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Presentacion

La nanotecnologia es un campo multidisciplinario que manipula la materia
a escala nanomeétrica (1 a 100 nm) para generar nuevas propiedades y aplica-
ciones. En este contexto, la nanomedicina surge como una de sus dreas mas
prometedoras. Gran parte de la investigacién en nanomedicina se ha enfoca-
do al disefio de nanosistemas avanzados de liberacién de farmacos, los cua-
les apuntan a superar las limitaciones de las terapias convencionales. Por
ejemplo, la nanomedicina ha permitido disefiar sistemas identificadores de
un sitio blanco (un tejido, una célula o incluso un organelo), se dirijan a él, y
entreguen su carga terapéutica. De igual manera, nanosistemas con funcio-
nes de entrega del formaco de manera controlada, es decir, en respuesta a un
estimulo interno o externo; o bien nanoestructuras que pueden transportar
y entregar simultdneamente varios farmacos y/o bioméleculas (péptidos,
proteinas y acidos nucleicos), incluyendo vacunas. Otra ventaja fundamen-
tal de la nanomedicina es la posibilidad de co-transportar multiples agentes
terapéuticos en un mismo nanoconjugado. Se han desarrollado plataformas
capaces de encapsular de forma simultdnea moléculas pequenas, péptidos,
proteinas, acidos nucleicos e incluso antigenos vacunales, liberdndolos de
manera orquestada para ejercer terapias combinatorias o efectos sinérgicos
(Anselmo y Mitragotri, 2019; Lammers, 2013).

Estos nanosistemas, a los cuales les llamaremos indistintamente nanome-
dicinas, pueden prolongar la circulacién sistémica del principio activo, prote-
gerlo de la degradacién prematura y favorecer su acumulacién en determinados
tejidos blancos, con la consiguiente reduccién de efectos secundarios sisté-
micos. Ademds, las nanomedicinas pueden superar barreras biolégicas y diri-
girse selectivamente a tejidos o células especificas mediante ligandos de recono-
cimiento o aprovechando condiciones del microambiente patoldgico, lo cual
permite aumentar la concentracién del fairmaco en el sitio de accién, limitar su
toxicidad en 6rganos sanos y, en dltima instancia, incrementar la precision te-
rapéutica. De este modo, es posible desarrollar sistemas disefiados para res-
ponder a estimulos enddgenos (variaciones de pH o presencia de enzimas en
entornos tumorales) o exdgenos (temperatura, luz o campos magnéticos), des-
encadenando la liberacién del formaco solo cuando y donde es necesario; esta
liberacién controlada activada por estimulos permite elevar el indice terapéu-
tico al concentrar la actividad bioldgica en el tejido afectado y minimizar los
efectos adversos sistémicos en comparacién con las terapias convencionales
(Anchordoquy et al., 2024; Dasgupta et al., 2024; Lammers, 2013).
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Enlas dltimas décadas, la promesa de la nanomedicina gener6 un enorme
entusiasmo, evidenciado por un crecimiento exponencial en la publicacién de
articulos cientificos. Existen, al dia de hoy, miles de publicaciones en el 4rea
reflejando el interés y las expectativas puestas en este campo. Sin embargo, si
comparamos la cantidad de publicaciones versus las relativamente pocas na-
nomedicinas aprobadas para su uso en la clinica, pareciera que los resultados
tangibles obtenidos hasta ahora son modestos en proporcién a la investiga-
ci6én que se lleva a cabo en el area (Park, 2019).

Es importante precisar que esta visién no es justa si consideramos los
retos presentados en la entrega de un farmaco. De hecho, andlisis criticos de
la nanomedicina han destacado que el campo no estd estancado ni “conde-
nado al fracaso”, sino que se encuentra en una fase de transicién hacia una
ciencia mas madura y orientada a aplicaciones reales. Asi, lejos de agotarse, la
nanomedicina estd sentando bases mas sélidas para trasladar sus hallazgos
en innovaciones clinicas tangibles, integrando lecciones de décadas de explo-
racion bésica para afrontar los retos que antes limitaban su impacto (Anchor-
doquy et al., 2024; Lammers y Ferrari, 2020; Martins et al., 2020; Prasad et
al., 2025).

Desde sus inicios conceptuales en los afios 60, cuando se propusieron las
primeras nanoparticulas como sistemas de liberacién de farmacos, la nano-
medicina atraves6 una prolongada etapa exploratoria antes de alcanzar un
hito clave: la aprobacién en 1995 de Doxil®, la primera nanomedicina autori-
zada por la FDA. Doxil (doxorrubicina liposomal) inauguré la era de las tera-
pias basadas en nanomateriales al demostrar que la encapsulacién en lipo-
somas podia mejorar la eficacia de la quimioterapia (Barenholz, 2012).

A partir de alli, el campo fue ganando traccién lentamente. Hoy, tras dos
décadas desde la aprobacién de Doxil, existen alrededor de 50 nanomedicinas
aprobadas por agencias regulatorias para uso clinico. Una proporcién consi-
derable de estas nanomedicinas se concentra en el area de la oncologia, apro-
vechando las ventajas de la liberacién dirigida para mejorar tratamientos
contra el cancer. De hecho, nanomedicinas como paclitaxel unido a albiumina
(Abraxane®, aprobado en 2005) o irinotecan liposomal (Onivyde®, aprobado
en 2015) han optimizado las quimioterapias correspondientes. Asimismo, la
nanomedicina ha impactado enfermedades no oncolégicas: por ejemplo, Am-
Bisome® (anfotericina B liposomal, aprobada en 1990) revolucion¢ el trata-
miento de infecciones fungicas sistémicas al reducir la nefrotoxicidad del far-
maco libre; otro ejemplo es patisiran (Onpattro®), un complejo de acidos
nucleicos (siRNAs) encapsulado en nanoparticulas lipidicas, el cual se con-
virtié en la primera terapia génica basada en nanoparticulas aprobada (2018)
para tartar las polineuropatias derivadas de la amiloidosis hereditaria (An-
selmo y Mitragotri, 2019). Finalmente, un caso emblematico son las vacunas
de RNA contra la COVID-19 desarrolladas en 2020, pero basadas en dos dé-
cadas de investigaciones para la liberacién de 4cidos nucleicos. Tanto la va-
cuna de Pfizer-BioNTech como la de Moderna emplean nanoparticulas lipi-
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dicas como vehiculos para proteger y entregar eficientemente un RNA que
permite desplegar una respuesta inmunitaria eficaz sin ninguna exposicién a
infeccién alguna. Las vidas salvadas durante la pandemia gracias a estas na-
novacunas han permitido confirmar el potencial de las nanomedicinas en la
lucha contra enfermedades.

Sibien el camino desde el laboratorio hastala clinica ha sido largo y a veces
irregular, las nanomedicinas ya son una realidad clinica en diversas areas (on-
cologia, infecciones, enfermedades genéticas) y han beneficiado a un namero
creciente de pacientes en el mundo real (Anchordoquy et al., 2024).

Sin embargo, y a pesar de sus logros, la nanomedicina también enfrenta
desafios importantes que deben ser abordados para explotar todo su poten-
cial. Aspectos como la reproducibilidad entre lotes, la estabilidad a largo plazo
de las nanoparticulas, la escala de produccién bajo estdndares farmacéuticos
y la adaptacién de las normativas regulatorias son asuntos criticos ain en de-
sarrollo. De igual manera, se ha advertido que en algunos casos los modelos
preclinicos tradicionales (por ejemplo, ciertos modelos animales) no repre-
sentan fielmente la interaccién nanomaterial-organismo humano, lo cual di-
ficulta predecir los resultados clinicos. Para afrontar estos retos, se propone
que las investigaciones se enfoquen en un disefio racional de las nanomedi-
cinas y una validacién sistematica de las mismas, priorizando solucionar pro-
blemas especificos, ya sea asociados con un farmaco o con una enfermedad
(Anchordoquy et al., 2024; Joyce et al., 2024; Prasad et al., 2025). Igualmente,
se exploran nuevos modelos para estudios de toxicidad o inmunogenicidad,
como el gusano Caenorhabditis elegans, el pez cebra (Danio rerio), o sistemas
de cultivos 3D, de mayor complejidad que el tradicional cultivo celular en mo-
nocapa (Silbergeld et al., 2011.; Thomas et al., 2025). Bajo este contexto, re-
sulta crucial orientar la investigacién de manera interdisciplinaria, combi-
nando la quimica de materiales, la biologia, la medicina clinica, la ingenieria
y otros campos y fomentar colaboraciones publico-privadas, las cuales faci-
liten la llegada de las nanoterapias al paciente para que la nanomedicina pro-
grese de forma sostenida y transforme la salud de la poblacién.

En conclusién, el advenimiento de la nanomedicina representa una nueva
frontera en las ciencias de la salud. La capacidad de la nanomedicina para me-
jorar la selectividad, eficacia y perfil de seguridad de las terapias convencio-
nales ofrece esperanzas de abordar necesidades médicas insatisfechas en di-
ferentes padecimientos. Hoy disponemos de un cimulo de conocimientos y
experiencia mucho mayor que hace 20 afios, lo cual aumenta la probabilidad
de éxito de las nanoterapias de nueva generacién. Se espera entonces que la
nanomedicina se consolide como una herramienta generadora de estrategias
terapéuticas superiores en un gran espectro de padecimientos, asi como la
acogida de nuevas tecnologias en la mejora de la salud de la poblacién.

Finalmente, queremos agradecer a Mundo Nano. Revista Interdisciplinaria
en Nanociencias y Nanotecnologia por la oportunidad de coordinar este ni-
mero y por su interés en este importante tema de estudio. De igual modo,
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agradecemos a las autoras y los autores por sus valiosas contribuciones, y es-
pecialmente a las y los dictaminadores, quienes realizaron un trabajo excep-
cional en la revisién de los articulos.

Dra. Luz Maria Lépez Marin, Dr. José Juan Escobar Chévez,
Dra. Yareli Rojas Aguirre
Editoras/or invitados
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Editorial

Esta nueva entrega de Mundo Nano. Revista Interdisciplinaria en Nanociencias y
Nanotecnologia esta dedicada a los nanomateriales como sistemas de libera-
cién de farmacos y biomoléculas. Ademas, incluye trabajos relacionados con
otras aplicaciones en salud y quimica de nanomateriales.

Desde hace varios afios, el desarrollo de nanomateriales ha impulsado el
disefio de sistemas de liberacién controlada capaces de mejorar la biodisponi-
bilidad, la estabilidad y la especificidad terapéutica de fairmacos y biomolé-
culas. Diversos tipos de nanoparticulas, como las poliméricas, inorgénicas, li-
posomales y dendriméricas, permiten transportar compuestos terapéuticos
directamente a las células o tejidos objetivo, aumentando su eficacia y redu-
ciendo los efectos secundarios.

En este ntumero se presentan avances que estan transformando la forma
en la cual se administran tratamientos para enfermedades complejas. Por
ejemplo, la enfermedad de Chagas, causada por el parasito Trypanosoma cruzi,
continda siendo una de las enfermedades mas desatendidas, especialmente
en su fase crénica. Uno de los grandes retos es estudiar sus genes debido a la
complejidad del parasito y a la falta de métodos eficaces para introducir ma-
terial genético. En este contexto, surgen las nanoparticulas viromiméticas,
disefiadas para imitar a los virus y entregar material genético de manera se-
gura y especifica. El primer articulo de revisién de este numero destaca el sis-
tema viromimético C,BK"?, capaz de introducir oligonucleétidos en T. cruzi,
mostrando el gran potencial de esta tecnologia para entender mejor la bio-
logia del parasito y desarrollar terapias innovadoras.

Uno de los mayores desafios en medicina eslograr que los medicamentos
lleguen con precisién al sitio donde se necesitan. Otro de los articulos de este
numero destaca el uso de silice mesoporosa, un material econémico y de facil
produccidn, cuyas estructuras porosas permiten encapsular desde pequefias
moléculas hasta proteinas y 4cidos nucleicos. Analiza c6mo modificar su su-
perficie para controlar la liberacién del farmaco y mejorar su compatibilidad
con el organismo. Gracias a su versatilidad, la silice mesoporosa se perfila
como una plataforma prometedora para terapias mds seguras y personali-
zadas.

Del mismo modo, para que un medicamento contra el cincer funcione
eficazmente, debe superar multiples barreras y llegar al interior de las células
tumorales. Una estrategia clave es el uso de nanomateriales como vehiculos
que transporten el formaco con precisién. Otro de los trabajos presentados
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explora cémo adaptar el tamafio, la forma y la funcionalizacién quimica de
estos nanoportadores para optimizar su eficacia. Se destaca el uso de la poli-
merizacién en emulsiéon como técnica de sintesis, asi como un método de
funcionalizacién fisica desarrollado por el equipo de investigacién.

Por otro lado, el quitosano, un biopolimero derivado de crustaceos, ha
cobrado relevancia por su utilidad en la fabricacién de nanoparticulas para
transportar medicamentos. Un factor fundamental en su desempefio es el
grado de desacetilacién (DD), que influye en caracteristicas como el tamario,
la carga yla estabilidad de las particulas. Uno mds de los articulos de revisién
analiza literatura reciente sobre cémo el DD afecta la eficacia de estas nano-
particulas. Se encontré que un DD medio (70-85 %) ofrece un buen equili-
brio para la interaccién con células humanas, mientras que valores extremos
pueden comprometer la seguridad o funcionalidad del sistema. Estos resul-
tados resaltan la importancia de controlar este pardmetro con precisién para
desarrollar tratamientos mas seguros y eficaces.

Otro desafio en farmacologia es que muchos medicamentos no se di-
suelven bien en agua, lo cual limita su absorcién y efectividad. Uno de los arti-
culos de revisién explora los sistemas auto-nanoemulsionables (SNEDDS),
una tecnologia basada en mezclas de aceites y tensioactivos que, al llegar al in-
testino, forman nanoemulsiones mejorando la absorcién del firmaco. Ademas
de ser eficaces, los SNEDDS son escalables y no requieren equipos sofisticados,
conviertiéndolos en una alternativa accesible. Su aplicacién incluso se ex-
tiende a terapias avanzadas como la terapia génica, posicionandolos como he-
rramientas clave para el futuro de la nanomedicina.

En la seccién de articulos de investigacién, se presenta un estudio sobre
el uso de nanoparticulas de MgO y ZnO para el tratamiento del cancer oral.
Los investigadores que lo presentan evaluaron sus efectos en cultivos celu-
lares de céncer oral linfoblastico, observando una leve pero significativa dis-
minucién en la viabilidad celular con concentraciones crecientes de nanopar-
ticulas. Aunque el efecto citotéxico fue moderado, los resultados abren la
puerta a terapias combinadas con agentes quimioterapéuticos tradicionales.

Otro estudio revela la presencia de diminutos cristales de carbonato cal-
cico en el hipocampo de ratas con epilepsia inducida quimicamente. Me-
diante microscopia electrénica, se observé que, a mayor nimero de convul-
siones, mayor era la cantidad de cristales, lo cual sugiere una relacién entre la
actividad epiléptica y un desequilibrio en los niveles de calcio cerebral. Estos
resultados abren nuevas lineas de investigacién para comprender la epilepsia
y explorar posibles métodos de diagndstico o tratamiento basados en nano-
tecnologia.

En el 4mbito de la medicina regenerativa, se reporta el desarrollo de un
hidrogel con nanoparticulas de plata para el tratamiento de heridas, quema-
duras y pie diabético. Este gel mostré estabilidad durante 30 dias y mayor efi-
cacia que una crema comercial de sulfadiazina de plata para inhibir bacterias
como Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa. Estos resultados res-
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paldan el uso de nanomateriales como alternativa a los antibiéticos conven-
cionales.

También se incluye un articulo de revisién sobre la sintesis verde de na-
noparticulas de oro, una alternativa sostenible a los métodos tradicionales
que emplean agentes quimicos mds téxicos. Mediante el uso de extractos na-
turales de plantas y microrganismos como agentes reductores y estabili-
zantes, estos métodos minimizan los residuos téxicos y mejoran la biocompa-
tibilidad de estasnanoparticulas, haciéndolas masadecuadas paraaplicaciones
médicas. Ademds, permiten un mayor control del tamario y forma de las na-
noparticulas, facilitando su disefio para dirigirse a células especificas con
mayor eficacia y menos efectos secundarios.

Finalmente, aunque no directamente relacionado con temas de salud, se
presenta un articulo de gran relevancia sobre el desarrollo de catalizadores a
base de Sr/CaO obtenidos a partir de cascarones de huevo, con el fin de me-
jorar la produccién de biodiesel. Este enfoque no solo incrementa la eficiencia
del proceso de transesterificacion, sino que también aprovecha residuos co-
munes como materia prima, en linea con los principios de sostenibilidad.

Como en cada entrega, Mundo Nano presenta una seleccién de temas apa-
sionantes en el campo de la nanotecnologia. En esta ocasidn, el enfoque esta
centrado en aplicaciones en salud y medicina. Invitamos a nuestros lectores a
explorar los articulos de este niumero y descubrir los avances que se pre-
sentan. Agradecemos a los doctores Luz Maria Lépez Marin, José Juan Es-
cobar Chavez y Yareli Rojas Aguirre, editores invitados, por esta valiosa reco-
pilacién y por el trabajo dedicado a la preparacién de este nimero.

