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RESUMEN

En la reparacion del tejido, que ha sufrido una lesidn, se ven involucradas
diferentes etapas como hemostasia, inflamacidon, formacion de tejido de
granulacion, contraccion de la herida y reparaciéon. En la respuesta fisiologica a
este proceso, participan diferentes estirpes celulares, como: epiteliales,
fibroblastos y queratinocitos, asi mismo, intervienen citocinas proinflamatorias,
proteinas relacionadas a la proliferacién, algunas que actuan como marcadores
de linaje celular especifico de fibroblastos y/o miofibroblastos y otras mas de la
angiogénesis.

Por su parte, la Nanomedicina (aplicacion de la Nanotecnologia en las areas
médicas), ha tenido gran participacion en los ultimos afios. Derivado de ello, el
uso de nanoparticulas de plata ademas de presentar propiedades
antimicrobianas, se ha demostrado con estudios recientes, que tienen

propiedades antiinflamatorias.

Se utilizaron AgNPs de 3 nm -en promedio- soportadas en microesferas de
SiO2 de 300 nm; la presencia de plata en la microesfera, se evidencio a través
de espectroscopia UV-Vis con absorcion a 426 nm. Estudios de FTIR mostraron
la presencia de los grupos funcionales OH, Si-O-Si y Si-OH; por su parte en
HRTEM se observé la formacion del nanocompuesto.

Al analizar los resultados obtenidos después del uso del nanocompuesto en
el modelo experimental del proceso de regeneracion tisular, se visualizd una
evidente mejoria en el grupo tratado con el nanocompuesto en comparacion con
el grupo sham, no solo macroscopicamente, sino también histolégicamente, ya
que se observo disminucion del infiltrado inflamatorio (tincion hematoxilina-
eosina); presencia de tejido sano (tincion tricromica de Masson) e intensificacion
del colageno denso (tincion de rojo sirio). Dentro de los aspectos moleculares

analizados, se observd que la expresion de citocinas proinflamatorias
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(interleucina 6 y factor de necrosis tumoral a) se vieron disminuidas, lo que
indica que la etapa inflamatoria esta atenuada. Aunado a lo anterior, se identificd
aumento en la expresion del antigeno de proliferacion celular, el cual se hace
presente durante la replicacion celular, asi como en la a-actina de musculo liso,
la cual esta presente en los miofibroblastos, éstos son importantes para que el
proceso de cicatrizacion se lleve a cabo y ayudar al acercamiento de los bordes
de la herida. Finalmente la expresion del factor de crecimento del endotelio
vascular sefald el progreso de la angiogenésis y se identificd la formacion de
vasos sanguineos. Los resultados aqui reportados otorgan una perspectiva para
la aplicacion de nanocompuestos formados por AgNPs soportadas en
microesferas de SiO; en la terapia de heridas dérmicas.
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ABSTRACT

In wound healing process, different stages are involved such as hemostasia,
inflammation, granulation tissue formation, wound contraction, epithelization and
vascularization. In the physiological response to this process different cell lines
participate, such as: epithelial, fibroblasts and keratinocytes, as well as
proinflammatory cytokines, proteins related to cell proliferation, some of which
act as markers of cell lineage, specific for fibroblasts/myofibroblasts, and other
for angiogenesis.

For its part, nanomedicine (application of nanotechnology in medical areas),
have had great participation in recent years. Derived from this the use of silver
nanoparticles, in addition to presenting antimicrobial properties, recent studies
have shown its anti-inflammatory properties.

AgNPs of 3 nm - on average - supported on SiO, microspheres of 300 nm
were used in the experimental model; the presence of silver supported in the
microsphere was evidenced by UV-Vis spectroscopy with absorption at 426 nm.
FTIR studies showed the presence of the OH, Si-O-Si and Si-OH functional
groups; for its part in HRTEM the formation of the nanocomposite was observed.

After the use of the nanocomposite in the experimental model of the tissue
regeneration process, we observed an evident improvement in the group treated
with the nanocomposite compared to the sham group, not only macroscopically,
but also histologically, since observed decreased inflammatory infiltrate
(hematoxylin-eosin staining); presence of healthy tissue (Masson's trichrome
stain) and intensification of dense collagen (sirius red staining). Within the
molecular aspects analyzed, it was observed that the expression of
proinflammatory cytokines (interleukin 6 and tumor necrosis factor a) were
diminished, which indicates that the inflammatory stage is attenuated. In addition

to this, there was an increase in the expression of cell proliferation antigen, which
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ABSTRACT

is present during cell replication, as well as in a-smooth muscle actin, which is
present in myofibroblasts, these are important for the healing process is carried
out and help the approach of the edges of the wound. Finally, the expression of
vascular endothelial growth factor indicated the progress of angiogenesis and the
formation of blood vessels was identified. The results reported here provide a
perspective for the application of nanocomposites formed by AgNPs supported in
SiO2 microspheres in the therapy of dermal wounds.
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MARCO TEORICO

CICATRIZACION

Generalidades

La palabra cicatriz proviene del latin cicatrix, -tricis, que indica herida,
desgarro, escoriaciéon y también vulgarmente hace referencia al "zurcido". La
lengua espafola nos define este término como: sefial que queda en los tejidos
organicos después de curada una herida o una llaga. La medicina ha acufiado
esta definicion: sefial que deja en la piel la formacion de tejido que llena o reune
las soluciones de continuidad producidas por heridas (RAE, 2018).

Después de presentarse una lesion dérmica se forma una herida y el
proceso de curacién se desencadena de manera inmediata. De acuerdo al tipo
de herida, la epidermis y la dermis pueden quedar lastimadas y/o devastadas y
tienen que ser restauradas por medio de la reparacion de la herida. Esta
reparacion es un proceso complejo, en donde la curacion de la herida es una
cascada de eventos regulados rigurosamente, en los que se involucra una
respuesta vascular y coagulacion de la sangre, al que le sigue un proceso
inflamatorio, la formacion de tejido de granulacion o de reparacion de la dermis,
seguida de la formacion de una nueva epidermis conocido como epitelizacion y
finalmente el remodelado del tejido cicatricial, el cual puede llevar un periodo de
tiempo largo (Arenas, 2003).

Las heridas producidas sobre la piel interrumpen la continuidad anatomica y
celular de los tejidos, al dafiar las funciones fisioldgicas. La reparacion de las
heridas es un proceso biolégico complejo y de gran importancia, que tiene por
objetivo restaurar la integridad del tejido y en consecuencia sus funciones
corporales (Arenas, 2003).

Por otro lado, la falta de continuidad celular y tisular propicia regiones

expuestas que son vulnerables a infecciones por microorganismos. La
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finalizacion coordinada de los eventos bioquimicos presentes en la regeneracion
es necesaria para lograr la hemostasia, la reconstruccion exitosa del tejido, y la
cicatrizacion de la piel (Arenas, 2003).

Etiologia de las heridas

Las heridas dérmicas son de dos tipos, las que se realizan para llevar a
cabo una cirugia se denominan de primera intencién, y las que resultan por
accidentes se llaman de segunda intencién. La herida de primera intencién,
después de generarse premeditamente, sus bordes son aproximados entre si
por diferentes medios como suturas, cintas o de algun otro dispositivo mecanico,
y ocurre dentro de las 12-24 horas luego de haber realizado la incision y
generalmente se realiza por un médico al llevar a cabo una cirugia. Por otro
lado, las heridas de segunda intencion son aquellas donde la lesion se origina
por un trauma severo o una quemadura, y que la recuperacion en tiempo
depende de la extension de la lesidon, dando lugar a una regeneracion tisular en
discordia, generada por la falta de aproximacion de los bordes de la herida. A
diferencia de las de primera intencién en la que sus bordes son aproximados en
un tiempo no mayor a 24 horas, en estas pueden tardar el acercar los anejos
hasta 120 horas, ya que es dificil la proximidad de ellos por la falta de tejido
continuo. La Figura 1, muestra las diferencias en una herida de primera intencién

y de segunda intencion (Senet, 2007).
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a) Primera intencion |

| b) Segunda intencion |

Figura 1. Diferencias en los dos tipos de herida y su progreso hasta la

cicatrizacion.

Diferencias entre una herida de primera intencién, donde los bordes son aproximados y se tiene
una cicatrizacion homogénea; en la cicatriz de de heridas de segunda intencidn se observa
pérdida de tejido por lo que al término del proceso observamos surcos en la piel. Imagen
tomada de:
https://accessmedicina.mhmedical.com/content.aspx?bookid=1537&sectionid=99047265&umps
ectionlD=99047270

Epidemiologia de cicatrizacion

Los datos reportados por el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) en
el 2016, para heridas generadas como consecuencia de intervenciones
quirurgicas (de primera intencion) de los derechohabientes en todo el pais, fue
de 1°105,000; de los cuales para el estado de Jalisco fue de 36,000; asi mismo
reportaron las cirugias ambulatorias en Jalisco son de 38,210 y para todo el pais
de 1°283,420 (IMSS, 2016).

El Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI) reporté que para el
2016 la incidencia de cirugias en establecimientos particulares de todo el pais
las siguientes cifras: vasectomia (2,067 casos), cesarea (280,880 casos) y
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salpingoclasia (26,440 casos); y solo para Jalisco: 168 vasectomias, 31,128
cesareas y 1,576 salpingoclasias (Cuadro 1) (INEGI, 2016).

Cuadro 1. Incidencia de intervenciones quirurgicas por cada 1000
pacientes.

Tipos de Cirugias México Jalisco Fuente
Intervenciones quirurgicas * 1,105 36 IMSS, 2016
Intervenciones ambulatorias * | 1,283.42 38.21 IMSS, 2016
Vasectomias ** 2.067 0.168 INEGI, 2016
Cesareas ** 280.88 31.128 INEGI, 2016
Salpingoclasias ** 26.44 1.576 INEGI, 2016

* Intervenciones realizadas en el IMSS, ** Intervenciones realizadas en instituciones privadas.

Para la incidencia de las heridas de segunda intencidn a nivel mundial, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) las reporta como parte de las primeras
20 causas de muertes prematuras en hombres y mujeres, con el fin de
dimensionar el problema que se suscita en defunciones precipitadas; por lo que
enseguida se mencionan los porcentajes presentados en el 2012, (OMS, 2014):

* Lesiones causadas por el transito : 32%
* Lesiones autoinflingidas: 19%

* Violencia interpersonal: 16%

En el 2017 la Secretaria de Salud a nivel nacional reporté 485,862 casos de
accidentes suscitados por diferentes causas: quemaduras 106,286; peatones
lesionados en accidente de transporte 21,545; accidentes de transporte en
vehiculos con motor 113,225; mordedura de perro 115,894; heridas por violencia
intrafamiliar 82,259 y heridas por arma de fuego y agentes punzocortantes
46,653. En particular, para el estado de Jalisco, los accidentes reportados por
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esta misma secretaria fueron a 31,526 casos, con las siguientes cifras:
quemaduras 9,752; peatones lesionados en accidente de transporte 1,022;
accidentes de transporte en vehiculos con motor 8,203; mordedura de perro
115,894; heridas por violencia intrafamiliar 82,259; heridas por arma de fuego y
punzocortante 1,753. La Figura 2 muestra de manera grafica los datos
mencionados en términos de porcentaje, a nivel nacional (externa) y estatales

(interna) respectivamente (SSA, 2018).

e

B Quemaduras

B Peatones lesionados en accidente de transporte

@ Accidentes de transporte en vehiculos con motor
B Mordedura de perro

H Violencia intrafamiliar

<

Figura 2. Incidencias de accidentes en México y Jalisco.

Los datos del disco exterior corresponden a los porcentajes a nivel nacional y el interno a los
valores estatales. Se observa que a nivel nacional la mayor incidencia de accidentes fue por
mordedura de perro, mientras que para Jalisco fueron las quemaduras; con la menor incidencia
se presenta peatones lesionados en accidentes de transporte, para ambos niveles. Datos
tomados del boletin epidemiolégico 2017, SSA.

BHerida por arma de fuego y punzocortante

En el proceso fisiologico de herida-cicatriz se ven involucradas células
sanguineas, moléculas que favorecen la proliferacion celular, citocinas y factores
de crecimiento que inducen y estimulan las etapas de la reparacion de tejido;
todos finamente coordinados para llevar a cabo la restauracion dérmica (Senet,
2007). En el Cuadro 2, se mencionan las principales células involucradas y su

accion en la regeneracion tisular.
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Cuadro 2. Células implicadas en la regeneracion cutanea.

Células Acciodn en la regeneracion
Células - Adherencia y activacion plaquetaria
sanguineas - Migracién y activacion de los polimorfonucleares neutrofilos

y los monocitos

Queratinocitos

- Migracion de las células epiteliales a partir de los bordes o
de los anejos

- Multiplicacion y diferenciacion de la epidermis

- Sintesis concomitante de la unién dermoepidérmica

- Colonizacion secundaria de la epidermis por las células de
Langerhans y los melanocitos

Fibroblastos

- Emigracion precoz de los fibroblastos

- Proliferacién de los fibroblastos

- Sintesis de una nueva matriz extracelular

- Contraccion de la herida debido a la transformacion de
algunos fibroblastos en miofibroblastos

Células
endoteliales

- Migracion de las células endoteliales a partir de los vasos
sanos mas proximos a la herida

- Formacién de una red vascular indiferenciada (granulacion
carnosa).

- Disminucién progresiva de los vasos en el tejido de los
vasos en el tejido de granulacion de la cicatriz

Informacién tomada de Senet, 2007.

Etapas de la cicatrizacidon

El proceso de cicatrizacion que es activado a partir del dafio producido, se

describe como una sucesion de eventos independientes, que en esencia se

comprende un conjunto de cinco fases solapadas e interconectadas vy

dependientes de la activacion y accion celular (Senet, 2007; Eming, 2014).

a) Hemostasia

b) Inflamacion

c) Formacion del tejido de granulacion

d) Contraccién de la herida

e) Reparacion

Las etapas de la cicatrizacibn se superponen al paso del tiempo, siendo

inmediata la respuesta en la etapa inicial para recobrar la hemostasia, las

10
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siguientes etapas se pueden prolongar hasta 120 dias o mas. Dicha

superposicion es observada en la Figura 3 (Senet, 2007; Eming, 2014).

Tejido de
granulacion

Inflamacion

Contraccién de
la herida

Reparacion

-

0 1 5 10 20 40 80 120 . .
Tiempo en dias

Figura 3. Grafica de procesos fisiolégicos en la cicatrizacion.

La hemostasia es un proceso subito que se lleva inmediatamente después del dafio (por lo que
no aparece en la grafica); la inflamacion se prolonga hasta los 8-10 dias, el tejido de
granulacion comienza a formarse desde el primer dia de presentarse la herida llegando a
prolongarse hasta después de los 40 dias, la contraccion de la herida es un proceso mas rapido
teniendo duracion hasta de 20 dias, la reparacion puede llegar a durar hasta 120 dias. Imagen
tomada de https://veteriankey.com/the-pathophysiology-of-wound-healing/

a) Hemostasia

La hemostasia tiene por objetivo el mantenimiento de la integridad vascular,
al evitar una pérdida excesiva de sangre cuando se produce la lesion, es rapida
entre 30 segundos y 2 minutos, ya que al originarse una herida el componente
vascular subendotelial queda expuesto, o que implica una separacion vascular
que ocasiona la activacion de la cascada de la coagulacion y de la agregacion
plaquetaria. Las plaquetas secretan lisosomas, trombospondina, fibronectina,
factor plaquetario 4 (PF-4), proteasas y metabolitos de acido araquidénico, para
la fijacion de las plaquetas se requiere del factor Von Willebrand, una
glucoproteina perteneciente a la familia de las integrinas; la trombina y el
colageno son piezas importantes para la agregacién y activacion de las
plaquetas introducidas en el coagulo (Senet, 2007; Eming, 2014).

11
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La formacion de estos coagulos tiene dos objetivos, el primero de ellos es
asegurar la homeostasia, y el segundo es servir como una matriz emergente que
permita a través de ella la migracion de células inflamatorias, dérmicas vy

epidérmicas sobre la lesion (Figura 4) (Senet, 2007; Eming, 2014).

Activacion de la cascada de

‘ Hemostasia
coagulacién

Células

endoteliales Plaguetas
Lisosomas
\Von Trqmbospgdina
Willebrand Fibronectina
ks e Asegurar la hemostasia.

P : : 5 .
Colageno A A:otaa_:a.ls_ ¥ ser matriz emergente que permita la migracién de células
I I . - 2 o Py - i
2l ol sy inflamatorias, dérmicas y epidérmicas sobre la lesion

Figura 4. Etapas en la cicatrizacion: hemostasia.
La Figura muestra las principales células y mecanismos moleculares involucrados en la etapa
de hemostasia. Imagen tomada y modificada de Eming, 2014.

b) Inflamacién

La inflamacion aparece a las pocas horas de haberse presentado la herida y
puede prolongarse hasta 10 dias, se presenta como respuesta protectora que
intenta destruir o aislar aquello que representa peligro para el tejido ya que sin la
remocion de células afectadas no se inicia la formacion de nuevo tejido mediante

activacion de fibroblastos y macréfagos (Senet, 2007; Eming, 2014).

Las plaquetas y macrofagos producen las citocinas y factores quimiotacticos
que se alojaran en la malla de fibrina y fibronectina (coagulo), en ella se
encuentra una reserva de factores de crecimiento como el factor de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento basico de fibroblastos
(bFGF) y el factor de crecimiento transformante (TGF) alfa y beta (a y ) que son
los encargados de la migracion y activacion de los polimorfonucleares neutrofilos
y de los macrdéfagos, dichas células son las responsables de purificar la herida

12
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con ayuda de sus enzimas y con la creacion de radicales libres (Senet, 2007;
Eming, 2014).

Los polimorfonucleares neutrofilos son captados por las selectinas y
moléculas de adherencia que son expresadas en las células endoteliales debido
a las sustancias proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNFa) y las
interleucinas 1y 6 (IL-1 e IL-6) (Senet, 2007; Eming, 2014).

La expresion de las integrinas B2 por los leucocitos fortalece las
interacciones con las células endoteliales y se incrementa la diapédesis hacia la
herida. Los neutrofilos son los primeros que atraviesan las barreras y llegan al
sitio de la lesion donde liberan elastasa y colagenasa favoreciendo la
penetracion de las células en ella, asi mismo se garantiza la limpieza de la zona
ejerciendo una actividad antiinfecciosa, ademas producen citocinas
proinflamatorias involucradas en la atraccion y proliferacion de fibroblastos y
queratinocitos (Senet, 2007; Eming, 2014).

Por otro lado, los monocitos que migraron a la herida se diferencian a
macrofagos y se fijan a las proteinas de la matriz extracelular con ayuda de las
integrinas; llevando a cabo la accidén de limpieza y antiinfecciosa debido a su
capacidad fagocitica, asi mismo participan en la regeneracion de la matriz,
resaltando que son un aporte esencial de citocinas proinflamatorias: TNFa, IL-1
e IL-6, asi como de factores de crecimiento como el factor de crecimiento de tipo
insulina 1 (IGF-1), PDGF y TGFB. Estas proteinas intensifican la respuesta
inflamatoria y dan lugar a la proliferacion de los fibroblastos, produccion de
colageno, y la formacién de tejido de granulacion (Figura 5). Haciendo un
recuento al paso del tiempo se pueden observar en la lesién en las primeras 72
horas un elevado numero de macréfagos seguido de neutrofilos en menor
proporcion, y al cabo del quinto o séptimo dia el recuento de células

inflamatorias disminuye, convirtiéndose los fibroblastos en el tipo celular

13
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predominante dando lugar a la siguiente etapa de la cicatrizacién: la formacion
del tejido de granulacion (Senet, 2007; Eming, 2014).

