fenébmeno de”adsorcion es la descompensacion de las fuerzas
existentes en los atomos de la‘\superficie externa de las particulas. Cuando un
cuerpo solido de superficie limpia ses:encuentra expuesto a una atmdsfera gaseosa,
en el interior del material todos los enlaces quimicos se encuentran satisfechos. En
cambio, por definicion, la superficie presenta atomos con una serie de enlaces
insatisfechos o incompletos, confiriendo ada.zona, centro activo, una querencia por
atomos externos que satisfagan y neutralicen'lasfuerzas atomicas superficiales. Por
ello, la adsorcion es un proceso exotéfmico que se produce de forma espontanea.

La cantidad de gas adsorbido, por unidad_.de masa de\sélido es dependiente de la
presion de equilibrio, de la temperatura y de la naturaléza del sistema gas-solido.
Habitualmente, las isotermas de adsorcion se expresan“graficamente como una
curva en un diagrama XY, donde el eje de ordenadas representa la cantidad de gas
adsorbido y el eje de abscisas la presion relativa de equilibrio (P/P0), que varia entre
Oy 1,donde PO es la presion de saturacion a la cual el gas se transforma en liquido

a la temperatura de la isoterma.

La mayoria de las isotermas de adsorcion pueden agruparse en seis tipes,yaunque
los cinco primeros tipos de isotermas fueron propuestos por Brunauer, (Deming,
Deming & Teller, como la clasificacion BDDT, posteriormente se incorpord una sexta
tipologia, creando la clasificacion conocida como clasificacion de la IUPAC, en Ja
figura 6 se presentan los seis tipos de isotermas [55].
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Figura 6. Representacion esquematica de los seis tipos de isotermas de adsorcion.

v’ La isoterma tipo | se caracteriza‘perque la adsorcion se produce a presiones
relativas baja. Caracteristicadle los s6lidos microporosos.

v" Laisoterma tipo Il es caracteriStica de $6lidos macroporosos o0 no porosos, tales
como negros de carbon.

v" La isoterma tipo Il ocurre cuando larinteraceiénadsorbato-adsorbente es baja.
Ejemplo: adsorcion de agua en negtos de carbéngrafitizados.

v' La isoterma tipo IV es caracteristica=de soélides mesoporosos. Presenta un
incremento de la cantidad adsorbida importantel a presiones relativas
intermedias, y ocurre mediante un mecanismo de llenadoen multicapas.

v La isoterma tipo V, al igual que la isoterma tipo Ill, es caracteristica de
interacciones adsorbato-adsorbente débiles, pero se diferencia.de la anterior en
gue el tramo final no es asintotico.

v La isoterma tipo VI es poco frecuente. Este tipo de adsorcion en.escalones
ocurre solo para sélidos con una superficie no porosa muy uniforme.-Ejemplo:

adsorcion de gases nobles en carbon grafitizado.

Cuando una molécula de gas se incorpora a un punto de adsorcion y se mueve,por.

la superficie solida hasta que vuelve a salir despedida y se une al caos reinante en
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la fas€ gaseosa (desorcion). Sin embargo, puede ocurrir que antes de liberarse de
nueve, la molécula adsorbida sea empujada a otros puntos de adsorcion. La
intensidad.y frecuencia del movimiento en superficie esta relacionado directamente
con la temperatura del sélido y la energia cinética de las moléculas. Por esta razén,
cuanto menor ‘es la temperatura, mayor es la adsorcion en la superficie del sélido.
La desorcion es'el fenébmeno por el que una molécula de gas adsorbida en la
superficie de un sblido, como respuesta a un descenso de la presion del medio, se
desprende de la superficie y vuelve al seno del fluido. Es por definicion el proceso
inverso a la adsorcion. $i la-adsorcion implicaba un aumento de la cantidad de gas
adsorbido a medida que auménta la presion del sistema, la desorcion se traduce en
una disminucion del numero” de moléculas adsorbidas en superficie como
consecuencia de la diminucion ‘de’ presion del sistema en equilibrio.

Durante el proceso de adsorcion el ¢apilar se llena por completo al llegar a la presion
correspondiente al tamafio del interiordel poro, pero durante la desorcion se vacia
por completo al reducirse la presion allvalor correspondiente al tamafio de la
garganta. Esta diferencia entre la‘presion de llenado y la presion de vaciado de un
poro es la que genera la histéresis:

La histéresis que aparece en el rango de'multicapa:de las isotermas de fisisorcion
es debida fundamentalmente por la condensacion“capilar de forma irregular en la
estructura de mesoporos. Se han definidocuatro tipos-@e ciclos de histéresis que

se observan en la figura 7.

Tipo H1 L Tipo H2 Tipo H3 | “Tipo Ha

volumen adsorbido
Vl':'lllm?l‘l adsorbido
volumen adsorbido
v?lllmen adiurhiclu

0 02505 075 1 0 02505 075 1 0 025 05 075 1 0 025 05 075 1
pips pips pips pips

Figura 7. Tipos de ciclos de histéresis.
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v Tipo H1: poros con tamafo y forma uniforme. Este ciclo de histéresis se
caracteriza por tener una curva de adsorcion y una curva de desorcion
practicamente vertical y paralela. Se observa habitualmente en materiales
mesoporesos con una distribucion de tamafios de poro muy estrecha y en
aglomerados.de particulas esferoidales de tamafio uniforme [75].

v" Tipo H2: poros con tamafio y forma no uniforme. Este tipo de histéresis, mucho
mas ancha que~el caso anterior, se caracteriza por presentar una curva de
desorcion mucho mas vertical que la curva de adsorcidon. Ocurre en materiales
con una distribucion de tamarios de poro y morfologia no muy bien definida como
el gel de silicio. En cualguier caso, este ciclo de histéresis corresponde a una
distribucién de tamafios de-poro mas amplia que la que se deduce del ciclo de
histéresis de tipo H1.

v" Tipo H3: solidos con poros abieftos o particulas parecidas a platos con tamafio
y forma no uniforme. Este tipo de€™ciclo, a diferencia de los tipos H1 y H2, se
caracteriza por no presentar-una plataforma de adsorcion limite en condiciones
de presion relativas altas cercanas a la presion de saturacion. Es caracteristico
de materiales compuestos por ‘particulas laminares, como las arcillas, y poros
flexibles con morfologia de tipo rendijay

v" Tipo H4: solidos con poros abiertos o particulas”patecidas a platos con tamario
y forma uniforme. Ciclo caracteristico de solidos que“contienen poros en forma
de rendija muy estrechos, como los carbones activados#Como en el tipo anterior,
este ciclo no presenta una adsorcion limite en condicionés de presion relativas
altas cercanas a la presion de saturacion.

En este trabajo se determiné el area especifica utilizando el método BET, el tamafio
y distribucion de poros se analiz6 por el método Barret-Joyner-Halenda (BHJ). Para
ello se obtuvieron las isotermas adsorcion-desorcion de N2 en un equipo,Quanta
Chrome (Autosorb 3B). Las muestras fueron previamente desgacificadas-para la
eliminacién de impurezas a 80 °C durante 24 horas. Posteriormente se realizaron
las mediciones a temperatura de Nz liquido (77 K) y con presion de vacio.
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2.3.4-/ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO

En un analisis termogravimétrico (TGA) continuamente se registra la masa de una
muestra colocada en una atmosfera controlada en funcién de la temperatura o del
tiempo alir aumentando la temperatura de la muestra. La representacién de la masa
o del porcentaje de masa en funcion del tiempo o de la temperatura se denomina
termograma [54]. La‘instrumentacion del TGA tiene una termobalanza, que permite
medir las variacionesgdeimasa de la muestra en funcion de la temperatura, la cual
aumenta linealmente bajo”un programa de calentamiento. La balanza opera
generalmente bajo el principio_de balance a cero y sus brazos se mantienen en la
posicién de referencia por medio de un mecanismo activado por un sistema eléctrico
gue a su vez es regulado opticamente. El TGA presenta dos formas principales de
operacion: La termogravimetria estatica o isotérmica, en la cual la masa de la
muestra se registra como una_funcion del tiempo a temperatura constante; y la
termogravimetria dinamica, en~la que'la muestra se calienta en una forma

programada, este ultimo TGA es €hde mayor interés en la practica [54].

El analisis termogravimétrico se realizé’en un analizador térmico simultaneo marca
STA, modelo i-1000, mediante el cual se, obtuvieron los termogramas que nos
permitieron analizar la estabilidad de los grupos funcionales en la superficie del ZnO.
Se analizaron entre 5 y 10 mg de cada muestra, en un rango de temperatura entre
25°C y 600 °C con una velocidad de calentamiento de 5 °G+/ min y con flujo de aire
(10 cm3/ min).
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2.3.5.DIFRACCION DE RAYOS X

La difraccién de rayos X (DRX) se refiere a la dispersion de los rayos X por las
unidades de~un soélido cristalino. En este método los electrones de los atomos
ordenados en l0s cristales, desvian los rayos X originando patrones de difraccion, a
partir de los cuales'se puede determinar la composicién de las fases cristalinas. El
fenébmeno de la diffaccion de rayos X consiste basicamente en un proceso de
interferencias constructivas de ondas de rayos X que se produce en determinadas
direcciones de espacio/ Sighifica que las ondas tienen que estar en fase, lo que
ocurre cuando una onda“ encuentra una serie de obstaculos espaciados
regularmente, tal que son capaces.de dispersar la onda, y que los espacios son

comparables en magnitud a la longitud de onda.

En el momento en el que un haz de.rayos X incide en la superficie de un cristal (a
cierto angulo 8), una parte se“dispersa por la capa de atomos de la superficie,
mientras, que la otra no dispersada del haz penetra en la segunda capa de atomos,
donde de nuevo una fraccion se dispersa y elfesto pasa a la tercera capa. El efecto
acumulativo de esta dispersion de los-€entros regularmente espaciados del cristal
es una difraccion del haz en forma muy.parecida a como la radiacion visible es
difractada por una rejilla de reflexion. Como se dijo anteriormente, los rayos X de la
misma longitud que se encuentran en fase seran reforzados mutuamente vy
produciran una onda que sea mas fuerte que cualquiera de las ondas originales y
de lugar a la difraccion del haz [56].

En este trabajo se determiné la fase cristalina mediante DRX en los materiales de
ZnO vy las posibles modificaciones estructurales al material por la insefcion de1,10-
fenantrolina, acido acético y acido ascérbico. Las mediciones se realizaron en un
difractobmetro marca Bruker modelo D8 Advance. Los difractogramas se’obtuvieron
en el rango de 10 a 90° (2teta), usando Cu-Ka como fuente de rayos-X cuya-ongitud
de onda es de 1.541 A, empleando un paso 0.02 S™'.
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2.3.6MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

El microsgopio electronico de barrido (MEB) y el microscopio electrénico de barrido
de emisidh-~de campo, conocido como FESEM por sus siglas en inglés (Field
emission electron microscope), constituyen el mejor método adaptado al estudio de
la morfologia de las superficies. A diferencia de un microscopio Optico que utiliza
fotones del espectro visible, la imagen entregada por el MEB se genera por la
interaccion de un haz, de electrones que barre un area determinada sobre la
superficie de la muestrai EIMEB explora la superficie de la imagen punto por punto,
al contrario que el microscopio electronico de transmision, que examina una gran
parte de la muestra cada vez~Su_funcionamiento se basa en recorrer la muestra

con un haz muy concentrado des€lectrones [56].