Los préximos numeros estardn dedicados al estudio toxicoldégico de los
nanomateriales, su regulacién e implicaciones sociales, por lo cual invitamos
alos autores interesados a seguir enviando sus trabajos relacionados con este
y otros temas dentro del amplio campo de la nanociencia y la nanotecnologia.
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Efecto citotoxico de nanoparticulas de MgO y ZnO en
cultivo con células de cancer oral: nanoacarreadores

para tratamientos quimioterapéuticos

Cytotoxic effect of MgO and ZnO nanoparticles on
oral cancer cell culture: nanocarriers for
chemotherapeutic treatments

Valeria Estefania Flores-Ramirez,* Benjamin Aranda-Herrera,*
Dulce Guzman-Rocha,* René Garcia-Contreras**

ABSTRACT: Oral cancer, one of the main causes of mortality worldwide, is commonly treated with
chemoradiotherapy. However, these therapies have limitations. Recent research focuses on the
use of nanoparticles like MgO and ZnO to improve treatment and to evaluate the nanocytotoxic
effect of MgO and ZnO nanoparticles on lymphoblastic-origin cancer cells. Lymphoblastic-origin
primary culture cancer cells characterized by immunohistochemistry (IHC) were used, and nano-
cytotoxicity tests were performed using MgO and ZnO nanoparticles at concentrations ranging
from 0 to 1.33 mg/mL. Cell viability was measured using the MTT assay by UV-Vis. Statistical
analysis was carried out using the t-student test and ANOVA (p < 0.05). Histopathological analy-
ses confirmed the presence of oral lymphoblastic neoplastic lesions with specific characteristics,
positive for cyclin D1 and negative for CD3. The results showed slight toxicity at the maximum
dose for both nanoparticles (80% for Mg0O and 94% for Zn0O) with statistically significant dose-
dependent reduction (p < 0.05). MgO and ZnO nanoparticles have a slight cytotoxic effect on
lymphoblastic cancer cells, so it is necessary to develop more effective chemotherapeutic treat-
ments based on nanoparticles in combination with antitumor agents to confirm this hypothesis.
KEYWORDS: oral cancer, nanoparticles, anti-tumor, dose-response.

RESUMEN: El cancer oral, una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial, se trata
cominmente con quimiorradioterapia. No obstante, estas terapias tienen limitaciones. Investi-
gaciones recientes se enfocan en el uso de nanoparticulas (NPs) como MgO y ZnO para mejorar
el tratamiento. Y, para evaluar el efecto citotoxico de NPs de MgO y ZnO en células cancerigenas
de origen linfoblastico, se utilizaron células cancerigenas de cultivo primario de origen linfo-
blastico caracterizadas por inmunohistoquimica (HIC) y se realizaron pruebas de citotoxicidad
utilizando NPs de Mg0O y ZnO en concentraciones de 0 a 1.33 mg/mL. La viabilidad celular se
midio mediante el ensayo MTT por UV-Vis. El analisis estadistico fue mediante la prueba de t-
student y ANOVA (p < 0.05). Los analisis histopatologicos confirmaron la presencia de lesiones
neoplasicas linfoblasticas orales con caracteristicas especificas, positivo a ciclina D1y negativo
a CD3. Los resultados mostraron ligera toxicidad a la maxima dosis para ambas NPs (80% MgO
y 94% Zn0) reduccidn estadisticamente significativa (p < 0.05) dosis-dependiente. Las NPs de
MgO y ZnO tienen un ligero efecto citotoxico en células cancerosas linfoblasticas, por lo cual es
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necesario desarrollar tratamientos quimioterapéuticos mas efectivos basados en nanoparticu-
las en combinacion con agentes antitumorales para confirmar esta hipoétesis.
PALABRAS CLAVE: nanoparticulas, cancer oral, anti-tumor, dosis-respuesta.

Introduccion

El cancer contintia siendo un significativo problema de salud publica y una de
las principales causas de mortalidad y morbilidad a nivel mundial. En Estados
Unidos, se proyecta para el afio 2023 un registro de aproximadamente
1,958,310 nuevos casos de cancer y 609,820 fallecimientos debido a esta en-
fermedad (Siegel et al., 2023). Las neoplasias hematol6gicas ocupan el tercer
lugar en incidencia, después de los canceres de pulmén y mama. En México,
el cdncer es la novena causa de muerte, siendo los linfomas, las leucemias y
los mielomas los tipos mas comunes, representando el 10% de todos los diag-
noésticos de cancer (Alsahafi et al., 2019; Song et al., 2022).

En los dltimos tiempos, la nanotecnologia ha ganado cada vez mas im-
portancia en el diagnéstico y tratamiento del cdncer, con el objetivo de me-
jorar la calidad de vida de los pacientes. Este campo ha experimentado un sig-
nificativo avance, con la aprobacién de mdas de 50 farmacos, basados en
nanotecnologia, por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de Es-
tados Unidos (FDA). Estos farmacos han demostrado su potencial para me-
jorar la eficacia del tratamiento del cancer y reducir al minimo los efectos se-
cundarios (Song et al., 2022). Las neoplasias malignas de cabeza y cuello son
tradicionalmente tratadas mediante cirugia, radioterapia o una combinacién
de ambas, dependiendo del tamafio, tipo y ubicacién del tumor (Taneja et al.,
2021; Yang et al., 2021; Li et al., 2008). En afios recientes, las nanoparticulas
(NPs) han recibido una atencién creciente debido a sus caracteristicas tinicas
y prometedoras.

Las terapias convencionales para el cancer oral, como la cirugia, radiote-
rapia y quimioterapia, han sido pilares en el tratamiento durante afios. Sin
embargo, presentan limitaciones haciéndolas menos idéneas para este pro-
posito. El tratamiento intensivo del cancer puede generar efectos tdxicos en
las células normales, y la mucosa oral es particularmente vulnerable debido
a su rapida renovacion celular (Keefe et al., 2007; Lalla et al., 2011). Tanto la
quimioterapia como la radioterapia pueden impactar directa e indirecta-
mente en la cavidad oral, debido a factores como la alta tasa de renovacién
celular, la compleja microflora y el trauma asociado con la funcién oral. Estos
tratamientos pueden desencadenar complicaciones orales reflejando los
efectos en todo el sistema gastrointestinal.

La nanotecnologia ha emergido como una herramienta innovadora en
este campo, superando las restricciones de las terapias convencionales. La li-
teratura cientifica actual ha demostrado que diversas NPs, tanto organicas
como inorganicas, se han empleado como vehiculos o acarreadores para li-
berar farmacos en diversos tipos de cdncer, incluyendo el carcinoma de cé-
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lulas escamosas en lengua y cabeza y cuello, entre otros. Estos estudios han
indicado que medicamentos como cisplatino, 5-fluoracilo, metotrexato,
doxorrubicina, entre otros, al ser recubiertos con nanopolimeros ofrecen re-
sultados superiores en comparacién con las drogas convencionales para el
tratamiento del cdncer de interés (Yang et al., 2021; Li et al., 2008).

Las NPs y los nanoacarreadores (NCs) son prometedores para inhibir el
crecimiento de células cancerosas al inducir la formacién de especies reac-
tivas de oxigeno (ROS) y activar rutas de apoptosis. Esto los convierte en una
opcidn atractiva en el tratamiento del cancer y ha llevado a investigaciones
adicionales. Evaluar sus propiedades y mecanismos en condiciones de labo-
ratorio es crucial antes de su uso clinico. Junto con la nanomedicina, estos
tratamientos aprovechan nanomateriales inorganicos como NPs ZnO y NPs
MgO, demostrando selectividad citotéxica e induccién de ROS. Los NCs re-
ducen células cancerosas viables, afectando su morfologia y expresiéon de
proteinas tumorales (Garcia-Contreras et al., 2014; Behzadi et al., 2018;
Mendoza-Martinez et al., 2023). Sin embargo, la literatura sobre estudios re-
lacionados con estos nanoacarreadores es limitada, lo cual resalta la nece-
sidad de mds investigacién para comprender completamente su potencial en
la terapia contra el cancer.

El objetivo de la presente investigacidn fue el de evaluar el efecto citoté-
xico de las NPs de MgO y ZnO en contacto con las células cancerigenas de
origen linfobldstico en un modelo de cultivo celular primario y proponer el
mecanismo celular de la muerte celular de la interaccién célula con las NPs.

Materiales y métodos

Caracterizacion NPs ZnO y MgO

Las NPs de ZnO [ £ 50 nm, peso molecular (g/mol): 81.39, Sigma-Aldrich] y
MgO [ £ 50 nm, peso molecular (g/mol): 40.31, Sigma-Aldrich] en polvo co-
merciales se caracterizaron por difraccién de rayos X (DRX) para verificar su
estructura cristalina con los patrones de difraccién establecidos en las cartas
cristalogréficas correspondientes a estos materiales.

Los patrones de difraccién de rayos X para todas las muestras sinteti-
zadas se obtuvieron usando un equipo D2 Phaser (Bruker, Billerica, MA,
EUA), con barridos en el rango 28 de 20° a 80° e incrementos de 0.02°, con
una fuente de radiacién CuKal (A = 0.15405 nm) a 30 kV, 20 mA. Las mues-
tras se usaron en forma de polvos.

Subcultivo celular

Las células fueron aisladas, cultivadas y caracterizadas como se reporté por
Mendoza-Martinez et al. (2023), en una investigacién previa del grupo de in-
vestigacién. El protocolo de aislamiento celular, registrado bajo el nimero
CE_16 004_SN, fue aprobado por el comité de bioética. Esta aprobacién ga-
rantiza el cumplimiento de las leyes nacionales de salud y la Declaracién de
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Helsinki, incluyendo los procedimientos de consentimiento informado obte-
nidos antes del procedimiento de extraccién. Se obtuvieron las células canceri-
genas de origen linfobldstico del stock del banco del Laboratorio de Investiga-
cién Interdisciplinaria (LII) dela ENES Unidad Leén, UNAM. Se descongelaron
y se subcultivaron en un plato para cultivo celular de 10 cm con medio de cul-
tivo MEM suplementado (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), el cual contenia
10% de suero fetal bovino (SFB, Sigma-Aldrich), 1% antibiético (penicilina G y
estreptomicina, 100,000 UI/mL 100 mg/mL, Penstrep, Sigma-Aldrich), 1% de
aminodcido (L-Glutamina, Sigma-Aldrich). Se dejé 15 dias en la incubadora
realizando un cambio de medio cada 48 horas para el mantenimiento de la via-
bilidad y confluencia celulares del 90%.

Ensayo de citotoxicidad

Las células fueron subcultivadas, con una divisién celular 9-12, en placas de
96 pocillos a una densidad celular de 1 x 10° células/mL por exclusién de azul
de tripano (Sigma-Aldrich) en un microscopio invertido de contraste de fa-
ses (Leica, Wetzlar, Germany) durante 48 horas para lograr un adhesién y
confluencia celular. Las NPs de ZnO y MgO fueron expuestas a radiacién ul-
travioleta (253.7 nm, 52 pW/cm? Germicidal T8, General Electric, Lynn,
Massachusetts, USA), durante 30 minutos para su esterilizacion. Las NPs de
ZnO y MgO fueron suspendidas en medio de cultivo MEM e inoculadas en
las células de forma independiente con una dosis de 0 a 1.33 mg/mL (Men-
doza-Martinez et al., 2023). La viabilidad celular se evalué con bromuro de
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT, Sigma-Aldrich), el cual
se incubd con las células durante 7 horas. Después de la incubacion, el for-
mazan producido se disolvié con dimetilsulféxido (DMSO, Karal, Le6n, Gua-
najuato, México), y la absorbancia a 570 nm se midié utilizando un lector de
espectrofotometria de microplacas (Multiskan Go, Thermo-scientific, Hel-
sinki, Finlandia). La citotoxicidad se evalué de acuerdo con la norma ISO
10993-5:2009.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante el cdlculo de la media, desviacién estandar
y porcentaje. Posteriormente, se sometieron a pruebas de normalidad de
Shapiro-Wilk y pruebas de t-student y ANOVA. La significacién se establecié
conun p £ 0.05.

Resultados

Caracterizacion estructural de las NPs ZnO y MgO

La figura 1 muestra los patrones de difraccién de las NPs de ZnO y MgO. El
difractograma obtenido para MgO presenta a los dngulos 20 a 36.80°,
42.85°, 62.23°, 74.56° y 78.52° y los planos corresponde a las reflexiones
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(111), (200), (220), (311) y (222), respectivamente. Todos estos datos co-
rresponden a la carta cristalografica N°00-045-0946 de la JCPDS de una fase
periclasa, la cual es tipica para materiales a base de magnesio. Para el caso del
difractograma de ZnO se observan los siguientes dngulos en 26: 31°, 34°,
36°, 48°, 56°, 63° y 68°, los planos correspondientes a estos dngulos son:
(100), (002), (101), (102), (103) y (112), respectivamente. Estos patrones de
difraccién corresponden a una estructura cristalina Wurtzita de acuerdo con
la carta cristalografica N°36-1451.

FIGURA 1. Patrones de difraccion de las NPs de MgO y ZnO.
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Los picos caracteristicos corresponden a las fases periclasa y Wurtzita, respectivamente, segln las
cartas cristalograficas JCPDS N°00-045-0946 y N°36-1451.
Fuente: Elaboracion de los autores.

Ensayo de citotoxicidad

La figura 2 muestra la actividad citotdxica en cultivo con células cancerigenas
de origen linfoblastico con una reduccién estadisticamente significativa (p <
0.05) dosis-dependiente en contacto con NPs ZnO y MgO (viabilidad a 1.33
mg/mL = 80 + 3.3% y 73 + 3.5%, respectivamente) en comparacién con el
grupo control y con una ligera citotoxicidad (50-75%) a la dosis méaxima y sin
diferencia significativa entre NPs ZnO y MgO en las mismas concentraciones.

Discusion

El uso de NPs de 6xidos metalicos ha sido estudiado anteriormente (Kumar
et al., 2015; DeLong et al., 2019; Singh et al., 2020;), especialmente las de
ZnO, en el tratamiento de varios tipos de cincer, como el cervical, de mama,
de pulmén y de cabeza y cuello, con resultados prometedores. No obstante,
se destaca la escasez de estudios con exploracién en el uso de nanoparticulas
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FIGURA 2. Actividad citotoxica de las NPs ZnO y MgO en cultivo con células cancerigenas de origen
linfoblastico.
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Las células se inocularon a una densidad 1 x 10° células/mL las cuales se pusieron en contacto con las
NPs de 0-1.33 mg/mL durante 24 horas. Después de la incubacion, se determind el nimero relativo
de células viables mediante el ensayo MTT. Cada valor representa la media + desviacion estandar de
ensayos triplicados (n = 9), prueba t-student (NPs ZnO y Mg0), ANOVA (Control, NPs ZnO y Mg0), MTT
= Bromuro de tetrazolio 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio; NPs ZnO = nanoparticulas de
oxido de zinc; NPs MgO = nanoparticulas de 6xido de magnesio.

Fuente: Elaboracion de los autores.

de ZnO como nanoacarreadores de firmacos antineoplasicos y evaluando su
eficacia. De manera similar, Deng et al. (2021) llevaron a cabo un estudio en
esferoides tumorales tratados con doxorrubicina conjugada con NPs de Zn y
Cuy encontraron ser los conjugados de antineoplasicos con NPs de Zn signi-
ficativamente maés citotéxicos a una concentracién de 0.01 mg/mL (10 pg/
mL).

Mientras tanto, se ha observado (Chia et al., 2015) una disminucién de
la viabilidad celular a dosis de 6.12 y 12.5 pg/mL en cultivo celular 2D utili-
zando NPs impregnadas con platino, mostrando citotoxicidad significativa a
partir de una dosis mayor a 0.25 mg/mL (250 pg/mL), indicando diferencias
en la efectividad de las dos formulaciones de NPs. En otro estudio (Franke et
al., 2018), la administracién de cisplatino a través de NPs resulté en una in-
duccioén significativa de dafio al ADN a dosis bajas (0.015 mg/mL), contras-
tando con nuestros hallazgos, los cuales mostraron un efecto citotéxico a
una concentracién mayor de 0.03 mg/mlL, resaltando la importancia de com-
prender los matices de las diferentes formulaciones de nanoparticulas-far-
macos para lograr los resultados terapéuticos deseados. Mendoza-Martinez
et al. reportaron en 2023 el uso de nanoportadores de NPs de ZnO y MgO en
combinacién con agentes antineoplasicos como el 5-fluorouracilo y el cispla-
tino en cultivos 3D de esferoides de células cancerigenas. Observaron una
reduccién en la viabilidad celular y una disminucién en la actividad tumoral
en los esferoides de células cancerigenas de origen linfoide.

Se ha reportado que las NPs de ZnO y MgO reducen significativamente
la viabilidad de células cancerigenas mediante el mecanismo de apoptosis
por la via intrinseca, también conocida como la via mitocondrial (figura 3),
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(Wong et al., 2011; Carneiro et al., 2020; Kashyap et al., 2021), el cual es un
mecanismo celular complejo y altamente regulado activindose en respuesta
a sefiales de estrés intracelular tales como dafio al ADN, estrés en el reticulo
endoplasmico (RER), o la falta de factores de crecimiento (Xu et al., 2019).
Este proceso comienza con la deteccién de estrés celular, el cual desencadena
cambios en el equilibrio de las proteinas de la familia BCL-2 en la membrana
mitocondrial. Estas proteinas son clave en la regulacién de la apoptosis y son
sintetizadas en la célula a través del proceso de expresién génica que invo-
lucra la transcripcién y traduccién del gen BCL2 (Rautureau et al., 2010;
Goldar et al., 2015).