Se alojan en la malla de fibrina Inflamacion
y fibronectina
Macréfagos
Plaguetas
Neutréfilos
Macréfagos

' Elastasas y |
colagenasa

PDFG, bFGF TGFa y 8, TNFax, IL Intensifican la respuesta inflamatoria, proliferacién y produccion de
colageno y formacion de tejido de granulacion

Figura 5. Etapas en la cicatrizacion: inflamacion.
La Figura muestra las principales células y mecanismos moleculares involucrados en la etapa
de nflamacion. Imagen tomada y modificada de Eming, 2014.

c) Formacion de tejido de granulacion.

Esta etapa tiene una duracién de 10 a 40 dias aproximadamente, tiene por
objetivo generar una barrera protectora. El tejido de granulacion se requiere para
llenar de tegumento la lesion, se hace presente durante la inflamacién y crece
hasta que la herida este cubierta. El tejido de granulacion se conforma por
nuevos vasos sanguineos, fibroblastos, células inflamatorias, células
endoteliales, miofibroblastos y la matriz extracelular (MEC) que incluye
fibronectina, colageno, glicosaminoglicanos y proteoglicanos; esta matriz es
provisional y en composicion es diferente a la de la del tejido sano, y que
finalmente sera reemplazada por otra matriz que da origen al tejido normal. Esta
fase comprende tres etapas: proliferacion de fibroblastos, angiogénesis y
sintesis de MEC (Senet, 2007; Eming, 2014).

14
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Proliferacion de fibroblastos.

A partir de que se origina la lesion, a las 48 horas se observa ya la
migracion de los fibroblastos hacia la herida, la cual depende de las
citocinas producidas por los macréfagos y las plaquetas, en especial el
factor de crecimiento epidérmico (EGF), el IGF-1, el TNFa, el TGFB y el
PDGF, sin embargo también es importante la estimulacion autocrina dada
por los propios fibroblastos (Senet, 2007; Eming, 2014).

La proliferacion de las estirpes celulares es un proceso regulado
finamente, el cual responde a las necesidades especificas del organismo.
Las células crecen conforme avanzan sus etapas del ciclo celular. En la
primer fase del ciclo, llamada fase de crecimiento o fase G1 las células
aumentan de tamanio, seguido a ello replican sus cromosomas en la fase
de sintesis o fase S, se da una segunda fase de crecimiento G, donde las
células se organizan para la division celular y finalmente se dividen en la
fase M de mitosis para posteriormente dar lugar a una bifurcacién tras la
division del citoplasma (citocinesis). Asi mismo, las células hijas que
resultaron de la divisidén celular vuelven a entrar en el ciclo para dividirse

nuevamente (Martinez, 1991).

El antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) es una proteina
auxiliar de la ADN polimerasa 6 y esta involucrada en el control de la
replicacion del ADN eucariota aumentando la procesabilidad de la
polimerasa durante el alargamiento (Tan, 1986; Bravo, 1987; Prelich,
1987). Sin embargo, ademas de la replicacion de ADN, las funciones de
PCNA estan asociadas con otros procesos celulares vitales como la
remodelacion de la cromatina, la reparacion del ADN, cohesion de la
cromatida y control del ciclo celular (Maga y Hubscher, 2003).

El control de la replicacion del ADN es un elemento clave en el
funcionamiento de una célula, y puede influir en la estabilidad del genoma.
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La duplicacion del material genético que ocurre en la fase S del ciclo
celular debe coordinarse con otros procesos celulares, por ejemplo la
mitosis. La replicacion del ADN esta regulada principalmente en el paso de
iniciacion como resultado de la cooperacion entre diferentes vias de

sefalizacion que controlan el ciclo celular (Waga y Stillman, 1998).

Angiogénesis.

Para que se lleve a cabo la angiogénesis es necesaria la expresion de
receptores de las integrinas. Una vez que se lleva a cabo la angiogénesis
se da lugar a la construccion de la red vascular indiferenciada llamada
granulacidn carnosa, la cual es aparente a partir del 5° dia de presentarse
la herida, con ello se reduce el tejido de granulacién y conforme se va
dando lugar a la sintesis del colageno la lesion progresa a la formacion de
la cicatriz (Senet, 2007; Eming, 2014).

Las citocinas con actividad angiogénica son bFGF, TGF( y el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) teniendo esta ultima una mayor
presencia. El VEGF es un factor de crecimiento activo en el proceso de
angiogeénesis, vasculogénesis y crecimiento de células endoteliales. Su
regulacion es fundamental para la neovascularizacion de tejidos, modera la
angiogeénesis dando lugar a nuevos vasos sanguineos por medio de la
expansion de nichos vasculares existentes, induce la proliferacion de
células endoteliales, promueve la migracion celular, inhibe la apoptosis e

induce la permeabilizacion de los vasos sanguineos (Vempati, 2014).

Sintesis de matriz extracelular

Los macrofagos, linfocitos y fibroblastos secretan TGFB (1, 2 y 3) que
aumentan la sintesis de la matriz extracelular (MEC) y disminuyen la
degradacion de ella. Los fibroblastos ademas de participar en la formacion

de la matriz, se encargan de su remodelacion con la ayuda de la
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produccion de enzimas proteoliticas llamadas metaloproteinasas (Figura 6)
(Senet, 2007; Eming, 2014).

Estimular el tejido de Granulacion
granulacion
Fibroblastos ‘ SRLT
Macréfagos | JES T
) PCNA
VEGF

Receptores de integrinas en
endotelio

‘ EGF, IGF1, TNFa, TGFB. PDFG ‘ Estimulan el depdésito de la matniz extracelular y la angicgenésis.

Figura 6. Etapas en la cicatrizacion: formacion de tejido de granulacién.
La Figura muestra las principales células y mecanismos moleculares involucrados en la etapa
de formacién de tejido de granulacion. Imagen tomada y modificada de Eming, 2014.

d) Contraccion de la herida

Se caracteriza por la formacion, organizacion y resistencia que obtiene el
tejido al formar la cicatriz, lo cual se obtiene al contraerse la herida, producto de
los miofibroblastos. Se presenta desde las 24 horas después de la lesion y
puede extenderse hasta mas de 120 dias (Senet, 2007; Eming, 2014).

La via de senalizacion TGFB/Smad es esencial en la regulacion de los
procesos de contraccion y de fibrosis, ayudando a los fibroblastos a su
conversion a miofibroblastos los cuales adquieren la capacidad de contraerse y
transferir la funcidn contractil a los tejidos cercanos, debido a la interaccion de
las proteinas de su citoesqueleto y de la MEC (Senet, 2007; Eming, 2014).

Los miofibroblastos se definen mediante aspectos morfolégicos e
inmunologicos, siendo fundamental en su fenotipo los filamentos proteicos
presentes en su citoesqueleto. Los miofibroblastos son semejantes a células del

musculo liso, principalmente por expresar en el citoesqueleto prominentes
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microfilamentos de a-actina de musculo liso (aSMA), los cuales pueden
estructurarse como fibras de estrés que se ubican en diversos planos
intracelulares, asi mismo se interconectan a través de uniones intercelulares tipo
adherente, poseen un fenotipo de célula excretora activa, mostrando abundancia
en el reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, mitocondrias, vacuolas vy
ribosomas, ademas interactuan con la matriz extracelular a través de contactos
membranales focales por medio de las integrinas con la formacion del
fibronexus, el cual es un complejo de microfilamentos transmembranales que se
compone de fibras altamente contractiles intracelulares y de fibras de
fibronectina en la matriz extracelular. Asi también, se observa una lamina basal
incompleta alrededor de ciertos miofibroblastos maduros. La funcion del
fibronexus consiste en interconectar las fibras constituidas por aSMA a través de
un complejo de integrinas transmembranales con las fibras de fibronectina en la
matriz extracelular. La activacion del fenotipo de células expresando aSMA
puede requerir ademas del TGFB-1 la interaccion especifica célula-matriz y con
otros factores de crecimiento y estimulos, dependiendo de que sea necesario
mantener el fenotipo de fibroblasto o bien, que fuera necesaria la
transdiferenciacion hacia miofibroblasto (Ramos, 2004).

Los miofibroblastos son pieza importante en esta etapa ya que por su alta
capacidad contractil, contribuyen a la reduccion del area del tejido en
remodelacion. Asi mismo ayudan en la sintesis, remodelacion y reparacion de la
matriz extracelular con la produccién de diversas moléculas como colageno tipo |
y lll, fibras elasticas, glicosaminoglicanos, integrinas, tenascina y fibronectina a
un nivel intersticial tanto en las membranas basales epiteliales y endoteliales
(Figura 7) (Ramos, 2004).

18



Nanoparticulas de plata soportadas en microesferas de oxido de silicio (SiO;) para
reparacion de heridas dérmicas experimentales.
MARCO TEORICO: Cicatrizacién

Contraccién

Capacidad contractil

Fibroblastos
Miofibroblastos

aSMA
Colageno |y llll |

TGF-B/Smad
w Reduccion del tejido en remodelacién y reparacion de la matniz extracelular

Figura 7. Etapas en la cicatrizacion: contraccion
La Figura muestra las principales células y mecanismos moleculares involucrados en la etapa
de contraccion de la herida. Imagen tomada y modificada de Eming, 2014.

e) Reparacion.

La fase de reparacion sigue a la formacion del tejido de granulacion, a
medida que las células epiteliales migran a través del tejido recién formado,
construyen una barrera entre la herida y el medio ambiente. Los queratinocitos
del borde de la piel lacerada y los apéndices dérmicos como son los foliculos
pilosos, las glandulas sudoriparas y sebaceas son los principales responsables
de la fase de epitelizacion. La migracion de las células epiteliales desde los
bordes cesa una vez que se encuentran en la mitad de la herida, dicha
migracion es variable ya que depende de la formacion del tejido (Senet, 2007;
Eming, 2014).

La reparacion se presenta a las 24 horas de que se hizo la herida y puede
prolongarse hasta 4 meses o mas, consta de dos fases:

* Migracion de las células epiteliales,

* Proliferacion y diferenciacion en la epidermis formada,

Ambas se presentan en forma simultanea con varias interacciones entre la
dermis y la epidermis originando la unién dermoepidérmica. En presencia de

fibroblastos, se da la sintesis de colageno tipo IV y VIl y la diferenciacion
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epidérmica. La epitelizacion que se da por un patrén llamado “guia por contacto”
en la que los queratinocitos viajan sobre la matriz y se posicionan sobre las
fibras de colageno; durante este viaje inhiben la expresidn de ciertas integrinas
como la o634, la cual facilita su fijacion a la laminina 5 de la membrana basal, al
verse inhibida dicha integrina se expresan receptores de colageno | y
fibronectina, estos complejos se unen al citoesqueleto de actina de los
queratinocitos permitiendo asi la migracion de las células (Senet, 2007; Eming,
2014).

En la etapa final de la cicatrizacion (aproximadamente 40 dias aunque
puede prolongarse hasta meses o afnos) los fibroblastos, los polimorfonucleares
y los macrofagos sintetizan colagenasas (MMP 1 y 8), las gelatinasas (MMP 2y
9), los inhibidores tisulares de las metaloproteinasas (TIMP), que se ven
involucrados en la remodelacion de la matriz, favoreciendo las lisis y la sintesis

de nuevas moléculas mejor orientadas (Figura 8) (Senet, 2007; Eming, 2014).

Reparacion
Se da origen a la unién
dermoepidérmica.

[ (N =
ﬁr\/ e : - T
¢ =

Fibroblastos
Macrofagos
Queratinocitos

Queratinocitos _
|

Colageno B /' \ - = -
v, Vil ~
\ - ol
abp4 MMPP

2R1! a5B1
s _‘ e Remodelacion de la Matriz. ‘

Figura 8. Etapas en la cicatrizacion: reparacion.
La Figura muestra las principales células y mecanismos moleculares involucrados en la etapa
de reparacion, que a su finalizacion resulta en la formacion de la cicatriz. Imagen tomada y
modificada de Eming, 2014.
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En el Cuadro 3, se describen

las biomoleculas involucradas en la

regeneracion asi como sus ceélulas productoras.

Cuadro 3. Factores de crecimiento y citocinas proinflamatorias y su

actividad en la cicatrizacion cutanea.

Células Productoras Factor Actividad
Plaquetas, macréfagos, TGFB | Proliferacién de fibroblastos y de células
linfocitos y fibroblastos endoteliales
Sintesis de matriz extracelular
Plaquetas, PDGF | Migracion 'y proliferacion de los
queratinocitos, células fibroblastos
endoteliales, fibroblastos Sintesis de colageno
Quimiotactico  para  neutrofilos y
monocitos
Queratinocitos, bFGF | Angiogénesis y epitelizacion
fibroblastos y plaquetas
Queratinocitos, VEGF | Angiogénesis
macrofagos y plaquetas
Fibroblastos KGF Migracion y proliferacion de los
queratinocitos
Plaquetas, queratinocitos EGF Migracion y proliferacion de los
y macrofagos queratinocitos
Proliferacion de las células endoteliales
y de los fibroblastos.
Macrdfagos, monocitos y IL-1 Migracion y proliferacion de fibroblastos
linfocitos IL-6
Macrofagos, plaquetas, TNFa | Migracion y proliferacion de fibroblastos
fibroblastos, monocitos y
linfocitos
Fibroblastos PCNA | Proliferacion de fibroblastos
Miofibroblastos aSMA | Formacion de tejido de granulacion

TGF: factor de crecimiento transformante; PDGF: factor de crecimiento derivado de las

plaquetas; bFGF: factor de crecimiento basico

de fibroblastos; VEGF: Factor de crecimiento del

endotelio vascular. KGF: factor de crecimiento de queratinocitos; EGF: factor de crecimiento

epidérmico; IL: Interleucina, TNF: factor de

necrosis tumoral, PCNA: antigeno nuclear de

proliferacion celular; aSMA: a-actina de musculo liso. Informacién tomada de Senet, 2007.
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Cicatrices patolégicas

La reparaciéon no siempre se lleva a cabo con resultados satisfactorios, en
cuestién de funcionalidad y apariencia. Alteraciones en los procesos normales
de la reparacion pueden dar origen a la presencia de cicatrices patologicas,
como la presencia de cicatrices retractiles, cicatrices hipertréficas o queloides.
En el Cuadro 4, se muestra la clasificaciéon de las cicatrices, de acuerdo a sus
caracteristicas visuales y a la escala Vancouver (Arosemena, 2007).

Cuadro 4. Clasificacion de cicatrices, de acuerdo a la escala de Vancouver
Clasificacion de las cicatrices

Cicatriz madura Plana, ligeramente coloreada.

Cicatriz inmadura | Ligeramente elevada, rojiza, asocia prurito y dolor.

Cicatriz Elevada, asocia prurito y se limita al borde de la incision.
hipertrofica lineal | Aparece semanas después de la cirugia. La maduracion
completa es a los dos afnos.

Cicatriz Abarca toda la extension de la lesion, es elevada, rojiza y
hipertréfica asocia prurito. Cicatriz de quemadura.

Queloide menor | Una elevacion focal, pruriginosa que se extiende sobre
tejido normal, no tiene regresion. Si se reseca, asocia alto
porcentaje de recidiva.

Queloide mayor | De gran tamafio, elevado (> 0.5 cm), asocia dolor y prurito,
se extiende sobre tejido normal.

Informacién tomada de Arosemena, 2007.

Las cicatrices retractiles se forman debido a la falta de orientacion entre la
herida y las lineas de traccion fisiologica de la region, se presenta con frecuencia
en quemaduras profundas o en lesiones donde se tiene un dafio vascular como,
por ejemplo, en las ulceras varicosas o en pie diabético. En este tipo de
cicatrices, se tienen anomalias funcionales en especial sobre la movilidad vy
contraccion del tejido (Eming, 2014).

La presencia de fibroblastos procedentes de la aponeurosis en el tejido de
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granulacion y las tracciones mecanicas a las que estan sometidos, son un gran
estimulo para la sintesis de colageno y aumentan la relacion inhibidora de las
colagenasas. Los fibroblastos se muestran senescentes por o que no responden
a los estimulos de proliferacion (Senet, 2007; Eming, 2014).

Por otro lado en las cicatrices hipertroficas se limitan a la zona traumatizada
donde se manifiesta como una cicatriz gruesa y eritematosa, debido a una
produccion excesiva de colageno y a la disminucién en la hidrdlisis de esta
proteina. Los fibroblastos tienen una respuesta anormal a la estimulacién de
TGFB dando una produccion autocrina excesiva, quizas por la baja regulacion
del sistema TGFB/Smad, el cual regula la produccion de proteinas Smad, el
equilibrio de las proteasas inhibidoras y de la produccion de colageno (Senet,
2007; Eming, 2014).

Figura 9. Cicatrices patoldgicas.

En la primer fotografia se aprecia una cicatriz retractil donde la herida se prolonga y facilmente
vuelve a ser expuesta, en la segunda fotografia se tiene una cicatriz hipertréfica, la cual se
caracteriza por presentar colageno denso en abundancia y la tercer fotografia muestra un

abultamientos queloides. Imagen tomada de Eming, 2014.

La perspectiva de los tratamientos de heridas gira en torno a mejorar las
cicatrices patologicas, el futuro entonces, esta en encontrar tratamientos que
permitan controlar el tamafio, la forma y las propiedades del tejido, y surgiria asi
una nueva era en el tratamiento de la heridas con lo que se evitarian eventos

patolégicos dados en la formacion de cicatrices.
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Moléculas de interés involucradas en las etapas en la reparacion tisular.