El MEB y FESEM estan compuesto ‘por tres detectores que se clasifican en
imagenes de electrones secundarios, ‘imagenes de electrones retrodispersado vy el
analizador de energia dispersiva (EDS) de rayos X, los cuales estan instalados
dentro de la camara de vacio. L'a‘muestra,se;coloca en el portamuestras de la
camara de vacio del microscopio, es donde es gsecaneada por medio de un haz de
luz de electrones, convirtiendo las sefales-eléctricas’en una imagen tridimensional.
La sefial de electrones secundarios es la que se emplea normalmente para obtener
una imagen de la muestra, nos proporciona una imagen‘mas real de la superficie
gue estemos estudiando. La sefial de electrones retrodispersados esta compuesta
por aquellos electrones que emergen de la muestra con una energia superior a 50
eV. Estos electrones proceden en su mayoria del haz incidenterque rebota en el
material después de diferentes interacciones. La intensidad de la sefal de
retrodispersado, para una energia dada del haz, depende del niUmero_atoémico del
material (a mayor numero atdomico mayor intensidad). Este hecho permite“distinguir
fases de un material de diferente composicion quimica. El analizador EDS de rayos
X del microscopio realiza diversos analisis representados con histogramas_e
imagenes de distribucion de los elementos quimicos presentes en la muestra [54]
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La mayor diferencia entre un MEB y un FESEM reside el sistema de generacion de
electrones. El FESEM utiliza como fuente de electrones un cafion de emisiéon de
campoque proporciona haces de electrones de alta resolucion espacial y permite
trabajar a muy bajos potenciales, (0.2 a 5 KV). Otra caracteristica destacable es que
este microscopio utiliza detectores dentro de la lente, (in lens). Estos detectores
estan optimizad@ds) para trabajar a alta resolucion y muy bajo potencial de
aceleracion, por |0 gue son fundamentales para obtener el maximo rendimiento del

equipo.

En este trabajo para el*analisis de nanoparticulas por MEB se utilizd un equipo
marca JEOL modelo JSM<6040LA, y un microscopio FESEM-7600 marca JEOL,
con alto voltaje de aceleracion de20 kV.

2.3.7 DISPERSION DINAMICA DE LUZ'Y POTENCIAL Z

La dispersion dinamica de luz (DDL) es una técnica fisico-quimica empleada para
la determinacion de la distribucion/de-tamanos~de particulas en suspension, o
macromoléculas en solucion tales comb proteinas‘oypolimeros [57]. La luz laser al
alcanzar las numerosas particulas que hay-en una suspension, se dispersa en todas
las direcciones posibles. Si se separa una direccion, los_haces de luz dispersados
por distintas particulas interfieren entre si y se obtiene uné intensidad de dispersion
determinada [57].

Como consecuencia del movimiento browniano las posiciongs, relativas de las
particulas varian constantemente entre si, cosa que también provoca‘cambios en
las condiciones de interferencia y en la propia intensidad de dispersion. Si las
particulas se mueven rapidamente (particulas pequefias), también sesacelera la
variacion de la intensidad de dispersion. Por el contrario, las particulas‘lentas
(grandes) llevan a variaciones mas lentas [57]. La técnica de DDL permite
determinar el tamafio de particulas en suspensidn hasta rangos del orden de"los
nanometros, el uso del movimiento Browniano de las particulas en suspension
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permite alcanzar estos limites de sensibilidad, adicionalmente este método no altera
de ninguna manera la matriz de estudio debido a que es una técnica no destructiva.
El término.dinamica no se refiere al movimiento de la muestra como un conjunto,

sino a la "vibracion" de las particulas que la componen [58].

El potencial Z.e5"una medicién de la magnitud de la repulsién o atraccion entre las
particulas. Su medida proporciona una idea de los mecanismos de dispersion y es

clave del control de-dispersion electrostatico. Cuando particulas se encuentran
solucién, la presencia'de’una carga neta en la superficie afecta la distribucién de los
iones que se encuentran-a su alrededor, lo que resulta en un incremento de la
concentracién de sus cenfra<iones. La zona sobre la cual encuentra esta
influencia se llama capa eléctficadoble. Cuando la particula se mueve a través de
la solucién, ya sea mediante la a¢€ién de la gravedad o la aplicacion de un voltaje,
los iones se mueven con ella. El valor de potencial Z depende tanto de las
condiciones quimicas de la _sUperficie de la particula como del dispersante,
pequenos cambios del pH o coneéntracién/provoca cambios en el potencial Z, este
valor se calcula a través de la movilidad electroforética que es el movimiento de una
particula cargada relativamente al liquido. La mtestra es introducida en una celda
capilar donde se aplica un campo eléctrico.alterno«Las particulas son atraidas hacia

el electrodo de carga opuesta (Figura 8).
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Figura 8. Sistema para medicion de potencial Z.

EI potencial Z es una medicion necesaria para determinar la estabilidad de
particulas en una suspension coloidal, si las particulas tienen una carga positiva.o
negativa grandes, se repeleran entre ellas, y por lo tanto la suspension sera establé,
valores altos o bajos se traduce en fuerzas de repulsion altas o bajas.
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En este trabajo se utilizo la técnica de DDL para determinar el tamano de particula
y la~medicion de su potencial zeta a pH 7, se realizd en un equipo ZetaSizer
Nanoseries (Malvern instruments). Para las mediciones de 3 mg de cada muestra
se suspendieron en 100 ml de agua destilada, usando celda DTS1060C para las
mediciones ‘de_potencial zeta, mientras que para el tamano de particulas se

emplearon celdas tipo DTS10012.

2.4 METODOS DE EVALUACION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA IN VITRO
CON LA TECNICA XTT

Para evaluar la actividad citotoxiea y antiproliferativa in vitro de los materiales de
Zn0O se realizd un ensayo colorimétrico basado en XTT (Hidrato del &acido 3'-[1-
(fenilaminocarbonil)- 3,4-tetrazolio]-bis-(4-metoxi-6-nitro) bencenosulfénico) para la
cuantificacion del porcentaje de/células que’sobrevivieron a los tratamientos.

Las sales de tetrazolio se han utilizado ampliamente como reactivos de deteccion
durante muchos afios en estudios’ de “localizacion histoquimica y ensayos de
biologia celular. La segunda generacioh de tinte dé tetrazolio, XTT, se puede usar
eficazmente en la proliferacién celular, citetoxicidad”yjensayos de apoptosis, son

especialmente (tiles para el ensayo de la cuantificacion de células viables [59].

El ensayo de proliferacion de células XTT fue explicado por Scudiero y
colaboradores en 1988, se describi6 como un método eficaz para medir el
crecimiento celular y la sensibilidad a farmacos en lineas de células tumorales [60].
El XTT es un compuesto incoloro o ligeramente amarillo que cuando_se reduce se
vuelve brillantemente naranja. ElI cambio de color se logra dividiendo-el Anillo de
tetrazol cuaternario que esta cargadg positivamente. El producto de la reduccion de
XTT es conocido como formazano.[@a sensibilidad de un ensayo XTT se mejora en
gran medida mediante el uso de un portador de electrones intermedio, PMS (N-metil
dibenzopirazina metil sulfato). EI PMS ayuda a reducir el XTT y la formacion de st

formazano derivado.
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Parasrealizar los ensayos de actividad citotoxica y antiproliferativa in vitro de los

materiales se utilizaron lineas celulares de CaCU que contienen VPH de alto riesgo:

4 CaSki; es una linea celular humana derivada de un carcinoma epidermoide de
cérvix, estaslinea contiene a su genoma cerca de 600 copias por celula del ADN
del VPH-16:

% SiHa, es una.inea celular humana derivada de un carcinoma epidermoide de
cérvix. Se sabelqué forma tumores epidermoides poco diferenciados de grado
ll. Esta linea contiene integrado a su genoma de 1 a 2 copias por celula del ADN
del VPH-16.

% Hela, es una linea celular.derivada de adecarcinoma de cérvix, también ha sido
encontrada en carcinomas’escamosos de cérvix. Se ha reportado que esta linea
contiene VPH-18.

El cultivo de las células mononucleares, las lineas celulares SiHa, Hela y casKi y

el tratamiento de estas lineas celulares con los materiales de ZnO se realizd de la

siguiente manera.

2.4.2.1 CULTIVO CELULAR

Las lineas celulares SiHa, Hela y casKi se adquirieron’de ATCC y se cultivaron en
medio DMEM/F12 (Invitrogen, life technologies) suplementado con 10% de suero
bovino fetal (Invitrogen, Life Technologies), penicilina-estreptomicina a 37°C en una

atmésfera humidificada al 5% de COz.
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2.4.1,ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

Se determiné la toxicidad de los materiales de ZnO en células mononucleares que
fueron aisladas de la sangre periférica de un individuo sano, el ensayo se llevd a
cabo por la técnica de XTT. Las ceélulas normales cultivadas en su medio fueron
tratadas con tres dosis 10, 15, 20 y 30 pg/mL de cada material, los tratamientos se
dejaron actuar por 48 horas con atmosfera controlada de CO:z a temperatura de
37°C, transcurrido el tiempo se retiraron las células de su medio, posteriormente
para tefir las células se agregaron 50 pyl de solucién XTT y se dejo reaccionar
durante 2 horas, luego seltomd la lectura de la densidad optica en un

espectrofotdmetro para micréplacas con tres filtros Thermo Scientific, Multiskan FC.

2.4.2 ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR

La proliferacion celular se detefminé usande el kit de proliferacion celular 1l (XTT,
Roche) de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Sigma-aldrich). En
resumen, las células se sembraron en microplacas de 96 pocillos (Corning) a 3x103
células/pocillo en 0,1 ml de medio completo (DMEM/F12 + FBS al 10%) 24 horas
antes del comienzo del tratamiento. Después del tratamiento durante 72 horas, se
aspird el medio y se lavaron las células con PBS. Las células se cultivaron en una
mezcla de 60 ul de medio DMEM/F12 sin FBS mas 40 ul de solucion XTT durante
2 horas en una incubadora humidificada (a 37 °C, CO:z al 5%).)La produccién de
formazano se cuantificé utilizando un lector de microplacas (Epoch, Bioteck,
mediante el control de la diferencia de absorbancia a 492 y 690.Am:, Todos los
experimentos se repitieron tres veces. El efecto de cada tratamiento se expreso
como un porcentaje de la proliferacién celular en relacion con las células control que
no fueron sometidas a tratamiento.
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSIONES

En este capitulo se muestra el estudio de la influencia de los parametros de sintesis
en las propiedades fisicas y quimicas de los materiales de ZnO. De igual forma se
caracterizo el efecto de la funcionalizacion con moléculas organicas en la estructura
del ZnO, y, ademas; se evalub su actividad citotdxica y antiproliferativa in vitro en

cultivos de lineas de.eélulas normales y tumorales.

El método de obtenciénde materiales de ZnO por el método sol-gel y la
funcionalizacion de estos matériales por el método de impregnacion, de igual forma
se experimento la influencia.del catalizador en el proceso de sintesis, utilizando
etanol/agua o butanol como solvente, y como catalizador hidroxido de sodio o
hidréxido de amonio, estos materialésse identificaron como muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Descripcién del nombre que identifica los materiales de ZnO, de acuerdo al
solvente y el catalizador utilizado en.a sintesis:

Nombre Solvente Catalizador

ZBNa Butan'ol’n H@)i\do de sodio
ZBA Butanol Hidroxido de amonio
ZEA Etanol/agua. Hidrbxk%amonio
ZENa Etanol/agua Hidroxido dée sodio
zZ Etanol/agua ' 0)
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3.1 EFECTO DEL SOLVENTE Y EL pH EN LA FORMACION DE
NANOPARTICULAS DE ZnO

3.%1 ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE EN REFLECTANCIA
DIFUSA

La espectroscopia UV-Vis en reflectancia difusa es una técnica que comprende el
comportamiento.electronico de los sélidos, por lo tanto, proporciona informacion
sobre la absorcién de grupos funcionales. En la Figura 9 se presentan los espectros
UV-Vis de sélidos en teflectancia difusa de los materiales de ZnO calcinados.