FIGURA 3. Internalizacion celular de las NPs de ZnO y MgO y muerte celular.
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Se ilustra la via de internalizacion en células tumorales a través de la via endocitica, y el destino
intracelular de los iones de Zn* y/o Mg?* liberados, con consecuencia en la integridad del ADN y de
la actividad mitocondrial. El nicleo celular, muestra dafio en el ADN, correlacionandose con las alte-
raciones en el ciclo celular asociadas con el cancer; ademas, la liberacion de iones de zinc y magnesio
de las NPs perturban la homeostasis idnica y junto con el dafio al ADN y el aumento de especies reac-
tivas de oxigeno (ROS), se activa la proteina p53. Esta activacion conduce a la expresion de proteinas
pro-apoptodticas como Bax y Bak. Se destacan los sitios de produccion de ROS en las mitocondrias
induciendo a estrés oxidativo inducido por las NPs y la liberacion de citocromo C, dando paso a la
formacion del apoptosoma, como resultado de la activacion de la caspasa-9y la formacion de cuerpos
apoptoticos, lo cual indica el proceso de muerte celular programada en accion. Por Gltimo, se visualiza
la ruptura de la membrana celular y la degradacion del citoesqueleto, como las etapas finales de la
apoptosis.

Fuente: Elaboracion de los autores.

Cuando se activan las proteinas pro-apoptéticas de la familia Bcl-2,
como Bax, Bak y Bid, estas translocan la membrana mitocondrial y pueden
formar poros o alterar su permeabilidad, llevando a la liberacién de factores
pro-apoptéticos desde el espacio intermembrana mitocondrial al citosol. El
citocromo c es el més significativo de estos factores, y una vez liberado en el
citosol, se une a Apaf-1 en presencia de ATP o dATP. Esta unién induce a
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Apaf-1 a oligomerizar y formar el apoptosoma, un complejo que sirve como
plataforma para la activacién de la caspasa-9. La caspasa-9, al activarse, pro-
cesa las caspasas ejecutoras, como la caspasa-3 y la caspasa-7, que son res-
ponsables de desencadenar la serie de eventos bioquimicos y morfoldgicos
los cuales caracterizan la apoptosis, incluyendo la fragmentacién del ADN y
la formacién de cuerpos apoptéticos (Kiraz et al., 2016; Rautureau et al.,
2010). Este proceso esta regulado por varios puntos de control, incluyendo
las proteinas inhibidoras de la apoptosis (IAP) y factores de supervivencia
que pueden modular la actividad de las proteinas BCL-2 y la integridad de la
membrana mitocondrial. La funcién de BCL-2 es inhibir la apoptosis y man-
tener la integridad de la membrana mitocondrial, previniendo la liberacién
de citocromo c y otros factores pro-apoptéticos. Las proteinas BCL-2, esen-
ciales en células del sistema inmunitario como los linfocitos, también se en-
cuentran en otras células que experimentan alto estrés o renovacién. La ex-
presién de BCL2 es inducida por factores de crecimiento y citoquinas a través
de rutas de sefializacién como la via PI3K/AKT y la via RAS/RAF/MEK/ERK,
asi como por la activacién transcripcional dependiente de NF-kB. La traduc-
cién de BCL-2 puede ocurrir tanto en el citosol como en el RER, ylalocaliza-
cién subcelular de la proteina BCL-2 puede variar, encontrdndose en la mem-
branamitocondrialexterna, el RERylamembrananuclear (Mohammadinejad
etal., 2019). La regulacién de la actividad de BCL-2 y su expresion es critica,
pues las alteraciones pueden llevar a patologias como el cancer, donde la re-
sistencia a la apoptosis representa un problema clinico significativo. Por
ende, BCL-2 es un importante objetivo terapéutico para tratar ciertos tipos
de cancer y enfermedades donde la regulacién de la apoptosis es funda-
mental. La formacién del apoptosoma, si bien estd vinculada con la funcién
mitocondrial, ocurre en el citosol y no en la mitocondria, convirtiendo la li-
beracién de citocromo ¢ en un enlace crucial entre el estrés celular y la acti-
vacién de la maquinaria apoptética citosélica.

El equilibrio entre la supervivencia y la muerte celular es esencial para el
desarrollo de los organismos. Sin embargo, su alteracién conduce a enferme-
dades, incluyendo el cancer. La muerte celular programada, en particular la
apoptosis, observada por primera vez en el desarrollo de sapos en la década
de 1840, es fundamental en este equilibrio. La apoptosis tiene dos vias prin-
cipales: la extrinseca, iniciada a través de receptores de muerte, y la intrin-
seca o mitocondrial, la cual involucra una interaccién compleja entre las pro-
teinas proapoptéticas y antiapoptéticas de la familia BCL-2. Las células
cancerosas evaden la apoptosis utilizando proteinas anti-apoptéticas BCL-2.
Este proceso es regulado finamente por varios mecanismos en las células
cancerigenas. Un regulador clave es el supresor tumoral p53, conocido como
el guardidn del genoma, el cual juega un papel crucial en la prevencién de la tu-
morogénesis e inhibicién del progreso del cancer (Hao et al., 2023), funciona
como un factor de transcripcién y un inductor de apoptosis. Sin embargo, la
activacion inapropiada de pS3 puede causar anomalias en el desarrollo y en-
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fermedades como las ribosomopatias. El papel de p53 en la apoptosis ha sido
extensamente estudiado, con investigaciones recientes descubriendo nuevos
genes objetivo de p53 los cuales mejoran la interaccién entre p53 y BCL-XL
en las mitocondrias, aumentando la apoptosis (Marei et al., 2021).

Conclusiones

Las nanoparticulas de ZnO y MgO muestran un gran potencial en el trata-
miento del cdncer cuando se combinan con agentes antineoplasicos, sugi-
riendo asi una terapia primaria contra la mayoria de los tumores malignos.
Un punto crucial para considerar en relacién con los nanotransportadores es
su capacidad de internalizacién en las células cancerosas a través de la endo-
citosis. Por lo tanto, numerosos informes destacan la eficacia de las NPs in-
orgéanicas como vehiculos de agentes anticancerigenos, y estdn impulsando
la investigacién hacia el futuro de la nanomedicina.

Contribucion de autorias

Conceptualizacion, disefio del articulo, desarrollo metodoldgico: Valeria Estefa-
nia Flores-Ramirez, egresada de la licenciatura en odontologia.

Desarrollo metodoldgico, andlisis e interpretacion, revision y edicion final del texto:
Benjamin Aranda-Herrera, Dulce Araceli Guzmén-Rocha.

Conceptualizacion, disefio del articulo, desarrollo metodoldgico, mineria de datos,
andlisis e interpretacion, redaccién del borrador original y revision y edicion final
del texto: René Garcia-Contreras.

Referencias

Alsahaf, E., Begg, K., Amelio, I, Raulf, N., Lucarelli, P, Sauter, T., Tavassoli, M. (2019).
Clinical update on head and neck cancer: molecular biology and ongoing challen-
ges. Cell Death and Disease, 10(8): 540. https://doi.org/10.1038/s41419-019-
1769-9.

Behzadi, E., Sarsharzadeh, R., Nouri, M., Attar, F.,, Akhtari, K., Shahpasand, K., Falaha-
ti, M. (2018). Albumin binding and anticancer effect of magnesium oxide nano-
particles. International Journal of Nanomedicine, 14: 257-270. https://doi.
org/10.2147/1JN.S186428.

Carneiro, B. A., El-Deiry, W. S. (2020). Targeting apoptosis in cancer therapy. Nature
Reviews Clinical Oncology, 17(7): 395-417. https://doi.org/10.1038/s41571-
020-0341-y.

Chia, S. L., Tay, C. Y., Setyawati, M. L., Leong, D. T. (2015). Biomimicry 3D gastrointes-
tinal spheroid platform for the assessment of toxicity and inflammatory effects
of zinc oxide nanoparticles. Small, 11(6): 702-712. https://doi.org/10.1002/
smll.201401915.

DeLong, R. K., Comer, J., Mathew, E. N., Jaberi-Douraki, M. (2019). Comparative

[



Mundo Nano | ARTICULOS DE INVESTIGACION | www.mundonano.unam.mx
18(35), 69819, julio-diciembre 2025 | https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691€.2025.35.69819
Valeria Estefania Flores-Ramirez, Benjamin Aranda-Herrera, Dulce Guzman-Rocha, René Garcia-Contreras

molecular immunological activity of physiological metal oxide nanoparticle
and its anticancer peptide and RNA complexes. Nanomaterials, 9(12): 1670,
Basilea, Suiza. https://doi.org/10.3390/nan09121670.

Deng, H., Yang, Y., Zuo, T., Fang, T., Xu, Y., Yang, J.,, Zhang, J., Shen, Q. (2021). Multi-
functional ZnO@CuS nanoparticles cluster synergize chemotherapy and pho-
tothermal therapy for tumor metastasis. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology
and Medicine, 34: 102399. https://doi.org/10.1016/j.nano.2021.102399.

Franke, C. E., Czapar, A. E., Patel, R. B., Steinmetz, N. F. (2018). Tobacco mosaic vi-
rus-delivered cisplatin restores efficacy in platinum-resistant ovarian cancer
cells. Molecular Pharmaceutics, 15(8): 2922-2931. https://doi.org/10.1021/acs.
molpharmaceut.7b00466.

Garcia-Contreias, R., Scougall-Vilchis, R. J., Contreras-Bulnes, R., Ando, Y., Kanda,
Y., Hibino, Y., Nakajima, H., Sakagami, H. (2014). Effects of TiO2 nanoparti-
cles on cytotoxic action of chemotherapeutic drugs against a human oral squa-
mous cell carcinoma cell line. In Vivo, 28(2): 209-215.

Goldar, S., Khaniani, M. S., Derakhshan, S. M., Baradaran, B. (2015). Molecular me-
chanisms of apoptosis and roles in cancer development and treatment. Asian
Pacific Journal of Cancer Prevention, 16(6): 2129-44. https://doi.org/10.7314/
apjcp.2015.16.6.2129.

Hao, Q., Chen, J,, Lu, H., Zhou, X. (2023). The ARTS of p53-dependent mitochon-
drial apoptosis. Journal of Molecular Cell Biology, 29: 14(10):mjac074. https://
doi.org/10.1093/jmcb/mjac074.

Kashyap, D., Garg, V. K., Goel, N. (2021). Intrinsic and extrinsic pathways of apoptosis:
Role in cancer development and prognosis. Advances in Protein Chemistry and
Structural Biology, 125: 73-120. https://doi.org/10.1016/bs.apcsb.2021.01.003.

Keefe, D. M., Schubert, M. M., Elting, L. S., Sonis, S. T., Epstein, J. B., Raber-Durla-
cher, J. E., Migliorati, C. A., McGuire, D. B., Hutchins, R. D., Peterson, D. E.
(2007). Updated clinical practice guidelines for the prevention and treatment
of mucositis. Cancer, 109(5): 820-831. https://doi.org/10.1002/cncr.22484.

Kiraz, Y., Adan, A., Kartal Yandim, M., Baran, Y. (2016). Major apoptotic mechanisms
and genes involved in apoptosis. Tumour Biology, 37(7): 8471-86. https://doi.
org/10.1007/s13277-016-5035-9.

Kumar, R., Gokulakrishnan, N., Kumar, R., Krishna, V. M., Saravanan, A., Supriya,
S., Somanathan, T. (2015). Can be a bimetal oxide ZnO-MgO nanoparticles
anticancer drug carrier and deliver? Doxorubicin adsorption/release study.
Journal of nanoscience and nanotechnology, 15(2): 1543-1553. https://doi.
org/10.1166/jnn.2015.8915.

Lalla, R. V,, Brennan, M. T., Schubert, M. M. (2011). Oral complications of cancer
therapy. En Yagiela, J. A., Dowd, F. J., Johnson, B. S. et al. (eds.), Pharmacology
and therapeutics for dentistry. 6a ed. Mosby Elsevier, 782-98.

Li, X, Li, R., Qian, X,, Ding, Y., Ty, Y., Guo, R., Hu, Y., Jiang, X., Guo, W,, Liu, B. (2008).
Superior antitumor efficiency of cisplatin-loaded nanoparticles by intratumoral
delivery with decreased tumor metabolism rate. European Journal of Pharmaceutics
and Biopharmaceutics, 70(3): 726-34. https://doi.org/10.1016/j.ejpb.2008.06.016.

¢



www.mundonano.unam.mx | ARTICULOS DE INVESTIGACION | Mundo Nano
https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2025.35.69819 | 18(35), €69819, julio-diciembre 2025
Valeria Estefania Flores-Ramirez, Benjamin Aranda-Herrera, Dulce Guzman-Rocha, René Garcia-Contreras

Marei, H. E., Althani, A., Afifi, N. (2021). p53 signaling in cancer progression and
therapy. Cancer Cell International, 21: 703. https://doi.org/10.1186/s12935-
021-02396-8.

Mendoza-Martinez, N. L., Cadena-Galeana, A. D., Villanueva-Sanchez, E. G., Pérez-
Cornejo, N., Avelar-Judrez, K. M., Ramos-Baena, J. D., Cruz-Monroy, E. A,,
Vézquez-Zuiiiga, U., Garcia-Contreras, R. (2023). Efficacy of antineoplastic
nanocarriers on 3D oral cancer spheroids. In Vivo, 37(4): 1658-1665. https://
doi.org/10.21873/invivo.13251.

Mohammadinejad, R., Moosavi, M. A., Tavakol, S., Vardar, D. O., Hosseini, A., Rah-
mati, M., Dini, L., Hussain, S., Mandegary, A., Klionsky, D. J. (2019). Necrotic,
apoptotic and autophagic cell fates triggered by nanoparticles. Autophagy,
15(1): 4-33. https://doi.org/10.1080/15548627.2018.1509171.

Rautureau, G. J., Day, C. L., Hinds, M. G. (2010). Intrinsically disordered proteins in
bcl-2 regulated apoptosis. International Journal of Molecular Sciences, 11(4):
1808-24. https://doi.org/10.3390/1jms11041808.

Siegel, R. L., Miller, K. D., Wagle, N. S., Jemal, A. (2023). Cancer statistics, 2023. CA: A
Cancer Journal for Clinicians, 73(1): 17-48. https://doi.org/10.3322/caac.21763.

Singh, T. A., Das, J., Sil, P. C. (2020). Zinc oxide nanoparticles: a comprehensive re-
view on its synthesis, anticancer and drug delivery applications as well as
health risks. Advances in Colloid and Interface Science, 286: 102317. https://doi.
org/10.1016/j.cis.2020.102317.

Song, W,, Jia, P, Zhang, T., Dou, K., Liu, L., Ren, Y., Liu, E, Xue, J., Hasanin, M. S.,
Qi, H. y Zhou, Q. (2022). Cell membrane-camouflaged inorganic nanoparticles
for cancer therapy. Journal of Nanobiotechnology, 20(1): 289. https://doi.
0rg/10.1186/s12951-022-01475-w.

Taneja, N., Alam, A., Patnaik, R. S., Taneja, T., Gupta, S., Sunil, M. K. (2021). Unders-
tanding nanotechnology in the treatment of oral cancer: a comprehensive re-
view. Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 38(6): 1-48. https://
doi.org/10.1615/CritRevTherDrugCarrierSyst.2021036437.

Wong, R. S. (2011). Apoptosis in cancer: from pathogenesis to treatment. Journal of
Experimental & Clinical Cancer Research, 30: 87. https://doi.org/10.1186/1756-
9966-30-87.

Xu, X., Lai, Y., Hua, Z. C. (2019). Apoptosis and apoptotic body: disease message and the-
rapeutic target potentials. Bioscience Reports, 18(1): 39. https://doi.org/10.1042/
BSR20180992.

Yang, L., Xu, J.,, Xie, Z., Song, F., Wang, X., Tang, R. (2021). Carrier-free prodrug nano-
particles based on dasatinib and cisplatin for efficient antitumor in vivo. Asian
Journal of Pharmaceutical Sciences, 16(6): 762-771. https://doi.org/10.1016/j.
ajps.2021.08.001.