En este trabajo, haremos énfasis en algunas proteinas involucradas en las
diferentes etapas de la reparacion tisular debido a su importancia y que serviran
de monitoreo de cada uno de los procesos ya mencionados.

a) Interleucina 6 (IL-6)

" Es una citocina con peso molecular de 21-25 kDa. Se sintetiza en

>
-

diversos tipos celulares, entre los que destacan macrofagos,
monocitos, fibroblastos y células endoteliales. Dentro de sus

funciones destaca su intervencion en la regulacion de la
respueSta inmune, en la hematopoyesis y en las reacciones de fase aguda, sin
embargo de manera especial tiene participacion como citocina proinflamatoria.
Sus efectos biologicos, se manifiestan a través de su receptor, presente en la
membrana de las células blanco, el cual esta compuesto por dos subunidades
IL-6R acoplada a una (glicoproteina (GP130), que actua como sefal
transductora. El receptor una vez que se ha unido a su ligando (la IL-6), se
solubiliza (sIL-6R) y puede actuar como agonista de la IL-6; entonces, por su
parte el GP130 soluble actua como antagonista de la citocina (Filella, 2002). Su
principal funcion esta en el proceso inflamatorio, pero también se ve involucrada
en la maduracion de las células B. Esta proteina ha demostrado ser un pirégeno
endogeno capaz de inducir fiebre en personas con enfermedades autoinmunes o
en infecciones. Se produce principalmente en zonas donde se secreta suero,
producto de la inflamacién en el proceso de reparaciéon y en enfermedades
agudas y cronicas (National Center of Biotechnology: NCBI, 2017, No. Acceso
NP_000591).
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b) Factor de necrosis tumoral (TNFa)
Esta citocina con masa molecular de 17 kDa. Es sintetizada
por monocitos, macrofagos y linfocitos, se encuentra en la

membrana celular. Dentro de sus funciones destaca la

regulacion de procesos biolégicos como: proliferacion

celular, diferenciacion, apoptosis, metabolismo lipidico y la coagulacion. Asi

mismo, ejerce un efecto antitumoral a través de un doble mecanismo que incluye
la inhibicion de la angiogénesis, que produce la necrosis hemorragica del tumor,
y el aumento de la respuesta inmunitaria antitumoral, también actua como
mediador en el desarrollo del shock séptico y en la caquexia, estado catabolico
asociado a las enfermedades cronicas y que cursa con perdida de peso,
anorexia y anemia. Ha sido implicada en una variedad de enfermedades
incluidas enfermedades autoinmunes, resistencia a la insulina y en cancer. Los
estudios en ratones Knockout (a los cuales se les suprimen ciertos genes
involucrados en una determinada respuesta) también sugirieron que tiene
funcién neuroprotectora. Para ejercer su funcién se une a dos receptores: TNF-
R-1 (65 kDa) y TNF-R-Il (75 kDa). En el proceso de reparacion, se comporta
como mediador de la inflamacion local y generalizada. El incremento de la
concentracion local de TNF provoca los signos caracteristicos de calor, rubor,
tumor y dolor (Filella, 2002), (NCBI, 2017, No. Acceso NP_000585).

c) Antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA)
Esta proteina tiene un peso molecular de 36 kDa, se encuentra
en el nucleo y es un cofactor de la ADN-polimerasa 9, actua

como un homotrimero y ayuda a aumentar la capacidad de

\ procesamiento de la sintesis de la cadena principal durante la
replicacion del ADN. En la reparacion dérmica se encuentra con mayor
frecuencia en la formacion de tejido de granulacidn y en etapa de epitelizacion,
principalmente localizada en los fibroblastos (Strzalka, 2011) (NCBI, 2017, No.
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Acceso CAG38740). Esta proteina, ha sido descrita mayormente en el apartado

de proliferacion.

d) a-Actina de musculo liso (aSMA)
La a-actina tiene un peso molecular de 190 kDa, pertenece a las
actinas las cuales son una familia de proteinas altamente

conservadas involucradas en la movilidad en la estructura y en la

integridad celular. Se encuentran en el citoplasma de las células y
forman parte del sistema de microfilamentos del citoesqueleto. La a-actina es un
componente principal del aparato contractil, ya que se encuentra en el musculo
esquelético, asi mismo se encuentra en paredes vasculares, en la mucosa
muscular intestinal y la musculatura propia y en el estroma de varios tejidos. En
el proceso de la reparacion de heridas dérmicas se encuentra presente en lo
miofibroblastos que ayudan al acercamiento de los bordes de la lesion (NCBI,
2017, No de acceso: NP_001091).

e) Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF)

/4 Es una molécula secretada como un homodimero de peso

4 l’s‘ molecular entre 34 y 46 kDa. Este factor de crecimiento induce la
A

g

\\
‘é proliferacion y migracion de células endoteliales vasculares, y es

en la membrana de la célula y se encuentra aumentada en tumores, su

esencial para la angiogénesis fisiologica y patologica. Se expresa

expresion se correlaciona con la etapa del tumor y su progresion. Este factor de
crecimiento se hace presente en la reparacion en la etapa de formacién del
tejido de granulacion para llevar a cabo la formacion de nuevos vasos
sanguineos (Bates, 2010) (NCBI, 2017, No. de acceso: NP_001303939).
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Generalidades

La Nanociencia y la Nanotecnologia se desarrollaron de manera
relativamente silenciosa hasta la década de los noventa, treinta afios después
de que Feynman predijera la posibilidad de manipular y controlar la materia en la
nanoescala. El término Nanotecnologia fue acufado por el profesor Norio
Tanguchi en 1974, argumentando que la Nanotecnologia comprende el
procesamiento, separacion y manipulacidon de materiales atomo por atomo
(Webster, 2007). Asi mismo, se tienen otras definiciones como pueden ser: el
estudio y fabricacion de estructuras y dispositivos en una dimension de
nandmetros (nm), donde el prefijo “nano” se asocia a la escala de 10, es decir
la que mejor opera para las dimensiones de los atomos y moléculas mas
pequefias. Este término comprende la representacion grafica, la medicion, el
modelado y la manipulacion de la materia en una escala nanométrica
(Villafuerte-Robles, 2007).

De la Nanotecnologia podemos desprender el término Nanociencia, el cual
surge como una nueva ciencia centralizada a los aspectos naturales de las
condiciones a un nanonivel. La nanociencia es el estudio del fenbmeno y la
manipulacion de la materia a escala nanométrica, mientras que la
Nanotecnologia se trata del disefio, caracterizacion, produccidn y aplicacion de
estructuras, dispositivos y sistemas a través del control del tamafio y la forma a
nanoescala (Bushan, 2004).

La Figura 10, nos muestra una escala métrica, con algunos ejemplos que
abarcan el nivel nanométrico como son atomos, a escala micrométrica donde
encontramos el diametro de algunas células, y estructuras a nivel milimétrico,

totalmente perceptibles por el ojo humano.
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Figura 10. Métrica de objetos.

Escala métrica que incluye desde nanémetros hasta milimetros; se observan atomos a nivel
nanomeétrico y a nivel milimétrico seres que se alcanzan a percibir con el ojo humano. Imagen
tomada de: http://muyinteresantespain.blogspot.mx/2014/01/el-mundo-microscopico-y-

la.htmi#.WrqRSHdDnUo

La Nanociencia abarca principalmente tres areas del conocimiento: Fisica,

Quimica y Biologia. En la Nanociencia, la longitud es un aspecto unidimensional

importante, la medida en nm es usualmente empleada en Nanociencias y abarca

el intervalo entre 1 y 100 nm (Villafuerte-Robles, 2007). En la actualidad la

Nanotecnologia se utiliza en varios campos como son Comunicacion, Energia,

Ingenieria, Electrénica, Optica, Transporte, Agricultura y Biomedicina. El Cuadro

5 muestra un resumen de algunos campos de aplicacion con diferentes

nanomateriales:

Cuadro 5. Ejemplos de algunos campos donde esta presente la
nanociencia.

Campo de Nanomaterial Objetivo Referencias
aplicacion
Energia solar | CdTe/CdSe Quantum Eficacia y Bang J & Kamat P,
dots fotoestabilidad 2009
Medio Nanoparticulas Au/TiO, | Remocion de Ayati Ay col, 2014
ambiente contaminantes
Energia Peliculas de SiO,/Er Simplificacion de Sopinsky y col,
procesos industriales 2015
Biologia Nanoparticulas de Au Mediadores de Jung C y col, 2008
microarrays
Catalisis Nanotubos de Carbono | Acelerar procesos Alvarez y col, 2010
quimica industriales-nucleares
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Los materiales con que son fabricadas las nanoestructuras se clasifican de
acuerdo a su fuente de obtencion, y son:

* Naturales

* Polimeros artificiales

* Bioceramicas

e Metalico

La combinacién en una estructura con dos o mas componentes de diferente
origen se denomina composito, constructo o compuesto es decir, se pueden
tener combinaciones de polimeros artificiales con sustancias naturales,
bioceramicas con agentes metalicos, o metales con sustancias naturales, entre
otras. En este caso al estar en un intervalo nanométrico, estas estructuras
reciben el nombre de nanocompuesto. En el Cuadro 6 se muestra la
clasificaciéon de los materiales precursores de nanoestructura de acuerdo a su
origen y algunos ejemplos (Vallet-Regi, 2013).

Las formas geométricas de las NPs son también muy variadas: vesiculas,
anillos, nanotubos, esferas, nanoagujas, etc. (Gareth, 2005; Barbuci, 2002). En
la Figura 11 se muestran algunas morfologias de NPs.

Tetraedro

L‘Eﬁz (")

Octaedro Octaedro
conjugado

" BNy Ao . -
>,!—/ 1
\\

IF- -! — S
Icosaedro Cubo céncavo Bana Esfera Estrella

Figura 11. Geometrias de la nanoparticulas.
Las geometrias sintetizadas hoy en dia son diversas, y presentan diferencias fisicoquimicas de
acuerdo a su objetivo de elaboracion. Imagen tomada y modificada de Zaleska, 2016.

29



Nanoparticulas de plata soportadas en microesferas de oxido de silicio (SiO;) para
reparacion de heridas dérmicas experimentales.

MARCO TEORICO: Nanociencias

Cuadro 6. Clasificacién de los materiales precursores de nanoparticulas.

Sustancias Naturales

Colageno Gelatina Elastina Fibrinégeno
Origen proteico Actina Miosina Albumina Seda
Queratina
Almidén Celulosa Dextrano Alginatos
Poli s rid Quitina Quitosano Acido Hialurénico Glucosamino
olisacaridos glucanos
Amilosa
ADN ARN
Polinucledtidos

Polimeros Artificiales

Acido Polilactico

Acido glicélico

Policaprolactona

Polidioxanona

Degradables

Polihidroxivalerato

Polihidroxibutirato

Anhidrido sebaceo

Poliortoésteres

Poliamioacidos

Policianoacrilatos

Polifosfacenos

Polimetilmetacrilato

Polietileno

Polipropileno

Politetrafluoretileno

No degrables

Siliconas
(polidimetilsiloxano)

Policarbonato

Nylon (poliamidas)

Poliuretanos

Poliestireno

Policloruro de
vinilo

Polipropilenglicol

Polihidroximetil
metacrilato

Poliacrilamidas

Alcohol polivinilico

Polivinil-pirrolidona

Hidrogeles

Polietilenglicol

Poliacrilonitrilo

Bioceramicas

A|203 ZI’OQ CaA|204 Si3N4
Inertes | sjc Hidroxiapatitas Carbonos
sintéticas
Hidroxiapatita Hidroxi carbonato Biovidrios Vidrios ceramicos A-
o apatitas W
Bioactivas Apatita-Wollastonita
CaSO, Coral-CaCO; Aragonita Fosfatos de calcio
a/B TCP: fosfato OCP: fosfato DCPA: fosfato DCPD: fffosfato
Degradables tricalcico octacalcico dicalcico anhidro dicalcico dihidratado
TetCP: Fosfato Hidroxiapatita con
tetracalcico monodxido Zn0;3, Al,O3,
Fezog.
Metales
Oro Plata Platino Titanio
P
uros Plomo (ya no se utiliza)
Titanio Co-Cr Acero inoxidable Mg
Aleaciones Ti-6Al-4V CoCrMo Fe-18Cr-14Ni-3Mo Nitinol
Ti-3Al-2.5V CoCrNiMo Fe-21Cr-9Ni-4Mn- Ni-Ti

3Mo-Nb-N

Informacién tomada de Vallet-Regi, 2013.
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Existen varios métodos de sintesis para obtener NPs (se pueden consultar
en el anexo A) y es de especial interés en este trabajo de tesis mencionar el
método de Stober; en el cual se utilizan precursores metalicos, generalmente
alcoxidos o cloruros, se someten a reacciones de hidrdlisis y policondensacion
para formar un compuesto inorganico, por lo general un oxi-hidroxido metalico
que al alcanzar el tamafio de micras origina una dispersion coloidal, que luego,

al proseguir la polimerizacion lenta produce un gel (Stober, 1968).

Se cuenta con varios métodos para la sintesis de nanocompuestos
conformados por nanoparticulas de plata (AgNPs), las cuales pueden ser
recubiertas (Dhanalekshmi, 2014) o bien colocadas en soportes de diversos
materiales como son de quitosan (He, 2014; Roy, 2016), nanotubos de carbono
(Karumuri, 2016), de aluminosilicato (Li, 2014) asi mismo en estructuras de SiO,
(Yordanova, 2014; Liu, 2014; Xu, 2016). La sintesis de nanocompuestos de
AgNPs soportadas en SiO, se obtienen con el método de Stdber, y la reduccion
quimica de sales de plata con el uso de AgNOs, y la posicion de las AgNPs
dependera del método de sintesis, para el caso descrito la formacion de AgNPs
se da simultaneamente con la formacion de las estructuras de SiO,, dando como
producto esferas de SiO, decoradas con AgNPs. En el caso de este trabajo, se
han adicionado las AgNPs al sistema de reaccion para obtener las microesferas
de SiO,, dando por resultado que las AgNPs se difundan por toda la red del
oxido de silicio para formar particulas coloidales de plata y no sélo en la
superficie (Angelito Bafios, 2004). Estos nanocompuestos se han utilizado con
diferentes fines como la optimizacion de sistemas cataliticos (Jiang, 2005; Zhai,
2006) y para remediacion de aguas con el fin de recuperar mercurio de mantos
acuiferos (He, 2014; Yordanova, 2014; Ganzagh, 2016). Los estudios de
nanocompuestos de AgNPs con SiO; afirman las propiedades antimicrobianas
de la plata (Hwan, 2007; Akhavan, 2009; Gu, 2011), sin embargo, se tienen
pocos reportes del conjunto de estos nanomateriales en terapias reconstructivas.

Como se menciond anteriormente son varios los usos de la Nanotecnologia
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en diversas areas, y es de suma importancia mencionar su aplicacion en la
biomedicina, a la cual se le llama nanomedicina y es una rama de la
Nanotecnologia que se proyecta con un gran potencial especialmente en el
campo diagndstico y terapéutico (Villafuerte-Robles, 2007).

La Fundacién Europea de la Ciencia (European Science Foundation) define
a la Nanomedicina como la ciencia y la tecnologia del diagnostico, tratamiento y
prevencion de enfermedades y lesiones traumaticas, alivio del dolor,
conservacion y mejora de la salud humana, todo ello utilizando conocimientos
moleculares del cuerpo humano (Vallet-Regi, 2013).

La nanomedicina agrupa tres areas principales (Gonzalez, 2006):

1. El Nanodiagnostico que consiste en el desarrollo de sistemas de
analisis y de imagen para la deteccion de enfermedades en los estadios mas
tempranos posibles, tanto in vivo como in vitro.

2. La Medicina regenerativa tiene como objetivo la reparacion o
sustitucion de tejidos y o6rganos danados usando herramientas
nanotecnoldgicas. La interaccion entre la Nanotecnologia y la Medicina
constituye una oportunidad para llevar a cabo nuevos tratamientos o mejorar los
ya existentes.

3. La Nanoterapia que pretende dirigir nanosistemas activos que
contengan elementos de reconocimiento para actuar o transportar y liberar
medicamentos exclusivamente en las células o zonas afectadas, a fin de
conseguir un tratamiento mas efectivo, minimizando los efectos secundarios.

El futuro de estd rama, con respecto al desarrollo de productos
terapéuticos, sistemas de suministro de farmacos o sistemas
nanofuncionalizados con anticuerpos especificos, estaria ligado a disenhar
materiales estructurados con una multifuncionalidad que les permita ser capaces
de atacar ciertas enfermedades especificas; que contengan funciones que les
facilite atravesar las barreras biologicas, y sea posible una administracion local
de productos terapéuticos, asi mismo es importante el disefio de plataformas
nanoestructuradas para la ingenieria de tejidos y el disefio de dispositivos
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sensibles a estimulos para la liberacion de farmacos (Gonzalez, 2006).

El porvenir de la nanomedicina incluye varias lineas de investigacién como
son transporte y sistemas de liberacion de farmacos, genes o moléculas
autoensamblables; disefio de nanocapsulas, nanocristales, nanoparticulas
(Fornaguera, 2015), liposomas (Shade, 2016), dendrimeros (Jose, 2016),
conjugacion de polimeros, farmacos y anticuerpos (Yang, 2007), entre otros.

Una de las aplicaciones de la nanoterapia que mas promete es la
encapsulacion de farmacos para dar direccion o localizacion al sistema de
suministro de farmacos. Para muchos casos el uso de medicamentos se
requiere obtener cantidades efectivas del farmaco en un tejido en particular,
dentro del organismo. Las nanocapsulas cargadas con el farmaco se podrian
recubrir con anticuerpos o receptores de la superficie celular que se unen a
ciertas células para liberar su carga de farmacos al contacto con ellas
(Gonzalez, 2006).

Las nanocapsulas podrian ser funcionalizadas para adherirse o unirse a
ciertas partes del organismo. Mas aun, podrian disefiarse de tal manera que
fueran activadas por un disparador externo, por ejemplo, un pulso magnético o
ultrasonido (Villafuerte-Robles, 2007).

Se han publicado articulos que hablan acerca del acoplamiento de NPs con
fierro llamadas nanoparticulas magnéticas lo cual es util para dirigirlas, en el
interior del organismo, a través de un campo magnético externo hacia el sitio
donde tendran su efecto (Johannsen, 2007; Lechuga, 2009).

Por otro lado, se han reportado resultados de experimentos, in vitro e in
vivo, de terapia fototérmica basado en silicio poroso en combinacién con el laser
cercano al infrarrojo, mostrando resultados de una terapia eficaz para destruir
selectivamente las células cancerosas sin dafar las células sanas circundantes
(Hong, 2011). Asi mismo, se ha reportado la obtencién de nanotubos de silicio a
las cuales se les incorporé y-Fe;Os, los cuales fueron caracterizados por
microscopia electrénica de transmision, difraccion de rayos X, magnetizacion y

con estudios de sorcion y desorcion. Los resultados muestran que los nanotubos
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magnéticos de silicio pueden ser sintetizados sin trabajo y tienen un gran
potencial como sistema de soporte de farmacos, también se ha reportado su
utilizacién en terapias de hipertermia (Chen, 2012). Otro término importante que
se debe mencionar cuando se habla de nanomedicina y NPs es el de
hipertermia, la cual consiste en el calentamiento de ciertos 6rganos o tejidos a
temperaturas entre 41 y 46°C, utilizado principalmente para el tratamiento de
cancer. El objetivo principal de esta terapia es inducir la apoptosis en la célula
(Jordan, 1999).

Hoy en dia se tienen varios reportes que indican la sintesis y caracterizacion
de NPs y microparticulas que pueden administrarse a modelos in vivo o incluso
a modelos humanos que ya se tienen en fase clinica, las cuales pueden entrar al
organismo sin dafarlo ni producir una respuesta téxica, al llegar hasta su sitio de
accion (Hu, 2012).

Aplicaciones de nanomateriales

Varios materiales se han utilizado en el campo biomédico teniendo en
cuenta su propiedad de ser biocompatible, desde materiales poliméricos,
materiales biologicos, materiales ceramicos, semiconductores y materiales
hibridizados; las formas de las nanoestructuras también son muy diversas:
vesiculas, anillos, nanotubos, esferas, micelas, dendrimeros, nanoporos,
nanoagujas, fulerenos, etc. (Gareth, 2005; Barbuci, 2002). Dependiendo de la
aplicacion a la cual vaya destinado el nanomaterial, se deben cuidar las
caracteristicas y propiedades del mismo, por ejemplo, para la administracion de
medicamentos son importantes las cinéticas de reabsorcion del material
nanoestructurado y la adsorcion/liberacion del medicamento (Vallet-Regi, 2013;
Bushan, 2004). A grandes rasgos se puede decir que las principales
aplicaciones de los materiales nanoestructurados en medicina pueden

clasificarse dentro de 5 grandes grupos:

1. Implantes de dispositivos para deteccion o tratamiento: las

aplicaciones en biosensores y en otros dispositivos médicos alojados en el
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cuerpo vivo (implantes) es una de las areas mas desarrolladas. Los
materiales nanoestructurados pueden utilizarse también para ayuda
sensorial, por ejemplo, en implantes de retina y cocleares a base de
siliconas.