100 T T ' | : | T T T |

% Reflectancia

200 300 400 500 600 700 800

Longitud de Onda (nm)

Figura 9. Espectros UV-Vis de solidos en reflectancia difusa de los materiales~de ZnO

calcinados a 400°C: a) materiales de ZnO con catalizador, b) material de ZnO sin catalizador

2.
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El ZnO es un material de mucho interés por sus propiedades electronicas, opticas y
fotonicas, que le dan gran potencial para diversas aplicaciones [61, 14]. En este
trabajo~se~Utilizé la espectroscopia UV-Vis como herramienta cualitativa de la
absorcion delgrupo Zn-O (Figura 9), todos los materiales presentan una sefal de
absorcion en la’region UV aproximadamente a 370 nm, misma que es caracteristica
para el ZnO de aéuerdo a la literatura [62]. En los espectros UV-Vis, no hay senales
de materia residualsorganica y/o cambios significativos de absorcion en la region
ultravioleta-visible gue-puedan atribuirse al efecto del solvente o el catalizador en la
formacion de las nanopdrticulas de ZnO.
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3.1.2.ESPECTROSCOPIA INFRARROJO CON TRANSFORMADA DE FOURIER

La espeetroscopia de absorcion infrarroja nos brind6 informacién sobre los grupos
funcionales” presentes en las muestras a través del estado vibracional de las
moléculas, porlo que fue una herramienta importante para comparar la influencia
del solvente y el gatalizador en la formacion del ZnO. Este material cominmente se
ha elaborado por‘métodos fisicos, recientemente se comenz6 a investigar su
obtencion por el método, sol-gel a nano-escala, a partir de acetilacetonato de zinc.
A continuacion, en la Figura 10a se presentan los espectros FT-IR de materiales de
ZnO frescos, comparados con acetilacetonato de zinc, en la tabla 4 se describe
cada una de las sefales de ésta figura. Los materiales de ZnO calcinados a 400°C
se presentan en la Figura 10bj.en la Tabla 5 se describe cada una de las sefales
encontradas en el FT-IR de estos materiales.
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Figura 10. Espectros de infrarrojo con transformada de Fourier de materialessde ZnO: a)
materiales frescos de ZnO sintetizados con catalizador (ZBNa, ZBA, ZENa, ZEA), la
muestra sintetizada sin catalizador (Z) y ZnAcAc. b) materiales calcinados a 400°G (ZBNa,
ZBA, ZENa, ZEA y Z).
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Ta:&‘\signacbn de las bandas de FT-IR de materiales de ZnO secos a 70°C (fresco) y
e

acetilacetonato de zinc hidratado (ZnAcAc).
//’ Numero de Onda (cm™) Asignacién de
L bandas
ZBNa @ ZENa ZEA z ZnAcAc
3520 y 3432 Estiramiento  C-N
(NHsOH)

Estiramiento
asimétrico CH

2449-1954  2449-1954 | Sobretono de flexién
fuera del plano =CH

Estiramiento
asimétrico C-O

Torsién C=0
Torsion C=0

Maestria en ciencias con Orientacion en Materiales-UJAT Pdgina 56




Sintesis yva luacion de (a Actividad Citotoxica in vitro de Nanoparticulas de ZnO
Funcionalizado con Moleculas Organicas, para el Tratamiento del Cancer
e ——
El ZnO es un material con potencial para aplicaciones como electronica, optica,
sensofes y actividad anti-bacterial, anti-fuUngica, entre otros, recientemente se
investigd su‘actividad citotdxica [63], resultando esta Gltima de mucho interés puesto
qgue el material demuestra actividad en la aplicacion. Nuestro enfoque ha sido
obtener materiales con actividad citotéxica y ademas con la menor cantidad posible
de residuos orgahicos. A continuacion, se discuten la influencia del solvente y/o el
catalizador en la formacién del ZnO, de acuerdo a las sefiales de FT-IR presentes

en los materiales freseg (Figura 10a) y calcinado a 400°C (Figura 10b).

De acuerdo a la Figuras10a y la Tabla 4 correspondiente a materiales frescos
(secados a 70°C), todas las'muestras de ZnO presentan una sefal ancha centrada
en 3450 cm' para los materiales.apH 11 y 3220 cm™' el material Z, que es originada
por el estiramiento del grupo O-H:'El material Z tiene una senal en 3170 cm™ que
corresponde al estiramiento asimétrico, de CH proveniente del acetilacetonato de
zinc. En las muestras ZBNa, ZENa, ZBA y Z hay presentes dos sefiales de vibracion
simétrico y asimétrico de CHg" en 2998 y 2923 cm™ respectivamente que
corresponden a la cadena alifatica‘del solvente..Ademas, en estos materiales, se
encuentra una sefal en 1610 cm™' que.es debidaal estiramiento del grupo carbonilo
(C=0), otras dos sefnales en 1514y 1019 cm™' que€s)debida a la vibracion simétrica
de C-O y C-O-C respectivamente. Es evidente que el tratamiento térmico a 70°C no
fue suficiente para eliminar residuos del solvente y dé acetilacetonato de zinc. En
las muestras ZBNa, ZENa, ZBA, ZEA y Z se ‘encuentran las sefiales
correspondientes al estiramiento de Zn-O aproximadamente a 552 y 414 cm'', estas
sefiales indican la transformacion de Zn(OH)z a ZnO de acuerdo'Con Zeljka Petrovic,
2014 [64]. La muestra ZEA, no presenta sefales de grupos‘funcionales
correspondiente al precursor de Zn y del solvente, esto es originad0 por, la adicion
del NH4OH que inicia la precipitacion del sistema a Zn(OH)+%, y este.d su vez
acelera el proceso de disolucion de la fase solida por la alta concentracion-de OH-,
pero como el cation NH4* es mejor grupo saliente que el catibn Na*, ocurre la
descomposicién del complejo Zn(OH)42" y la formacion de Zn(OH)2 por una reaccidn
competitiva [14].
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Tablass. Asignacion de bandas FT-IR de materiales de ZnO calcinados a 400°C.
.
-

Numero de Onda (cm™) Asignacién de
* bandas
ZBNa”, ZBA ZENa ZEA z

2402-2280 | Sobretono de flexion fuera

\S‘\ del plano =CH
*
1605 / 1609 1609 1604

OH molécula de agua

1452 i g 1456 1452 Flexién asimétrica CHa

1373 373 1383 Flexién simétrica CHa
573 573 573 573 Estiramiento Zn-O
427 427 438 Estiramiento Zn-O

42(9" 427
- w3
-~

Analizando la Figura 10by de ac er@n la Tabla 5 que corresponde a materiales
de ZnO calcinados. Con el tr iento térmico a 400°C se eliminaron los residuos
organicos en los materiales Z ZEA, ue asi con sintetizados con NaOH
(ZBNa y ZENa) y Z, puesto que %mestr(lg(nga y Z presentan sefales de
absorcion de materia organica resi ni 1373 cm, la muestra ZENa
también tiene estas sefales, pero la ser‘@e 14@ -1 aparece en 1456 cm-1y
es mas intensa, esto nos sugiere que el catalizador no favorece eliminacion
completa de materia residual organica. Ademas, estos eriales (ZBNa, ZENa y
Z), presentan una banda ancha centrada en 3490 cm@ae corresponde a la
absorcion de los grupos OH, el material Z tiene las senales d@ﬂén de sobretono
fuera del plano en 2402 a 2280 cm™ que es debido a la presen@de residuos del
acetilacetonato de zinc, ademas, estos tres materiales (ZBNa, ZE,NA Z) tienen
senales de estiramiento simétrico de C-O, flexion simétrico y asimétri CHsen
1550, 1452 y 1383 cm respectivamente. 6

De acuerdo con Siti Salwa Alias, Ahmad Azmin Mohamad y Zeljka P? y
colaboracion, la formacion de ZnO estd representado por la vibracié%
estiramiento de Zn-O aproximadamente a ~550 y 453 cm™', estas dos sefales est 1
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presentes en ZBNa, ZBA, ZENa y ZEA en 573 y 427 cm' [26] [14] [65], la muestra
Z presenta los mismos modos de flexion que las muestras sintetizadas con NaOH
o NH4OH, pero la sefial de 427 cm' correspondientes al estiramiento de Zn-O se
encuentradesplazada a 438 cm™', esto es debido al efecto del pH que influye en el
tamano de particulas de ZnO, lo que genera que el pico se desplace, este resultado
soporta lo obtenidoipor MEB y FE-SEM, puesto que el material Z calcinado a 400°C
tiene tamanos de particulas mayores que los otros materiales, este hecho fue

corroborado por Siti ‘Salwa y Ahmad Azmin [14].
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3.1.3.PROPIEDADES TEXTURALES

El analisis de area superficial y porosidad permite comparar el efecto del solvente,
el catalizador~y el tratamiento térmico en las propiedades texturales de los
materiales de . Zn© obtenidos por el método sol-gel bajo las mismas condiciones de
sintesis. Mediante fisisorcion de Nz se obtuvieron los siguientes parametros de
textura (Tabla 6): area‘superficial, diametro y volumen de poro de acuerdo con el
tratamiento térmico; lastisotermas adsorcion-desorcion (Figura 11) y la distribucion

de diametro poros (Figura“12) de los materiales calcinados.

Tabla 6. Parametros de texturajobtenidos por el método BET de los materiales ZBNa, ZBA,
ZENa, ZEA y Z secos a 70°C (fresces) y calcinados a 400°C.

MUESTRAS AREA DIAMETRODE = VOLUMEN TOTAL
SUPERFICIAL PORO DE PORO
(m?g) (nm) (cmg)

70°C 400°C 70°C 400°C 70°C 400°C

ZBNa 46 1 /:: 4C (')-31 0.2 0.1
ZBA 5 21 3 31 0.1 0.3
ZENa 5 6 |La ’O 0.03 0.02
ZEA 8 5 "4 4-) 041 0.03

Z 7 4 3 '/‘_304 0.01

El ZnO es un material con poca area superficial comparandolo cofiotros materiales
como silica, titania, alumina, etc. En la literatura encontramos que las_propiedades
texturales del ZnO dependen en gran manera de los parametros y el método de
sintesis, se han elaborado particulas de ZnO con area superficial de 283:8 m?/g,
reportadas por Xiulan Hu, 2013 [66] quien compara sus resultados con particulas
de ZnO comercial (NanoTek®ZnO, Japan) de 30 m?/g. Otras muestras de.ZnO
reportadas por Jing Wang, 2016 [67] que modificd particulas de ZnO comercial

(sigma, >99.5%) con area superficial 43.4 m?/g.
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Se observo la influencia del solvente y el tratamiento térmico en las propiedades
texturales del ZnO (Tabla 6), puesto que, dependiendo el tratamiento térmico se
obtuvieron~ariaciones pequefias en los parametros texturales, posiblemente como

un resultado-de la eliminacion de residuos organicos.

El material ZBNafresco (seco a 70°C) tiene un area superficial de 46 m?/g, diametro
de poro de 4 nm y“volumen de poro de 0.23 cm3/g, cuando este material fue
calcinado a 400°C isu/drea superficial disminuyé a 13 m?/g y aumentoé el didmetro
de poro a 31 nm. Persotro lado, el material ZBA fresco posee 5 m?/g de area
superficial y 3 nm de diamétro de poro, después del tratamiento térmico a 400°C su
area superficial aumento a20.9 m2/g y el diametro de poro a 30.7 nm. Los cambios
en las propiedades texturales”pueden estar relacionados al cambio de morfologia

de las particulas por el tratamiente’térmico.

El material ZENa fresco posee areasuperficial de 5 m?/g, después del tratamiento
térmico a 400°C este valor ligeramente.aumenta a 6 m?/g, lo cual podria estar
relacionado con el cambio de Susmeorfologia. El material ZEA su area superficial
disminuye de 8 a 5 m?/g. En los materiales (ZENa y ZEA) el tratamiento térmico no
modific el tamafio y volumen de poro? EnJa muestra Z el tratamiento térmico afectd
el area superficial que disminuy6 de 7 a 3'm?/g.

Los materiales elaborados con butanol (ZBNa y ZBA)-€alcinados a 400°C poseen
area superficial, diametro de poro y volumen total de pore’cen mayor valor que los
materiales sintetizados con la solucion agua/etanol Z, ZBA» ZEA calcinados, esto
nos indica la influencia del solvente en las propiedades texturales del ZnO y soporta
los resultados de MEB y FE-SEM; puesto que el cambio en los parametros de
textura estan relacionadas con el cambio en tamafio y morfologia de particula
observada en las micrografias, este mismo comportamiento fue deserito.por Jing
Wang, 2016 [67].
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Figura 11. Isotermas de adsorcién-desorcion tipo IV (clasificacion IUPAC) por el método
BET de materiales ZBNa, ZBA, ZENa, ZEA y Z calcinadasa.400°C.