(g






RESEARCH ARTICLES www.mundonano.unam.mx | Mundo Nano

https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2025.35.69831 | 18(35), €69831, July-December 2025

Calcium crystal formation in the epileptic focus of
an in vivo epilepsy model’

Formacion de cristales de calcio dentro del foco
epiléptico de un modelo de epilepsia in vivo

Tessy Lopez-Goerne,* * Rafael Valiente,* Emilio Chavez,* Antonella Gonzalez-
Bondani,* Joaquin Manjarrez,** Francisco ). Padilla-Godinez* ***

ABSTRACT: Epilepsy represents a significant health concern, affecting an estimated 2 million in-
dividuals in Mexico —patients enduring more than 70 seizures daily—. In the present study, re-
fractory epilepsy was induced in Wistar rats by repeated stimulation with pentylenetetrazol
(PTZ), ranging from one to one hundred stimulations. Hippocampal tissue was analyzed via scan-
ning electron microscopy (SEM) and energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS). The formation
of solid calcium carbonate (CaCO,) crystals within the epileptic focus where observed. Notably,
the concentration of CaCO, exhibited a direct correlation with the number of stimulations, sug-
gesting a progressive increase over the course of these events. This study puts forth a hypothesis
elucidating the mechanism behind CaCO; crystal formation in response to PTZ-induced seizures.
Further research is needed to ascertain whether there exists a correlation between the dysregu-
lation of calcium ions (Ca%) in epilepsy and the formation of CaCO,. This inquiry opens avenues
for deeper understanding and potential advancements in the diagnosis of epilepsy and related
neurological disorders.

KEYWORDS: calcification, calcium carbonate, epilepsy, Kindling model, SEM, EDS.

RESUMEN: La epilepsia representa un importante problema de salud, al estimarse su afectacion
a 2 millones de individuos en México —los pacientes sufren mas de 70 convulsiones diarias—.
En el presente estudio se indujo epilepsia refractaria en ratas Wistar mediante estimulacion
repetida con pentilentetrazol (PTZ), de una a cien estimulaciones. El tejido del hipocampo se
analizd mediante microscopia electronica de barrido (SEM) y espectroscopia de rayos X de
energia dispersiva (EDS). Se observo la formacion de cristales solidos de carbonato célcico
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(CaCo;) dentro del foco epiléptico. En particular, la concentracion de CaCO; mostrd una corre-
lacion directa con el nimero de estimulaciones, lo cual sugiere un aumento progresivo en el
curso de estos eventos. Este estudio plantea una hipoétesis, la cual elucida el mecanismo sub-
yacente a la formacion de cristales de CaCO, en respuesta a las convulsiones inducidas por PTZ.
Es necesario seguir investigando para determinar si existe una correlacion entre la desregula-
cion de los iones de calcio (Ca) en la epilepsia y la formacion de CaCO,. Esta investigacion abre
vias para una comprension mas profunday posibles avances en el diagnéstico de la epilepsiay
los trastornos neurolégicos relacionados.

PALABRAS CLAVE: calcificacion, carbonato de calcio, epilepsia, modelo Kindling, SEM, EDS.

Introduction

Epilepsy is a chronic neurological disorder that manifests in recurrent, un-
provoked seizures, profoundly affecting the lives of millions worldwide (Be-
ghi, 2020; Begley et al., 2022; Falco-Walter, 2020). According to the World
Health Organization (WHO), epilepsy affects approximately 50 million peo-
ple globally, making it one of the most common neurological conditions
(WHO, 2024). In Mexico alone, an estimated 2 million individuals are affect-
ed by epilepsy, with some patients enduring as many as 70 seizures daily
(Pesqueira et al., 2023; Guzman-Jiménez et al., 2020; Rubio et al., 2021).
Such frequent seizures can lead to significant cognitive, emotional, and social
impairments, exacerbating the overall burden of the disease on both patients
and healthcare systems (Strzelczyk et al., 2023; Vonck et al., 2023; Rozensz-
trauch and Kottuniuk, 2022). The management of epilepsy typically involves
anticonvulsant medications, which help control seizures in the majority of
cases (Riva et al., 2021; E. Perucca 2021; Ghosh et al., 2021). However, about
30% of patients do not respond to these medications, a condition known as
refractory or drug-resistant epilepsy (Guery and Rheims, 2021; Lerche, 2020;
Sultana et al., 2021; Kwan et al., 2010). Refractory epilepsy represents a par-
ticularly challenging aspect of the disorder, as it often results in frequent and
severe seizures that are difficult to manage, leading to progressive neurologi-
cal damage over time (Janson and Bainbridge, 2021; Anzellotti et al., 2020;
Singh, Mishra and Goel, 2021).The development of effective treatments for
refractory epilepsy requires a deeper understanding of the underlying mech-
anisms that contribute to the persistence of seizures and the failure of phar-
macological interventions.

One of the primary challenges in epilepsy research is elucidating the
complex pathophysiological processes that underlie seizure activity. Several
factors, including genetic predisposition, abnormal neuronal firing, and im-
balances in neurotransmitter systems, have been implicated in the develop-
ment of epilepsy (Rho and Boison, 2022; P. Perucca, Bahlo and Berkovic,
2020; Symonds and McTague, 2020). Seizures induce alterations in mesial-
temporal structures, leading to neuronal loss and hippocampal size reduc-
tion, with 80% of complex partial seizures originating in the temporal lobe
(Toro Pérez et al., 2020). The hippocampus, a region of the brain critically in-
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volved in memory formation and spatial navigation, is also one of the most
affected areas during seizures (Wu et al., 2020; Pires et al., 2021; Girardi-
Schappo et al., 2021). Repeated seizure activity can lead to significant damage
in this region, which has been linked to cognitive decline and memory im-
pairments in both animal models and human patients with epilepsy (Ives-
Deliperi and Butler, 2021; Novak, Vizjak and Rakusa, 2022; Engel et al.,
2013).

Seizures have a profound impact on the normal ion flow in the brain,
particularly in the temporal lobe, as the region frequently involved in epi-
lepsy. During a seizure, there is an excessive, synchronized firing of neurons,
disrupting the delicate balance of intracellular and extracellular ions that is
essential for normal neuronal function (Grisar, 1984; Spampanato et al.,
2004; Scharfman, 2007). This disruption primarily involves key ions such as
sodium (Na*) (Catterall 2014), potassium (K*) (Brenner and Wilcox, 2012),
chloride (CI") (Auer et al. 2020), and calcium (Ca?**) (Dreier and Heinemann,
1991; Steinlein, 2014), with modifications on the intracellular and extracel-
lular concentration of the ions as depicted in table 1. Normally, the flow of
these ions across neuronal membranes is tightly regulated by ion channels
and transporters to maintain resting membrane potential and to propagate
action potentials in a controlled manner. However, during seizure activity,
this regulation breaks down. For instance, there is a massive influx of N*
and Ca?* into neurons, which leads to depolarization and the uncontrolled
firing of action potentials (Oyrer et al., 2018; Sun et al., 2022). The excessive
influx of Ca® into neurons is particularly damaging, as calcium plays a crit-
ical role in various intracellular signaling pathways, including neurotrans-
mitter release, gene expression, and activation of enzymes like proteases
and phospholipases, which can lead to neuronal injury and cell death if dys-
regulated (Raimondo et al., 2015; Benaim et al., 2020). Concurrently, the ef-
flux of K* and accumulation of extracellular K* contribute to further depolar-
ization and prolong seizure activity by lowering the threshold for subsequent
action (Ding et al., 2024; Heinemann et al., 1986). This imbalance between
intracellular and extracellular ion concentrations creates a vicious cycle of
excitotoxicity, wherein excessive excitatory neurotransmitter release, par-
ticularly glutamate, further exacerbates ionic imbalances and neuronal hy-
perexcitability (Chen et al., 2023; Sarlo and Holton, 2021; Ben-Ari, 2002).
The temporal lobe, due to its dense network of excitatory circuits, is espe-
cially vulnerable to these changes, and prolonged or recurrent seizures can
lead to long-term alterations in ion channel function, synaptic plasticity,
and even structural damage, contributing to the development of chronic ep-
ilepsy (Helmstaedter et al., 2003; Elger, Helmstaedter and Kurthen, 2004;
Lévesque, Ragsdale and Avoli, 2019). Understanding these ion imbalances is
crucial for developing therapeutic interventions aimed at restoring ionic ho-
meostasis in epilepsy patients.
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Table 1. [ion];y, and [ion]e, (intracellular and extracellular, free ion concentrations). And E 4 energy
potential gradient.

The typical peak during

. Reference
a seizure

Typical rest

lon | [ion]; | [ion], Eion [ion]; | [ion]. Eion

K | 9%6mM| 4mM| -85mV| 9% mM| 12mM|-55mV | Jiang and Haddad (1991)

Na* | 10mM| 145 mM| +71mV| 55mM| 139 mM|+25 mV | Dreier and Heinemann (1991)

Ca> | 70nM| 2mM| +137mV| 700 nM| 100 uM|+66 mV | Jiang and Haddad (1991)

(ol 7mM| 145 mM| -80mV| 26 mM| 152 mM|-47 mV | Raimondo et al. (2015)
Source: Author’s elaboration.

In the current study, the effects of repeated seizures on calcium homeo-
stasis and its potential link to the formation of calcium compounds crystals
within the brain, specifically in the hippocampus, were evaluated in a well-es-
tablished animal model of epilepsy, in which seizures were induced in Wistar
rats through repeated administrations of pentylenetetrazol (PTZ), a chemical
convulsant (Samokhina and Samokhin, 2018; Dhir, 2012). PTZ has been
widely used in epilepsy research to induce seizures in rodents, as it reliably
produces seizure activity that mimics certain aspects of human epilepsy, in-
cluding both acute and chronic phases (Léscher, 2017). The hippocampal
tissue from the rats was analyzed using scanning electron microscopy (SEM)
and energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS) to investigate potential
structural changes in response to PTZ-induced seizures. SEM and EDS are
powerful tools for the observation and quantification of mineral formations
in brain tissue, providing high-resolution imaging and precise elemental
analysis (Lewis et al., 2019; Cheville and Stasko, 2014). SEM enables detailed
visualization of the ultrastructure of tissues, including the identification of
abnormal mineral deposits, such as calcium crystals, by producing images
with a resolution far beyond that of light microscopy. The high magnification
and depth of field in SEM make it ideal for studying the three-dimensional
morphology of mineral formations at the micro- and nanoscale (Goldstein et
al., 2018). Complementing SEM, EDS provides the ability to perform ele-
mental analysis by detecting the characteristic X-rays emitted from a sample
when it is bombarded by an electron beam (Wyroba et al., 2015). This allows
for the precise identification and quantification of specific elements, such as
calcium, in biological tissues (Newbury, 2005). EDS operates based on the
principle that each element emits X-rays at unique energy levels when excited
by an electron beam, thus enabling the detection of the elemental composi-
tion of the sample (Schneider et al., 2010). The combination of SEM and EDS
is particularly beneficial for studying pathological mineralization in brain
tissue, as it not only reveals the spatial distribution and structure of these de-
posits but also allows for the quantitative analysis of their elemental makeup
(Tsolaki and Bertazzo, 2019). This dual capability is crucial for understanding
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the role of mineral formations in neurological conditions, such as epilepsy,
where calcium dysregulation may contribute to disease progression.

The findings of the study revealed the formation of solid calcium car-
bonate (CaCOs;) crystals within the epileptic foci of the hippocampus, a novel
observation in epilepsy research. Interestingly, the concentration of CaCO4
crystals was found to correlate directly with the number of PTZ stimulations,
suggesting that the repeated seizure activity led to a progressive accumula-
tion of these crystals over time. This raises several important questions re-
garding the potential mechanisms underlying CaCOj crystal formation and
its implications for the pathophysiology of epilepsy.

Materials and methods

In vivo refractory epilepsy model

The kindling animal model was used as an in vivo refractory epilepsy model
(Singh, Mishra and Goel, 2021). A total of 30 Wistar rats (180-260 g) were in-
jected intraperitoneally with subconvulsive doses (35 mg/kg) of pentylenete-
trazol (PTZ) dissolved in saline water daily. Following every injection, seizure
activity was monitored for a duration of 20 minutes. The resultant seizures
were categorized as follows: stage 0 denoting no observable response; stage 1
involving twitching of the face and ears; stage 2 consisting of jerking in the
forelimbs and face; stage 3 encompassing myoclonic jerks and lifting; stage 4
characterized by clonic convulsions leading to the animal falling onto its side;
stage 5 involving intense, repetitive tonic-clonic seizures. Animals were dee-
med to have undergone kindling once they displayed a sequence of three con-
secutive episodes at stage 4 or 5 (Spiller and Racine, 1994). Five groups (n =
6) were designated according to the number of kindling stimulations (K) that
were induced: (i) K = 5; (ii) K = 8; (iii) K = 22; (iv) K = 34; (v) K = 60. The groups
were compared to a control group (n = 6) that did not receive any treatment.

Histological procedures

At the 6-month mark after the analysis, the rats were euthanized with so-
dium pentobarbital (60 mg/kg) and intracardially perfused with 100 mL of
0.1 M phosphate buffer, followed by 100 mL of paraformaldehyde (4% w/v in
0.1 M PBS, PFA). Following fixation in 4% PFA for 12 hours, the brains were
subjected to cryoprotection by undergoing consecutive 24-hour incubations
in solutions containing 10%, 20% and 30% sucrose (dissolved in phosphate
buffer). Subsequently, the brains were coronally sliced at a thickness of 10 pm
using a cryostat and then preserved in an antifreeze solution. The sections
were dyed using the Hematoxylin-eosin technique.

Measurement of crystals in brain tissue
Scanning electron microscopy (SEM) and energy-dispersive X-ray spectroscopy
(EDS) techniques were used to measure crystal formation in extracted tissues.
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For this, sections extracted from the frontal lobe were carefully chosen and
treated with osmium tetroxide (1% in PB) for an hour at 4 °C. They were subse-
quently dehydrated using increasing concentrations of 70% ethanol supple-
mented with 1% uranyl acetate. After complete dehydration, the sections were
immersed in propylene oxide and then exposed to a mixture of propylene oxide
and Durcupan resin. Following a 48-hour polymerization period at 56 °C, the
sections were observed under a light microscope to identify areas of interest.
These areas were chosen for further processing: re-embedding and cutting into
ultrathin sections for electron microscopy. To determine the appropriate re-
gion of the frontal lobe for ultrathin sectioning, semithin sections (500 nm
thick) were stained using toluidine blue. The ultrathin sections (60 nm) were
sliced using a Leica Ultracut UCT microtome, placed onto Formvar-coated sin-
gle slot copper grids, and then stained with uranyl acetate and lead citrate.

The morphological characteristics and chemical composition of the crys-
tals in the tissues were examined using a JEOL 5600 LV microscope, which
was equipped with energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS) for elemental
analysis. The SEM’s ability to detect electron beam interactions with both or-
ganic and inorganic materials enabled detailed exploration of contrast varia-
tions and morphologies (Knott et al., 2008; Knott, Rosset and Cantoni, 2011;
Kempen et al., 2015). For semi-quantification, the sample was measured at
20 kV, and secondary electrons (SE) were used to capture micrographs. Using
a magnification of 2000x, initial micrographs were taken on which EDS anal-
ysis was performed to quantify signal intensity as counts per second based on
the study area (2000 pm?). For each Kindling stimulus value, three tissue
samples were measured, and three micrographs were taken from different
areas to ensure the measurements were representative of the entire tissue.
The standard deviation of the intensities was used as the relative error. The
signal intensity for each measured element was taken as its concentration
over the standardized area, allowing for a correlation between intensity and
the quantity of crystals present in the study area.

The determination of the compound type comprising the crystal was per-
formed using point-based EDS, with the largest crystals used as reference
points. The compound type was identified by consulting relevant literature
and correlating the elements with their relative concentrations.

Statistical analysis

The statistical value was represented as the mean + the standard deviation as-
sociated with the counts per second for each element in the 2000 um?* mea-
surement area. Once the data were obtained, logarithmic regressions were
performed in the form I, = k In(K) + I, where I, represents the signal inten-
sity of calcium in the measurement area, K is the number of Kindling stimu-
lations, k is a constant that relates K, the PTZ concentration and the intensi-
ty, and I, is the initial calcium concentration at 0 Kindling stimulations. The
logarithmic relationship that yielded a coefficient of determination greater
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than 0.96 was identified. For determination of statistical differences in inten-
sity, a one-way ANOVA was carried with a significance of 0.95.

Results

Calcium crystals analysis

Figure 1 shows representative microscopies obtained for the different groups
according to the number of stimulations: K = 0 (1a); K= 5 (1b); K =8 (1¢); K
=22 (1d); K= 34 (1e) and K = 60 (1f). Control rats did not exhibit microsco-
pic calcium crystal formation (figure 1a). In contrast, crystals in a wide range
of sizes, from 5 to 20 pm in width, were observed in the rest of the tissues.

Figure 1. Representative SEM micrographs showing calcium carbonate crystals in brain tissue of epi-
leptic rats at different Kindling stimulations.

Intensity (a.u.)

¥ =11543In(K) + 1046.6
Ri=09631

Vs 2 25 5 35 4 45 s 0 22 0 4 0 6 70 8
Kindling Stimulations

(a) Healthy Wistar rat amygdala (K = 0); (b) K = 5; (c) K = 8; (d) K = 22; (e) K = 34; (f) K = 60; (g) EDS spectra
of samples, and, (h) calcium intensity per 2000 pm?2 of tissue as a function of Kindling stimulations.

SE = secondary electrons.

Source: Author’s elaboration.
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An EDS analysis was performed to identify and quantify the elements
present in the identified crystals. Figure 1g shows the EDS spectra of the tis-
sues analyzed as a function of the number of stimulations performed. Simi-
larly, figure 1h presents a comparison between calcium intensity in counts
per second and the number of stimulations (average values + standard devia-
tion): the dotted line reflects the fitted curve after a logarithmic regression.
The graph suggests that calcium concentration (as determined by signal in-
tensity) increases as a matter of the number of Kindling stimulations, sug-
gesting a relationship between Ca?*'dysregulation and the severity of the epi-
leptic seizures in the animal. The fitted curve reflects that calcium intensity
follows a logarithmic behavior in relation to the number of Kindling stimula-
tions, with a constant value of 1154.3 that correlates the concentration of
PTZ and the number of Kindling stimulations.