2. Reconstruccion y/o sustitucion de tejidos: las aplicaciones pueden ir
desde el recubrimiento de implantes, la construccién de la estructura para
regeneracion de tejido, la reparacion de huesos o la utilizacion de materiales
bioreabsorbibles que puedan ser sustituidos por tejido natural hasta la
utilizacion de materiales o dispositivos inteligentes, capaces de dar una
respuestas a las sefales creadas por el medio biologico (Vallet-Regi, 2013).
3. Administracion de farmacos: El uso de la nanomedicina es una solucion
para la proteccion de farmacos que son facilmente degradables en los
fluidos biolégicos, pueden ser nanoencapsulados o microencapsulado y
facilitar su transporte a la célula diana, este hecho ya ha sido reportado (Hu,
2012; Fornaguera, 2015).

4. Asistencia en cirugia: Cuando los nanomateriales son funcionalizados
con ligandos especificos como anticuerpos monoclonales y agentes
fluorescentes se pueden direccionar a células malignas y microambientes
tumorales con alta especificidad y afinidad, entonces en su extirpacion seria
mas facil a la vista de los médicos cirujanos. Los materiales que han sido
utilizados in vivo son los puntos cuanticos (Qdots) y nanoparticulas de silicio
poroso luminiscentes (Jaimes, 2012; Park, 2009).

5. Apoyo para diagnoésticos: Dentro del diagnodstico se utilizan
nanosistemas para imagenologia y nanobiosensores. En los primeros se
utilizan NPs con propiedades fluorescentes o luminiscentes que sirven como
agentes de contraste para marcajes in vivo, como pueden ser
semiconductores, metalicas o magnéticas. Estos permiten aumentar la

sensibilidad y dan mayor contraste en las técnicas de imagen (Diaz, 2012).
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NANOMATERIALES EN REPARACION DERMICA.

Las heridas dérmicas propician dafio en la integridad de la piel, esta pérdida
del ambiente estéril del interior hace que pueda producirse una contaminacion,
para evitar lo anterior se utilizan antisépticos o apdsitos para cubrir la lesidn.
Anteriormente, la curacién se realizaba en un ambiente seco, es decir sélo se
cubria con gasas, como consecuencia las células epidérmicas se desplazaban al
interior de la herida, las células sanas se deshidrataban y se necrosaban lo que
impedia la aparicidon de tejido nuevo; con este ambiente se prolongaba la
cicatrizacion debido a la ausencia de humedad. Hoy en dia los apdsitos
propician ambientes humedos; una curacién con ambiente humedo permite un
equilibrio en la humedad que impide la desecacion y la maceracion lo que
favorece la correcta curacion de la lesion, ademas se disminuye el dolor, se evita
la friccion del area lesionada, y se obtiene una barrera ante los

microorganismos, con ello se reduce el tiempo de cicatrizacion (Esteva, 2006).

Los tratamientos naturales en la reparacion dérmica, son utilizados desde la
antiguedad, sin embargo hoy en dia se conocen mas a detalle sus componentes
y los efectos terapéuticos localizados que se tienen en la medicacion para el
proceso de cicatrizacion. Por ejemplo, la mas comun y utilizada es la caléndula
(Calendula officinalis), contiene saponinas triterpénicas, triterpenos, flavonoides,
hidroxicumarinas, aceites esenciales, mucilagos y poliinos de manera que el
efecto cicatrizante con el que cuenta estd planta se debe a que sus
componentes potencian las etapas de granulacion y epitelizacion del tejido
dafnado y estimula la sintesis de proteinas de la matriz extracelular
(glucoproteinas, nucleoproteinas y colageno); aunado a lo anterior, hay reportes
gque mencionan que estimula la angiogénesis en el tejido dafado; por estos
efectos terapéuticos esta clasificada como una planta con propiedades
cicatrizantes. Otro ejemplo, lo encontramos en tronco de Myroxylon del cual se

extrae el balsamo de Peru que posee un alto contenido de acido benzoico, acido
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cinamico y cinnameina, dando un efecto cicatrizante, antiséptico y bactericida.

La sabila (Aloe vera), se clasifica como un demulcente (sustancia oleosa
con accion protectora), también se utiliza como cicatrizante y antiinflamatorio ya
que contiene aloina un glucésido antraquinonico. Otros extractos de plantas
astringentes son utilizados en el tratamiento para la reparacién de heridas como
la hamamelis (Hamamelis virginiana) que debido a su contenido de taninos
ayuda a la recuperacion de lesiones cutaneas y quemaduras, y algunos
extractos de plantas emolientes son menos utilizados, sin embargo también
presentan un efecto terapéutico frente a la reparacion dérmica como el almendro
(Prunus amygdalus) presentando una actividad antiinflamatoria y el trigo
(Triticum aestivum L.) con accion reepitelizante (Lopez, 2003).

Recientemente se reportd la propiedad antiinflamatoria involucrada en el
proceso de cicatrizacion de la planta Artocarpus communis, por medio del
flavonoide artocarpina, esté mejoroé la cicatrizacién de heridas en piel por medio
de una activacion rapida y acelerada de la fase inflamatoria, aumento la
proliferacion de fibroblastos y su diferenciacién a miofibroblastos, incremento la
sintesis de colageno y su maduracion, asi como una rapida reepitelizacion y
angiogeénesis (Yeh, 2017).

Se cuenta con varios productos de manera comercial que estan
encaminados a "cerrar" de manera rapida la herida dérmica, con el fin de evitar
su contaminacion y en algunos casos ayudar a la proliferacion celular. Estos son
elaborados con diferentes materiales como algodoén, polimeros, y sus formas
farmacéuticas son diversas, como geles, pomadas, apositos, talcos. En el
Cuadro 7, se enlistan algunos productos comercializados en territorio nacional
(Diccionario de especialidades farmaceéuticas: productos de laboratorios médicos
PLM, 2017).
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Cuadro 7. Productos a nivel nacional para el tratamiento de heridas.

de alta viscosidad

Marca Principios Forma Laboratorio Propiedades
activos farmacéutica farmacéuticas
Cicactive P.l. | Agua termal, Crema Grupo venta Restauracion
Biabolol, cobre internacional del tejido
epidérmico
Debrisan Dextranémero Polvo Glaxosmith Limpieza de
kline heridas
Fibroquel Colageno Esponja Aspid Agente
/Solucion hemostatico y
inyectable estimulador de
la cicatrizacién
Hipoglos Alantoina, acido Pomada Andrémaco Quemaduras y
bérico, vitamina A heridas leves
(retinol) 6xido de
zinc
Microdacyn Acido Solucién More Pharma | Limpieza de
hipocloroso, cloro | antiséptica heridas
libre, litio,
magnesio, sodio,
hipoclorito de
sodio.
Nebapol Bacitracina, Unguento Armstrong Profilaxis de
neomicina, heridas
Polimixina B
Cicafarm Caléndula, Crema Farmapiel Angiogénesis,
quemaduras | extracto proteico deposicién de
de caracol, rosa hialuronano
mosqueta, aceite
de vitamina E
(Tocoferol) y
oxido de zinc
Cutisorb Sin informacién Aposito BSN Medical Absorbente de
sorbac liquido y
cuidado de
heridas
Dermabond 2- Pegamento Johnson & Cierre de
octalcianoacrilato Johnson heridas

Informacién tomada de PLM, 2017.

Por otro lado, el 6xido de titanio (TiO2) es un nanomaterial que ha sido

investigado y reportado como auxiliar en la regeneracion dérmica con la
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disminucién en la formacion de cicatrices y las anomalias melanociticas en piel,
asi mismo, se ha observado como un agente antiinfeccioso y antiinflamatorio
dando como resultado la reduccion del area de la herida expuesta ya sea por
quemadura (Seisenbaeva, 2017) o por heridas cronicas como las de pie
diabético (Lopez, 2015). El TiO, también ha sido colocado en soportes formados
por colageno y quitosan potenciando las propiedades de estos para la
reparacion de heridas (Fan, 2016). Similar a ello, se investigaron las
propiedades de un apdsito nanocompuesto con quitosan, polivinil pirrolidona
(PVP) y TiO,, demostrando la biocompatibilidad con células fibroblasticas,
eficacia antimicrobiana, aceleramiento en la cicatrizacion de heridas
convirtiéndolo en un buen candidato para aplicacion de curacion de heridas
(Archana, 2013).

AgNPs

Las propiedades o6pticas de las nanoestructuras de plata resultan de su
interaccion unica con la luz, lo que provoca una oscilacién colectiva de sus
electrones libres de la banda de conduccion o de la llamada resonancia del
plasmon de superficie localizado (LSPR) (Al-Ghamdi, 2014). El plasmén de
resonancia de superficie tiene un papel importante en los espectros de absorcién
Optica en la caracterizacion de las nanoparticulas metalicas, que cambian a una
longitud de onda mas larga con un aumento en el tamafo de particula (Rai,
2009). El descenso de la oscilacidon de los electrones libres resulta en una fuerte
dispersion de luz visible o en un decaimiento no radiativo que causa la
conversion de la energia del foton en energia térmica. Estos dos mecanismos de
descomposicion se han utilizado en herramientas para diagnostico y formacion
de imagenes (Austin, 2014). El comportamiento de la resonancia del plasmoén de
superficie (SPR) de las nanoparticulas de plata (AgNPs) depende del tamafo,
de la forma, del entorno dieléctrico y de las interacciones electromagnéticas con
las particulas que tienen en proximidad (Ren, 2007). Estos parametros se
pueden usar para sintonizar el pico de AgNPs en el intervalo de 393-738 nm o
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de 500-1000 nm (Huang, 2010; Mahmoud, 2013). Por lo tanto, el SPR de las
AgNPs resulta en una fuerte dispersion visible y absorcidn al infrarrojo cercano,
lo que permite contar con terapias de laser fototérmicas y termoliticas (Braun,
2014; Wu, 2013; Shi, 2014). Ademas, las AgNPs podrian mejorar el efecto de la
muerte de células cancerosas en la radioterapia (Zhao, 2012).

La propiedad microbicida de la plata en estado coloidal es conocida
ampliamente, por lo que en la actualidad es utilizado como un antimicrobiano en
diversas terapias, ya que presenta mayor eficacia antimicrobiana contra
bacterias, virus y otros microorganismos eucariotas (Gong, 2007), en
comparacion con otros materiales como cobre, zinc, titanio, magnesio, oro,
alginato de calcio (Retchkiman-Schabes, 2006; Gu, 2003; Ahmad, 2005).

El mecanismo de accién de la plata (Ag’) esta relacionado con la
interaccion con los compuestos tioles que se encuentran en las enzimas
respiratorias de las bacterias, y la afinidad que presentan a la pared celular,
inhibiendo el proceso de la respiracion bacteriana y la inactivacidon de sus
proteinas (Liau, 1997; Feng, 2000; Klasen, 2000; Rosenkranz y Carr, 1972;
Bragg y Rainnie, 1974; Schreurs, 1982). La propiedad antimicrobiana de esté
metal esta relacionada con la cantidad y la tasa de liberacion de la plata. La
plata en su estado metalico es inerte pero reacciona con la humedad y los
fluidos biolégicos cambiando a un estado ionizado (Ojeda, 2013). La plata
ionizada (Ag”) es altamente reactiva, y al unirse a las proteinas de la membrana
nuclear de los microorganismos se facilita su internalizacion. Estudios sugieren
que la plata se une tanto ARN como al ADN, en este ultimo produce su
desnaturalizacion evitando la replicacién. Cuando las moléculas de ADN estan
en estado relajado, la replicacion puede realizarse de manera efectiva, pero
cuando el ADN esta en forma condensada pierde su capacidad de replicacion
por lo tanto, cuando los iones de plata penetran la bacteria el ADN se convierte
en su forma condensada y pierde su capacidad de replicacién que le conduce a
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su muerte (Feng, 2000; Sondi y Salopek-Sondi, 2007; Morones, 2005; Song,
2006, Rai, 2009).

Cabe mencionar que la eficacia antimicrobiana de las AgNPs es por su
gran area superficial lo que proporciona un mejor contacto con los
microorganismos (Feng, 2000). Las NPs con diametros menores a 10 nm
interactuan con las bacterias y producen efectos electronicos que mejoran la
reactividad de las NPs. Asi se comprueba que el efecto bactericida de las
AgNPs es dependiente del tamafo (Kreibig y Vollmer,1995; Mulvaney, 1996;
Morones, 2005; Raimondi, 2005; Pal, 2007).

Otro factor importante para la eficacia antimicrobiana es la morfologia de
las AgNPs; las formas triangulares muestran inhibicion bacteriana a una
concentracion de 1 pg, mientras que para las formas esféricas la concentracion
de plata efectiva es de 12.5 ug, las AgNPs en forma de varilla para tener un
efecto deben manejarse en concentraciones en intervalos entre 50 y 100 ug. Por
lo tanto, AgNPs con diferentes formas, tienen diferentes efectos sobre los
microorganismos (Pal, 2007; Johnston, 2010).

En el campo biomédico las nanoestructuras de plata mas utilizadas son
esferas, hilos, varillas, placas y cubos (Rycenga, 2011). Las AgNPs dependen
de las diferentes cargas superficiales de sus recubrimientos que puede afectar la
interaccidn con los sistemas vivos con los que estan en contacto (Chaloupka,
2010; Wei, 2015). La utilizacioén de polivinil pirrolidona (PVP) en la sintesis de las
AgNPs ayuda a controlar el tamafio de particula, la tasa de nucleacién es mucho
mas alta al aumentar la concentracion de PVP. El PVP puede prevenir la
aglomeracion de las AgNPs, la concentracion es crucial para el control del
tamafo, observando una sintesis Optima con la concentracion de 3 mM,
ayudando a la produccidon de particulas pequefias y evitando su aglomeracion
(Dung, 2012).

Se han reportado efectos perjudiciales a microorganismos después del

41



Nanoparticulas de plata soportadas en microesferas de oxido de silicio (SiO;) para
EQ reparacion de heridas dérmicas experimentales.

MARCO TEORICO: Nanomateriales y reparacién dérmica

contacto con las AgNPs, y recientemente, se ha informado que son utiles para
suprimir la replicacion en células tumorales. Nuestro grupo, evalud la actividad
de estas frente a lineas celulares de linfoma L5178Y y de cancer de mama con
diferentes perfiles moleculares (MCF7, HCC1954, y HCC70), para el primero de
los casos las lineas celulares se sometieron a diferentes concentraciones de
AgNPs; observandose una concentracion letal efectiva de 9 pg/mL, y para las
lineas de cancer de mama fue 12.5 pg/mL. En ambos casos se vio
comprometida la proliferacién celular, al dar un aumento en los porcentajes de
apoptosis, inducida por un posible mecanismo de los efectos que podrian
generar las lipoperoxidasas, asi mismo, las AgNPs estimularon la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Yariez, 2014); al verse comprometida la
viabilidad de la lineas celulares de cancer de mama se pusé de manifiesto un
efecto proapoptotico que disminuyd su proliferacion. Con lo observado, se puede
concluir que las AgNPs son capaces de disminuir la proliferacion y adhesion al
aumentar el porcentaje de apoptosis (Rodriguez, 2018).

Apositos de diferentes materiales como colageno, silicon y seda han sido
suplementados con AgNPs para el tratamiento de diversas patologias dérmicas
como dermatitis de contacto y cicatrizacion de heridas infectadas; los resultados
para el primer de los casos sugirieron que la plata tiene actividad antiinflamatoria
que podria estar mediada por la reduccidn de la liberacion de citocinas (Castillo,
2008; Nadworny, 2008; Tian, 2007) la disminucion de la presencia de linfocitos y
mastocitos (Boucher, 2008), ya que se observo la presencia de citocinas
proinflamatorias como TGFB y TNFa, similar al grupo control negativo en los
grupos tratados con la plata nanocristalina. Por otro lado, en las investigaciones
del uso de apodsitos con AgNPs para la cicatrizacion se reporto la aceleracion
significativa en la tasa de cicatrizacion de heridas infectadas, el examen
histolégico reveldé que se dio lugar a la reconstruccién exitosa de la epidermis
(Yu, 2017), se redujeron los niveles de MMP-9 (Wright, 2002). En un estudio
clinico en humanos los apdsitos promovieron la curacion de ulceras crénicas en

piernas (Sibbald, 2007), esto podria deberse por la actividad antimicrobiana en
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conjunto con la respuesta antiinflamatoria que ya se mencioné (Chaloupka,
2010).

Estudios in vitro con AgNPs y células implicadas en la regeneracion de
heridas dérmicas como fibroblastos y queratinocitos, han demostrado que no se
afecta la proliferacion celular, se redujo el crecimiento bacteriano y la
inflamacion, asi mismo se demostré su atoxicidad (Lin, 2013; Wu, 2014; Zieger,
2017).

En nuestro grupo de investigacion (Ojeda y cols.), se diseiid6 un compuesto
de quitosano con AgNPs usado para el tratamiento de quemaduras, donde se
demostrd un efecto sinérgico de los materiales, y se observé un incremento en la
sintesis de la matriz extracelular principalmente colageno, al mejorar
notablemente la cicatrizacion en quemadura. La eleccion de estos materiales fue
por la biocompatibilidad del quitosano que ayuda a la reepitelizacion y a la
regeneracion del tejido y por la capacidad antimicrobiana de la plata (Ojeda,
2015).

Para poder llevar a las AgNPs al sitio de accion donde es requerida como
principio farmacoldgico es necesario el uso de vectores, y aunque se han
comentado algunos como el quitosan (Ojeda, 2015), colageno (Fan, 2016),
nanoplacas de silicato (Lin, 2013), con este activo, existen otros vectores como
los liposomas, nanoparticulas y nanoemulsiones poliméricas, nanoparticulas de
oxido de silicio con o sin poros, nanoparticulas de 6xido de hierro (Hu, 2012),
nanotubos de carbono (Xia, 2009) o los dendrimeros carbosilano (Fuentes,
2015) entre otros, que se funcionalizan o son cargados con los agentes

terapéuticos para llevar a cabo su accion.

SiO;
Las ceramicas a base de oxido de silicio (SiO2) se prepararon por primera
vez por Hench en 1969 (Hench, 1971). Desde entonces se han proporcionado

investigaciones en el area biomédica, con diferentes vertientes de estudio.
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Desde el punto de vista bioldgico y quimico las ceramicas de 6xido de silicio
exhiben muchas propiedades asociadas con un material ideal para injertos y
para el disefio de soportes. Estda caracteristica ha promovido nuevas
perspectivas para ceramicas basadas en SiO, como biomateriales de 3ra.
generacion para la regeneracion en especial del tejido 6seo. A principios de los
afnos noventa, fueron preparados por el proceso de sol-gel (Li, 1991), hoy en dia
se tiene una amplia gama de preparacion por diversos métodos como hidrolisis y
polimerizacién de hidréxidos metalicos, alcoxidos, sales inorganicas y métodos
electroquimicos (Arcos, 2013).