Se obtuvieron las isotermas de adsorcién-desorcion de los'materiales ZBNa, ZBA,
ZENa, ZEA y Z tratados térmicamente a 400°C (Figura 11) por'el.método BET, se

observa que en todas las muestras el comportamiento de la ruta de\adsorcion y

desorcion de Nz se desarrolld con un comportamiento similar, las isotermas pueden

ser clasificadas del tipo IV segun la IUPAC, esto nos indica que los materiales son

mesoporosos, el lazo de histéresis de las isotermas son del tipo H3 que corresponde

a solidos con poros abiertos con tamano y forma no uniforme. Este tipo de histéresis

es caracteristico de materiales compuestos por particulas laminares, como, las

arcillas, y poros desordenados en la estructura o con morfologia de tipo rendija. En
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las isotermas se observa que el volumen adsorbido de Nz de cada material esta en

relacién.al valor de area superficial (ver Tabla 6).
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Figura 12. Distribucion de diametro de poros por el método BJH de materiales ZBNa,
ZBA, ZENa, ZEA y Z calcinados a 400°C:

De acuerdo con las gréficas de distribucion de poros (Figura 12)todos los materiales
calcinados poseen diametros en el rango de mesoporos, arriba de 3 nm, la
distribucién de poros no es homogénea, esto puede atribuirse a {a morfologia y
tamarios de particulas aglomeradas que se obtuvieron en cada material.de-acuerdo
con el solvente utilizado. Los volimenes adsorbidos de Nz con respecto aldiametro
de poro, estan en relacion a los parametros texturales de cada material (Tabla 6).
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3.1.4DIFRACCION DE RAYOS X

El ZnO es un material conocido por poseer un patron de difraccion cristalino, por tal
motivo la técnica de difraccion de rayos X fue importante para evaluar el efecto del
solvente y elpH en la formacién de la estructura cristalina de ZnO sintetizado a partir

del acetilacetonato,de zinc por el método sol-gel.

A continuacion, se presentan en la Figura 13 los difractogramas de los materiales
de ZnO secos a 70°G(frescos) y acetilacetonato de zinc hidratado, en la Figura 14
se observan los difractogramas de materiales de ZnO calcinados a 400°C. Se
realizd el calculo de los.tamafios de cristalito de los materiales de ZnO frescos

(Tabla 7) y calcinados (Tabla8) usando la férmula de Scherrer.
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Figura 13. Difractogramas de materiales secos a 70°C (fresco) ZBNa, ZBA, ZENa, ZEA

Z, comparando con acetilacetonato de zinc hidratado (ZnAcAc).
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Tablas7. Tamano de cristalito calculado con la ecuacion de Scherrer, con respecto al pico
(101,+de los materiales ZBNa, ZBA, ZEA, ZENa y Z secados a 70°C (frescos).

Materiales Tamario de cristalito (nm)
ZBNa 16
ZBA 34
ZEA 35
ZENa 29
V4 40

El ZnO es un material cristaling,. se-sabe que esta propiedad aumenta después del
tratamiento térmico, en este trabajo-se utiliz6 la difraccion de rayos X para evaluar
la influencia del tratamiento térmica, ‘el\pH y el solvente en la formacién del patrén
cristalino de los materiales, por.esta razon los materiales frescos se comparan con

el difractograma del acetilacetonato de zing’hidratado.

En laFigura 12, se observan los difractogramas.de las muestras frescas ZBNa, ZBA,
ZEA, ZENa y Z, en todas ellas se obsefvan los planos cristalinos (100), (002), (101),
(102), (110), (108), (200), (112) y (201)sque son earacteristicos de la estructura
hexagonal wurtzita, de acuerdo con Zeljka Petrovi¢, 2014 [64] y Gabriela AmbroZic,
2011 [68].

Los materiales sintetizados con NaOH (ZBNa y ZENa) y Z presentan reflexiones
adicionales; en la muestra Z se observan picos de difraccion.en 10°,12°,16°,18°
24°,25°y 26° (2 teta), los cuales también se encuentran en el difractograma de
acetilacetonato de zinc hidratado. El material ZBNa también presénta picos de
difraccién de manera similar, estos se encuentran situados en 10°, 162, 18°, 22°,
24°, 28°, 38°,44°,45°y 51° (2 teta), la muestra ZENa presenta un pico de-difraccion
en 10° (2 teta), el tratamiento térmico a 70°C no fue suficiente para elimiharlos
residuos de materia organica en estas muestras. No fue asi para los materiales ZBA
y ZEA sintetizados con NHsOH, puesto que estos materiales solo presentan los
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picosde difraccidn de |la fase hexagonal wurtzita; estos resultados nos sugieren que

el uso”del NHzOH en la sintesis de ZnO influye en la formacion de la fase mas

estable.del-ZnO [68], estos resultados también soportan los resultados obtenido por

FT-IR, donde-se observan impurezas del solvente en estos materiales.

Los tamafios'de eristalito de las muestras ZBNa, ZBA, ZENa y ZEA frescas (Tabla

7) son menores'que:la muestra Z, de acuerdo con Siti Salwa Ahmad Azmin, la alta

concentracion de iones"OH- favorece la formacién de particulas y cristales de menor

tamario [14].

20 40 60 80
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Figura 14. Difractogramas de materiales de ZnO calcinados a 400°C, ZBNa, ZENa, ZEA,

ZBAyZ.

Maestria en ciencias con Orientacion en Materiales-UJAT Pdgina 66




Sintesis y Evaluacion de (a Actividad Citotoxica in vitre de Nanoparticulas de ZnO
Funcionalizado con Moléculas Organicas, para el Tratamiento del Cancer

Tablas8. Tamano de cristalito calculado con la ecuacion de Scherrer con respecto al pico
10 le. materiales ZBNa, ZBA, ZEA, ZENa y Z, calcinados a 400°C.

—

/L Materiales Tamaidio de cristalito (nm)

ZGO,. s

Analizando la Figura 14,@08 materiales de ZnQO calcinados al igual que los

materiales frescos presentan de difraccion correspondientes a la estructura

hexagonal wurtzita, de los planos{'\ linos (100), (002), (101), (102), (110), (103),

(200), (112) y (201) de acuerdo con ratura [64], la muestra ZENa presenta un

pico de difraccion en 22° (2 le?e ia organica residual, este resultado es
d (

respaldado con el espectro

|

a 10) donde se observan picos de

difraccion correspondientes a ma esid anica en esta muestra calcinada

a 400°C. /0

El tratamiento térmico dado a los materi@ ianL? el tamano de cristalito (ver
Tabla 8), debido a que después del tratamiento tér a 400°C estos valores
disminuyeron en todas las muestras, también es evidente-que el uso del catalizador
propicia la formacion de cristales de menor tamafio.

e
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3.1.5MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

El ZnO”es' un material con diferentes morfologias que dependiendo la ruta de
sintesis y--los parametros que se utilicen pueden obtenerse particulas o
nanoparticulas”.en forma de bastones, agujas, flores, varillas, tubos, etc. La
microscopia electronica de barrido (MEB) y la microscopia electronica de emision
de campo (FESEM)"Son un método eficaz para la obtencion de imagenes de alta
resolucion de las superficies de materiales. Estos microscopios utilizan electrones
para la formacion de imagehes, como un microscopio Optico utiliza luz visible, la
técnica es muy util para un_ analisis cualitativo. En este trabajo se realizo el analisis
de morfologia y tamario de patstitula de los materiales de ZnO con ayuda de un MEB
y FESEM, a continuacion, se presentan las micrografias de los materiales de ZnO
frescos y calcinados. En la micrografia 15 se observan la muestra Z, con fines
comparativos se realizo MEB al acetilacetonato de zinc. Posteriormente en las
micrografias 16 y 17 se presentan los'materiales sintetizados con catalizador
hidroxido de sodio, finalmente (en) las micrografias 18 y 19 se muestran los

materiales sintetizados con catalizador hidroxido.de.amonio.
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Figura 15. Micrografias de material Z, comparado con acetilacetonato de zinc hidratado: a) MEB
del material calcinado a 400°C a 20,000X de magnificacion, b) MEB del material’seco, a 70°C
(fresco) a 5,000x de magnificacion, c) FESEM de acetilacetonato de zinc hidratado a 5000X de
magnificacion.
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Figura 16. Micrografia de material ZBNa: a) MEB de material seco a 70°C (
(fresco) con 3,500X de magnificacion; b) FESEM de material calcinado a 400°C o
con 50,000X de magnificacion.
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Figura 17. Micrografia de material ZBA: a) MEB del material seco a 70°C (fresco) O
con 5,000X de amplificacion, b) FESEM del material calcinado a 400°C con +
50,000X de amplificacion.
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Figura 18. Micrografia de material ZENa: a) MEB de material seco a 70°C (fresco)
con 10,000X de amplificacion, b) FESEM de material calcinado a 400°C con
100,000X de amplificacion.
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Figura 19. Micrografia de material ZEA: a) MEB de material seco a 70°C\s\
(fresco) a 10,000X de magnificacion, b) FESEM calcinado a 400°C a o
100,000X de magnificacion.

*
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En las'micrografias se observa el cambio en la morfologia de los materiales causado
por ‘el'tratamiento térmico y el solvente. En la Tabla 9 se describen las diferentes

formas.de particulas obtenidas de acuerdo con el solvente y el tratamiento térmico.

Tabla 9. Morfolegias de particulas de ZnO de acuerdo con el solvente y el tratamiento

termico.
MUESTRA SOLVENTE SECO A70°C CALCINADO A 400°C
ZBNa Buta% Varillas Aglomerados esferoidales y hojas
ZBA Butanol Agujas Aglomerados esferoidales
ZENa Etanolfagua‘:/ Agujas Bastones aglomerados
ZEA Etanol/agua Vaﬁillas hexagonales Tubos hexagonales
Z Etanol/agua Va@Ahexagonales Varillas y agujas hexagonales

El material Z fresco (Figura 15a),sonvarillas con apariencia fibrosa y su forma es
similar al acetilacetonato de zine hidratada (Figura 15c¢). Con el tratamiento térmico
se formaron agujas y varillas con ferma hexagonal en el rango de 50 a 900 nm de
ancho y 200 nm a 1.5 ym de largo. Este material.no tiene homogeneidad en el
tamano y forma de las particulas, lo cu@l podria €star relacionado con el hecho que
este material se elaboré sin modificar el pH.de reaccion;de acuerdo con lo reportado
por Heather A. Barrett, 2011 [69] y Amel Dakhlaoui, 2009)[70]; donde se discute la
influencia de la concentracion de OH en la variacion de tamafio y la morfologia del
Zn0O, por otro lado, la constitucion hexagonal de particulas de ZnO Svetozar Music,
2012[71] lo atribuye a que el acetilacetonato de zinc interacciona como una plantilla

durante la hidrélisis dando la disposicion hexagonal a las particulas.

En el material ZBNa el tratamiento térmico modifico su morfologia, el material fresco
(Figura 16a) posee forma de varillas con agregados de materia organica residual,
este resultado soporta los datos obtenidos por DRX (Figura 13), tiene variedad en
los tamaros de particulas entre 800 nm a 1.5 ym de ancho y de 5 a 13 ym dé.largo.
Después del tratamiento térmico (Figura 16b) se formaron aglomerados- de

nanoparticulas esferoidales con tamafios entre 100 y 150 nm, también se observa
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partesde este material en forma de hojas de mayor tamano. De forma similar, la
morfologia del material ZBA también se modificé con el tratamiento térmico, el
materialfresco (Figura 17a) con forma de agujas de 50 a 100 nm de ancho y 500
nm a 1.6 gm-de largo y otra parte del material tiene forma de varillas de mayor
tamarno. Con el fratamiento térmico (Figura 17b) la forma de las particulas cambio
definidamente a aglomerados esferoidales con tamaros entre 50 a 80 nm,

En ambos materiales” elaborados con butanol se formaron nanoparticulas
esferoidales después._del tratamiento térmico (Tabla 9), lo cual puede estar
relacionado con la naturaleza del solvente, por otro lado, el material ZBA defini6 su
morfologia después del tratamiento térmico, no fue asi para el material ZBNa puesto
que se observan dos formas de.particulas, lo cual nos sugiere que la definicion de

la morfologia en la muestra ZBA es propiciada por el NHzOH.