Point EDS on the largest crystals observed for each tissue made it pos-
sible to identify the proportion of the remaining elements with respect to the
amount of calcium observed. Table 2 shows the comparison of elemental ra-
tios for rat tissues with K = 0, 22 and 34.

From the stoichiometric quantification of the atomic ratios for each ele-
ment (table 2) it was determined that the crystals could be calcium carbon-
ates or carboxylates, since only significant differences in calcium intensity
were identified with respect to the control group without Kindling stimula-
tions. Other potential calcium compounds include hydroxyapatite, a common
compound found in bone structures with formula Ca;(PO,);(OH); however,
the significant decrease in the phosphorous signal associated with the in-
crease in Kindling stimulations could indicate that crystals are not composed
of such element. Since these were organic compounds, key elements such as
carbon or oxygen were ruled out given the incapacity of the equipment to dis-
cern between organic and inorganic elements between the crystal formation.

Table 2. Punctual EDS quantification of elements present in calcium crystals.

Element K =0 (cps)* K =22 (cps)* K =34 (cps)*
Na 6.4 +1.5 10.9 £11 121 +1.3
Mg 2.8+0.6 1.7 £0.2 1.5+0.2
Al 21.3+5.8 12.8 £1.3 30.4 +3.2
S 741+ 121 361 +13.0 46.9 £ 7.0
Cl 77.4 +16.2 47.9 + 23.8 491 £ 15.4
P 80.1 %321 1.8 £ 017 21 +£1.4"
Ca 72.6 +12.0 4000.1 + 2600" 5006.6 + 1466"
K 53+0.8 85+09 91+0.8

*Values are expressed as the average cps + standard deviation.
* Statistically significant values with p < 0.05.

Source: Author’s elaboration.
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Discussion

Calcium carbonate is a common inorganic compound that is typically associa-
ted with skeletal structures in the human body, such as bones and teeth (Oh-
gushi et al., 1992; Bushinsky and Lechleider, 1987; Harvey, Zobitz and Pak,
1988). The presence of CaCOj; crystals in brain tissue, however, is highly
unusual and has not been extensively documented in the context of epilepsy.
We observed large solid crystals in epileptic seizure-inducted rats. Detailed
spectroscopic analysis showed that these structures were mainly composed
of CaCOj;. One possible explanation for the formation of these crystals is re-
lated to the dysregulation of calcium ions (Ca*") during seizure activity (Woj-
da, Salinska and Kuznicki, 2008; Akita and Fukuda, 2020; Kovac et al., 2017).
Seizures are known to cause excessive neuronal firing, leading to an influx of
Ca?" into neurons and astrocytes (Steinlein, 2014b; Siesjs, 1986). This influx
can trigger a cascade of events, including the activation of calcium-depen-
dent enzymes and signaling pathways that may contribute to neuronal dama-
ge (Yu, Chang and Tan, 2009; Zundorf and Reiser, 2011; Gleichmann and
Mattson, 2011). The prolonged dysregulation of calcium homeostasis during
recurrent seizures could potentially create conditions conducive to the preci-
pitation of CaCOj; crystals within the brain tissue.

A literature analysis suggests a hypothesis on the formation of CaCOj; crys-
tals. Synaptic processes are highly regulated under normal conditions. However,
metabolism in the epileptic patient has as its main cellular manifestation what is
known as the paroxysmal depolarizing shift (PDS) (Kubista, Boehm and Hotka,
2019; Hotka and Kubista, 2019; Tryba et al., 2019; Tian et al., 2005). Electro-
physiological studies have shown evidence associated with a calcium ion (Ca)-
mediated depolarization, which results in voltage gated sodium channels opening
and action potentials (Hotka and Kubista, 2019b). This depolarization is fol-
lowed by a process of hyperpolarization mediated by Ca?*-dependent potassium
channels, resulting in a massive entrance of Ca** in neurons (Tryba et al., 2019b).

Carbon dioxide (CO,) molecules released throughout the citric acid cycle
may interact with intracellular water to produce carbonic acid (H,COj); this
same acid dissociates into protons (H*) and acid carbonate (HCO;"), which
reacts with hydroxyl ions (OH") generated by the same dissociation of the
existing water to produce water (H,0) and bicarbonate ions (CO;*") (Becker,
1936). The high internalization of Ca** during PDS favors the interaction of
CO,*- ions with Ca?* ions, a reaction that culminates in the formation of
CaCOgj species, which are susceptible to their own polymerization and, thus,
the formation of defined crystalline superstructures that fixes in the extra-
neuronal tissue (Wiechers, Sturrock and Marais, 1975). In this sense, al-
though H,CO; acts as a defense mechanism in an attempt to compensate
the polarization imbalance by calcium ions, the attempt is insufficient, and
the charge decompensation leads to the appearance of epileptic seizures.
The above is summarized in figure 2.
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Figure 2. Hypothesis on the formation of calcium carbonate crystals.
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(a) Formation of calcium carbonate crystals from Ca? and HCO;-. (b) Mitochondria function during
a series of epileptic seizures and the impact of Ca** dysregulation on cell death through apoptosis.
Source: Author’s elaboration.
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Other groups have reported the formation of calcium superstructures
derived from CNS conditions (Froberg, Dorion and McMartin, 2006; Camp-
bell et al., 1999). However, until the present study, calcium crystal formation
of any kind had not been reported in brains with epilepsy. As indicated above,
dysregulation of neurotransmission mechanisms attributable to the calcium
ion can lead to the formation of these crystals, and this phenomenon is not
exclusive to epilepsy and can occur in other CNS pathologies.

The formation of CaCOj crystals could represent a protective response by
the brain to sequester excess Ca’* ions, thereby preventing further damage.
Calcium sequestration mechanisms have been observed in other tissues, such
as muscle and bone, where excess calcium is stored in the form of calcium salts
(Kraus-Friedmann, 1990; Lenton et al., 2015; Moore et al., 1975; Movsesian,
1998). It is plausible that a similar mechanism may be at play in the brain
during prolonged seizure activity, although further research is needed to con-
firm this hypothesis. Furthermore, such crystal formation in the hippocampus
also raises the possibility that these crystals could serve as a biomarker for epi-
lepsy progression or severity. The direct correlation between the number of
Kindling stimulations and the concentration of CaCOj suggests that the accu-
mulation of these crystals may reflect the cumulative effects of repeated sei-
zures on the brain. If confirmed in human studies, CaCOj crystals could poten-
tially be used as a diagnostic tool to monitor disease progression in patients
with epilepsy. Additionally, the presence of CaCOj; could offer insights into the
long-term effects of refractory epilepsy and may inform the development of
new therapeutic strategies aimed at restoring calcium homeostasis in the brain.

Notably, the identification of CaCOj crystals in the hippocampus further
opens new avenues for investigating the broader implications of calcium dys-
regulation in neurological disorders. Calcium is a key signaling molecule in-
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volved in various physiological processes, including synaptic transmission,
gene expression, and cell death (Clapham, 1995; Dodd, Kudla and Sanders,
2010). Dysregulation of calcium signaling has been implicated in a wide range
of neurological conditions, including Alzheimer’s disease, Parkinson’s dis-
ease, and amyotrophic lateral sclerosis (ALS) (Bojarski, Herms and Kuznicki,
2008; Wang, Shi and Wei, 2017; Calvo-Rodriguez, Kharitonova and Bacskai,
2020; Cali, Ottolini and Brini, 2014; Ludtmann and Abramov, 2018; Scha-
pira, 2013; Leal and Gomes, 2015; Grosskreutz, Van Den Bosch and Keller,
2010; Kawamata and Manfredi, 2010). The findings of the current study sug-
gest that calcium dysregulation may also play a central role in the pathophys-
iology of epilepsy, potentially through the formation of CaCOj crystals. Fur-
ther research into the molecular mechanisms governing calcium homeostasis
in the brain could provide important insights into the development of novel
treatments for epilepsy and other neurological disorders.

Finally, further analyses are needed by means of SEM and spectroscopy
evaluation (such as EDS) in tissues of neurodegenerative diseases, neoplasms,
among others, that due to their nature associated to calcium metabolism
could lead to the formation of these complexes. Similarly, it is necessary to
continue research on the formation of CaCOj; crystals observed in the present
work to corroborate the mechanism of formation and determine whether it is
a neuroprotective process or a symptom of the deregulatory process.

Conclusions

The present work reports the formation of solid CaCO; was observed for the
first time in an animal model of epilepsy, determining a direct relationship in
the increase of calcium concentration as a function of the number of stimula-
tions. It is hypothesized that CaCOj; is synthesized from calcium and carbo-
nate ions present in synapses during the dysregulation observed in the patho-
logical molecular processes of epilepsy. It remains unknown whether this
phenomenon is a process of neuroprotection against the massive depolariza-
tion that occurs during epileptic seizures, so it is necessary to further investi-
gate this hypothesis. However, the discovery of calcium carbonate (CaCOs)
crystals in the hippocampal tissue of PTZ-treated rats represents a significant
advancement in our understanding of the pathophysiological changes that
occur in response to repeated seizure activity. The correlation between the
number of PTZ stimulations and the concentration of CaCOj crystals sug-
gests that calcium dysregulation may play a key role in the progression of epi-
lepsy. While the precise mechanisms underlying CaCOj; crystal formation re-
main unclear, this study opens new avenues for research into the role of
calcium homeostasis in epilepsy and other neurological disorders. Further in-
vestigation is needed to determine whether CaCOj; crystals could serve as a
biomarker for epilepsy progression and to explore the potential therapeutic
implications of restoring calcium balance in the brain.
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Transesterification of canola oil with Sr/Ca0 using
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ABSTRACT: This work aimed to optimize the transesterification of canola oil to generate bio-
diesel with Sr/Ca0 catalysts obtained from eggshells by studying the effect of the amount of
strontium, calcination temperature, and the Box-Behnken method. Sr/CaO catalysts with 3, 6,
and 9 wt% Sr calcined at 500, 650, and 800 °C were prepared by wet impregnation using Sr(NO,),
dissolved in methanol. As the amount of Sr and the calcination temperature of all series in-
creases, so does the biodiesel yield. This is because more superficial active sites are generated
with high Sr concentration and calcination temperature. Likewise, it was observed that SrCO,
species are formed, which would limit the catalyst performance. Based on the results, the cata-
lyst with 9 wt% Sr calcined at 800 °C was the most active and used in the optimization. To achieve
this, Box-Behnken method was used with the methanol/oil molar ratio, temperature, and time
were used as factors using 8 wt% catalyst to oil. The optimum yield was 90.81 % at a methanol/
oil molar ratio=10, 68.58 °C for 2 h.

KEYWORDS: Sr/Ca0, canola oil, transesterification, Box-Behnken, biodiesel, eggshell.

RESUMEN: Dada la necesidad de nuevos materiales cataliticos para la transesterificacion de
aceites para la generacion de biodiesel, el objetivo de este trabajo fue optimizar esta reaccion
usando catalizadores de Sr/Ca0 obtenidos a partir de cascaron de huevo mediante el estudio
del efecto de la cantidad de estroncio, temperatura de calcinacion y el método Box-Behnken.
Se prepararon catalizadores de Sr/Ca0 con 3,6y 9 %p/p de Sr por calcinacion a 500, 650 y 800
°C usando el método de impregnacion himeda de Sr(NO,), disuelto en metanol. Se encontrd
que, al aumentar la cantidad de Sry la temperatura de calcinacion de todas las series, también
lo hace el rendimiento de biodiesel. Esto se debe a que con alta concentracion de Sry tempe-
ratura de calcinacion se generan mas sitios activos superficiales. Asimismo, se observo que se
formarian especies SrCO, las cuales limitarian el rendimiento del catalizador. Considerando los
resultados, el catalizador con 9 %p/p de Sr calcinado a 800 °C fue el mas activo y usado en la
optimizacion. Para esto se utilizo el método Box-Behnken tomando como factores la relacion
molar metanol/aceite, la temperatura y el tiempo usando 8 %p/p de catalizador respecto al
aceite. Se encontrd que el rendimiento 6ptimo fue del 90.81% con una relacion metanol/aceite
=10, 68.58 °C por 2 h.
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Introduccion

El biodiesel de primera generacién ha mostrado beneficios tales como redu-
cir el consumo de combustibles fésiles y mitigar la emisién y acumulacién de
CO,, asi como la descentralizacién de produccién de energia; se obtiene prin-
cipalmente de aceites vegetales comestibles, como los de canola, soya y gira-
sol, los cuales presentan alta concentracién de triglicéridos. Su produccién
no solo representa una alternativa sostenible a los combustibles fésiles, sino
que también puede beneficiar a las industrias alimentaria y agropecuaria,
impulsando el desarrollo rural sustentable y la economia circular.

El uso de biodiesel en entornos rurales ofrece ventajas significativas,
pues puede emplearse en maquinaria agricola o como aditivo en combustibles
convencionales. Ademads, su proceso de produccién es relativamente sencillo
y requiere una inversién menor en materia prima y energia en comparacién
con los derivados petroquimicos. Sin embargo, su desarrollo plantea desafios
en términos de sostenibilidad, especialmente en lo que respecta al uso ade-
cuado del suelo y el agua, asi como a su competencia con la industria alimen-
taria (Mat et al., 2020; Solomon, 2010; Mofijur et al., 2021; Glisic et al., 2016).

Los aceites vegetales, compuestos principalmente por triglicéridos (TG)
y acidos grasos libres (FFA, por sus siglas en inglés), son transformados en
biodiesel por las reacciones de transesterificacién y esterificacién, respectiva-
mente (Otera, 1993). En el proceso, el aceite se hace reaccionar con metanol
(o etanol) a una temperatura cercana al punto de ebulliciéon del alcohol; 65 °C
para metanol u 80 °C para etanol. Para este proceso se requiere de un catali-
zador alcalino como el KOH o NaOH, el cual va diluido previamente en el al-
cohol. Como productos de esta reaccion se obtiene una mezcla de ésteres al-
quilados de acidos grasos (biodiesel) y glicerol (Rizwanul et al., 2020). Dado
que comunmente se utiliza metanol por su bajo costo, los productos resul-
tantes son ésteres metilicos de acidos grasos (FAME, por sus siglas en inglés).

Los hidréxidos de sodio o potasio al estar diluidos en alcohol actian
como catalizadores homogéneos, lo cual dificulta su recuperacién y se re-
quiere agua para separarlos de los productos liquidos. Ademas, la presencia de
FFAy agua en combinacién de los hidréxidos puede inducir reacciones de sa-
ponificacién, afectando la produccién de biodiesel (Tavizén-Pozos et al.,
2021). Para superar estos inconvenientes, se ha propuesto el uso de cataliza-
dores heterogéneos alcalinos sustentables, ficilmente recuperables y reutili-
zables (Chouhan y Sarma, 2011). No obstante, dada la naturaleza de este sis-
tema de reaccién donde coexisten diferentes fases liquidas inmiscibles, como
metanol y aceite, ademads de un catalizador sélido, la transferencia de materia
del aceite hacia los sitios activos basicos se ve limitada. Por lo tanto, los cata-
lizadores heterogéneos alcalinos deben poseer sitios altamente activos para
contrarrestar estos efectos (Kibar et al., 2023).

Entre los materiales sustentables propuestos, el CaO ha demostrado ser
una opcién viable debido a sus sitios basicos fuertes y su obtencién a partir
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de fuentes naturales, como piedra caliza o cascarén de huevo, convirtiéndolo
en un material econémico (Tavizén-Pozos et al., 2021; Kouzu et al., 2010).
Particularmente, el cascarén de huevo destaca como un candidato prome-
tedor, al ser un residuo de la industria alimentaria y poder ser eliminado de
manera inocua al finalizar su vida ttil como catalizador (Aleman-Ramirez et
al., 2022; Kumar et al., 2022; Ashine et al., 2023). Para aumentar la fuerza 'y
cantidad de sitios basicos, asi como la estabilidad del catalizador, se ha pro-
puesto combinar el CaO con SrO (Tangy et al., 2021). Con base en ello, se han
desarrollado diversos sistemas cataliticos combinando SrO con CaO u otros
soportes, con el objetivo de aumentar la estabilidad de los sitios activos y re-
ducir la lixiviacién (Tangy et al., 2021).