El SiO, tiene varias particularidades que cada dia hace que sea mas
interesante para ser utilizado como biomaterial. A partir del afio de 1995, se han
incrementado las publicaciones que demuestran que en funcién de su tamafio
puede ser bioactivo, bionerte o biodegradable. Asi mismo, se tienen diversas
investigaciones que apuntan a la velocidad de la disolucion de este material en
fluidos biolégicos (Canham, 1997; Park, 2009; Sailor, 2012; Santos, 2014; Quin,
2014).

El SiO; se degrada en todos los fluidos corporales, a excepcién de los jugos
gastricos, por tanto, es biodegradable. Esta propiedad es primordial ya que éste
se disuelve y los productos de desecho se aclaran via renal, por lo tanto el
cuerpo no lo acumula. La degradacion del SiO; libera acido silicico, Si(OH)4, que
se difunde libremente por los tejidos (Figura 12). Ademas es la forma natural del
silicio en nuestra dieta y nuestro cuerpo; la ingesta media diaria de silicio en los
paises occidentales es de 20-50 mg/dia (Park, 2009; Sailor, 2012).

SiO; H.0 Si(OH)a
—

Figura 12. Reaccion para la formacioén del acido silicico.
El SiO; al reaccionar con el agua de los fluidos biolégicos produce el acido silicico

Las principales aplicaciones del SiO; en medicina se dan en las areas de
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administracion de farmacos, sustitucion 6sea e ingenieria de tejido y dispositivos
implantables para deteccion o tratamiento de enfermedades. Hoy en dia se sabe
de diversos productos con SiO, con aplicaciones médicas o bioldgicas, los
cuales son elaborados por empresas vinculadas a centros de investigacion y
universidades de prestigio en el campo cientifico por mencionar algunas
tenemos a PsiVida, Siemens Ag, Bosch, Biosante, Nutrelase y Orthovita entre
otras. La FDA en el afio 2005 aprobd6 algunos medicamentos que contienen el
oxido de silicio modificado o tratado convenientemente para lograr su
biocompatibilidad como puede ser el tratamiento con Retisert® o Vitrasert® para
enfermedades oculares (Sailor, 2012).

El SiO; en los ultimos afos ha tenido una funcion importante en la
vectorizacion de farmacos principalmente quimioterapéuticos (Wang, 2008; Park,
2009) por su elevada biocompatibilidad.

En la terapia de regeneracion dérmica recientemente se han reportado
efectos benéficos cuando se utilizan NPs con este material, se observo que al
estar en contacto los fibroblastos con pequefas cantidades de NPs de SiO;
(NPSIiO) (hasta 0.5 pg/mL), se tuvieron efectos beneficiosos ya que aumenta su
proliferacion y actividad metabdlica, se mejor6 su capacidad de curacién de
heridas in vitro. Se ralentizé el envejecimiento, lo que indica que a bajas dosis
las NPSiO; pueden ser hormetinas potenciales, que ejercen efectos horméticos
benéficos inducidos por el estrés a través de una mejor supervivencia,
mantenimiento, reparacion y mejor desempeio funcional (Mytych, 2016).

Asi mismo, estudios en un modelo experimental con ratones, demostraron
una aceleracion en el proceso de cicatrizacidon, se observo una rapida mejoria en
la disminucion de la herida mediante mecanismos de contraccion y de
reepitelizacidn; asi mismo se mostré una mejor diferenciacion y estructura de las
capas multiestratificadas en los tejidos de los animales tratados con un
composito de SiO,-PVP, con respecto al grupo control (Ferenc, 2017). En un

modelo in vitro de fibrogénesis, las NPSiO; porosas con un diametro de 50 nm
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mostraron un efecto antioxidante reduciendo las especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Morry, 2015).

Toxicidad de nanomateriales: AgNPs y MSiO;

La propiedad antimicrobiana de la plata hoy en dia es bien conocida, y esta
relacionada la citoxicidad por la elevacion del estrés oxidativo al disminuir el
glutation (GSH), el superdxido dismutasa (SOD), aumento de la peroxidacion
lipidica y radicales libres y fragmentacién del ADN (Zhang, 2014). Sin embargo
aun es controversial este tema con respecto a las NPs y las células sanas
eucariotes, por un lado se tienen reportes de ser citotoxicas, al involucrar
disfuncion mitocondrial, induccion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
causando dafio en el ADN y aberraciones cromosémicas en fibroblastos
(AshRani, 2012). Por otro lado, en células como macrofagos, se observo que la
toxicidad depende del tamafo de particula a diametros mayores de 10 nm
disminuye la toxicidad (Pratsinis, 2013), asi mismo conforme a su morfologia y a
los diferentes mecanismos de internalizacion de la célula se manifiesta la
toxicidad, por ejemplo, las nanovarillas ejercen efectos citotoxicos a diferencia
de las esferas, ya que las primeras llegan a tener contacto con las células y es
dificil su internalizacién debido a su estructura y pueden atravesar de manera
cortante la membrana, por otro lado, con las esferas se da el mecanismo de
internalizacién con efectos insignificantes para la célula (Zhang, 2014). Otros
reportes indican efectos antiinflamatorios al verse disminuida la expresion de

citocinas proinflamatorias como TGF@ y TNFa (Boucher, 2008; Lara, 2010)

Por otra parte con respecto al SiO,, son varios los reportes que indican que
son inertes y no causan dafio a las células (Park 2009; Mohamed, 2011) sin
embargo, recientes reportes apuntan un grado de toxicidad con este material.

Se observé que las NPSiO; con un diametro de 70 nm penetraron el estrato
coérneo de la piel y estas fueron captadas por queratinocitos y las células de
Langerhans, en 2010 el grupo que observo lo anterior, realizé investigaciones
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para aclarar la relacion entre el tamafo de particula, la distribucion y la
respuesta celular en la linea de células de Langerhans epidérmica de raton
X852, con tratamientos de particulas con diametros de 70, 300 y 1000 nm. Los
resultados sugieren que a menor tamaro inducen una mayor toxicidad contra las
células de Langerhans, lo cual se correlacion6 con la cantidad de captacién de
particulas en las células (Nabeshi, 2010). Por otro lado, se reportd que las
particulas de tamafio de 10 nm tienen un fuerte impacto en la viabilidad celular y
pueden ser observados efectos genotoxicos; las particulas con tamafios mas
grandes no afectan la actividad celular (Quignard, 2012). Recientemente se
publicoé un estudio enfocado a la administracion dérmica de farmacos analizando
el perfil toxicologico in vitro, la captacioén celular y la localizacion intracelular de
las NPSiO; de diferentes tamafios (20-500 nm) en queratinocitos humanos (K17)
y en fibroblastos dérmicos humanos (HDF); los resultados apuntan a diferentes
perfiles toxicolégicos entre las dos lineas celulares de acuerdo a la captacion
que realizan de la NPSIO,, es decir la fagocitosis se presenta para K17 y la
endocitosis para HDF. Se observé que el tamano de particula fue relevante para
considerarlas toxicas sobre toda a las que poseen un diametro de 20 nm, por lo
tanto, si su tamafio de particula es relativamente grande decrece su toxicidad
dependiendo del mecanismo de internalizacion que se presente (Vicente, 2017).
La disminucion del tamafio de particula aumenta la permeabilidad de la piel del
NPs de SiO,, pero notablemente poco se observa irritacion de la piel (Matsuo,
2016).

Aunque se busca que las NPs sean vectores localizados de farmacos
también es una realidad que en la actualidad se busca la reduccion en el uso de
antibiéticos debido al brote de enfermedades infecciosas causadas por
diferentes bacterias patdogenas y el desarrollo de resistencia a los antibidticos, la
industria farmacéutica esta en la busqueda de agentes antimicrobianos mas

efectivos.

Para el tratamiento de heridas dérmicas, el uso compartido de un metal
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como lo es la plata y un ceramica como el SiO,, supondria un efecto sinérgico ya
que como se ha mencionado la plata con sus propiedades antimicrobianas,
antiinflamatorias, su capacidad de incrementar la produccion de MEC
principalmente colageno, su atoxicidad en células dérmicas y su respuesta
proapoptética frente a células tumorales. Por otro lado, el SiO, aumenta la
proliferacion y actividad metabdlica celular y es auxiliar en la contraccion de la
herida y en su reepitelizacion, sin embargo, con este material deberia cuidarse
su diametro ya que a menor tamafo resultan toxicas, contrariamente a los
efectos observados en las nanoparticulas de plata. Su uso compartido podria
beneficiar el proceso de cicatrizacion, al utilizar el SiO2 a un nivel micrométrico y

de la plata en un intervalo nanométrico.

48



Nanoparticulas de plata soportadas en microesferas de oxido de silicio (SiO;) para
EQ reparacion de heridas dérmicas experimentales.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las heridas dérmicas de primera intencién representan una alta incidencia
epidemioldgica superando los 2°600,000 al afo en México. La regeneracion
dérmica optima de la lesion depende de varios factores como son edad, género,
genética, presencia de enfermedades cronicas-degenerativas, habitos
alimenticios y sociales del paciente; asi como la intensidad, profundidad vy
extension de la lesidén. Las cicatrizaciones andmalas se pueden suscitar por
influencia nociva de los factores anteriores al desencadenar por un lado una
cicatrizacion retractil o bien una cicatrizacion hipertréfica, esta ultima puede

desencadenar las llamadas cicatrices queloides.

La Nanomedicina nos brinda direccionar terapias para el tratamiento
especifico de enfermedades y patologias localizadas; el uso de ella nos da la
oportunidad de utilizar agentes terapéuticos localizados que puedan moderar de
forma benéfica los procesos fisiologicos de la regeneracion tisular como son:
inflamacion, formacion del tejido de granulacion, contraccion de la herida vy

reparacion.

Asi mismo es importante que estos agentes terapéuticos sean capaces de
permanecer en la herida de manera prolongada y efectiva hasta lograr una
reparacion apropiada y seria de gran utilidad que tuvieran actividad antibiética
para evitar infecciones localizadas, dafno séptico y resistencia a antibioticos
sintéticos. Adicionalmente se busca que los vectores sean de sencilla
fabricacion, estables, esterilizables y de facil aplicacién por el médico.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ El uso del nanocompuesto de MSiO,-AgNPs induce una regeneraciéon dérmica
dinamica, debido a la estimulacion de la produccion de matriz extracelular,
produccion de vasos sanguineos y por la disminucidn de la inflamacion vy

cicatrizacion en la piel?
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JUSTIFICACION

La piel es un 6rgano de proteccion que recubre toda la superficie corporal.
Cuando se sufre una lesion en este tejido se inicia con un proceso de
regeneracion tisular llevada a cabo por varias etapas que involucran:
inflamacion, formacion de tejido de granulacion, contraccion de la herida vy
reparacion; en este proceso pueden presentarse fallas que den anomalias en la

cicatrizacion.

Las heridas dérmicas en su mayoria son de primera intencion originadas por
cirugias, sin embargo no debe descartarse la cifra que surge de heridas
causadas por accidentes o quemaduras, denominadas como de segunda
intencidn, a nivel nacional se obtuvé una cifra de 485,862 casos en 2017, y para
Jalisco ascendio la cifra en 2017 a 31,526 casos.

Se buscan tratamientos que se puedan dirigir de forma selectiva y segura al
tejido dafado con el objetivo de reparar la herida proporcionando una rapida
recuperacion, minimizando su cicatrizacion y maximizando la funcionalidad del

tejido reparado.

En la busqueda de biomateriales que puedan acelerar el proceso de
cicatrizacion destacan los polimeros, aunque recientemente se tienen reportes
de materiales metalicos como la plata que puede mediar el proceso de
reparacion celular y su propiedad antimicrobiana ya conocida, por otro lado
también existen nuevas investigaciones en las que se destaca el uso de SiO;

observando efectos benignos que ayudan a la proliferacion celular.

Con el uso de un nanocompuesto formado con MSiO; y con AgNPs se
aspira a producir efectos benéficos en los procesos de inflamacion, formacion de
tejido de granulacion, contraccion de la herida y reparacion.
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HIPOTESIS

El nanocompuesto formado por MSiO,-AgNPs modulara la inflamacion,
estimulara la produccion de matriz extracelular (colageno), y aumentara la
proliferacion de fibroblastos y de vasos sanguineos en la reparacion de heridas

dérmicas experimentales.

OBJETIVOS

General

Estudiar los efectos en la reparacion de heridas experimentales en piel
tratadas con un nanocompuesto a base de AgNPs depositadas en microesferas
de SiOs.

Particulares

Sintetizar y caracterizar el nanocompuesto de MSiO2-AgNPs.

2. Determinar la evolucion macroscépica de la lesion en los animales
experimentales antes y después del tratamiento.

3. Describir la citoarquitectura dérmica durante la reparacion tisular en los
animales experimentales antes y después del tratamiento.

4. Determinar la presencia de IL-6, TNFa, PCNA aSMA y VEGF en el
proceso de reparacion tisular experimental con y sin tratamiento con el

nanocompuesto de MSiO2-AgNPs.
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Diagrama experimental

- - - Reduccion
| Método de Stober [— MSIO, | | AgNPs =1 quimica de salcs

Nanocompuesto
MSiO,— AgNPs

I

Ratas Wistar: Lesion dérmica en el dorso (5/gpo)

| UV-VIS, HRTEM, FTIR

Sham MSIO, MSiO,— AgNPs

—| Valoracion histoldgica Determinacién inmunohistoquimica I—

Analisis morfométrico

Sintesis de nanoparticulas de plata coloidal AgNPs

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) fueron proporcionadas por el Centro de
Investigacion en Nanociencias y Nanotecnologia del Centro Universitario de los
Valles (CUValles). Las cuales fueron sintetizadas por reduccion quimica de sales
y el uso de polivinil pirrolidona (PVP) como agente estabilizante. La formacion de
las nanoparticulas (NPs) se pudo observar mediante el cambio de color en la
mezcla a color amarillo-ambar. Su formacién se verificd por espectroscopia UV-
VIS (Ayyapan 1997; Creighton 1979; Kerker 1984).
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Sintesis del nanocompuesto de MSiO,-AgNPs

Las MSiO2-AgNPs se prepararon por el método de Stober (Stober 1968,
Ung 1998), el cual se basa en la hidrolisis del tetraetil ortosilicato (TEOS). Para
llevar a cabo la sintesis, se coloco NH; a 11.9 M, etanol (88.1 mL) y 0.5 mL de
AgNPs a concentraciéon 5.224 x 10° M, una vez mezcladas a 20 °C de
temperatura, se agregd 3.6 mL de TEOS, el sistema en conjunto se mantuvé en
agitacion. Llevada a cabo la reaccion, la mezcla se mantuvo en agitacion por 15
horas. El resultado de la dispersion solido-liquido fue centrifugado 30 minutos a
3000 rpm, y se secaron a 60 °C por 4 horas. Asi mismo, se prepararon MSiO,
sin las AgNPs, como se describio previamente (Stober 1968, Ung 1998).

Caracterizacion del nanocompuesto de MSiO,-AgNPs.
Una vez obtenidas las nanoestructuras de MSiO2-AgNPs y MSIO, se

caracterizaron por técnicas adecuadas.

a) UV-VIS

El espectro UV-VIS de la muestra se obtuvd en una cubeta de cuarzo de 1
mL, utilizando un espectrofotdmetro de UV-Vis Cary 300 (Agilent®) en el
intervalo de 200-800 nm. Se utiliz6 BaSO4 como referencia. Con esta técnica se
busco determinar la presencia de las AgNPs sobre el soporte de MSiO3, debido
al plasmén de resonancia que presenta la plata.

b) HRTEM

El analisis de HRTEM se llevdé a cabo en un microscopio electronico JEM-
2010FF FASTEM operado a 200 kV (Marca Thermo®). Las muestras se
disolvieron en isopropanol y fueron depositadas en una celda de cobre, malla
300 y se secaron con aire y fueron analizadas por HRTEM.

c) FTIR
Las muestras fueron mezcladas con bromuro de potasio y examinadas

directamente en su estado solido pulverizado sin otro tratamiento. Los
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compuestos fueron caracterizados en un espectrofotometro FTIR-Varian 660
(Agilent®). El espectro puso en evidencia los grupos funcionales presentes en el
enlace que se da entre las AgNPs y el soporte de MSiO,, con ello se determiné

el anclaje de los componentes del nanocompuesto.

Disefio experimental en el modelo animal

El modelo experimental y ensayos subsecuentes se realizaron en el
Laboratorio de Patologia (Investigacion) del Centro Universitario de Ciencias de
la Salud (CUCS).

* Diseno del estudio: prospectivo experimental

* Unidad de observacion: todos los analisis fueron realizados en muestras
de piel de los especimenes.

* Universo de trabajo: se utilizaron un total de 15 ratas macho (n=15) de la
cepa Wistar con un peso entre 180 y 200 g, proporcionadas por el bioterio
del Centro Universitario de Ciencias de la Salud de la Universidad de
Guadalajara

Los animales fueron aleatoriamente asignados a los grupos experimentales
con 5 individuos por grupo:

* Solo cirugia, sin tratamiento (sham)

* Tratadas con las MSiO;

* Tratadas con el nanocompuesto de MSiO2-AgNPs.

Modelo experimental

Un total de 15 ratas de la cepa Wistar, machos, entre 180-200 g de peso, se
mantuvieron en jaulas individuales con comida cotidiana y agua ad libitum. Los
animales se resguardaron en las instalaciones del bioterio de la Universidad de
Guadalajara, todos ellos fueron tratados bajo los principios éticos, a la NOM-
062-Z00-1999 y al manual de manipulacion de animales de experimentacion y
ensefanza de Falconi de La Fuente y col., 2010. Para realizar la herida dérmica,
bajo condiciones estériles, las ratas fueron anestesiadas con 120 mg de
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ketamina por kg de peso del animal. Se rasuro la piel del area dorsal se delimité
con un marcador especial el area de la incision, la cual fue desinfectada con una
solucion de etanol al 70%, luego se realizd una incisidbn paravertebral
longitudinal de 1 cm de longitud a través de la piel en la parte posterior descrita
por Ehrlich & Hunt y cols. (Ehlich, 1968). Las heridas no fueron cubiertas con
apositos. Los animales fueron aleatorizados y divididos dentro de los tres grupos
de tratamiento con 5 individuos cada uno. Dos de los grupos de ratas recibi 1.6
Mg aproximadamente y fueron evaluados después de 12 dias post-cirugia. Un
grupo control sin tratamiento fue incluido en el estudio. Después de transcurridos
los 12 dias de tratamiento los animales fueron sacrificados previamente

anestesiados con una sobredosis de ketamina.

Consideraciones éticas:

Todos los animales recibieron alimento y agua ad libtum y se mantuvieron
bajo condiciones controladas de bioterio, con una temperatura de 23 + 2 °C,
humedad relativa del 50% + 10%, controlando los periodos de luz y oscuridad. El
manejo de los animales fue de acuerdo a la NOM-062-ZO0O-1999:
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio.