El material ZENa fresco (Figura 18a).tiene forma de agujas 100 a 200 nm de ancho
y de 800 nm a 1.7 ym de largo, después-del tratamiento térmico (Figura 18b) se
observan particulas aglomeradas gon-forma.de varillas con superficie porosa visible
de tamanos entre 100 a 150 nm. El.material ZEA fresco (Figura 19a) posee forma
de varillas hexagonales de 100 a 300'hm.de ancho y de 500 nm a 1.2 ym de largo,
con el tratamiento térmico el tamano de particula disminuyé entre 50 y 80 nm con
forma de tubos hexagonales con diferente amplitud_de poro (Figura 19b). La
formacién tubular fue propuesta por H. Wang, 2010 [72] y Svetozar Musi¢, 2012
[71], donde explican que la formacién de particulas huecas'o tubulares de ZnO es
originada por la disolucion preferencial en el interior de varillas de ZnO y la
correspondiente extraccion de Zn?* a lo largo del eje ¢, Svetozar(Musi¢, explica que
esto a su vez puede depender de la concentracion de partida de acetilacetonato de
zinc, derivado de que en su trabajo a partir de 2g de acetilacetonate, ebtuvieron
particulas huecas [71], lo cual coincide con la cantidad de acetilacetonato/de zinc

utilizado en el presente trabajo para realizar cada material de ZnO.

En los tres materiales sintetizados con solucion etanol/agua (Z, ZENa y ZEA)

después de ser tratadas térmicamente se obtuvieron particulas alargadas (varillas;
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tubos;"agujas o bastones) lo cual podemos atribuir a la naturaleza del solvente, por
el he€ho que en los materiales sintetizados con butanol se observan otras

morfologias ‘después del tratamiento térmico (Tabla 9).

Los catalizaderes NaOH y NHsOH influyeron en los tamafos de particulas puesto
que los materiales frescos de ZBNa (Figura 16a), ZBA (Figura 17a), ZENa (Figura
18a) y ZEA (Figura- 19a) son particulas de menor tamafo que el material Z. El
NHsOH propici6 la formacion completa de los materiales ZBA y ZEA, ya que no se
observan agregados ‘dé‘materia organica residual en los materiales frescos, este
resultado soporta los “datos obtenidos por FT-IR; ademas estos materiales
adoptaron una sola morfolegiadespués del tratamiento térmico a 400°C en tamarios
de particulas menores que ZBNa y.ZENa (ver Tabla 9), por tal hecho con la intencién
que exista mayor eficiencia en la.distribucion e interaccion entre las nanoparticulas
y el medio celular, son los materiales‘que se funcionalizaron con 1,10-fenantrolina,
acido aceético y acido ascorbico:
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3.2 EFECTO DE LA FUNCIONALIZACION CON MOLECULAS ORGANICA EN
LA ESTRUCTURA Y ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL ZnO

El cancer es una enfermedad que ha aumentado en los Ultimos afos y ha afectado
a millones de.personas en el mundo, entre los canceres que afectan en mayor
proporcion a la poblacion femenina se encuentra el cancer de cérvix. Como bien se
sabe la forma actual de tratamiento produce efectos adversos importantes, de ahi
la necesidad de generar nuevas terapias de tratamiento; en ese sentido
recientemente se inicio lainvestigacion de la actividad citotoxica del ZnO, resultando
que este material tiene potencial en la aplicacidn. En este trabajo se realiz6 la
funcionalizacion de dos matefiales-sintetizados de ZnO por el método sol-gel, de
acuerdo con los resultados obtenidos en las caracterizaciones fisico-quimicas ZBA
y ZEA calcinados fueron los materiales adecuados para explotar en la aplicacion;
los agentes funcionalizantes fueron moléculas organicas (1,10-fenantrolina, acido
acetico y acido ascorbico) con propiedades citotoxicas conocidas, con la finalidad
que aporte mejoras en la dispersion'del ZnQ.en el medio celular y a su vez genere
mayor actividad especifica en células-tumorales;En la Tabla 10 se describe el
nombre dado a las muestras ZBA y ZEA funCionalizadas por el método de

impregnacion.

Tabla 10. Descripcion del nombre dado a las muestras ZBA y ZEA funcionalizadas por el

método de impregnacion.

NOMBRE MUESTRA MOLECULA
FUNCIONALIZADA ORGANICA
ZBA-FEN ‘ ZBA 1,10-fenantrolina (FEN)
ZBA-AS ZBA L-acido ascorbico (AS)
ZBA-AC ‘ ZBA Acido acético (AC) ‘(_,
ZEA-FEN ZEA 1,10-fenantrolina (FEN)
ZEA-AS ‘ ZEA L-acido ascorbico (AS)
ZEA-AC ZEA Acido acético (AC)
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3.2.1.ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA-VISIBLE

Por espectroscopia ultravioleta-visible se identificaron las bandas de absorcion de
los grupos/funcionales incorporados en la superficie de ZnO, en la Figura 20 se

presentan dichos resultados.
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Figura 20. Espectros UV-Vis de materiales sélidos de ZnQO: a) materiales ZBA y"ZEA
calcinados a 400°C, b) 1,10-fenantrolina (FEN) y materiales ZBA y ZEA funcionalizadog con
FEN, c) L-acido ascorbico (AS) y materiales ZBA y ZEA funcionalizados con AS, d) solucion
0.1 M de acido acético glacial (AC) y materiales ZBA y ZEA funcionalizados con AC.
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De aetierdo con la literatura el grupo Zn-O presenta una sefal de absorcion en la
regién ultravioleta aproximadamente ~360 nm, en ambas muestras ZBA y ZEA esta
sefal se localiza en 370 nm, en la Figura 20 observamos que esta senal aparece
en todos lgs-materiales funcionalizados. En el espectro de UV-Vis de FEN (Figura
20b) se encontraron 3 senales en la region UV, localizadas en 330, 253 y 213 nm;
estas senales selocalizaron en la muestra ZBA-FEN en 320, 353 y 223 nm, y ZEA-
FEN en 310, 253 y=226 nm, de acuerdo con S. A. Sadeek estas sefiales son
conocidas en hidrocatburos insaturados que contienen grupos similares a la
piridona, en los materiales*de ZnO estas senales se encuentran desplazadas
indicando una posible interae€ion por puentes de hidrogeno o una coordinacion del
ligando FEN y el ion metalico.[73].

En la Figura 20c observamos<el® espectro UV-Vis de AS con dos senales
caracteristicas para este compuesto en 263 y 222 nm [74], estas sefnales se
localizaron en la muestra ZBA-AS y ZEA-AS en 280 y 222 nm. El espectro UV-Vis
de AC (Figura 20d) presenta susSenal caracteristica del grupo carbonilo (C=0), en
213 nm, en las muestras ZBA-AC.y"ZEA-AC.esta sefial se desplazé a 287 nm. Los
desplazamientos de las senales deUV-Vis en/los materiales funcionalizados con
AS y AC indican posibles enlaces por puentes“de’ hidrogenos entre los grupos
hidroxilos del 6xido de zinc y las moléculas AS y AC.
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3.2.2.ESPECTROSCOPIA INFRARROJO CON TRANSFORMADA DE FOURIER

Con la“téenica espectroscopica de infrarrojo con transformada de Fourier se
identificaran—las senales caracteristicas del ZnO y los grupos funcionales
incorporados, per impregnacion de tres moléculas organicas, 1,10-fenantrolina,
acido acético y acido ascorbico, a continuacién, se presentan en la Figura 21 dichos
espectros y en la Tabla-11 se describen cada una de las bandas de absorcion FT-
IR en cada muestra.
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Figura 21. Espectros de infrarrojo con transformada de Fourier de materiales de ZnQO
funcionalizados: 20a) muestra ZEA calcinada a 400°C y funcionalizada coh (1,10-
fenantrolina (ZEA-FEN), acido ascérbico (ZEA-AS), acido acético (ZEA-AC); 20b) muéstra
ZBA calcinada a 400°C y funcionalizada con 1,10-fenantrolina (ZBA-FEN), acido ascorbico
(ZBA-AS), acido acético (ZBA-AC).
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Tam Asignacién de bandas de FT-IR de las muestras ZEA y ZBA funcionalizada con
1,1 fntroﬁna, acido ascérbico, acido acético.
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Los materiales ZBA y ZEA fueron funcionalizados p%ijﬂ-fenantrolina, acido
acético y acido ascorbico con la finalidad de crear articulas con mayor
actividad citotoxica, la técnica de FT-IR nos brindd informﬁn importante sobre la
conformacion de estos materiales. A continuacion, se disc@fa Figura 21 que
muestra los espectros FT-IR, la figura 21a corresponde uestra ZEA
funcionalizada y 20b la muestra ZBA funcionalizada. }\

De acuerdo a la figura 21a, todas las muestras ZEA presentan nal de
estiramiento de grupos OH, en el material ZEA calcinado a 400 °C esta ba@ ésta
situada aproximadamente en 3450 cm, en los materiales funcionalizado&%{s
sefales se encuentran desplazadas a mayores energias (ver Tabla 11). o

*
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En el’material ZEA-AS se observan la senal del grupo C=0 y la vibracion del tipo
tijera-de.C-Hz2 en 1620 cm™y 1516 cm! respectivamente [75]. La muestra ZEA-AC
tiene las” sefiales caracteristicas de acido acético, en 1528 cm! el estiramiento
asimétrico/del grupo C=0, posteriormente en 875 cm™ se sitla la sefal de flexion

del grupo C-O-H.y en 1389 cm™ el estiramiento del grupo C-O.

En el material ZEA-FEN se aprecian las dos sefales de estiramiento del grupo C-N
en 1512y 1430 cm’! [#6]. En todos los materiales ZEA funcionalizados las bandas
de FT-IR se desplazana mayores energias con respecto al espectro del material
ZEA, lo que nos indica qué existe una interaccion de tipo Van der Waals entre los
grupos funcionales agregados-por impregnacion de 1,10-fenantrolina, acido acético

y acido ascorbico y el ZnO.

Analizando la Figura 20b, se observan diferencias en cuanto al rango de amplitud
en la sefal que corresponde al estiramiento de los grupos OH presentes en las
muestras, en el material ZBA“esta, sefial esta situada en 3448 cm', mientras que
para las muestras funcionalizadasZBA-FENsZBA-AC y ZBA-AS esta senal es mas
anchay se encuentra desplazada a-mayores energias (ver tabla 11). Los materiales
ZBA-AC y ZBA-AS tienen la sefal de“estiramiento del grupo C=0 en 1624 y 1620
cm! respectivamente. El material ZBA-FENtiene las'dos sefales caracteristicas de
estiramiento del grupo C-N en 1511 y 1427 cm™ [76]._Todos los materiales ZBA
funcionalizados presentan las sefiales corresponde al estiramiento del grupo Zn-0O,
pero se observa que estas sefiales estan desplazadas hacia.energias mas altas, lo
que nos sugiere que pueden existir interacciones tipo Van derfWaals entre el ZnO y
las moléculas organicas.

Maestria en clencias con Orientacion en Materiales-UJAT Pdgina 82




Sintesis y Fvaluacion de la Actividad Citotoxica i vitro de Nanoparticulas de Zno
Funcionalizado con Moléculas Organicas, para el Tratamiento del Cancer

3.2.3/PROPIEDADES TEXTURALES

El analisis de area superficial y porosidad permite identificar las modificaciones en
la superficie del ZnO por la adicion de las moléculas organicas. Mediante fisisorcion
de N2z se obtuvieron los parametros de textura (Tabla 12): area superficial, diametro
y volumen total de poro; las isotermas de adsorcidon-desorcion (Figura 22) y la
distribucion de diametro poros (Figura 23) de los materiales ZnO funcionalizados.

Tabla 12. Parametros dé\textura de materiales ZBA y ZEA funcionalizados.