El sistema SrO-CaO es interesante debido a su alta actividad, bajo costo
y accesibilidad. No obstante, este sistema es sensible a los precursores de Sr
y Ca usados, asi como el método de sintesis del catalizador (Tavizén-Pozos y
Cruz-Aburto, 2024). Por ejemplo, se ha reportado que el CaO obtenido a
partir de acetato de calcio, combinado con estroncio (obtenido de Sr(NOs),)
en una proporcién molar Sr/Ca = 0.5 y sintetizado mediante coprecipitacién,
alcanzé una conversién del 92% en la transesterificacién del aceite de palma
(Lietal., 2016). En este estudio se concluy6 que a una temperatura de calci-
nacién de 800 a 900 °C se forman cristales imperfectos de Sr,Ca; O y SrO,
los cuales son los principales contribuyentes a los sitios basicos fuertes y, por
ende, a la actividad catalitica. Ademds, este material mostré estabilidad y
permitio realizar seis ciclos cataliticos. Asimismo, se observé que un sistema
catalitico con una combinacién madsica de Sr:Ca de 1:6 y calcinado a 800 °C
permitié eficientemente la transesterificacién de aceite de Jatropha asistida
por ultrasonido (95% en 30 min a 65 °C, con una relacién molar metanol/
aceite de 10 con 6% en peso de catalizador) (Ali et al., 2017). Este comporta-
miento se atribuy6 a la mejor dispersién de ambas fases y al aumento del
contacto con los sitios activos superficiales. No obstante, usar ultrasonido
de forma industrial llevaria a un mayor costo operacional.

Hay pocos estudios que se han enfocado en mejorar las condiciones de
reaccién usando este sistema catalitico (Herndndez-Martinez et al., 2023,
Ramirez-Paredes et al., 2024, Olvera-Urefa et al., 2025). Desde el punto de
vista ingenieril, la mejora y optimizacién de procesos permite lograr un equi-
librio adecuado entre el consumo energético, el uso de materias primas y la
eficiencia en la produccién de biodiesel (Pavlovi¢ et al., 2021; Khan y Singh,
2024). El sistema SrO-CaO obtenido a partir de la coprecipitacién de SrCl, y
Ca(NOs), fue evaluado con diferentes proporciones masicas de estos precur-
soresy calcinado a 900 °C en la transesterificacién de aceite usado (Prokaewa
etal.,2022). Se encontr6 que el tamafio de particula del catalizador aumenta
con la cantidad de estroncio, mientras que su drea disminuye. Ademds, todos
los catalizadores estudiados dieron una fuerza basica de 9.8 < H_< 15, 1o cual
disminuy6 con el envejecimiento debido a la formacién de Ca(OH),. A través
del método univariante, se determiné que una relacién molar metanol/
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aceite de 9, una temperatura de 80 °C, un tiempo de reaccién de 3 horas y
una carga de catalizador del 3 %p/p dieron como resultado un rendimiento
del 99%. Sin embargo, se observé que la actividad catalitica disminuyé con
cada ciclo, siendo el séptimo el dltimo en el que se obtuvo un rendimiento
superior al 60%. Cabe destacar que este estudio se realiz6 a 80 °C debido a
que se utilizé aceite usado, lo cual requiri6 un mayor consumo energético
para la formacién del biodiesel.

En un estudio previo en el cual el St se incorporé con metanol a una ma-
triz de CaO, se observé que la basicidad disminuy6 ligeramente debido a la
formacion de SrCO; (Hernadndez-Martinez et al., 2023). No obstante, para el
sistema Sr/CaO no se evalud el efecto de la temperatura ni el tiempo de reac-
cién, los cuales son factores importantes por considerar para la dispersién o
la incorporacién de las nanoparticulas de Sr en la matriz de CaO y, conse-
cuentemente, efectos en la basicidad del catalizador. En ese sentido, este tra-
bajo estudié la temperatura de calcinacién y su relacién con la carga de Sry
su dispersion en el soporte de CaO. Con el objetivo de optimizar las condi-
ciones de reaccién en este estudio se aplicé el método de superficie de res-
puesta Box-Behnken, pues este permite modelar relaciones no lineales entre
los factores de entrada, en este caso las de operacién tales como tempera-
tura, la relacién molar metanol/aceite y al tiempo con un nimero menor de
experimentos en comparacién con el univariante.

Experimental

Materiales

Se adquiri6 aceite de canola (Canoil®) en una tienda local y se consigui6 cas-
car6n de huevo desechada a nivel doméstico. También se usé metanol
(99.5%, Meyer TM), n-hexano (99%, Sigma-Aldrich), y St(NOs), (99%, Me-
yer TM).

Preparacion de catalizadores

El cascarén de huevo se limpié con una solucién de NaOH y agua y se sec6 a
120 °C por 24 h para luego ser triturado y calcinado a 800 °C durante 4 h. El
CaO resultante, llamado asi de ahora en adelante, se trituré hasta tener pol-
vos finos. El CaO, se impregné con Sr(NOs), a distintas concentraciones de
Sr: 3, 6 y9 %p/p. Para hacer esto, 15 mL de metanol se agregaron a 15 g de
CaO a 60 °C durante 10 min con agitacién constante. Posteriormente, la
cantidad adecuada de Sr(NO;), para cada una de las concentraciones men-
cionadas se adicionaron a la mezcla y se dejaron macerar por 15 min. Al fina-
lizar, se mantuvieron a 60 °C durante 24 h para eliminar el metanol. Los ma-
teriales secos se calcinaron a 500, 650 y 800 °C por 4 h. De esta manera, se
obtuvieron tres series de catalizadores correspondientes a la carga de Sr lla-
madas Sr3/Ca0, Sr6/Ca0 y Sr9/Ca0; cada una de estas series se compuso de
tres catalizadores de acuerdo con su temperatura de calcinacién, dando un

[



www.mundonano.unam.mx | ARTICULOS DE INVESTIGACION | Mundo Nano
https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691€.2025.35.69843 | 18(35), €69843, julio-diciembre 2025
D. Marin-Lugo, R. Barrera-Gutiérrez, G. A. Vazquez-Rodriguez, G. Chavez-Esquivel, J. A. Tavizon-Pozos

total de nueve catalizadores. Dado que el catalizador Sr9/CaO fue el més ac-
tivo, una muestra sin calcinar de este se analiz6 por TGA-DTA.! Para esto se
utiliz6 un equipo TA Instruments Q600 (EUA). El material se calent6 de
temperatura ambiente a 900 °C a una velocidad de 10 °C/min en presencia
de una atmosfera inerte de N,. Este mismo catalizador calcinado a 800 °C se
analiz6 por espectroscopia electrénica de barrido con espectroscopia de ra-
yos-X de energia dispersa (SEM-EDS) usando un microscopio electrénico de
ultra alta resolucién JSM-7800F con una magnificacién de 5,000x. Los pasos
se resumen en la figura 1.

FIGURA 1. Diagrama del proceso de sintesis de los catalizadores

Cascarén de huevo 3r(NC;),
secoa 120°C, 24 h 3,6, 9 %plp Metanol

Cascardn de huevo Secar60 °C, 24 h
Calcmad‘ccaa g?ﬂ C4h = Cal0 Mezclar 60°C, 15 min Calcinar 500, 650, 800 °C, 4 h
Caracterizacion Sr3/Ca0
TGA-DTA Sr6iCa0
SEM 5r9/Ca0

Fuente: Elaboracion de los autores.

Transesterificacion de aceite de canola

El sistema de reaccién consistié en un matraz balén de fondo plano de una
boca de 50 mL conectado a un condensador de serpentin y puesto en una
mantilla de calentamiento con agitacién magnética. El efecto de la calcina-
cién y de la cantidad de estroncio se evalué con una carga de catalizador de 8
%p/p a 60 °C con una relacién molar metanol/aceite = 10 durante una hora
(Ramirez-Paredes et al., 2024). El metanol y el catalizador se mezclaron en el
reactor a 60 °C y se dejaron en reflujo y agitacién constante de 600 rpm du-
rante 15 min. Posteriormente, se introdujeron 10 g del aceite de canola y se
dejé transcurrir el tiempo de reaccién. Al terminar, el contenido del matraz
se pasé a un tubo de centrifuga de 50 mL y se centrifugé a 4,000 rpm duran-
te 15 min. Las fases liquidas, glicerina-biodiesel, se vertieron en un embudo
de separacién, se agregaron 5 mL de n-hexano y se dejaron reposar por 30
min. La fase superior de biodiesel se separé y se calenté a 60 °C hasta que el

1 TGA-DTA es una técnica de anélisis térmico, la cual mide las propiedades de los materiales
en funcién de la temperatura. TGA son las siglas de analisis termogravimétrico, mientras
que DTA son las siglas de anélisis térmico diferencial.
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n-hexano y el metanol se evaporaran por completo. Finalmente, la determi-

nacién del rendimiento de biodiesel purificado se realizé con un refractéme-
tro Abbe. Este proceso se resume en la figura 2.

FIGURA 2. Diagrama de flujo del proceso de reaccion.

Catalizador Metanal ‘

e
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/ Reactor / 50 °C \\
60°C 600 pm Centrifuga
( 600 rpm }_ _’( Metoil = 10 " 4000mm Catalizador gastado
15 min 8 %p/p catalizador

\ / \ 1h / |

" :
< Aceite de canola
s
1
-
Catalizador
: / Biodiesel
iodiesel
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Indice de refraccion

@ oo

= l 600 rpm
Met/oil=10
[ ] 8 %p/p catalizador
=

Fuente: Elaboracion de los autores.
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Optimizacion por superficie de respuesta Box-Behnken

El catalizador que mds rendimiento mostré se usé para la optimizacién me-
diante un disefio de experimentos de método de superficie de respuesta Box-
Behnken de tres factores. Los tres factores seleccionados fueron la relacién
metanol/aceite (met/oil; 10, 12.5 y 15), la temperatura (50, 60 y 70 °C), y el
tiempo de reaccion (1, 1.5, 2 h). Para realizar el tratamiento matemaético, se
utilizé el software Minitab 18. En la tabla 1 se muestran los factores y sus ni-
veles codificados y decodificados.

TABLA 1. Niveles de las variables decodificadas para el disefio de experimentos.

Factores Nivel
-1 0 +1 Codificados
Met/oil 10 12.5 15
Temperatura (°C) 50 60 70 Decodificados
Tiempo (h) 1 1.5 2

Fuente: Elaboracion de los autores.

Con base en lo anterior, se planteé la ecuacién 1 para obtener los valores

tedricos de la respuesta:
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Y = Bo+ X0, Bixi + X1y Paxi+ z?:lz;iﬁ-l ij X (Ec.1)

i
Donde: y = Rendimiento de biodiesel, x;, x; = temperatura, metanol/
aceite o tiempo, 3, = término constante, B, B, B;; = coeficientes de los para-
metros. Las condiciones de reaccién 6ptimas para los respectivos valores de
los factores se usaron para obtener biodiesel el cual fue caracterizado en su
densidad, viscosidad e indice de acidez, mediante un picnémetro, un viscosi-
metro de Oswald y una valoracién con KOH.

Resultados

Evaluacion catalitica
Enla figura 3 se muestra el rendimiento de biodiesel correspondiente al efec-
to de la calcinacién de cada carga de estroncio en los catalizadores de Sr/CaO.

FIGURA 3. Rendimiento de biodiesel de los catalizadores de Sr/Ca0 con 3,6y 9 %p/p de Sr con dife-
rentes temperaturas de calcinacion a 60 °C, relacion molar metanol/aceite = 10, durante 1 hy 8 %p/p
de catalizador.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

La figura 3 muestra que el rendimiento de biodiesel aumenté tanto con
la cantidad de Sr como con la temperatura de calcinacién. El soporte de CaO
calcinado a 800 °C —no mostrado en la figura—tuvo un rendimiento del 35
% debido a haber estado en contacto con el aire y su caracter higroscépico ge-
ner6 Ca(OH), el cual es menos activo que el 6xido (Kouzu et al., 2008). En
ese sentido, el catalizador Sr3/CaO calcinado a 500 °C, el cual fue el menos
activo de todos, mostr6 un incremento significativo en el rendimiento de
biodiesel del 40% alcanzando el 75.8%. El catalizador Sr9/CaO calcinado a
800 °C fue el més activo con un rendimiento del 84.5%. Todas las series mos-
traron un comportamiento similar, en el que aumenta aproximadamente
4-5% al incrementarse la temperatura de calcinacién de 500 a 650 °C y luego
un ligero incremento del 2-3% de 650 a 800 °C. Esta tendencia se debe a la
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formacién del SrO y del SrCO; en los catalizadores como se observé previa-
mente por Hernandez-Martinez et al. (2023). Con base en esto, dado que el
catalizador Sr9/CaO fue el mas activo, se tomd la decisién de caracterizarlo
por TGA y SEM, para luego ser optimizado. En la figura 4 se presenta el TGA
del sistema Sr9/CaO impregnado con metanol.

FIGURA 4. Analisis de TGA-DTA del catalizador Sr9/Ca0 impregnado con metanol sin calcinar.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

De acuerdo con el perfil de TGA, tanto el Ca(OH), como el Ca(OCH,), se
descomponen a los 400 °C y corresponde al 10%. No obstante, la descompo-
sicién del metéxido de calcio daria lugar a carbonatos de calcio. Luego, el
Sr(NOs), se descompone a los 500 °C; de acuerdo con la reaccién: Sr(NO;), =
SrO + 2NO, +1/20, (Culas et al., 2013). Sin embargo, debido a que se ha im-
pregnado con metanol, parte del Sr ha formado metéxido de estroncio el cual
se descompondria a 600 °C en 6xidos y carbonatos. Finalmente, a 800 °C se
observa la descomposicién de los carbonatos de calcio y estroncio. En ese sen-
tido los catalizadores calcinados a 500 °C han formado nanoparticulas de SrO
a partir del nitrato, pero aun quedarian los remanentes de metéxido y carbo-
nato (Ramirez-Paredes et al., 2024, Olvera-Urefia et al., 2025). Asi, los catali-
zadores calcinados a 650 °C han consumido las especies nitrato y metéxido,
pero han dejado una porcién de SrCOj;. Por tltimo, a 800 °C, una fraccién de
las especies de carbonato se transforman en SrO (Ptac¢ek et al., 2015). Ahora
bien, al aumentar la cantidad de estroncio, y calcinarlo a 800 °C, se obtendria
una mayor cantidad de estos sitios. Sin embargo, la presencia de los carbo-
natos limita el rendimiento de la reaccién, de ahi que los rendimientos de los
catalizadores calcinados a 650 y 800 °C sean similares (Ramirez-Paredes et
al., 2024, Olvera-Urefa et al., 2025). La microscopia de barrido del catali-
zador Sr9/Ca0 se muestra en la figura 5.
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FIGURA 5. Micro areas de SEM con escala de 5y 10 um de: a) Ca0, y, b) Sr9/Ca0 calcinado a 80 °C.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

La figura 5 muestra la comparacién morfoldgica del soporte de CaO con
el catalizador de Sr9/CaO. Se observé que ambos catalizadores se componen
de cimulos microscépicos (0.6 - 1.5 pum) caracteristicos del CaO (Unruean et
al., 2022). El hecho de que no sean muy distintos entre si sugiere que incluso
con una concentracién de 9 %p/p de St se tiene una alta dispersién de las na-
noparticulas de este metal alcalinotérreo, sin ademds provocar cambios sig-
nificativos en la morfologia del catalizador. Ahora bien, los resultados de
EDS se muestran en la tabla 2.

TABLA 2. Cantidades elementales obtenidas por EDS del soporte de CaO y el catalizador Sr9/Ca0
calcinados a 800 °C.

Catalizador Porcentaje ( %p/p) Porcentaje (% mol) Relaciones molares

0 Ca C Mg Sr S 0 Ca C Mg Sr S |0/ca ca/C O/C

Cao 489 404 77 0.8 = 22 | 636 210 133 07 = 14 | 3.03 157 477

Sr9/Ca0 46.5 373 8.4 0.7 6.0 11 62.3 20.0 15.0 0.6 1.4 0.7 312 133 436

Fuente: Elaboracion de los autores.

El analisis EDS mostr6 la presencia de O, Ca, C, Mg, y S en ambos mate-
riales y la presencia de Sr en el dopado. El carbono puede venir de varias
fuentes tales como carbonatos o bien carbono remanente de la materia orga-
nica de la cascara de huevo; asi como el Mgy el S. Las cantidades madsicas y
molares de O, Ca y C son muy similares entre si, indicando pocas diferencias
en la morfologia y composicién de la superficie. La relacién molar O/Ca se
mantuvo cercana a 3.0, mientras que Ca/Cy O/C mostraron diferencias al in-
corporarse el Sr que podria estar alterando la proporcién de oxigeno en la es-
tructura, pues la formacién de carbonatos no solo aumentaria la cantidad de
C sino también la de O (Li et al., 2016). Particularmente, el C aumento ligera-
mente en el catalizador dopado posiblemente debido a mayor cantidad de car-

[



Mundo Nano | ARTICULOS DE INVESTIGACION | www.mundonano.unam.mx
18(35), 69843, julio-diciembre 2025 | https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2025.35.69843
D. Marin-Lugo, R. Barrera-Gutiérrez, G. A. Vazquez-Rodriguez, G. Chavez-Esquivel, J. A. Tavizon-Pozos

bonatos, entre ellos de Sr. El St mostré una presencia de 6.0 %p/p en la super-
ficie, el cual en comparacién con la carga teérica de 9 %p/p sugeriria que una
tercera parte de este metal se introduce en la matriz del CaO (Olvera-Urefia et
al., 2025). Extrapolando este resultado, se puede proponer que, ante menor
carga de Sr, habria menor cantidad de nanoparticulas de este en la superficie,
y, por lo tanto, menor actividad. Esto se debe a formarse, durante la sintesis
con metanol, iones de Sr** y metéxido de calcio, el que, durante la calcinacién,
formaria 6xidos y carbonatos de calcio los cuales atraparian parte del es-
troncio en su estructura (Hernandez-Martinez et al., 2023). De esta manera,
la parte restante del estroncio quedaria en la superficie en forma de nanopar-
ticulas de SrO o SrCOj; altamente dispersas. Por lo tanto, la impregnacién con
metanol es contraproducente para obtener SrO pues tiende a formar los car-
bonatos. El modelo propuesto para este sistema se presenta en la figura 6.