Evolucién macroscoépica de la lesion tisular

La evolucidn de la herida se verificd al observar el acercamiento de los
bordes, el proceso inflamatorio a nivel macroscépico en la etapa de ruborizacién,
asi mismo se observo la presencia de pelo en el animal, finalmente se midié la
marca de la herida con ayuda de un vernier (Mitutoyo®, modelo 500-784) en
cada grupo experimental para determinar la recuperacion del tejido durante el
estudio.
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Valoracion histolégica

Para los analisis histologicos, se obtuvd una porcion de tejido cutaneo
dafnado para analisis histolégico e inmunohistoquimico. El tejido se sumergio en
paraformaldehido (4%, pH 7.4) durante aproximadamente 5 minutos. Después
de eso, los especimenes bioldgicos se incluyeron en parafina y se obtuvieron

cortes de 5 ym de espesor.

Los cortes histologicos se colorearon con tinciones de hematoxilina y eosina
(H&E), tricromica de Masson (TM) y rojo sirio (RS). Con el fin de visualizar la
microarquitectura tisular, identificar el infiltrado inflamatorio, amplitud vy
profundidad de la lesion (H&E), formaciéon de matriz extracelular (TM) vy
presencia de fibras de colagena (RS).

Las muestras se desparafinaron en horno (Caisa®, modelo 12-27) a
temperatura de 56 °C durante 30 min, enseguida la deshidratacion se llevé a
cabo en baros de xilol, alcohol y agua de acuerdo al siguiente esquema:

Bano Xilol Alcohol (%) Agua
100 96 70 30
Tiempo (min) 10 10 5 5 5 10
| HIDRATACION >
< DESHIDRATACION |

Figura 13. Esquema general de hidrataciéon y deshidratacion de los tejidos.
Técnica de hidratacion-deshidratacion para los tejidos previo a sus tinciones y tratamientos por
inmunohistoquimicas.

Posterior a ello se procedio a la tincion con los diferentes colorantes, con los

esquemas:
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a) Hematoxilina & eosina:

Bano | Hematoxilina | Agua | Solucién alcohélica | Agua | Eosina | Agua
de HCI (0.5%
HCl/etanol absoluto)

Tiempo 3-5 0.5 0.5/3 veces 2 3-5 2
(min)

b) Tricrémica de Masson

Baiio Hemato- L Agua Fucsina L Acido Fosfo - L Azul L
xilina de molibdico de
Ponceau 1% anilina
Tiempo 3-5 0.5 0.5 5 0.5 5 0.5 10 0.5
(min)

L: Lavado, consiste en sumergir la laminilla en agua acética al 1% y después en agua corriente
por 5 s, cada uno.

¢) Rojo sirio

Baio Rojo sirio Agua

Tiempo (min) 60 1

Los cortes para H&E y TM fueron nuevamente deshidratados en los bafos
de solventes mencionados en la Figura 13. El montaje se realizé con una resina
(Merck-Millipore,cat:107961)

Determinacién inmunohistoquimica

Se realizaron varias inmunohistoquimicas para determinar la presencia en el
tejido de las principales proteinas involucradas en el proceso de cicatrizacion (IL-
6, TNFa , PCNA, aSMA y VEGF), de manera general los cortes fueron tratados
con el siguiente procedimiento:

Las muestras se desparafinaron en un horno (Caisa®, modelo:12-27) a una
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temperatura de 56 °C durante 30 min, después los cortes fueron hidratados en
los solventes de acuerdo a la Figura 13.

En una vaporera (Euroline®, mod: Vida sanaeuro) con agua destilada se
colocaron la laminillas con buffer citrato en un vaso coplin, y se dejé evaporar
durante 35 min. Una vez recuperado el corte se lavo con PBS o TBST (PBS: IL-
6, aSMA, PCNA; TBST: TNFa , VEGF) durante 5 min y se dejaron secar al aire.

El bloqueo se realizdé con peroxidasa al 3% durante 10 min, se realizd un
lavado con PBS o TBST, se seco y se coloco suero al 2% (de acuerdo al kit del
proveedor) durante 5 min, posterior a ello se secaron las laminillas.

Se incubaron con el anticuerpo primario (correspondiente a cada proteina) a
4°C overnight (ON), en un recipiente hermético con el fin de cubrir el corte.
Transcurrido el tiempo se realiz6 un lavado con PBS o TBST por goteo y luego
por inmersidén en vaso de coplin. En el Cuadro 8 se muestran los anticuerpos

utilizados y las diluciones correspondientes en PBS-Albumina.

Cuadro 8. Anticuerpos primarios utilizados en las inmunohistoquimicas.

Anticuerpo No. de Buffer de Dilucién Especie
catalogo lavado
Abcam
IL-6 ab6672 PBS 1:100 Rabbit
TNFa ab9739 TBST 1:125 Rabbit
PCNA ab92552 PBS 1:100 Rabbit
aSMA ab7817 PBS 1:100 Mouse
VEGF ab1316 TBST 1:100 Mouse

Los cortes se incubaron con su correspondiente anticuerpo secundario (de
acuerdo a la especie) durante 20 min. En el Cuadro 9 se muestran los numeros
de catalogo de los kits utilizados para el revelado de la inmunohistoquimica, con
base a la especie en la que estan desarrollados los anticuerpos primarios
usados, posterior a ello los cortes fueron lavaron con PBS o TBST.
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Cuadro 9. Kits de revelado para las inmunohistoquimicas.

Especie No. de catalogo Especie
Vectastain anticuerpo
secundario
Rabbit PK-6101 Goat
Mouse PK-6102 Horse

Se cubrieron los cortes por 15 min con el complejo de avidina-biotina (ABC)
de acuerdo a las indicaciones del proveedor de los kits mencionados
anteriormente para generar la reaccion con la Diamino bencidina (DAB)
(Sigma®, cat: D4293) con la cual se dejo reaccionar durante 10 min, previo
lavados con PBS o TBST. Una vez evidente la marca se procedié al lavado con
agua destilada de los cortes, por goteo y en vaso coplin.

Se realiz6 contratincion con hematoxilina durante 1 min, se lavo el corte con
agua corriente y después en vaso coplin durante 3 min.

Se deshidrat6 el tejido en la cadena de solventes de la Figura 13. Se monto
con una resina (Merck-Milliporer,cat:107961) y se dejé secar a temperatura
ambiente.

El analisis morfométrico se llevd a cabo mediante la fotodocumentacion de
10 campos por tejido por animal, para cada tincion e inmunohistoquimica
realizada, al observar en el primer caso el area positiva al marcaje, y para las
inmunohistoquimicas se realizO se manera semi-cuantitativa. Se utiliz6 un
microscopio de luz clara a un aumento de 4X, 10X o 40X. (Labomed®) con
ayuda de una camara adaptada al microscopio (OPTISUM®, mod: DCM-900 de
9.0 Mpx)
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UV-VIS

Las espectroscopias UV-VIS de las AgNPs, MSiO, y MSiO2-AgNPs se
muestran en la Figura 14, las bandas de absorbancia que se observan se deben
a la resonancia del plasmon de superficie (SPR) de las AQNPs soportadas en las
MSiO,. De manera inicial se realiz6 la caracterizacion de las AgNPs (Figura
14a), en la cual se observo una senal en 412 nm; en el nanocompuesto se
presenta un cambio en dicha sefial (shifting) y la sefial apareciéo a 426 nm, se
asocia a la emision del SPR de la plata (Figura 14b) (Creighton, 1979; Kerker
1984). Esta banda se debe por el acoplamiento entre la oscilacién de la nube
electronica en la superficie de las AgNPs vy la incidencia electromagnética en el
régimen cuasiestastico. Las MSiO, no mostraron este pico caracteristico de
absorcion, ya que carece de la presencia de AgNPs en una longitud de onda de
200-800 nm.
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Figura 14. Espectro de absorcion de las nanoestructuras de MSiO,—AgNPs
a) Espectro UV-Vis de AgNPs y b) Espectro de absorcién del nanoconstructo de MSiO, -
AgNPs mostré una banda a 426 nm debido al plasmén de la plata (b), en comparacion

con las MSiO,_ (a).
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HRTEM

El analisis estadistico del tamafio de las AgNPs revel6 un diametro
promedio de 3 nm, como se puede ver en el histograma de distribucion del
tamano de particulas mostrado en la Figura 15, la distribucion del tamario de la
muestra no sigue el comportamiento predicho por el ancho de banda del
plasmon. El tamafo y la forma final de las particulas metalicas dependen del
grado de nucleacion, crecimiento e interaccion con el agente estabilizador de
PVP.

Tamanios de las AgNPs en la microesfera de SiO,
35

30
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Cantidad relativa (%)
(@)]

1.6 3 5 8.3
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Figura 15. Grafica con la distribucion del tamario de particula de las
AgNPs.

Se observé un diametro representativo de 1.6 a 3 nm, con baja incidencia poblacional de
tamafos entre 5 y 8.3 nm. Cabe mencionar que sélo se tomaron en cuenta nanoparticulas de
plata depositadas sobre las microesferas de SiO,, y las poblaciones por abajo de 1.6 y por
arriba de 8.3 nm fueron descartadas.

En las imagenes del HRTEM mostradas en la Figura 16 se observan
algunas de las esferas con un diametro aproximado de 300 nm que componen la
matriz amorfa de SiO,, de baja cristalinidad que soportan las AgNPs como
evidencia por las correspondientes imagenes de campo brillante y oscuro. En
todas las muestras, se produjé una agregacion parcial de las particulas de SiO»,
para lo cual la especie de Ag formo inicialmente agregados de forma irregular
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compuestos de nanocristales individuales (de 2-8 nm) soportados sobre la
superficie del 6xido de silicio.

Estos agregados se mantienen juntos a lo largo de una red porosa irregular.
Debe senalarse que la descomposicion de la sal precursora de AgNOs; y la
sucesiva formacion y deposito de AgNPs sobre la superficie del 6xido de silicio
es inmediata. Las particulas se encontraron dispuestas de manera uniforme en
la superficie de las MSiO;, con una forma casi esférica. Sin cambios en el
tamafio medio de particula y la cobertura de la superficie de 6xido de silicio de
una muestra a otra. El confinamiento de las AgNPs se di6 en la matriz del éxido
de silicio junto con su adsorcion en la superficie externa de las esferas del SiO..

Figura 16. Microfotografias por HRTEM.
Las imagenes de HRTEM exhibieron microesferas de SiO; de aproximadamente 300 nm
decoradas con las AgNPs.

Las imagenes capturadas en el HRTEM fueron analizadas por mediciones
de densidad Optica (procesamiento de imagen binaria de blanco y negro), al
calcular el area de cada nanoparticula de plata se obtuvé su tamafo promedio
con ayuda del programa Image J (Figura 15).

Es importante hacer notar que el tamafo de las MSiO, supondria una baja

toxicidad en el sistema vivo, debido a diversos reportes donde se observé que a
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menor tamafio de particula resultan ser toxicas con tamafos de 10 y 70 nm, a
mayor tamafio como 300 y 1000 nm no se observa toxicidad a las células de los
sistemas vivos. Para el caso de las MSiO; utilizadas en este trabajo, debido a
que presentaron un tamano aproximado de 300 nm y de acuerdo a
publicaciones recientes se pudieran considerar como no téxicas o de toxicidad
baja (Nabeshi 2010, Quignard, 2012; Matsuo, 2016; Vicente, 2017). Sin
embargo, aun es necesario estudios de nanocompuestos, con estructuras de
SiO2 unidos a otros materiales, como en este caso con AgNPs, donde se
demuestre su interaccion con los mecanismos celulares relacionados a la
regulacion del ciclo celular, apoptosis, identificacibn molecular, expresion de
proteinas y vias de sefalizacion que participen en el dafio celular.

FTIR

En los espectros de FTIR de las muestras de MSiO, y MSiO,-AgNPs (Figura
17) se observaron bandas expresadas en porcentaje de transmitancia a 1630,
3400 y 3600 cm™ debido a las vibraciones del grupo funcional O-H, las cuales
pueden ser asociadas al remanente de los grupos de superficie Si-OH, solos o
en interaccion con las moléculas de agua fisisorbida en las paredes de los poros
de estos materiales. La banda correspondiente a la vibracion de estiramiento Si-
O de los enlaces Si-OH aparece entre 954 y 810 cm™, la banda del Si-O-Si
aparece de 1000 a 1130 cm™ (McDonald, 1958). Asi mismo, las bandas de
extension de Ag-Ag aparecieron de 500 a 550 cm™ (Al-Ghamdi, 2014). Sin
embargo, aunque no se observan enlaces Ag-O-Si, la division y el
desplazamiento de las bandas observadas para las MSiO2-AgNPs indican la
formacion de este tipo de enlaces (Karunagaran 2009, Angelito-Bafios, 2004).
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Figura 17. Espectro FTIR.
La linea negra muestra el FTIR de las MSiO,, la linea azul muestra el nanocompuesto de
MSiO,-AgNPs. A 1630, 3400 y 3600 cm™ se observé el grupo funcional OH (circulos); a 954 y
810 cm™, a 1000 y 1130 cmel grupo funcional de Si-OH (triangulos), a 500-550 cm™ se puede
atribuir el enlace de extension de Ag-Ag (cuadro).

Evolucién macroscoépica de la lesion tisular

Después de la herida y tras la exposicidon al tratamiento con las MSiO; y el
nanocompuesto de MSiO,-AgNPs se evalu6 al término del tiempo de exposicion
la lesion, se observo que en los tres grupos la herida cerr6 adecuadamente, sin
embargo para el grupo sham se obtuvé una cicatriz de mayor grosor con
respecto a los otros dos grupos, la lesién se observé de un color rosado lo cual
podria ser efecto aun del proceso inflamatorio y en algunas zonas se observa
todavia la escara. En el grupo tratado con las MSiO, se observé con menor

coloracién, y con una cicatriz ya con presencia de algo de pelaje, para el grupo
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tratado con el nanocompuesto de MSiO,-AgNPs se observdé una absoluta
recuperacion, la regeneracion tisular fue aparente en la herida y la zona donde
se realiz6 el dafo no se observé inflamada, y el pelaje cubrié gran parte de la
zona afectada (Figura 18).

Sham MSIO, MSiO,~AgNPs

: . .
- . . .

Figura 18. Progreso de la herida realizada, antes y después del tratamiento.
Para el grupo sano se observé coloracién rojiza y un poco de la costra aun, el grupo tratado con
SiO, se observo con mejoria, y el grupo tratado con SiO,-AgNPs se aprecié notablemente
recuperado.

Valoracién histolégica

Los cortes histolégicos mostraron un tejido en vias de recuperacion, para el
grupo sham se observé amplitud y profundidad de la herida en proceso de
regeneracion, para el grupo tratado con las MSiO, la herida en apariencia fue
mas estrecha, con respecto al grupo sham, pero con mas amplitud en la zona
media de la dermis comparado con el grupo tratado con el nanocompuesto de
MSiO,-AgNPs, este ultimo grupo mostrdé una ligera diferencia en la epidermis
siendo mas delgada en comparacién con los dos grupos anteriores. Una gran
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cantidad del infiltrado celular se observo en el grupo sham a diferencia de los
grupos tratados, siendo en menor cantidad en el grupo tratado con el
nanocompuesto de MSiO»-AgNPs (Figura 19 A-C, tincién H&E).

Otro aspecto importante que destaco fue la presencia de matriz extracelular
(color azul) con la tincion de Masson, se observo una importante disminucion en
la presencia de células que conforman la MEC, y un incremento de tejido sano
(color rojo) con abundante presencia de vasos sanguineos, foliculos pilosos vy
glandulas sebaceas para el grupo tratado con el nanocompuesto MSiO2-AgNPs,
si se compara con la poca cantidad que existié en los otros dos grupos: sham vy
MSiO,. Para el grupo tratado con MSiO,, se observo formacion de nédulos en la
zona contigua a la hipodermis en comparaciéon con los otros dos grupos de
estudio (Figura 19 D-F, tincion tricromica de Masson).

La existencia de fibras de colagena se observé en los tres grupos siendo
muy similares en tonalidad para el grupo sham y el grupo tratado con MSIOa,
(rosaceo) dicho color es indicativo de colageno, y el tono rojizo observado en el
grupo tratado con el nanocompuesto de MSiO,-AgNPs sugiere la presencia de
colageno denso presente en las etapas avanzadas de la cicatrizacion, (Senet,
2007) estos resultados proponen un incremento en la produccion de colageno
dando un proceso de reparacién acelerada con el uso del nanocompuesto de
MSiO,-AgNPs (Figura 19 G-I).

Los resultados presentados evocan una recuperacion por arriba de la
esperada con el grupo tratado con el nanocompuesto de MSiO2-AgNPs, con
respecto al grupo control. Las AgNPs sugieren una aceleracion en la produccion
y degradacion del colageno ya que las fibras observadas, en la etapa temprana
de la regeneracion se hacen presentes el colageno tipo | y lll que ayudan a la
formacion de fibras y en la fase de epitelizacion, una etapa intermedia, se cuenta
con la presencia de colageno tipo IV y VIl que proporciona estabilidad mecanica
a las células (Senet, 2007).
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Varios informes han sugerido que el SiO, puede influir en la sintesis de
colageno, la proteina con mas presencia en la matriz extracelular (Reffit, 2003;
Puri, 2009), y la plata origina un alineamiento del colageno, lo que puede dar
como resultado la obtencion de mejores propiedades mecanicas del tejido
durante la cicatrizacion (Kwan, 2011). Asi mismo, Ma y col., afirman que el SiO,
en macrofagos alveolares podria inducir la expresion génica de MMP-9 dando
un efecto directo a la remodelacién de la matriz extracelular en un estado de

reparacion tisular (Ma, 2005).

Sham MSiO,-AgNPs AgNPs

Figura 19. Tinciones TM, H&E, RS.

En el panel fotografico se muestran las tinciones utilizadas, de A-C, se tiene tincion de H&E en donde se
puede observar la citoarquitectura de la zona de la lesion, para el grupo sano se apreci6 gran amplitud de
la herida en comparacién con los grupos tratados, siendo menor en el grupo tratado con el
nanocompuesto, asi mismo se observd el infiltrado celular, producto de la inflamacién. En las fotografias
de D-F se tiene la la tincidn tricromica de Masson para el grupo sano se observo gran produccion de la
matriz extracelular de color azul, y para los grupos tratados se observo la presencia de tejido sano en
color rojo, siendo mas aparente en el grupo tratado con el nanocompuesto. En el ultimo panel de G-I se
tiene la tincion con rojo sirio en la que se observé produccion de colageno de tipo fibrilar en el grupo sano
con una coloracién rosaceas y en el grupo tratado con SiO, y un colageno mas denso, el cual se hace
presente en la etapa intermedia en la cicatrizacién notando su color rojizo.
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Determinaciéon inmunohistoquimica

El analisis inmunohistoquimico mostré la presencia de citocinas
proinflamatorias como IL-6, en el grupo sham se observé abundante presencia
de células expresando la citocina IL-6, en mayor proporcidn en la zona de la
dermis cercana a la epidermis, para el grupo tratado con las MSiO, se observo
la expresion de IL-6 con menor intensidad que el grupo sham, sin embargo fue
mayor la expresiéon comparado con el grupo tratado con el nanocompuesto de
MSiO»-AgNPs (Figura 20).

MSIO, — AgNPs

Figura 20. Inmunohistoquimica para IL-6.