MUESTRAS AREA DIAMETRO VOLUMEN TOTAL
SUPERFICIAL DE PORO DE PORO
(m?/g) (nm) (cm*/g)
ZBA | e 31 0.3
ZBA-FEN 17 31 0.2
ZBA-AS 21 31 0.2
ZBA-AC 20 31 0.2
ZEA AR G 0.03
ZEA-FEN 4 3 0.01
ZEA-AS 4 3 0.01
ZEA-AC 6 4 0.03

La adicion de grupos funcionales al ZnO ‘no modificé de forma importante sus
propiedades texturales (Tabla 12). Con respecto~a ZBA, los materiales
funcionalizados ZBA-AS y ZBA-AC no presentaron cambios relevantes en sus
parametros texturales, Unicamente el material ZBA-FEN disminuy6 ligeramente su
valor de area superficial, lo cual puede atribuirse a una{mayor retencion de
moléculas de FEN en la superficie o dentro de los poros del material ZBA. En los
materiales ZEA funcionalizados la morfologia de las nanoparticulas (nanotubos
hexagonales) tuvo un papel importante en el acomodo de los grupos funcionales.
En las muestras ZEA-FEN y ZEA-AS los parametros texturales disminuyen
ligeramente con respecto a ZEA. Esto sugiere que la mayor parte de las melégulas
de FEN y AS se incorporaron dentro de los nanotubos de ZEA. En la muestraZEA-
AC los parametros texturales no cambiaron lo cual podria ser por la poca retencion

de moléculas de AC en el material ZEA.
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Figura 22. Isotermas de adsorcion-desorcion. por el#método BET de materiales de ZnO
funcionalizadas: a) ZBA funcionalizado con 1;10-fenantrélina (ZBA-FEN), acido ascorbico
(ZBA-AS) y acido acético (ZBA-AC); b) ZEA funcionalizado ¢on 1,10-fenantrolina (ZEA-
FEN), acido ascorbico (ZEA-AS) y acido acético (ZEA-AC).

Se obtuvieron las isotermas de adsorcion-desorcion de N2 de losimateriales de ZnO
funcionalizados (Figura 22). En todas las muestras ZBA y ZEA funcionalizadas se
obtuvieron materiales mesoporosos, puesto que las isotermas son déhtipo IV, de
acuerdo con la clasificacion IUPAC. El ciclo de histéresis de las muestras son de
tipo H3 que corresponde a solidos con poros abiertos con tamafo y forma no
uniforme. Con respecto a ZBA, las muestras de ZBA funcionalizadas (ZBA-FEN,
ZBA-AC, ZBA-AS), a presiones relativas altas, hay una pequefa disminucion de
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volumén de gas adsorbido, esto por la cantidad de grupos funcionales ocluidos en
el ZnO..Por otro lado, con respecto a ZEA, las muestras ZEA-FEN y ZEA-AS
disminuye.el volumen adsorbido a partir de presiones relativas de 0.3 (P/Po), lo cual
esta relacionado con la cantidad de 1,10-fenantrolina y acido ascérbico que se
encuentra ocluido en los poros del ZnO. Por el contrario, el material ZEA-AC
aumenta el volumen_adsorbido a partir de 0.3 (P/Po), esto podria ser debido al
acomodo del &cido aeético en la superficie del ZnO.
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Figura 23. Graficas de distribucion de diametros de poros de materiales' de ZnO
funcionalizados: a) y b) material ZBA funcionalizado con 1,10-fenantrolina (ZBA-FEN), acido
ascorbico (ZBA-AS) y acido acético (ZBA-AC); c) y d) material ZEA funcionalizado con 1, 10=
fenantrolina (ZEA-FEN), acido ascorbico (ZEA-AS) y acido acético (ZEA-AC).
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En las graficas de distribucion de diametros de poros de los materiales ZBA y ZEA
funciehalizados (Figura 23) se aprecia la modificacion del diametro de poros por la
adicion«del0s grupos funcionales, en todas las muestras se obtuvieron materiales
con distribueion de poros no homogénea, con diametros arriba de 3 nm hasta

macroporos.

En las muestras.ZBA funcionalizadas (ZBA-FEN, ZBA-AS, ZBA-AC) la distribucion
de poros es similar@a la'muestra ZBA, con cambios en el volumen adsorbido (Figura
23a), los volumenes adsorbidos de N2 son menores en los poros mas anchos por la

oclusion de las moléculas-organicas.

En las muestras ZEA funcionalizadas (ZEA-FEN, ZEA-AS, ZEA-AC) los volimenes
adsorbidos estan relacionados ¢on el acomodo de los grupos funcionales en el ZnO.
La muestra ZEA-AC posee una distribucion de poros similar a ZEA (Figura 23b). En
las muestras ZEA-FEN y ZEA-AS aumentan los diametros de poros y los volumenes
adsorbidos son menores qué Jlas, muestras ZEA y ZEA-AC, esto es debido al
acomodo de la 1,10-fenantrolina yrel-acidé ascorbico en los poros del ZnQO, lo cual
puede ser favorecido por la morfolegia hueca-de las particulas del material ZEA,
mientras que el acido acético podria” encontrarse en la superficie o por la poca
cantidad de esta molécula incorporada“en el ZpO, de acuerdo con los datos

obtenidos con el analisis termogravimétrico: (Figura 24).
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3.2.4ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO

El analisis termo gravimétrico se realizé con la finalidad de conocer la estabilidad
térmica del’ZnO funcionalizado con diferentes moléculas organicas, en la Figura 24

se presentan los termogramas de las muestras.
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Figura 24. Termogramas de los materiales de ZnO funcionalizados:.a) ZBA funcionalizado
con 1,10-fenantrolina (ZBA-FEN), acido ascorbico (ZBA-AS) y acido acético, (ZBA-AC); b)
ZEA funcionalizado con 1,10-fenantrolina (ZEA-FEN), acido ascérbico (ZEA-AS) y acido
acético (ZEA-AC).

El analisis termogravimétrico nos brindé informacion importante sobre la estabilidad
de los grupos funcionales incorporados en la superficie del ZnO. De acuerdo con la
Figura 24, los materiales de ZnO funcionalizados perdieron peso conforme aumentd
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la temperatura, no fue asi con los materiales que no fueron funcionalizados (ZBA 'y
ZEA)y puesto que estos materiales fueron tratados térmicamente a 400°C. Los
materialés-funcionalizados con acido ascorbico (ZBA-AS y ZEA-AS) presentaron
pérdida del.1% de peso entre 50°C y 135°C, que corresponde a la eliminacion de
residuos de ‘agua utilizada en el proceso de la funcionalizacion, posteriormente las
muestras presentaron pérdida constante de peso aproximadamente del 5% entre
153°C a 400°C, que-es debido a la descomposicion de la molécula de AS. El punto
de fusion de AS se eneugentra ~190°C, este resultado supone la estabilidad del AS
en la superficie del ZnO;

En cuanto a la funcionalizacion del ZnO con acido acético, la descomposicion de
esta molécula se registr6 en"temperaturas mayores a 150°C, esto nos indica la
estabilidad de la funcionalizacion eon AC, puesto que su punto de fusion se
encuentra ~17°C. En el material ZBA-AC presenté pérdida de peso constante entre
280 y 350°C, de manera similar€l material ZEA-AC perdi6 peso entre 150 y 190°C,

estos materiales disminuyeron el0.5 y 1%en peso respectivamente.

Los materiales funcionalizados ton..1,10-fenantrolina (ZBA-FEN y ZEA-FEN)
perdieron 0.5% y 1% de peso entre 50y, 70°C _que es debido a la eliminacion de
residuos del solvente utilizado en el proceso de la funcionalizacion, posteriormente
entre la temperatura de 70 y 150°C ambas muestras-perdieron 2% y 1% en peso
respectivamente, que corresponde a la perdida de agud y.la FEN que comienza a
descomponerse. Después entre |la temperatura de 150 y 250°C se registro pérdida
importante de masa, en la muestra ZEA-FEN fue del 4% y en ZBA-FEN del 6%, esto
puede ser por la descomposicion de la molécula FEN, el punta de fusion de esta

molécula es ~115°C, esto nos indica la estabilidad de la funcionalizacién con FEN.

El analisis térmico confirmé la estabilidad de los grupos funcionales ‘ineorporados
en el ZnO, puesto que las tres moléculas (AC, AS y FEN) necesitan mayor
temperatura para descomponerse, esto podria ser por el efecto de la interaccién de

estas moléculas organicas con los grupos -OH del ZnO.
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3.2.5 DIFRACCION DE RAYOS X

La técnica‘de”’ DRX permitio identificar las posibles modificaciones en la cristalinidad
del ZnO por. la=funcionalizacion con moléculas organicas, en la Figura 25 se
presentan los difractogramas y en el tamafo de cristalito calculado mediante la

ecuacion de Scherrér en la Tabla 13.

Figura 25. Difractogramas de ZnQ funcionalizado: a) ZBA funcionalizade .con 1,10-
fenantrolina (ZBA-FEN), acido ascorbico (ZBA-AS), acido acético (ZBA-AC);.b) ZBA
calcinado a 400°C; ¢) ZEA funcionalizado con 1,10-fenantrolina (ZEA-FEN), acido ascérbico
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(ZEA-AS), acido acético (ZEA-AC); d) ZEA calcinado a 400°C.
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Tabla 18 ~Tamario de cristalito calculado mediante la ecuacion de Scherrer con respecto al

pico (101); para los materiales ZBA y ZEA funcionalizados con 1,10-fenantrolina, acido

ascorbico Sy ggido Materiales Tamarno de cristalito (nm) acefico.

ZBA 13
ZBA-FEN 19

ZBA-AS 18
ZBA-AC 16

ZEA 18
ZEA-FEN 23

ZEA-ASC, 19
ZEA-AC 23

La adicion de grupos funcionales’en el ZnO no ha afectado su cristalinidad. En la
Figura 25, observamos que los ‘materiales.ZBA y ZEA tratados térmicamente a
400°C poseen las reflexiones caracteristicas dedafase hexagonal wurtzita [64]. Los
materiales ZBA y ZEA funcionalizados _posee las” mismas reflexiones que ZBA y
ZEA, que corresponden a los planos cristalinos (100); (002), (101), (102), (110),
(103), (200), (112) y (201) [68]. Los materiales ZBA-AC y ZEA-AC tienen una
reflexion adicional en 11° (2 teta) que corresponde a residu0s de materia organica

(C=0, C-0O) posiblemente por la adicion de acido acético en estas materiales.

El tamafio de cristalito no presento cambios importantes con latincorporacion de
moléculas organicas (Tabla 13), puesto que este valor cambio ligeramente en las
muestras ZBA y ZEA funcionalizadas.
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3.2.6'DISPERSION DINAMICA DE LUZ Y POTENCIAL Z

La dispersion dinamica de luz (DDL) nos brindé informacion sobre el
comportamiento.de los materiales en solucion, con esta técnica se determino el
tamafio promedia de particulas (Figura 26) y el potencial Z (Tabla 14) nos permitié
identificar las cargas-del radio hidrodinamico de los materiales ZBA y ZBA tratados
térmicamente a 400°C,. v funcionalizados.

Tabla 14. Valor de potencialZ de materiales ZBA y ZEA funcionalizados.

MATERIALES POTENCIAL Z

7 (mV)
ZBA 8
ZBA-FEN 18
ZBA-AS -9
ZBA-AG 7
ZEA A
ZEA-FEN 11
ZEA-AS -7
ZEA-AC 14

Todos los materiales que tienen coma objetivo seryexplotados en una aplicacion
biologica, deben ser explorados extensamente en sy naturaleza biocompatible. De
acuerdo con Rajesh Kumar y colaboracion, nanoparticulas con una superficie de
carga altamente positiva podrian generar afinidad con células:de cancer, puesto que
estas tienen en su membrana una alta concentracion de fosfolipidos con grupos
funcionales cargados negativamente [77]. Las posibles interacciones electrostaticas
entre las nanoparticulas de ZnO y las células podria promover la‘internalizacion del

Zn0O para generar citotoxicidad.