FIGURA 6. Modelo general propuesto de la dispersion de las particulas de SrO y SrCO; de los cataliza-
dores de Sr/CaO calcinados a 800 °C.

@ ©)

Fuente: Elaboracion de los autores.

No obstante, a pesar de la generacién de SrCO3, el catalizador Sr9/CaO
calcinado a 800 °C mostr6 el mayor rendimiento (84.5 %) y, en consecuencia,
es interesante encontrar un punto éptimo modificando las condiciones de
reaccién y aplicando un disefio de experimentos de método de superficie de
respuesta.

Optimizacioén del catalizador Sr9/Ca0

La tabla 3 exhibe la serie la serie de experimentos de Box-Behnken realiza-
dos modificando la relacién metanol/aceite (met/oil, x1), temperatura (x2) y
tiempo de reaccion (x3). Se muestran las respuestas experimentales y simu-
ladas por el modelo matematico expuesto en la ecuacién 2.

Rendimiento de BD (%) = 83.223-2.51 x1 + 4.115xx2 + 2.127 *x3 + 0.213 * x 12-
2.082 xx2? +1.388 xx 3%+ 0.01 xx1 xx2 - 0.575 xx1 xx3 - 0.51 xx2 *x 3 (Ec.2)

Para los datos experimentales se aplicé el andlisis estadistico de la t de
Student de dos colas apareadas con 95% de confianza. Los resultados demos-
traron que no hay diferencias significativas debido a que el valor de la t cri-
tica fue mayor que la t estadistica, 2.14 y 0.0059, respectivamente. La tabla
4 presenta el andlisis de varianza para el modelo obtenido.
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TABLA 3. Resultados del disefio de experimentos Box-Behnken para la transesterificacion de aceite de
canola usando el catalizador de Sr9/Ca0 con las variables decodificadas en paréntesis y carga de 8
%p/p de catalizador.

Corrida Met/oil Temperatura Tiempo Rendimiento de BD (%)
) (h) NIUEGE Experimental

1 0(12.5) -1(50) 1(2) 81.05 81.67
2 0 (12.5) -1(50) -1(1) 75.77 76.59
3 1(15) -1(70) 0(1.5) 7471 74.06
4 0 (12.5) 0 (60) 0(1.5) 83.22 83.59
5 0 (12.5) 0 (60) 0(1.5) 83.22 82.93
6 -1(10) 0(60) 1(2) 90.03 90.19
7 -1(10) 1(70) 0(1.5) 87.96 88.63
8 0 (12.5) 1(70) -1(1) 85.02 84.41
9 0 (12.5) 0 (60) 0(1.5) 83.22 83.15
10 -1(10) -1(50) 0 (1.5) 79.75 78.99
1 1(15) 0 (60) 1(2) 83.86 83.91
12 0 (12.5) 1(70) 1(2) 88.26 87.45
13 1(15) 1(70) 0(1.5) 82.96 83.74
14 1(15) 0 (60) -1(1) 80.76 80.61
15 -1(10) 0 (60) -1(1) 84.63 84.41

Fuente: Elaboracion de los autores.

TABLA 4. Datos estadisticos del analisis de varianza del modelo de superficie de respuesta para el
rendimiento de biodiesel.

Fuente Suma de Grados de Media de
cuadrados libertad cuadrados
ajustada ajustada
Modelo 249.604 9 27.734 31.40 0.001
Met/oil (x1) 50.401 1 50.401 57.07 0.001
Temperatura (x2) 135.466 1 135.466 153.38 0.000
Tiempo (x3) 36.210 1 36.210 41.00 0.001
X1 0.168 1 0.168 0.19 0.681
x2?2 16.000 1 16.000 18.12 0.008
x3? 7117 1 7117 8.06 0.036
X1*x2 0.000 1 0.000 0.00 0.984
XT*x3 1.322 1 1.322 1.50 0.276
X2*x3 1.040 1 1.040 118 0.327
Error 4.416 5 0.883
Falta de ajuste 419 3 1.397 12.37 0.076
Error puro 0.226 2 0113
Total 254.020 14

Fuente: Elaboracion de los autores.
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El analisis de varianza aplicado al rendimiento de biodiesel muestra que
el modelo obtenido es altamente significativo ya que p = 0.001 y explica el
98.2% de la variabilidad en los datos experimentales (R*> = 0.982), con un
ajuste corregido del 95.3% (RzajustadO =0.953). De acuerdo con los datos esta-
disticos, el factor mas influyente es la temperatura seguida de la relacién me-
tanol/aceite y el tiempo. Ademds, el término cuadrético de la temperatura
indica una relacién no lineal con el rendimiento. Por otro lado, las interac-
ciones entre factores no son estadisticamente significativas, es decir, la rela-
cién entre esos factores no tiene un efecto considerable en el rendimiento de
biodiesel segin los datos expuestos. Aun asi, el modelo se ajusta adecuada-
mente a los datos experimentales y capta bien las tendencias de los datos,
dado que la variabilidad observada es minima. No obstante, la capacidad
predictiva del modelo es moderada (Rzpredicho = 0.734), por lo cual su preci-
si6én en el rango experimental es relativamente aceptable, aunque podria ser
menos fiable fuera de él. En la figura 7, se muestran las graficas de contorno
y de superficie de respuesta de las interacciones de las variables.

FIGURA 7. Graficas de contorno y de superficie de respuesta Box-Behnken: a) temperatura vs met/oil,
a 1.5 h; b) tiempo vs met/oil a 60 °C; ¢) tiempo vs temperatura a met/oil = 12.5.
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Fuente: Elaboracion de los autores.

En las figuras 7a se observa que la relacién molar metanol/aceite en ex-
ceso tiene un efecto contraproducente pues al haber mas metanol en la mezcla
se diluyen mas los reactivos y el catalizador lo cual disminuye la probabilidad
de choques con las especies activadas superficialmente (Liu et al., 2008; Kha-
tibi, et al. 2021; Lee et al. 2010). Por otro lado, la temperatura es un factor im-
portante debido a proveer de la energia necesaria para este proceso. De esta
manera, al incrementarse la temperatura también lo hace el rendimiento de
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biodiesel sin importar la cantidad de metanol afiadida. No obstante, el rendi-
miento maximo se obtiene a menor cantidad de metanol puesto que habria
mds energia y los reactivos estarian mds disponibles para los sitios activos su-
perficiales. Respecto a las figuras 7b, se observé un efecto similar al ya des-
crito, en el cual al aumentar la cantidad de metanol disminuye el rendimiento.
Asi, de manera légica, al aumentar el tiempo de reaccién también lo hace el
rendimiento (Verma y Sharma, 2016; Dianursanti et al., 2017). Lo observado
en las figuras 7a'y 7b se concreta en las figuras 7c, en las cuales se muestra un
incremento del rendimiento de biodiesel con la temperatura y el tiempo, pues
la primera provee la energia y la segunda es la duracién de los reactivos en
contacto. Estos resultados demuestran lo obtenido en el anélisis de varianza
en donde la temperatura es importante por su contribucién energética, mien-
tras que la cantidad de metanol debe mantenerse baja y el tiempo ser prolon-
gado para asegurar los choques. De acuerdo con el modelo, el 6ptimo de
91.58% se encontraria con una relacién met/oil = 10, a 68.5 °C por 2 h; a estas
condiciones el valor experimental fue de 90.81%. Este resultado es aceptable
y demuestra la capacidad del modelo. No obstante, este valor fue menor al ob-
tenido mencionado en la literatura debido a que este sistema contiene SrCO4
el cual no contribuye con actividad (Prokaewa et al., 2022). Eso explicaria los
valores del rendimiento por debajo del 90% en los resultados experimentales
y en las graficas de superficie de respuesta. Asi, se podria sugerir que este mé-
todo de sintesis limitaria la cantidad y fuerza de los sitios, dando lugar a que
la temperatura de la reaccién tenga un rol importante para proveer energia al
sistema. Las propiedades del biodiesel y del aceite de canola fresco se mues-
tran en la tabla 5, al igual que los limites y rangos establecidos por la norma
ASTM.

TABLA 5. Propiedades del biodiesel producido a partir de aceite de canola comercial con el catalizador
Sr9/Ca0 a las condiciones 6ptimas de reaccion.

Propiedad Biodiesel Aceite de canola ASTM D6751
indice de acidez (mgKOH * g) 0.139 0.143 <0.5
Densidad (25 °C, g *ml") 0.881 0.957 0.87-0.89
Viscosidad cinematica (40 °C, mm? * s") 5.47 28.96 1.9-6

Elaboracion de los autores.

Con base en estos resultados, se puede concluir que el biodiesel obtenido
a las condiciones 6ptimas encontradas cumple con las propiedades fisicoqui-
micas estipuladas por la norma NMX-AA-174-SCFI-2015, la cual hace refe-
rencia directa a la noma ASTM D675. Se observé que la generacién de los
metil ésteres de dcidos grasos dan lugar a una menor densidad, viscosidad e
indice de acidez del biodiesel respecto al aceite de canola.

-



Mundo Nano | ARTICULOS DE INVESTIGACION | www.mundonano.unam.mx
18(35), 69843, julio-diciembre 2025 | https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2025.35.69843
D. Marin-Lugo, R. Barrera-Gutiérrez, G. A. Vazquez-Rodriguez, G. Chavez-Esquivel, J. A. Tavizon-Pozos

Conclusiones

Este trabajo estudi6 el efecto de la cantidad de Sr en CaO obtenido de casca-
ré6n de huevo, el efecto de la calcinacién y se realiz6 un estudio de optimiza-
cién en la transesterificacién de aceite de canola para la produccién de bio-
diesel. En la primera parte se concluy6 que al aumentar la cantidad de Sr se
tiene un mayor rendimiento de biodiesel debido a que habria mas cantidad
de sitios activos. Asimismo, el rendimiento de biodiesel también aumenté
con la temperatura debido a que las especies de Sr(NO;), se descomponen
totalmente arriba de los 650 °C. Sin embargo, los rendimientos de biodiesel
en las muestras calcinadas a 650 °C y 800 °C son similares, debido a que se
generan metdxidos de estroncio debido a la impregnacién con metanol. En
ese sentido, se generaria SrCO5 como lo sugiere la caracterizacién, e incluso
a 800 °C quedarian remanentes de este compuesto los cuales serian poco ac-
tivos. Asi, se confirmaria que mediante este método de sintesis una parte
significativa del Sr quedaria atrapado en la estructura cristalina mientras
que dos terceras partes quedarian como nanoparticulas dispersas en la su-
perficie. El modelo propuesto por el método Box-Behnken demostré ser ro-
busto y adecuado para predecir los valores del rendimiento de biodiesel en el
rango escogido. Asi, se concluyé que la temperatura juega un papel impor-
tante al proveer de la energia suficiente para realizar la transesterificacién de
los triglicéridos independientemente de la cantidad de metanol y el tiempo.
Las condiciones éptimas encontradas con este planteamiento fueron de me-
tanol/aceite = 10, 68.58 °C durante 2 h con una carga del 8 %p/p de cataliza-
dor. En otras palabras, se debe asegurar que ocurra la reaccién con un volu-
men total bajo, con suficiente energia y tiempo debido a que es posible que
los sitios del catalizador tengan actividad moderada.
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ABSTRACT: In both developed and developing countries, food and consumption habits have led
us to a dead end where most of the population suffers alterations in metabolism, which leads to
diseases such as type 2 diabetes mellitus (DM), high blood pressure and chronic inflammation.
DM can increase the risk of having some skin problems, such as bacterial and fungal infections
that lead to ulcers that are very difficult to heal, and a large percentage of patients even lose
their lower extremities. A proposal for the care of ulcer wounds, diabetic foot, burns, among oth-
ers, is to implement patches and/or bandages with a silver nanoparticle gel used as an antisep-
tic, as an alternative administration system to antibiotics to control and inhibit the colonization
of microorganisms such as super bacteria. Since silver nanoparticles have great potential in
biomedical applications such as bactericidal, fungicidal, antiviral or agent healing, among oth-
ers. Of all its uses, one of the most important is his employment as an agent antiseptic for hy-
gienic and medical purposes. In this work we prepared a hydrogel with a concentration of 1000
ug/mL of Ag NPs, and stability studies were carried out: pH study of the final formulation and
physical study to corroborate that the hydrogel maintains its appearance, color, odor and pH for
30 days at 25 °Cand 40 °C. Its antimicrobial activity was evaluated and compared against a com-
mercial cream containing silver sulfadiazine. From the Kirby-Bauer test, an average diameter of
the inhibition zones for our hydrogel was obtained that was greater than that of the inhibition
zones for the commercial cream. Ttherefore, the hydrogel prepared with AgNPs has good antimi-
crobial activity against Staphylococcus aureus and against Pseudomonas aeruginosa.

Received: October 17, 2024. Accepted: April 1, 2025. Published: April 11, 2025.

©This article was published in preprint mode, with the following DOI: https://doi.org/10.21203/
15.3.15-4838660/v.
%% Acknowledgments: Blanca Estela Chavez Sandoval was awarded a grant from the National
System of Researchers (SNI-Conahcyt) for 2022-2024 CVU 249131.
To Dr. Gerardo Zaniga Bermudez for his invaluable support in the Laboratory of Biological
Variation and Evolution of the ENCB-IPN.
To Dra. Aura Chavez Recio for her support in the clinic and comments.
* Instituto Politécnico Nacional, Unidad Profesional Interdisciplinaria de Biotecnologia (UPI-
BI-IPN).
** Instituto Politécnico Nacional, Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas (ENCB-IPN).
! Autora de correspondencia: bchavezs@ipn.mx, blanchavez29@gmail.com

[



Mundo Nano | RESEARCH ARTICLES | www.mundonano.unam.mx

18(35), €69866, July-December 2025 | https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691.2025.35.69866

Alejandra Sarai Espinosa Vega, Grecia Nufiiez Tahuilan, Maria de Lourdes Moreno Ribera, Maria Isabel Garcia-Ventura,
José Abraham Balderas Lopez, Blanca Estela Chavez Sandoval

KEYWORDS: metabolic diseases, antibiotic resistant microorganisms, silver nanoparticles (Ag-
NPs), medical applications, chronic wounds.

RESUMEN: Tanto en los paises desarrollados como en los paises en desarrollo, los habitos ali-
mentarios y de consumo han llevado a un callejon sin salida donde la mayoria de la poblacion
sufre alteraciones metabolicas, lo cual conlleva a sufrir enfermedades como la diabetes melli-
tus tipo 2 (DM), la hipertension arterial y la inflamacion cronica. La DM puede aumentar el
riesgo de padecer algunos problemas cutaneos, como infecciones bacterianas y fliingicas, pro-
vocando Ulceras muy dificiles de cicatrizar, e incluso un gran porcentaje de pacientes pierde las
extremidades inferiores. Una propuesta para la atencion de heridas ulcerosas, pie diabético,
quemaduras, entre otras, es implementar parches y/o vendajes con gel de nanoparticulas de
plata utilizado como antiséptico, como sistema de administracion alternativo a los antibioticos
para controlar e inhibir la colonizacion de microrganismos como las slper bacterias. Dado que
las nanoparticulas de plata tienen un gran potencial en aplicaciones biomédicas como bacteri-
cidas, fungicidas, antivirales o cicatrizantes, entre otras. De todos sus usos, uno de los mas
importantes es su empleo como desinfectante con fines higiénicos y médicos. En este trabajo,
preparamos un hidrogel con una concentracion de 1000 pg/mL de nanoparticulas de plata (Ag
NPs), y se realizaron estudios de estabilidad: estudio de pH de la formulacion final y estudio
fisico para corroborar que el hidrogel mantiene su apariencia, color, olor y pH durante 30 dias
a 25 °Cy 40 °C. Su actividad antimicrobiana también se evalué y se compard con una crema
comercial que contiene sulfadiazina de plata. A partir de la prueba de Kirby-Bauer, se obtuvo
un diametro promedio de las zonas de inhibicién para nuestro hidrogel mayor que el de las
zonas de inhibicion para la crema comercial; por lo tanto, el hidrogel elaborado con nanoparti-
culas de plata presenta buena actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus y contra
Pseudomonas aeruginosa.

PALABRAS CLAVE: enfermedades metabélicas, microrganismos resistentes a antibioticos, nano-
particulas de plata (AgNPs), aplicaciones médicas, heridas cronicas.

Introduction

Metabolic diseases, long considered of minor importance, are now taking
place as the main threats to human health. DM is the most common non-
communicable disease worldwide and the fourth to fifth cause of death in
developed countries, and also now in developing countries. The global num-
ber of people with DM will increase from 220 million to 300 million people
by 2025 (Tripathi et al., 2006).