En este panel se muestra la expresion de IL-6 marcado con DAB (color marrén) a una
magnificacion de 10X, y su ampliacién a 40X, se observo mayor presencia de células
expresando la proteina mayormente en el grupo sano y en el grupo tratado con MSiO,, siendo
menor la presencia en el grupo tratado con el nanocompuesto de MSiO,-AgNPs.

El grupo tratado con las MSiO, mostré la formaciéon de foliculos linfoides a
diferencia del grupo sham y el tratado con el nanocompuesto de MSiO,-AgNPs
(Figura 21).
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Figura 21. Inmunohistoquimica para IL-6 (2).
En este panel se muestra la presencia de un foliculo linfoide a 4 X y su ampliacién a 10X del
grupo tratado con las MSiO;, y la ausencia de éste en el grupo sham y tratado con el
nanocompuesto de MSiO,—AgNPs.

Con respecto a la expresion de TNFa, el grupo sham mostr6 una gran
expresion, los grupos tratados se observaron muy similares en la expresion,
aunque en la amplitud del dafio es menos aparente en el grupo tratado con el
nanocompuesto (Figura 22).

69



Nanoparticulas de plata soportadas en microesferas de 6xido de silicio (SiO;) para
STy
;%; reparacion de heridas dérmicas experimentales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sham MSiO, MSiO,~AgNPs

Figura 22. Inmunohistoquimica para TNFa.

En este panel se muestra la expresion de TNFa marcado con DAB (color marrén) a una
magnificacién de 10X, y su ampliacion a 40X, se observd mayor presencia de células
expresando la proteina mayormente en el grupo sham y en el grupo tratado con MSiO,, siendo
menor la presencia en el grupo tratado con el nanocompuesto de MSiO,-AgNPs.

El proceso inflamatorio se presenta a escasas horas de haberse presentado
el dafo y dura hasta 9 dias (Senet, 2007; Eming, 2014) en el grupo tratado con
el nanocompuesto de MSiO,-AgNPs, se observé que la presencia de IL-6 y
TNFa se ve disminuida, lo que es indicativo de aceleracion en el proceso de
regeneracion, sin embargo, la presencia de la interleucina mencionada en el
grupo tratado solo con las MSiO; fue aparente, incluso se observé la formacion
de foliculos linfoides. Aunque se ha reportado que las NSiO; intervienen en la
modulacién de la inflamacion (Kang, 2000). Por otro lado, estudios reportados
estiman a la plata como un elemento antiinflamatorio (Chaloupka, 2010).
Nuestros resultados apuntan a este hecho, sin embargo, es interesante recabar
mas informacion para ver que proceso se desencadena como alternativa a la
inflamacion para el reclutamiento de células involucradas en la reparacion vy

obtener informacion contundente de la intervenciéon que tiene el SiO; en el
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proceso inflamatorio y si puede atribuirse a un efecto benefico o nocivo su uso

de forma pura, es decir no en nanocompuesto.

Se determind un incremento notable de la proliferacion celular tanto
epidérmica como endodérmica para las muestras de los tejidos de los animales
tratados con el nanocompuesto MSiO,-AgNPs. Para el grupo tratado con las
MSIO,, se aprecié una disminucién en la multiplicacion celular siendo similar al

grupo sin tratamiento (Figura 23).

Sham MSIO, MSiO,~AgNPs

10X

Figura 23. Inmunohistoquimica para PCNA.

En este panel se muestra la expresion de PCNA marcado con DAB (color marrén) a una
magnificacion de 10X, y su ampliacién a 40X, se observé mayor presencia de células
expresando la proteina mayormente en el grupo tratado con el nanocompuesto MSiO,-AgNPs,
siendo menor la presencia en el grupo sano y el tratado con el MSiO,.

Se observd un marcado aumento de las células aSMA positivas
(miofibroblastos) en el grupo tratado con el nanocompuesto MSiO,-AgNPs, estas

células se ubicaron alrededor de los vasos sanguineos, en congruencia con las

observadas en la Figura 19, que resultaron ser las mas abundantes (Figura 24).
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Sham MSIO, MSiO,~AgNPs

Figura 24. Inmunohistoquimica para aSMA.

En este panel se muestra la expresion de aSMA marcado con DAB (color marrén) a una
magnificacion de 10X, y su ampliacién a 40X, se observé mayor presencia de células
expresando la proteina mayormente en el grupo tratado con el nanocompuesto MSiO,-AgNPs,
siendo menor la presencia en el grupo sham y el tratado con el MSiO,.

La presencia de plata sugiere la proliferacion celular, en especifico de
queratinocitos, que podrian estar asociadas a un moderado incremento de los
niveles (concentracion) de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Duan, 2017),
asi mismo algunos autores han reportado efectos de las AgNPs en la
proliferacion celular de fibroblastos y queratinocitos (Tian, 2007; Liu, 2010).

En nuestros resultados solo determinamos la presencia de proliferacién sin
especificar el tipo celular presentado, sin embargo, con aSMA observamos la
presencia de miofibroblastos, mayormente en el grupo tratado con el
nanocompuesto de MSiO,-AgNPs.

En la zona superior de la dermis, fue observado el proceso de angiogénesis
en el grupo sham con mayor intensidad en comparacion con el grupo tratado con

las MSiOg, en el grupo tratado con en nanocompuesto fue casi imperceptible la
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presencia de células marcadas, no obstante, en la zona inferior dérmica, se
observo la presencia de células con expresion del factor de crecimiento VEGF,
para los dos grupos que recibieron tratamiento (Figura 25).
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Figura 25. Inmunohistoquimica para VEGF.

En este panel se muestra la expresion de VEGF marcado con DAB (color marrén) a una
magnificacion de 10X, y su ampliacién a 40X, se observé mayor presencia de células
expresando la proteina mayormente en el grupo sham en la zona cercana a la epidermis,
escasamente se observo la expresion de la proteina en los grupos tratados con las MSiO, y el
nanocompuesto de MSiO,-AgNPs. Aunque, para estos dos ultimos se aprecié la expresion de la
proteina en la zona de la dermis media, siendo pobre la formacion de vasos sanguineos en el

grupo sham.

En 2015 Wei y col, describieron a las AgNPs con propiedades
antiangiogénicas (Wei, 2015), contrariamente las NPSiO, se han reportado con
propiedades moduladoras de la angiogenésis (Detsh, 2014; Ring, 2010) asi
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como que puede estimular significativamente el incremento en la secrecion de
factores de crecimiento incluido VEGF (Keshaw, 2005), que posterior estimulan
la proliferacion de fibroblastos y células endoteliales (Gerwins, 2000; Day, 2005)
Mao, 2014)

En nuestros resultados observamos una baja presencia de VEGF en la zona
cercana al epitelio para los dos grupos que recibieron el tratamiento con MSiO 0
con el nanocompuesto de MSiO,-AgNPs con respecto al grupo sham, sin
embargo, en la zona de hipodermis se observd gran formacion de vasos

sanguineos en el grupo tratado con el nanocompuesto MSiO,-AgNPs.

El nanocompuesto de MSiO2-AgNPs, mejora el proceso de cicatrizacion de
las heridas dérmicas experimentales. Se observo un importante efecto benéfico
en la curacion de las heridas de los animales tratados con las MSIO,, y con
MSiO,-AgNPs, con este ultimo se obtuvieron mejores resultados, al observarse
un incremento en la presencia de foliculos capilares, disminucién de la
inflamacion; a nivel histologico se observo una disminucion significativa de la
matriz extracelular, un estado de remodelacién mas avanzado y ordenado, asi
como la presencia de abundantes vasos sanguineos, y un aumento en la
produccion de proteinas de la matriz extracelular, lo que es indicativo de un

estado avanzado de la reparacion.

Los resultados antes mostrados, demuestran efectos positivos de la
aplicacién de un nanocompuesto conformado por MSiO2-AgNPs , es prometedor
para proporcionar un tratamiento efectivo y directo para diversas afecciones

dérmicas.
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v Se obtuvieron poblaciones homogéneas del nanocompuesto formado por
AgNPs soportadas en microesferas de SiO,.

v La caracterizacion realizada permitié determinar que el nanocompuesto
presenta morfologia esférica, con la presencia de las AgNPs soportadas
en las microesferas de SiOs.

v El nanocompuesto MSiO,-AgNPs induj6 de manera favorable Ila
reparacion tisular experimental en el grupo tratado con el nanocompuesto
en comparacion a los grupos controles.

v" En el grupo tratado con el nanocompuesto de MSiO,-AgNPs, a nivel
histolégico se observd que la matriz extracelular fue mas organizada y
con presencia de tejido sano y por la presencia de colageno denso, en
comparacion con los grupos control.

v' Molecularmente, se observd aumento en la proliferacién celular
fibroblastica y miofibroblastica, determinadas con la presencia de PCNA,
aSMA. De igual manera, en el grupo experimental (tratado con MSiO,-
AgNPs) mostro la presencia de VEGF y la aparente formacion de vasos
sanguineos, lo cual indica un proceso de angiogenésis superior
comparado con los grupos sin tratamiento.

v' El proceso inflamatorio, en el grupo tratado con el nanocompuesto de
MSiO2-AgNPs, se vio atenuado con poca presencia de infiltrado
inflamatorio y presencia disminuida de citocinas proinflamatorias (IL-6 y
TNFa), en comparacion con el grupo que no recibi6 tratamiento.

v Con los resultados obtenidos, se concluye que el tratamiento con AgNPs
soportadas en MSIiO, ayuda a mejorar y acelerar el proceso de
cicatrizacion, y este puede ser una perspectiva para la aplicacion en la

terapia de heridas.
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PERSPECTIVAS

1. Estudiar el comportamiento fisiolégico de las heridas dérmicas
experimentales en modelos sanos, a diferentes tiempos y etapas durante
la evolucion de la reparacion tisular.

2. Determinar la accion de otros factores de crecimiento como podrian ser:
TGFB , PDGF, bFGF y KGF.

3. Delimitar la interaccion de los queratinocitos durante el proceso de
reparacion y su respuesta (1-120 dias).

4. Determinar la posible interaccion del nanocompuesto MSiO,-AgNPs con
la via de sefalizacion TGFB/Smad, y la regulacion de la actividad de
metaloproteinasas y sus inhibidores.

5. Realizar estudios con modelos experimentales de procesos patoldgicos:

a) De heridas cronicas como: pie diabético, quemaduras, etc; ya que
puede restaurar de manera acelerada la cicatrizacién. b) De cicatrices
hipertroficas y en queloides, debido a la reciente relacién que se ha visto
de las AgNPs al promover la apoptosis en células tumorales.
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ANEXO A: NANOPARTICULAS

Generalidades

Las NPs son particulas microscoépicas con una dimensién menor a 100 nm
es decir, que son entre cien y mil veces mas pequefas que las particulas de los
materiales en su estado sélido masico (bulk), esté diminuto tamano le atribuye a
los nanomateriales nuevas propiedades y caracteristicas unicas (Bushan, 2004).

Se les conoce también como particulas ultrafinas o clusters (agregados
moleculares). Debido a sus propiedades fisicas y quimicas unicas, las NPs son
con frecuencia descritas como atomos artificiales. Las formas en las que se
pueden presentar las NPs son variadas, como coloides, aerosoles, hidrosoles u
organosoles y se obtienen a partir de diferentes materiales descritos en el
Cuadro 5 (Zanella, 2012).

Las NPs se pueden clasificar de acuerdo a su estructura electrénica de la

siguiente manera:

a) Metalicas: Su principal caracteristica es que contienen un numero
determinado de electrones libres confinados en un pequefno espacio, lo
que les da propiedades como la resonancia plasmonica (Zanella, 2012).

b) Magnéticas: Tienden a formar aglomerados a fin de reducir la energia
asociada con la elevada relacidon area superficial/volumen, propia de las
particulas a escala nanométrica. Constituidas generalmente por
elementos magnéticos como hierro, niquel, cobalto y sus 6xidos, por lo
que pueden ser manipuladas por campos magnéticos externos. Sus
caracteristicas dependen del tamaro de la nanoparticula (Zanella,2012).

c) Semiconductoras: Tienen propiedades de fotoluminiscencia, ya que son
capaces de absorber la luz para después emitirla en una longitud de
onda diferente (Vallet-Regi, 2013).
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Los efectos de tamarfo y superficie son mas notables cuando el diametro de
las NPs se reduce, por ejemplo, el confinamiento de electrones en NPs
metalicas y conductoras, se manifiesta en efectos cuanticos, los cuales pueden
ser rastreados a través de propiedades magnéticas y o de conduccion
electrénica y en algunas propiedades termodinamicas, como la capacidad
calorifica (Vallet-Regi, 2013).

Caracteristicas particulares
Dentro de las principales caracteristicas que presentan las NPs destacan las

siguientes:

* Al tener un pequefio numero de atomos o moléculas, presentan efecto de
tamano cuantico, por lo que sus estados electronicos son diferentes de su
estado solido masico.

* Presentan una gran proporcion de atomos (o moléculas) superficiales lo
que les da una actividad, por tanto tienen una mayor superficie de

contacto con el ambiente (Figura 26) (Vallet-Regi, 2013).

s

Cubo de 4 centimetros  Ocho cubos de 2 centimetros Sesenta y cuatro
cubos de 1 centimetro

Superficie
(cm?) 96 192 384

Volumen
(cm?) 64 64 64

Superficie/
volumen 1.5:1 31 6:1

Figura 26. Relacion superficie volumen.
Esquema que representa la relacion superficie/volumen en diversos cuerpos o moléculas. Aqui
se ejemplifica con un cubo con una superficie de 4 cm el cual tiene una superficie de contacto
de 96 cm® y un volumen de 64 cm®, su relacién volumen es por cada cubo 1.5 cm. Si esté cubo
se divide en 8 cubos de 2 cm, sigue teniendo el mismo volumen, pero aumenta su superficie de
contacto y la relacién superficie contacto aumenta a 3 cm. Si estos cubos se vuelven a dividir
para obtener 64 cubos de 1 cm, aumenta la superficie de contacto a 6 cm, con el mismo
volumen. Imagen tomada de http://jtortiz.blogspot.mx/2010/01/termodinamica-definiciones.html|
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El area superficial de las NPs origina una redistribucién de los atomos,
incrementandose la fraccion de atomos que se encuentran en su superficie. El
numero de atomos en la superficie crece de forma parabdlica, a medida que la
NP es mas pequefia. Una NP de tamafio 1 nm tiene mas del 90% de sus atomos
situados en su superficie (Figura 27) (Vallet-Regi, 2013).

Los atomos localizados en la superficie de las NPs tienden a ser inestables,
ya que poseen un mayor nivel energético y las fuerzas de atraccion de los
atomos internos de la estructura o matriz de la nanoparticula, con las que son
atraidos son débiles, por lo tanto tienen un mayor potencial de reaccion,
presentando la capacidad de unirse a otras atomos superficiales de otras NPs
cercanas, con velocidades de reaccidon muy superiores y formando enlaces
quimicos mas fuertes. Asi mismo, la absorcion Optica en NPs también es un
fendbmeno de superficie que se modifica, y se puede modular dependiendo de
las caracteristicas de la particula (composicion, tamafo, protectores de
superficie, etc.) (Vallet-Regi, 2013).
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Figura 27. Variacion del porcentaje atomos interiores/superficiales con
respecto al tamafio de la nanoparticula.

Cuando las nanoparticulas poseen diametros grandes, sus atomos se conservan en la masa, es
decir mas al centro en la particula y escasean en la superficie, sin embargo cuando las
nanoparticulas tiene un menor diametro sus atomos se localizan en la superficie lo que les
facilita reaccionar mas facilmente con atomos circundantes. Imagen tomada de
http://nuevastecnologiasymateriales.com/por-que-las-nanoparticulas-tienen-propiedades-muy-
diferentes-los-materiales-de-mayor-tamano/
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Métodos de sintesis

En la sintesis de las NPs se busca que se puedan controlar diversas
caracteristicas como son diametro, morfologia, cristalinidad, propiedades
quimicas y fisicas (Zanella,2012).

La elaboracion de NPs se lleva a cabo a partir de dos técnicas (Figura 28):

a) Técnica descendente o top-down, consiste en la division de sélidos masicos
en porciones mas pequefas hasta alcanzar una escala nanométrica; es decir se
va minimizando el tamafo de las particulas. Este enfoque puede involucrar la
molienda o el desgaste, métodos quimicos, y la volatilizacion de un solido
seguida por la condensacion de los componentes volatilizados (Wachs, 2001).

b) Técnica ascendente o botffom-up, es la fabricacion de NPs a través de la
condensacion de atomos o entidades moleculares en una fase gaseosa o en
solucion. Dicho en otras palabras, a partir de atomos individuales en solucion se
van formando ensambles cuyos tamafios son controlables con precision (Wachs,
2001). Esta técnica es mas utilizada en la sintesis, las NPs pueden ser
soportadas o no. El soporte les da estabilidad, ademas de que les puede conferir
propiedades especificas (Wachs, 2001).

“.
3o > 1% el
& et A o AR
Metal Polvo Racimos Atomos

Figura 28. Esquemas de procesos de sintesis de nanoparticulas.
Descendentes (top-down): A partir del metal en su estado sdlido masico, se va decreciendo el
tamafio de paticula. Ascendentes (botffom-up) a partir de atomos se relizan las uniones,
generando asi racimos moleculares hasta llegar al tamafio nanométrico deseado. Imagen
tomada y modificada de https://www.researchgate.net/figure/Scheme-of-Top-Down-and-Bottom-
Up-approaches-to-the-synthesis-of-MNPs_fig3_ 232907342
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A su vez, los métodos de técnicas ascendentes o descendentes se
clasifican en métodos fisicos y quimicos, para llevar a cabo la sintesis (Figura
29). En los primeros se utilizan equipos mecanicos para cambiar algunas de las
propiedades fisicas del material, a diferencia de los métodos quimicos donde es
requerida una reaccion quimica que implique la reduccion o precipitaciéon de
metales en presencia de agentes estabilizantes. Recientemente los métodos
quimicos se utilizan con mayor frecuencia (Zanella, 2012).

Sintesis de
Nanobnarticulas

[

|| Fisicos || | Quimicos ||

* Molienda mecanica * Método coloidal

* Nanolitografia * Sol-Gel

* Pulverizacion * Deposito quimico en
catddica fase vapor

* Método plasma

* Ablacién laser

Figura 29. Métodos fisicos y quimicos.
Se mencionan los mas utilizados para la sintesis de nanoparticulas.

a) Métodos fisicos:

Molienda mecanica

Consiste en la fragmentacion de un material con el fin de reducir su tamafo. La
molienda se realiza por medio de cuerpos moledores duros, fabricados de acero
inoxidable, que impactan con el material a fragmentar. La molienda mecanica se
puede llevar a cabo a baja o alta energia, estos métodos se diferencian por la
eficiencia que ofrece cada proceso, ésta ultima produce particulas mas finas.
Las particulas resultantes son clasificadas por medios fisicos, recuperandose las
de tamafio nanométrico (Boldyrev, 2006; Imamura, 1984).
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Nanolitografia

Se refiere a la sintesis de microestructuras con tamafios nanométricos y al
menos, una de sus dimensiones longitudinales es del tamafio de atomos
individuales y aproximadamente del orden de 10 nm. Esta técnica se utiliza
durante la fabricacion de circuitos integrados de semiconductores o sistemas
nanoelectromecanicos, conocidos como nanoelectromechanical Systems o
NEMS (Bushan, 2004).