De acuerdo con la Tabla 14, los materiales ZBA y ZEA tienen potencial zeta positivo,
la adicion de grupos funcionales modificé su potencial dependiendo la molecula. El
material ZBA tiene potencial zeta de 8 mV; funcionalizar esta muestra con/EEN
aumento6 su carga positiva a 18 mV, no fue asi con la adicion de AC que bajo st
carga positiva a 7 mV y en el caso de la funcionalizacion con AS, el potencial zeta
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es de”-9 mV. Por otro lado, el material ZEA tiene potencial zeta de 1 mV, este
material.funcionalizado con FEN y con AC aumento6 su carga positivaa 11y 14 mV

respectivamente, por el contrario, con AS el potencial disminuy0 a -7.

Los materiales,de ZnO funcionalizados con FEN y AC mantuvieron potenciales
positivos, posiblemente como un resultado de la carga positiva generada por iones
metalicos formados.por la interaccion de las moléculas de FEN y AC con el medio
acuoso. La modificacién del potencial zeta positivo del ZnO a negativo con la
funcionalizacién con ASy puede ser un resultado de la oxidacion de la molécula de
AS por su interaccion con-€l medio acuoso, lo que da paso a la formacion del radical

ascorbato, por lo que se gehera carga negativa.
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Figura 26. Tamano promedio de particulas de ZnQO, calculado por dispersion dinamica de
luz: a) material ZBA y ZBA funcionalizado con 1,10-fenantrolina (ZBA-FEN), acido ascérbico
(ZBA-AS), acido acético (ZBA-AC); b) material ZEA y ZEA funcionalizado con 1, 10-
fenantrolina (ZEA-FEN), acido ascorbico (ZEA-AS), acido acético (ZEA-AC).
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En [aFigura 26 se presenta la distribucion de tamanos de particulas de ZBAy ZEA
tratados” térmicamente a 400°C y ZBA y ZEA funcionalizados con moléculas
organicas{Puede observarse que el material ZBA con tratamiento térmico a 400°C
y ZBA-AS presenta una distribucién de tamanos de 164 nm y 5537, con presencia
de mayor numero 'de particulas de 164 nm; los materiales ZBA-AC y ZBA-FEN
tienen distribucion detamafios de particulas en 140 nm y 5537 nm, ambas muestras
poseen mayor preseneia de particulas de 140 nm, ZBA-FEN tiene otro grupo de
tamafios de particulas de 700 nm, posiblemente como resultado de agregacion en

el medio acuoso de la 1,10-fenantrolina.

El material ZEA tratado térmicamente a 400°C presenta distribucién de tamarios de
particulas entre 627 a 1244 nm,-€l material ZEA-AS disminuy6 su distribucion de
tamafos de particulas entre 354 ‘@719 nm; en cuanto al material ZEA-AC su
distribucion de tamafios de particulas'se encuentra entre 514 a 1545 nm. Por otra
parte, el material ZEA-FEN présenta un rango mayor en su distribucion con
particulas entre 400 a 6400 nm, ‘al*igual que”ZBA-FEN podria ser resultado de la

agregacion de la 1,10-fenantrolina.

En todos los materiales que se realizo €l estudio.de.DDL se obtuvieron diversos
tamanos de particulas, esto nos indica que después_de determinado tiempo se
forman agregados de particulas en la solucion, lo cual génera que la suspension no

sea totalmente estable.
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3.2.5.ESTUDIOS DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA IN VITRO DE LOS
MATERIALES DE ZnO Y ZnO FUNCIONALIZADO

Anteriormente se han presentado y discutido las propiedades fisico-quimicas de los
diferentes matériales de ZnO y ZnO funcionalizados, estos materiales han sido
desarrollados con la finalidad de ser usados en aplicaciones biomeédicas, por ello es

indispensable el estadio de la respuesta biologica de los materiales.

Actualmente, el numero"de mujeres afectadas con cancer de cérvix ha aumentado
significativamente por la~incidencia de casos de infeccion del virus de papiloma
humano (VPH), por ello es‘de-gran interés buscar nuevas terapias para atacar esta
enfermedad, en ese sentido, recientemente se reportd la actividad citotoxica del
Zn0O. Los estudios in vitro son“el primer paso que se suele utilizar para la
comprension de la actividad biologiea‘de nanoparticulas. Los cultivos celulares son
sistemas ideales para el estudig'y observaciéon de un determinado tipo de células
bajo condiciones especificas, dado que estos sistemas no presentan la complejidad

de un sistema in vivo, debido al gran nimere-devariables que interaccionan.

A continuacion, se presentan los estudies de actividad citotoxica y antiproliferativa
de los materiales de ZnO y ZnO funcionalizados, el analisis de actividad
antiproliferativa se realiz6 en tres lineas celulares tumorales de cancer de cérvix
(SiHa, HeLa y casKi), que son provenientes de infeccioh por VPH. Para el ensayo
de citotoxicidad o viabilidad célular se aislaron células mononucleares de la sangre
periférica de un individuo aparentemente sano, los dos ensayos sé llevaron a cabo

con la técnica XTT.
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3.5.1/ANALISIS DE VIABILIDAD CELULAR

El estudio.de viabilidad celular es el primer paso para conocer la citotoxicidad de los
materiales;-el' analisis se realiz6 con la técnica XTT en monocitos aislados de la
sangre periféricade un individuo aparentemente sano. Los resultados obtenidos de
dicha evaluacion'corresponden a la medicion de la absorbancia en 492 y 690 nm
después de 48 horas'de tratamiento en las concentraciones de 10,15 y 20 yg/ml
con los materiales ZEAw)ZBA funcionalizadas (Figura 27), y 72 horas de tratamiento
en la concentracion de 30 pg/ml (Figura 28), en ambos ensayos se compararon los

efectos de las concentracionés con las celulas control (CT) o sin tratamiento.
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Figura 27. Porcentaje de viabilidad celular en monocitos, después de 48 horas de
tratamiento con las concentraciones de 10, 15 y 20 pig/ml: a) materiales ZEA,-ZEA-FEN,
ZEA-AS y ZEA-AS; b) materiales ZBA, ZBA-FEN, ZBA-AS y ZBA-AS.
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Figura 28. Porcentaje de viabilidad celular evaluado en monocitos después de 72 horas
de tratamiento con 30 pg/mL de:d) material ZEA calcinado a 400°C y funcionalizado
(ZEA-FEN, ZEA-AS y ZEA-AS) y b) ZBA calcinado a 400°C y funcionalizado (ZBA-FEN,
ZBA-AS y ZBA-AS).

Se sabe que el ZnO puede generar toxicidad'en concentraciones mayores a 50
Hg/mL [78], por esta razon se utilizaren.concentraciones por debajo de este valor,
puesto que los requerimientos basicos 'dé hiocompatibilidad de un material usado
en el cuerpo humano son que éste debe serno toxico,no.carcindbgeno, no antigénico
y no mutagénico [79]. El ensayo de viabilidad celular s€ realizd6 en monocitos con
48 horas de tratamiento en las concentraciones de 10, 15220 yg/ml y a 72 horas
de tratamiento en la concentracion de 30 yg/ml para todas las mugstras ZnO tratado
térmicamente y ZnO funcionalizado. En la Figura 27a observamas\os resultados de
viabilidad celular obtenidos a 48 horas de tratamiento con la muestra ZEA y ZEA
funcionalizada, el porcentaje de viabilidad celular se mantiene entre 97-y'100%, por
lo tanto a estas concentraciones el material no es toéxico. En el ensayo defviabililidad
con la muestra ZBA y ZBA funcionalizada (Figura 27b) a 48 horas de tratamiento,
se obtuvo disminucion del porcentaje en la viabilidad con los materiales ZBA-AG.y
ZBA-AS en la concentracion de 20 pyg/ml, los tratamientos con ZBA-AC quedaron
con 93, 99 y 86% de celulas vivas en las concentraciones de 10, 15 y 20 pyg/mi
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respectivamente, el porcentaje de viabilidad con el material ZBA-AS disminuy6 a
90, 87 y.85 % para las concentraciones de 10, 15 y 20 pg/ml; en la muestra ZBA-
FEN y ZBA el porcentaje de viabilidad celular se mantuvo entre 96 y 100%.

Se evalu¢ la.eitotoxicidad en mayor concentracion y tiempo de tratamiento con la
intencion de".descartar que la actividad biologica en celulas tumorales a la
concentracion de 30 g/ml pueda ser inducida por la toxicidad de los materiales
expresada en mayar tiempo de tratamiento. En la Figura 28 se observa que todos
los materies mantienen el porcentaje de viabilidad celular arriba del 90%, lo cual nos
indica que los materiales;son biocompatibles. En los materiales ZBA funcionalizado
(ZBA-FEN, ZBA-AS y ZBA-AS) aument0d el porcentaje de viabilidad celular en
comparaciéon con el ensayo a’48 horas de tratamiento (Figura 27), esto puede ser
efecto de la afinidad generada por'los grupos funcionales provenientes de la FEN,
AC y AS; en este altimo (AS) se ha reportado que actia como un protector de
efectos secundarios téxicos .en modelos in vitro [8] e in vivo de ensayos

quimioterapéuticos y anticancerigenos en ratones [49].
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La actividad antiproliferativa de los materiales ZEA, ZEA-FEN, ZEA-AS, ZEA-AC,

ZBA, ZBA-FEN, ZBA-AS y ZBA-AC, se evaluo en las concentraciones de 10, 20 y
la proliferacion celular“en relacion con las células control (CT). Los ensayos son

30 pug/ml despues de 72 horas de tratamiento, el ensayo se realizé en las lineas
tumorales CaS8ki, SiHa y Hela, los resultados de los tratamientos se presentan en
las Figuras 29 y 30.El efecto de los materiales se determiné como un porcentaje de
(equivalente a 3 yg/ml), que es la dosis de tratamiento adecuada en pacientes [43].

3.5.2.ESTUDIOS DE LA ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA
comparados con la “actividad del cis-platino en la concentracién
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Figura 29. Porcentaje de proliferacion celular después de 72 horas de tratamientarcon los
materiales ZEA calcinada a 400°C y funcionalizada (ZEA-AC, ZEA-FEN y ZEAAS),
evaluada en tres concentraciones, 10, 20 y 30 yg/mL, comparando su efecto con cis-platino

a 10 M, en las lineas tumorales: a) CaSki, b) SiHa y ¢) HeLa.
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Las lineas celulares CaSki, SiHa y Hela, que se utilizaron en este estudio poseen
la caracteristica de proliferar abundantemente, por ello, medir el efecto de las
nanoparticulas de ZnO en esta actividad fue importante para determinar su potencial
en la aplicacion. En la Figura 28 se presentan las graficas de los tratamientos con
los materiales ZEA, ZEA-FEN, ZEA-AS y ZEA-AC en dichas lineas tumorales.

El ensayo en la‘linea'tumoral CaSki (Figura 29a), muestra que los materiales ZEA
funcionalizados (ZEA-FEN, ZEA-AS y ZEA-AC) tuvieron efecto importante en la
reduccion de la proliferacion celular a partir de los 20 pg/ml con respecto al control
(sin tratamiento) y al material ZEA que se mantuvieron con el 100% de células vivas,
y al cis-platino con el 25% aproximadamente; puesto que los materiales ZEA-FEN
y ZEA-AS quedaron con 14%.y~ZEA-AC 26% de proliferacion celular a esta
concentracion. En el tratamiento.d 30 pg/ml el material ZEA mostrd efecto con la
reduccion en la proliferacion a 15%.yles materiales ZEA-FEN, ZEA-AC y ZEA-AS
aumentaron su actividad antiproliferativa a esta concentracion puesto que la

proliferacion celular se mantuva.eon el 13% de células vivas.

En las graficas de porcentaje de-proliferacion en la linea tumoral SiHa con los
tratamientos de los materiales ZEA calcinado a'400°C y ZEA funcionalizado (Figura
29b). Se observa que con el tratamiento”a 10 pyg/ml no hay ningin efecto en la
reduccion de la proliferacion celular; por otro lado, ‘eon-el tratamiento a 20 pyg/ml
aumenté la actividad antiproliferativa en los materiales de ZEA funcionalizados,
puesto que el material ZEA-AC redujo a 20% la cantidad de células vivas, y los
materiales ZEA-FEN y ZEA-AS redujeron a 10% de la proliferacCionrcelular, el efecto
de estos materiales fue importante en comparacion con el cis-platino que redujo a
35% de proliferacion, el control y la muestra ZEA se mantuvieron com el 100% de
células vivas. Con el tratamiento a 30 pyg/ml aumenta la actividad antiptoliferativa
del material ZEA y ZEA-AC, quedando al igual que los materiales ZEA-FEN'y ZEA-

AS con el 10% de proliferacion celular.

En los ensayos realizados con la linea tumoral HelLa (Figura 29c), se observa que

todos los materiales de ZEA en la concentracion de 10 pg/ml tienen poca actividad
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antipréliferativa con respecto al control, a esta dosis los materiales ZEA, ZEA-AC,
ZEA-AS.quedaron con 92 y 89%, y el material ZEA-FEN con 98% de proliferacion
celular.~Con el tratamiento a 20 pyg/ml los materiales ZEA, ZEA-FEN y ZEA-AC el
porcentaje’de proliferacion se redujo a 82, 91 y 74% respectivamente, el material
ZEA-AS en comparacion con el cis-platino, disminuye en gran medida el porcentaje
de proliferacion a‘esta concentracion, puesto que con este material se reduce a 30%
de células vivas. El tratamiento a 30 pg/ml los materiales ZEA, ZEA-FEN y ZEA-AS
muestran actividad importante con la reduccion a un porcentaje de 31, 27 y 22% en
la proliferacion, no fue asi’eon el material ZEA-AC que se mantuvo en 74% en la

proliferacion celular.
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Figura 30. Porcentaje de proliferacion celular despues de 72 horas de tratamiento'con, los
materiales ZBA calcinada a 400°C y funcionalizada (ZBA-AC, ZBA-FEN y ZBA:AS),
evaluada en tres concentraciones, 10, 20 y 30 yg/mL, comparando su efecto con cis-platino
a 10 M, en las lineas tumorales: a) CaSki, b) SiHa y ¢) HeLa.
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En la“Figura 30 se presentan las graficas de los tratamientos con los materiales
ZBAyZBA-FEN, ZBA-AS y ZBA-AC en las lineas tumorales CaSki, SiHa y Hela.

En la figufa,30a se presentan las graficas de porcentaje de proliferacion celular en
la linea tumaoral CaSki tratada con los materiales ZBA, ZBA-FEN, ZBA-AS y ZBA-
AC. Se observa gue todos los materiales en las concentraciones de 10 y 20 pyg/ml
no mostraron efectos importantes en la reduccion de la proliferacion celular con
respecto al cis-platino‘que redujo la proliferacion a 47%, los materiales ZBA-AC y
ZBA-AS disminuyeron.a90 y 87% en la proliferacion celular respectivamente con la
concentracion de 20 pyg/ml. El tratamiento con 30 pg/ml de los materiales ZBA-FEN
y ZBA-AS redujo a 40% de-Celulas vivas, el material ZBA-AC redujo a 84% y ZBA a

95% de proliferacién celular.

Las graficas de los ensayos en la linea tumoral SiHa (Figura 30b), muestran que los
tratamientos con 10 y 20 pyg/ml de ZBA,, ZBA-FEN, ZBA-AC y ZBA-AS no inducen
algun efecto en la reduccion de.la proliferacion celular; por otro lado, con el
tratamiento a 30 pg/ml los matériales-ZBA-FEN, ZBA-AC y ZBA-AS quedaron con
20, 35 y 13% de proliferacion celular respectivamente, mientras que ZBA no
presenta actividad en ningun tratamiénte_en esta linea tumoral. El porcentaje de
reduccion en la proliferacion de ZBA-FENY ZBA-AS#fue mayor que el cis-platino, la
desviacion estandar de estas muestras con respectoe-al.cis-platino nos indica que

esta diferencia es significativa o importante.

Las graficas correspondientes a los tratamientos en la finea tumoral HelLa se
presentan en la figura 30c, donde observamos que estos materiales muestran efecto
en la reduccion de la proliferacion celular hasta el tratamiento eon 30 pyg/mly en
mayor medida que el cis-platino, puesto que el material ZBA reduee a 10% vy los
materiales ZBA-FEN, ZBA-AS y ZBA-AC reducen a 7% la proliferaciéncelular, la
desviacion estandar de cada muestra nos indica que esta diferencia es significativa

con respecto a las otras concentraciones de tratamiento, el control y el cis-platino.
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4 DISCUSION

En ambos materiales de ZnO (ZEA y ZBA) se obtuvo que la funcionalizacién con
moléculas organicas aumento su actividad antiproliferativa en la linea de células
tumorales CaSki; por otro lado, observamos que se obtuvieron mejores resultados
con los materiales ZEA y ZEA funcionalizado (Figura 29) que el cis-platino y los
materiales ZBA'y.ZBA funcionalizado (Figura 30). En particular los materiales ZEA-
FEN y ZEA-AS dismifiuyeron gran parte de la proliferacion celular desde el
tratamiento a 20 pg/ml,cuando la dosis fue aumentada a 30 ug/ml el efecto de los
materiales ZEA-AC, ZEA-FEN y ZEA-AS fue muy cercano al porcentaje de
reduccion del material ZEA¢1o.eual nos sugiere que a esta concentracion la actividad

antiproliferativa en CaSki fue mediada por el ZnO.

En los ensayos con la linea celular SiHa se observo que las células fueron sensibles
a los tratamientos con los materiales.de:ZnO funcionalizados. Los materiales ZEA-
AC, ZEA-FEN y ZEA-AS (Figura’29) mostraron mayor actividad antiproliferativa que
el cis-platino desde el tratamiento.@20 pg/mi: De forma similar los materiales ZBA-
FEN, ZBA-AS y ZBA-AC (Figura-30) mostraron efecto en la reduccion de la
proliferacion celular anicamente en €l.tratamiento, a 30 pg/ml, en particular los
materiales ZBA-FEN y ZBA-AS. Esto nes indica gue la incorporacion de grupos
funcionales, en particular con 1,10-fenantrolina y acide’ascorbico, ha aumentado la

actividad antiproliferativa del ZnO en esta linea celular.

La muestra ZEA no tuvo efecto a 20 pyg/ml en SiHa, sélo"hasta que la dosis fue
aumentada a 30 pg/ml, en esta concentracion los materiales'ZEA-FEN, ZEA-AS y
ZEA-AC tuvieron efecto similar a ZEA, lo cual sugiere ‘gue Ja actividad

antiproliferativa en SiHa fue mediada por el ZnO.

Las lineas celulares CaSki y SiHa contiene en su ADN copias de VPH 16; estudios
sobre la caracterizacién de las oncoproteinas E6 y E7 presentes en el(VPH 16
informan que contienen grupos amino y carboxil enlazados con zinc [80], esto nos

plantea la posibilidad que exista afinidad entre el ZnO y los grupos terminales de las
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células, por lo cual se podria generar la internalizacion del Zn?*: lo que generaria

que'sé desencadene apoptosis por via extrinseca [47].

En la linea,celular HeLa hubo un comportamiento variado en cuanto al efecto
antiproliferative, de los materiales de ZnO. Con respecto al material ZEA calcinado
a 400°Cy el cis-platino (Figura 29), se obtuvo que el material ZEA-AS mostré mayor
efecto en la reduccion de la proliferacion desde el tratamiento con 20 pg/ml. Cuando
la dosis fue aumentada a 30 pg/ml los materiales ZEA, ZEA-FEN y ZEA-AS
aumentaron su efecto_antiproliferativo, mientras que el material ZEA-AC no dio

buenos resultados en cuanto a la reduccion de la proliferacion celular.

Por otro lado, los materiales’de.ZBA calcinado a 400°C y funcionalizados (Figura
30) disminuyeron en gran partellaproliferacion celular con el tratamiento a 30 pyg/ml,
se observa que la diferencia entre glefecto del material ZBA y los funcionalizados
(ZBA-FEN, ZBA-AC y ZBA-AS) es muy-pequena, lo cual nos sugiere que la actividad
antiproliferativa en HelLa de estos.materiales fue inducida en mayor proporcion por
la interaccion entre el ZnO Yy lgs\receptores celulares y no por efecto de la

funcionalizacion del material.

La linea celular HeLa contiene en su ADN copias.de VPH 18 y sus oncoproteinas
E7 contiene en su terminal C, iones de zinc.coordinadoicon cuatro ligandos sulfuro,
que forman un nucleo hidrofobo y una estructura de zin€ Unica que impide que otros
ligandos accedan, lo que puede originar la resistencia de’HelLa a los tratamientos.
Pero su terminal N es una region con alta flexibilidad por la interaccion de la proteina
pRB con radicales hidroxilos, esto podria explicar el hecho queos materiales ZEA-
FEN y ZEA-AS muestran mejores efectos que ZEA en la.reduccion de la
proliferacion en HelLa [81].

Por otro lado, esta reportado que el acido ascoérbico, la 1,10-fenantrolina®yel acido
acético, promueven la formacion de radicales hidroxilos, lo que a su vez genera la
produccién de especies reactivas de oxigeno, estas al incrementarse dentro'de las
células tumorales pueden desencadenar peroxidacion lipidica en la mitocondria de

las células y posteriormente apoptosis via intrinseca [47]. Ademas, también se
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describe que el ZnO es susceptible a liberar iones Zn?* produciendo glicolisis y la
produccion de especies reactivas de oxigeno [77]. Estos materiales demuestran que
poseensa.capacidad de inhibir la proliferaciéon de células tumorales, por lo que
deben estudiarse con mas detalle sus funciones biolégicas.

CONCLUSIONES

En la basqueda particulas’de ZnO en tamafio nanométrico, se realiz6 la sintesis y
evaluacion de la importaneia gue tiene el solvente, el catalizador y el pH de reaccion
en la formacién de este material;\asi mismo se funcionalizo la superficie del ZnO
con moléculas organicas, para”obtener nanoparticulas con mayor actividad

citotoxica en células tumorales.

En todas las muestras sintetizadas, se-observaron las sefales caracteristicas del
ZnO. Fue evidente que el solventée orient6 la morfologia de las particulas, como un
resultado de ello, las propiedadesTtexturales de_los materiales también fueron
afectadas. Por otro parte, el pH de reaction influy6_en los tamanos de particulas,
puesto que con la sintesis de ZnO a pHi11 se propiei la formaciéon de particulas
nanométricas. Se observé que la sintesis de ZnO CofyNH4OH favorece que el
material se forme con menor cantidad de materia residual.erganica, probablemente
como resultado de la descomposicion del complejo Zn(NHs)s?* que se forma cuando
el sistema precipita con este catalizador.

La superficie de los materiales ZBA y ZEA fue funcionalizada con 1,10-fenantrolina,
acido aceético y acido ascorbico, las senales caracteristicas de estas'moléculas
fueron observadas. Se determin6 que los grupos funcionales modificaref la carga
superficial del ZnO y estan estables en su superficie, puesto que por.termo
gravimetria se observd que la descomposicion de las moléculas se origing. a

temperaturas mayores al punto de fusion de cada molécula funcionalizante.
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Por otro lado, la funcionalizacion del ZnO mostro ventajas en su actividad biologica
en las"células tumorales de cancer de cérvix, generadas por infeccion de VPH; en
particular ~él material ZEA funcionalizado con presentd mejor actividad
antiproliferativa que el material ZEA sin funcionalizar, el cis-platino y el material ZBA
funcionalizadoy desde la concentracion de 20 pg/ml, de tal forma que se reduce la
dosis necesaria para favorecer la muerte o inhibir el crecimiento de las células.
Ademas, ambas Series.de materiales ZBA y ZEA funcionalizados, mostraron ser
biocompatibles en mongcitos aislados de un individuo aparentemente sano, por lo

que puede ser seguro utilizar dichos materiales en un ser vivo.

PERSPECTIVAS

A partir de los resultados obtenidds en la'caracterizacion de los materiales de ZnO
funcionalizados, se pretende continuar con la evaluacion de los parametros de
sintesis del ZnO por sol-gel, para obtener materiales de menor tamafio. Por otra
parte, el material ZEA funcionalizado mostro mejor-actividad antiproliferativa que el
farmaco utilizado actualmente para el tratamiento ‘del"gancer de cérvix, por lo que
es necesario determinar el mecanismo de muerte celular, entre otras variables

biolégicas.
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