Pulverizacioén catddica.

Es un proceso en el que se produce la vaporizacion de los atomos de un
material solido denominado blanco mediante el bombardeo de éste por iones
energéticos. Se utiliza en la formacidén de peliculas delgadas sobre materiales,
técnicas de grabado y técnicas analiticas (Bushan, 2004).

Método Plasma.

En este método se utiliza plasma generado por bobinas de radiofrecuencia
de calentamiento. El metal de partida se introduce en un recipiente dentro de
una camara de vacio y se calienta por encima de su punto de evaporacion, se
deja entrar helio (He) gaseoso al sistema y se forma un plasma de alta
temperatura en la region de las bobinas. El vapor del metal se aglutina con
atomos de He gaseoso y se difunde hacia una varilla colectora donde se forman
NPs (Zanella, 2012).
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Ablacioén laser.

Consiste en la ablacion de un blanco, en forma sdlida por lo general, por una
intensa radiacion laser, llevando esto a la expulsion de sus constituyentes y la
formacion de nanoclusters y nanoestructuras. Cuando un blanco es expuesto a
un proceso de ablacion al vacio o con atmdsfera controlada, los nanoclusters
pueden ser depositados en un substrato, colocado a cierta distancia del blanco,
llevando esto a la formacion de peliculas delgadas nanoestructuradas (Zanella,
2012).

Existen otros métodos, pero son menos utilizados como son la termalisis y

métodos sonoquimicos y fotoquimicos.

a) Métodos quimicos

Método coloidal.

Consiste en disolver una sal del precursor metalico o del 6xido a preparar,
un reductor y un estabilizante en una fase continua o dispersante liquido. El
tamano, la distribucion de tamafos y la morfologia de las NPs pueden ser
controlados variando la concentracion de los reactantes, del reductor y del
estabilizante asi como la naturaleza del medio dispersante. Por este método se
pueden formar dispersiones estables por periodos de tiempo muy largos
(Zanella, 2012).

Sol-gel

El proceso sol-gel se basa en la sintesis de una suspension coloidal de
particulas en estado sdlido, llamada sol, y la hidrélisis y condensacion de esta

suspension para formar un material en estado sélido lleno de solvente, llamado
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gel. El solvente y agua residual se extrae del gel por medio de envejecimiento
con lo que se obtendra una reduccion en el gel, finalmente se somete a un
tratamiento térmico con lo que se obtiene una pelicula delgada o monolito
(Hench, 1990).

Deposicion fisica de vapor (CVD).

Consiste en la descomposiciéon de uno o varios compuestos volatiles, en el
interior de una camara de vacio, en cerca o en la superficie de un sélido para dar
lugar a la formacion de un material en forma de capa delgada o de NPs (Zanella,
2012).

Caracterizacién de nanoparticulas

Las técnicas de caracterizacién y analisis han sido indispensables en el
disefio, sintesis y procesado de materiales, permitiendo un cuidadoso control de
sus propiedades. La ciencia e ingenieria de materiales depende del
entendimiento, de la relacion existente entre las propiedades de los materiales,
su composicion, microestructura y procesado (Willard, 1991).

Si se requiere que un material cuya propiedad sea tener coloracidén roja
especifica, es decir, que esté asociado a una reflexion de luz a cierta longitud de
onda, sera necesario realizar espectros de absorcion en el visible con objeto de
comprobar que esa y s6lo esa es la radiacion que el material refleja, puesto que
las demas longitudes de onda las absorbe. Otro ejemplo, si se desea un material
muy resistente cuando esté sometido a esfuerzos unidireccionales, sera
necesario medir a partir de ensayos de traccion la tensidn maxima que dicho
material es capaz de soportar. Por |lo anterior, la caracterizacion de materiales
nos va a permitir conocer o predecir las propiedades de un material y asi valorar

su utilidad en diversa aplicaciones. La informacién obtenida con las técnicas de
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caracterizacion son: composicion, estructura, topologia, topografia, morfologia y
sus propiedades. Se cuenta con varias técnicas para la caracterizacion de los
materiales, segun la propiedad a analizar. La informacion resultante puede ser
procesada para producir imagenes o espectros que revelan los detalles
topograficos, geométricos, estructurales, quimicos o fisicos de la materia
(Willard, 1991). En la Figura 30 se muestran las técnicas mas comunes para

caracterizar diversos materiales.

[ Espectroscopia] [Difraccién‘ [ ',fg:,ﬂiiiig’ [ Microscopia ]
— UV-VIS RX —rTermogravimetria] _' SEM ‘
—’Fluorescencia ] EDS ‘ _' Diferencial ] —’ TEM ‘

FI'IRII/? —: Calorimetria ]— AFM
— Raman — STM
— RMN
— DLS

Figura 30. Principales técnicas de caracterizacion de materiales.
Diversas técnicas de caracterizacién, que engloban espectroscopia, difraccion de rayos,
analisis térmico y microscopia. UV-VIS: ultravioleta-visible, IR:infrarrojo, FTIR: infrarrojo con
transformada de Fourier, RMN: resonancia magnética nuclear, DLS: dispersién de luz dinamica,
RX: rayos X, EDS: espectrometria de dispersion de energia de rayos X, SEM: microscopia
electrénica de barrido, TEM: microscopia electréonica de transmisién, AFM: microscopia de
fuerza atémica, STM: microscopia de efecto tunel.

Los nanomateriales se caracterizan con técnicas a nanoescala propias al
material estudiado; es importante saber que propiedad se desea identificar para
aplicar la técnica correcta que brinde los resultados buscados. En la Figura 31

se muestran los mas utilizados para la caracterizacién de NPs.
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Figura 31. Técnicas de caracterizacion de nanoparticulas.
Segun la propiedad a analizar se pueden utilizar diferentes técnicas y estas a su vez son
complementarias para determinar, pureza, forma y grupos funcionales de las NPs. TEM:
microscopia electrénica de transmision, SEM: microscopia electronica de barrido, STM:
microscopia de efecto tunel, DLS: dispersion de luz dinamica; FTIR: infrarrojo con transformada
de Fourier, RMN: resonancia magnética nuclear, XRD: difraccion de rayos X, AFM: microscopia
de fuerza atomica, EDS: espectrometria de dispersion de energia de rayos X.

Son varias las técnicas de caracterizacion que se utilizan en las ciencias de
los nanomateriales, en este escrito se describen las técnicas aplicadas para la
caracterizacion del nanoconstructo de MSiO,-AgNPs utilizado para el desarrollo
de este proyecto de tesis.

a) Espectroscopia UV-Visible

Se basa en la medicion de la transmitancia T o de la absorbancia A de
soluciones que son depositadas en celdas transparentes y en el intervalo que
abarca la ultima parte del ultravioleta (190 nm) y hasta el rojo del espectro visible
(aproximadamente 750 nm) (Willard, 1991).

Su fundamento se apoya en las propiedades de los atomos y moléculas
para absorber o emitir la energia electromagnética en una de las areas del
espectro electromagnético. Con la ley de Lambert-Beer se puede conocer la
concentracion en una muestra a partir de una reaccion colorimétrica por medio

de la absorbancia o transmitancia. La absorcion de la luz UV-VIS causa
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excitacion electronica. La energia de la molécula puede separarse en ftres
componentes asociados con: 1) el movimiento de un electrén en una molécula,
2) las vibraciones de los atomos, 3) la rotacion de la molécula como un todo
(Willard, 1991).

El espectro UV-VIS registra las longitudes de onda y se cuantifica la
absorcion, las bandas del espectro son anchas ya que incluyen la estructura fina
de transiciones vibracionales y rotacionales de menor energia, estas

transiciones pueden ser :
a) De electrones en orbitales moleculares o, 11, 7

b) De electrones en orbitales atdbmicos d y/o f

c) De transferencia de carga.
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Figura 32. Esquemas de un espectrofotometro UV-Vis.
a) Formacion grafica de resonancia del plasmén superficial en nanoparticulas metalicas.
Imagen tomada de: http://arturobola.tripod.com/spectro/xxx.htm
b) Método para determinar formas de NPs metalicas
c) Banda de absorcion por la excitacion de resonancia del plasmon superficial.
Imagen tomada de: http://ctgcquimicasostenible.blogspot.mx/2016/01/
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b) Espectroscopia IR

Los enlaces quimicos de las sustancias pueden vibrar de diferente forma si
se les irradia con energia de frecuencias unicas que se corresponden a los
niveles de energia de la molécula en especifico, la espectroscopia infrarroja (IR)
es capaz de detectar estas vibraciones particulares y dependen de la forma de la
superficie de energia potencial de la molécula, la geometria molecular, las
masas atomicas y, posiblemente, el acoplamiento vibracional. La espectroscopia
IR permite obtener espectros de solidos, liquidos y gases utilizando en cada
caso las celdas o soportes adecuados. El material de estudio debe ser
transparente a la radiacion incidente y los haluros alcalinos son los que mas se
emplean en los métodos de transmision (NaCl, KBr y KCI), la muestra se
pulveriza en una matriz de KBr o se disuelve en un solvente apropiado, la
humedad acuosa se debe retirar en la medida que sea posible de la muestra, ya
que posee absorcidon en la region infrarroja. El tiempo de analisis para obtener
un espectro en una muestra rutinaria es de 1 a 10 minutos, dependiendo de la
resolucidén y el numero de barridos requerido. Si la molécula recibe luz con la
misma energia de esa vibracion, entonces la luz sera absorbida si se dan ciertas
condiciones. Para que una vibracién aparezca en el espectro infrarrojo, la
molécula debe someterse a un cambio en su momento dipolar durante la
vibracién, es decir, cuando el hamiltoniano molecular correspondiente al estado
electronico estandar puede ser aproximado por un oscilador armonico cuantico
en las cercanias de la geometria molecular de equilibrio, las frecuencias
vibracionales de resonancia son determinadas por los modos normales
correspondientes a la superficie de energia potencial del estado electronico
estandar (aproximacién Born-Oppenheimer aproximaciones armonicas). Los
enlaces pueden vibrar de seis maneras: estiramiento simétrico, estiramiento
asimétrico, flexion y por rotacioén. Con el fin de hacer medidas en una muestra,
se transmite un rayo monocromo de luz infrarroja a través de la muestra, y se

registra la cantidad de energia absorbida (Figura 33) (Willard, 1991).
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Figura 33. Esquema de un espectrofotometro de doble haz de radiacién

infrarroja.

a) Un rayo monocromo de luz infrarroja se transmite a través de una muestra. b) se registra la
cantidad de energia absorbida en un rango de longitudes de onda de interés, con la cual se
puede construir un grafico. Imagen tomada de: https.://photobioschool.ru/en/methods-en/ftir-

spectroscopy/

Microscopia Electronica de Transmision

La microscopia electronica de transmision (TEM, del inglés “Transmission
Electron Microscopy”) es la herramienta de caracterizacion utilizada
ampliamente para determinar la forma y el tamafio de las NPs. Consiste en
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irradiar una fina pelicula de muestra (no mas de 100 nm de grosor, para que
ésta sea transparente a los rayos X) con un haz de electrones de densidad de
corriente uniforme, con una energia elevada de 100 keV o superior. Parte de
estos electrones son transmitidos, otra parte son dispersados y otra parte da
lugar a interacciones que producen distintos fendmenos como emision de luz o
electrones secundarios. EI TEM emplea la transmisién/dispersion de los
elementos para formar imagenes, la difraccion de los electrones para obtener
informacion acerca de la estructura cristalina y la emision de rayos X
caracteristicos para conocer la composicion elemental de la muestra EI TEM
nos proporciona imagenes reales de las formas de las nanoestructuras. Debido
a los progresos en las fuentes de emision del haz de electrones, asi como en los
correctores de aberracion, la microscopia de alta resolucion (HRTEM) es capaz
de producir imagenes de las NPs con resolucion subnanométrica. Asi, algunos
defectos, como la distorsion, la dislocacion y las distancias interatomicas del
nanomaterial, se pueden observar a partir de imagenes de alta resolucion (High-
resolution transmission electron microscopy: HRTEM) (Willard, 1991). La
preparacion de la muestra, consiste en depositar una gota de la suspension
coloidal sobre la rejilla de cobre para TEM recubierta de carbono, y permitiendo
la evaporacion del solvente, de preferencia en una camara de vacio (Figura 34).
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Figura 34. Esquema y fotografia de un microscopio electrénico de
transmision (TEM).
a) Microscopio TEM, Imagen tomada de: http://www.icms.us-csic.es/es/electrones
b) Proporciona imagenes reales de las formas de las NPs mediante la transmisién/dispersion
de un haz de electrones, la difraccion de los electrones da informacion acerca de la estructura
cristalina y la emision de rayos X caracteristicos para conocer la composicion elemental de la
muestra. Imagen tomada de:
https://dl.sciencesocieties.org/publications/jeq/abstracts/34/5/1707 ?access=0&view=article
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La Nanociencia ha estado presente desde hace muchos afios. Un ejemplo de
esto es la famosa copa de Licurgo que se encuentra en el museo britanico
(Figura 35) creado por los romanos en el siglo IV d.C. El vidrio de la copa posee
propiedades dicroicas es decir refleja la luz verde y transmite la roja. El analisis
al que se sometio el cristal de la copa, reveldé su composicidn quimica sosa-cal-
silica (que esta proporcion es la que se utiliza hoy en dia) 0.5 % de manganeso,
y trazas de otros elementos como antimonio y de especial interés oro y plata con
40 ppm y 300 ppm respectivamente. La microscopia electronica de transmision
(TEM) revelo6 la presencia de nanoparticulas entre 50 y 100 nm de aquellos
elementos. El analisis de rayos X determin6 la proporcion de estos ultimos
metales siendo 7:3. Estas nanoparticulas (NPs) son las responsables de las
propiedades opticas del cristal. Por ello, cuando la luz incide en pequefas
particulas metalicas de tamafo nanométrico es capaz de excitar a la nube
electronica de manera colectiva, dando como resultado oscilaciones dipolares
que decaen en escalas de tiempo entre 10 y 100 fs. Este movimiento es
conocido como la resonancia del plasmon de superficie localizado (LSPR). Esta
interaccion con la luz produce diferentes colores dependiendo de la
composicion, tamafno y forma de las NPs. Con ello se explica el color verde de la
copa debido a las NPs de plata y rojo a las de oro. Si bien el color depende de la
concentracion exacta de las NPs y esto, a la vez, la proporcidon mencionada de
7:3 de los metales; se piensa que el antimonio, utilizado en aquella época como
decolorante y opacificante del vidrio, en una proporcion de 0.3% fue el agente
reductor necesario para la formacion de las NPs, también podrian haber
ayudado las otras especies quimicas utilizadas en el vidrio de la copa para que
se diera la reduccion del oro y la plata, y subsecuentemente la formacion,
morfologia y tamafo de las NPs resultantes. La temperatura para moldear el
vidrio y reducir los metales asi como la atmdsfera del proceso fueron

instrumento clave para la generacion de este fenomeno. El plasmon, le confiere
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a las NPs metalicas una extremada sensibilidad al ambiente local, dando
cambios en su indice de refraccidn. Esta propiedad ofrece la posibilidad de
utilizarles como biosensores y poder cuantificar la unién y cinética de un
antigeno-anticuerpo, medir la concentracion de estos ligandos o bien, determinar

el peso molecular del metabolito unido (Horikoshi, 2013).

El color verde se observa cuando la luz es reflejada, cambia a rojo si la luz es transmitida a
través del mismo. Imagen tomada de
https://www.infobae.com/tendencias/2017/05/01/nanotecnologia-en-el-siglo-iv-la-misteriosa-
copa-bicolor-de-licurgo/

La copa de Licurgo es un ejemplo de NPs muy famoso, sin embargo ellas
han estado en nuestro planeta por siglos, se liberan de manera natural al medio
ambiente a través del fuego forestal, erupcion volcanica y erosion del suelo por
viento y/o agua. A partir de la revolucion industrial, son incorporadas
accidentalmente por diferentes procesos industriales donde se libera carbdn,
petréleo o gas de calderas y también por las emisiones de vehiculos. Sin
embargo, en los ultimos afios, se estan fabricando de manera indiscriminada en
varias aplicaciones industriales. En la Figura 36, se muestra un resumen de la
historia de la Nanotecnologia con los sucesos mas relevantes en este campo
(Webster, 2007).
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En esta Figura se muestran los principales eventos relacionados a la Nanotecnologia.
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X/
°e

Buffer de Citratos

2.1 g en un litro de agua destilada, ajustar a un pH de 6 N con HCI 1

X/
°e

PBS 10 X

80 g de NaCl, 2 g de KClI, 14.4 g de Na 2HPO4 12H,0, 2.4 g de KH,POs,.
Aforar a 1 L. Ajustar pH 7.2-7.4

X/
°e

PBS 1 X

8 g de NaCl, 0.2 g de KCI, 1.4 g de Na 2HPO4 12H,0. Aforar a 1 L.
AjustarpH7.2-7.4

X/
°e

Sustrato DAB

1 pastilla de bencidina, 1 pastilla urea en 5 mL. Con una vida util de 4

horas.

X/
°e

TRIS-EDTA
1.21 g de Tris base, 0.37 g de EDTA, aforara 1 L.

Agitar, verificar el pH a 9.0, agregar 0.5 mL de tween 20, agitar y
almacenar. Con vida util de 3 meses a temperatura ambiente o 6 meses
a4 °C.

% TBS (1X)
2.42 g de tris base, 8 g de NaCl. Aforara 1 L.

AjustarelpH a 7.6
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X/
°e

TBST

A un litro de TBS con pH de 7.6 agregar 1 mL de tween 20.

X/
°e

Buffer EDTA 1X

0.37 g en un litro de agua destilada.

X/
°e

PBS albumina 1%

2 g de albumina en 200 mL de PBS 1 X

X/
°e

Rojo Sirio:

Acido picrico saturado: Se calientan 100 mL de agua destilada a 50 °C y
se adiciona acido picrico. Se refrigera a 4 °C durante 8 hrs, se filtra de 2-
5 veces hasta que ya no se tengan sales precipitadas, se le agrega rojo
sirio (red 80, sigma) (100 mg/ 100 mL), se le agrega rojo rapido (fast
green FCF 0.1%, sigma) se guarda en refrigeracion en un frasco color
ambar y se deja macerar 30 dias en refrigeracion.
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ANEXO D: Produccion del trabajo

X/
°e

Presentacion oral/seminario con el tema de tesis: "Nanoparticulas de
plata soportadas en microesferas de SiO, para reparacion de heridas
dérmicas experimentales”, en el Centro de Investigacion y Asistencia
Tecnologica del Estado de Jalisco (CIATEJ). Febrero 2018.

Presentacion del cartel: "Analisis histolégico de IL-6, TNFa, PCNA,
aSMA y VEGF en la reparacion dérmica experimental tratada con

X/
°e

microesferas de SiO-AgNPs" en el XX Congreso Internacional de

Avances en Medicina. Febrero 2018.

X/
X4

Asistencia al XX Congreso Internacional de Avances en Medicina. Modulo
"Patologia" Febrero 2018.
Publicacién del articulo: "Nanocomposite of Ag° NPs supported on

L)

X/
°

SiO; microspheres induces wound healing in experimental skin
incisions”. Digest Journal of Nanomaterials and Biostructures. Vol. 13,
No, 1, 2018.
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