Chronic complications of diabetes mellitus affect many organ systems
and are responsible for most morbidity and mortality. Chronic complications
can be divided in vascular and non-vascular, a serious example of these com-
plications is the important pressure zones for DM, since an untreated injury
in these areas can lead to diabetic foot, others like burns or varicose ulcers
(figure 1) are also relevant because chronic wounds promote a high coloniza-
tion of microorganisms (Baczako et al., 2019; Armstrong et al., 2023).

Regarding bacterial infections and inflammation, it poses another se-
vere threat to human health and the social economy in developed countries.
In addition, the existence of super-bacteria and the increasingly severe phe-
nomenon of antibiotic resistance highlight the development of new antibac-
terial agents (Fang et al., 2023).
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FIGURE 1. A) Important pressure zones for DM. B) Burns.
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Source: Author’s elaboration.

Staphylococcus aureus is the most relevant pathogenic species within its
genus, since it is mainly responsible for causing various infections such as
skin infections, pneumonia, endocarditis and osteomyelitis. S. aureus has a
high level of antibiotic resistance and is a common cause of infections in
hospitals and the community (Ahmad-Mansour et al., 2021); It is also one of
the most common bacteria found in chronic wounds.

Instead, Pseudomonas aeruginosa is a common, Gram-negative environ-
mental organism due to its natural resistance to antibiotics and the ability to
form biofilms. Infection with this pathogen can cause severe therapeutic
problems like respiratory infections, urinary tract infections, wound infec-
tions, blood infections, eye infections, among others (Mielko et al., 2019),
principally in chronic wounds and especially in pressure ulcers and burns.

Although the use of topical antibiotics has been the frequently used
treatment to control the colonization and proliferation of these pathogens
in wounds, treatment with silver has revolutionized infection care due to its
beneficial effects. However, it has been shown that treatments containing
only the silver ion can alter healing, causing cosmetic abnormalities in the
skin. Virulence factors and biofilms constitute attractive targets for the pre-
vention of infections caused by multidrug-resistant bacteria (Kim et al.,
2019; Reese et al., 2022).

Metallic nanoparticles of silver (AgNps), gold (AuNPs), zinc oxide (ZnO
NPs), copper and iron oxides, among others, have great potential in the
pharmaceutical industry since these materials can be synthesized and mod-
ified in a relatively simple way (Chavez-Sandoval et al., 2021; Medina-Solano
etal., 2024).

AgNPs have many advantages, such as the quantum confinement of elec-
tronic movement in semiconductor nanoparticles, surface plasmon reso-
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nance in some metallic particles or super magnetism in magnetic nanomate-
rials. Although several theories have been formulated about the antimicrobial
mechanism of silver nanoparticles, their bacteriostatic effect is related to var-
ious biological processes. These processes include the generation of reactive
oxygen species (ROS) and the induction of oxidative stress (OS) through en-
zyme inactivation. One of the key mechanisms of action is the denaturation
of disulfide bonds present in bacterial proteins, which ultimately leads to cell
death. These properties confer great benefits to the use of nanoparticles com-
pared to current commercial drugs.

In this work we prepared a hydrogel with a concentration of 1000 pg/
mL of AgNPs, its antimicrobial activity was evaluated and compared against
a commercial cream containing silver sulfadiazine in S. Aureus and P. aerugi-
nosa, our results suggest that the combination of gels and AgNPs displays
the great potential to manage superbug-infected trauma.

Materials and methods

All materials used in this work were reagent grade and all tests were done in
triplicate.

Synthesis and characterization of AgNPs
The method described by Chavez-Sandoval et al. (2021) was used, whit some
modifications as described below.

Briefly: Sodium citrate was used as the reducing agent. JT Baker brand
silver nitrate was used as the precursor.

Once the nanoparticles were obtained, they were stored at 4 °C for char-
acterization and subsequent use.

« Sodium citrate (Na3C6H507) 0.5 g

+ Silver nitrate (AgNO3) 0.2 g

«Distilled water 50 mL

UV-visible spectrophotometry
A Perkin Elmer spectrophotometer, model Lambda XLS, was used.

Transmission electron microscopy (TEM)

The equipment used was a scanning electron microscope in transmission
mode of the JEOL brand model JEM-ARM?200F (Japan) of the Electron Mi-
croscopy Laboratory of the Center for Nanoscience and Micro and Nano-
technologies (CNMN) of the IPN in Mexico City.

Microorganisms

The Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa strains were obtained
from the UPIBI-IPN strain collection.
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Basic tests for the study of antimicrobial activity

Minimum inhibitory concentration (MIC)
This test measures antimicrobial susceptibility by determining the smallest
amount of an agent, which is generally an antibiotic, capable of completely
inhibiting the growth of a given bacterial strain.

Itisideal for non-demanding growth bacteria such as S. aureus and P. ae-
ruginosa. In addition, it is a method that allows determining the inhibitory
activity and the bactericidal activity (Andrews et al., 2001).

Formulation and preparation of the hydrogel

The AgNPs have antimicrobial activity by themselves, however, they have a
low binding affinity, so it is recommended to use hydrogels as an effective
vehicle to improve this antimicrobial activity, since in combination with the
appropriate polymers, their antimicrobial activity can be enhanced. The gel
produced belongs to the classification of “hydrogel” which is a three-dimen-
sional network composed of flexible polymer chains that absorb a large
amount of water, although insoluble, they swell in the presence of it, signifi-
cantly increasing its volume while maintaining its shape until reaching the
physicochemical balance (Gao et al., 2016).

In this work the hydrogel was prepared according to the methodology of
Algin et al. (2020) and adding silver nanoparticles, according to the AgNPs
concentrations obtained from the MIC test, for each microorganism.

Once the hydrogel was obtained, it was compared against a commercial
cream using the Kirbi-Bauer test.

Kirby-Bauer test

The Kirby-Bauer test was performed to compare the antimicrobial activity of
the hydrogel, made from silver nanoparticles, against the antimicrobial ac-
tivity of a commercial silver sulfadiazine cream, widely used to prevent and
treat infections in wounds and burns (Reese et al., 2022). The mechanism of
action of sulfadiazine cream is based on the combination of sulfadiazine,
which acts as an inhibitor of folic acid synthesis, and silver ions, which inter-
fere with the function of bacterial enzymes and proteins (De Francesco et al.,
2022).

It is important to mention that the commercial cream is formulated
with a higher proportion of silver ions, according to its secondary pack-
aging, it contains 280 mg of silver sulfadiazine for each g of the final formu-
lation. Thus a 1:100 dilution was made accordingly that its silver concentra-
tion was comparable to the hydrogel prepared.

This test consists of insertion paper discs impregnated with antimicro-
bial agents on the surface of agar previously inoculated with the bacteria in

our case S. aureus and P. aeruginosa.
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The antimicrobial agent (AgNPs or commercial cream) contained in the
disks diffuses through the agar, and as it moves away from the disk, its con-
centration decreases logarithmically, thus generating a gradient of the anti-
microbial agent in the agar surrounding the disk (Yin et al., 2023).

Although there is still no standardized data regarding the inhibition di-
ameter zones using silver nanoparticles, the sensitivity determination of
the AgNPs was carried out by comparing their diameter with other antibi-
otics that are commonly used against Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa (tables 1 and 2).

Table 1. Determination of antibiotic sensitivity and resistance by the disk method for Staphylococcus
aureus.

Staphylococcus aureus

Antimicrobial | .. e Inhibition halo (mm)
agent Sensitive Intermediate Resistant

Cefazolin 30 >18 15-17 <14
Clindamycin 2 >21 15-20 <14
Erythromicyn 15 223 14-22 <13
Gentamicin 10 >15 13-14 <12
Oxacilin 1 213 1-12 <10
Penicilin G 10 229 - <28

Vancomycin 30 >15 - -

Source: Prepared by the authors based on data from American Society for Microbiology (2009).

Table 2. Determination of antibiotic sensitivity and resistance by the disk method for Pseudomonas
aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa

Antimicrobial DT Inhibition halo (mm)
agent Sensitive Intermediate Resistant

Cefazolin 30 217 15-16 <14
Clindamycin 75 221 16-20 <154
Erythromicyn 30 223 15-22 <14
Gentamicin 10 215 13-14 <12
Oxacilin 30 219 15-18 <14
Penicilin G 100 >18 = <17
Vancomycin 10 >15 13-14 <12

Source: Prepared by the authors based on data from American Society for Microbiology (2009).
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Results and discussion

Synthesis and characterization of AgNPs

We obtained a yellow colloid characteristic of the silver nanoparticles (Medi-
na-Solano et al., 2024), and they were characterized by using a Perkin Elmer
spectrophotometer, model Lambda XLS, from a wave sweeping in a range of
276 to 700 nm, obtaining a maximum lambda of 429 nm with an absorbance
of 0.311 a.u. (figure 2). The appearance of absorption bands in the spectrum
around wavelengths from 400 nm to 450 nm indicates the presence of Ag-
NPs, the maximum lambda at these wavelengths is due to resonance absorp-
tion of surface plasmons.

FIGURE 2. A) Yellow colloid characteristic of AgNPs. B) UV-Vis characterization, the maximum lambda
was 429 nm.
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Source: Author’s elaboration.

The color of the AgNPs can vary mainly due to the method used, as well
as the concentration of the reducing agent, in this work we use sodium ci-
trate as a reducing agent. Sodium citrate also acts as a stabilizer and pH me-
diator. The AgNPs thus obtained were kept refrigerated at a temperature of
between 2-7 °C until their characterization.

Transmission electron microscopy (TEM) characterization

The TEM analysis allowed us to observe that the AgNPs synthesized in this
work are spherical with a variable size from 5 to 100 nm (figure 3). Spheri-
cal, polymorphic AgNPs of different sizes were observed. The variation in
the size of the AgNPs can be attributed to the temperature, since, in general,
the size of the nanoparticles increases with the reaction time.

We observed some agglomeration, so it is advisable to use other stabi-
lizing agents as well as surfactants, which can protect the nanoparticles and
prevent their agglomeration.
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FIGURE 3. Silver nanoparticles obtained with sizes ranging from approximately 5 nm, image A, to 100
nm, image B.

Source: Author’s elaboration.

Minimum inhibitory concentration (MIC)

The minimum inhibitory concentration test was carried out to know the
lowest concentration at which silver nanoparticles inhibited the growth of
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa, to determine the concen-
tration of AgNPs in the hydrogel formulation.

The concentration of the AgNPs in each tube is described in table 3.

A total of 11 concentrations were used.

Table 3. Concentration of AgNPs used for the MIC test.

AgNPs

Concentration
(pg / mL)

—_

1000.00

500.00

250.00

125.00

62.50

31.25

16.62

7.81

O [0 (N | U | W N

3.90

=
o

1.95

=5
=

0.97

Source: Author’s elaboration.
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Staphylococcus aureus

As seen in figure 4, the minimum concentration at which there is inhibition
of Staphylococcus aureus corresponds to 1000 pg/mL section number 1, and
tube 1 in table 3.

FIGURE 4. A) Tube 1 contains the concentration of 1000 mg/mL and corresponds to the concentration
where growth of S. aureus is no longer observed in panel B.

Source: Figure prepared by the authors.

Pseudomonas aeruginosa
In the case of P. aeruginosa, in figure 5, the minimum inhibitory concentra-
tion was 250 pg/mL, section 3, corresponding to tube 3 in table 3.

FIGURE 5. A) Battery tubes with different concentrations of AgNPs. B) Replating each concentration of
AgNPs used.

LY ==~ -
Source: Author’s elaboration.

Thus, it seems that the AgNPs synthesized in this work are more effec-
tive against P. aeruginosa than against S. aureus.
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It is important to mention that the MIC test depends on the antibacte-
rial activity of the AgNPs and this in turn is related to the synthesis method
used, including reducing and stabilizing agents, since for cell disruption to
be effective the concentration of the AgNPs, the charge in their surface, its
morphology and especially its size, it has been reported that the smaller the
AgNPs are, from 5 nm to 10 nm, the greater their antimicrobial effect (Nie et
al., 2023; Medina-Solano et al., 2024).

Furthermore, there is no standardized data for the MIC test using silver
nanoparticles and given that other protocols evaluate AgNPs with different
characteristics, synthesized by various methods, a comparison cannot be
made between the values obtained and those reported by previous research.
Likewise, there is also no standardized MIC test data for antibiotics, since
the articles reviewed works with different conditions and concluded that an-
tibiotic therapy does not completely eradicate the bacteria Staphylococcus au-
reus and Pseudomonas aeruginosa, which could be because of the prescription
of antibiotics in developing countries where the use of antibiotics is not yet
well controlled (Sulis et al., 2022). This has led to the evolution of bacteria to
resist antibiotics even at high concentrations, which is why AgNPs hydrogel
are an excellent therapeutic alternative.

Formulation and preparation of the hydrogel

In accordance with the Official Mexican Standard NOM-073-SSA1-2015,
stability of drugs and medications, as well as herbal remedies, in section
7.5.1, the conditions are stipulated according to the type of stability study,
whether accelerated or intermediate condition, or long-term with the objec-
tive of demonstrating the useful life of the new drug (table 4).

Table 4. General study conditions for new medication.

Type of study Storage conditions Minimum period  Analysis frecuency
Accelerated | o, 5 oc )/ 75% + 5% RH 3 months 1-3 months
stability
Stability at
intermediate | 30°C+2°C/65% +5% RH 6 months 3-6 months
condition

25°C +2°C / 60% + 5% RH fomt?grt]hf) & B IMOE
Long term P
stability

30 °C £ 2°C / 65% + 5% RH 12 mpnths 0,3,6,9 and 12

(option 2) months

Source: Author’s elaboration.

These tests serve as quality control to ensure the effectiveness and safety
of the medications. According to the results obtained, it is observed that our
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hydrogel maintains its pH, appearance, color and smell for 30 days. The hy-
drogel must have a pH of 7.0 and this pH must be maintained throughout its
useful life since a lower or higher value can cause undesirable side effects such
as irritation, pain, burning or itching since the purpose of the hydrogel is to
provide a mechanical barrier, that is, it remains on the application surface,
avoiding colonization of the wound by opportunistic microorganisms.

However, it is necessary to measure its viscosity, extensibility and ex-
trusion for at least 6 months to evaluate its adhesion and extensibility on
the skin, as well as determine its stability and expiration date. However,
these tests go beyond the scope of this work.

Kirby-Bauer test

With Kirby-Bauer test we observe that after 48 hours there is antimicrobial
effectiveness of both preparations against P. aeruginosa, however, a greater
inhibition is observed by the AgNPs hydrogel that obtained an inhibition
zone of up to 20 mm, with an average of 15 mm, against the sulfadiazine
cream, whose resulting halo was 10 mm (table 2), demonstrating that the
antibacterial action of the AgNPs hydrogel is greater than that of the com-
mercial cream (figure 6).

During the analysis of the antimicrobial effectiveness test of the hy-
drogel and the commercial cream against Staphylococcus aureus, we observe
that both products showed relatively low inhibition halos, however, it is no-
table that the hydrogel presented a slightly larger halo (13 mm) compared to
cream (10 mm) (figure 6 and table 5).

FIGURE 6. Antibiogram result of the Kirby-Bauer test for microorganisms studied, A) S. aureus, and, B)
P. aeruginosa both treatment with AgNPs hydrogel and commercial cream.

E

P. aeruginosa

AgNPs
hydrogel

i~
Aty
"3 Commercial
f cream
@3
Yy ¢

4

Source: Author’s elaboration.

Although we mention that our results are not comparable with results
reported with antibiotics, the largest inhibition zone observed for the hy-
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Table 5. The average diameter of the haloes generated for Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa.

Average diameter (mm)

Inoculum .
AgNPs hydrogel Commercial cream
Staphylococcus aureus 13.00 10.00
Pseudomonas aeruginosa 15.00 10.00

Source: Author’s elaboration.

drogel against Pseudomonas aeruginosa was 15 mm, which could be consid-
ered like the values reported as sensitive for antibiotics such as gentamicin
and tobramycin (215 mm).

On the other hand, the inhibition of Staphylococcus aureus was consider-
ably lower, similar only with antibiotics such as oxacillin (tables 1-2).

The improved results of the AgNP hydrogel compared to the commercial
cream may be because the silver nanoparticles integrate more efficiently
into cells, inhibit microorganisms, and facilitate healing.

Conclusions

Silver nanoparticles were synthesized that showed a maximum lambda of
429 nm by UV-Vis spectrometry.

Transmission electron microscopy (TEM) revealed that the synthesized
silver nanoparticles have a spherical morphology, with different sizes and
some agglomeration.

Ahydrogel was formulated with the silver nanoparticles obtained, which
complies with the quality control of pH and stability after 30 days, according
to Mexican regulations.

The hydrogel demonstrated higher antimicrobial effectiveness com-
pared to commercial silver sulfadiazine cream at the same concentration,
against Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa.
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Nanoparticulas viromiméticas para la entrega de
acidos nucleicos en el estudio del parasito

Trypanosoma cruzi

Viromimetic nanoparticles for nucleic acid delivery
in the study of parasite Trypanosoma cruzi

R. E. Cardenas-Guerra,* D. S. Moreno-Gutiérrez,** A. Hernandez-Garcia**

ABSTRACT: Chagas disease, caused by the parasite Trypanosoma cruzi, remains a neglected illness
with high rates of underdiagnosis and limited therapeutic options, especially in the chronic
phase. Despite advances in molecular biology, the functional study of genes in T. cruzi faces sig-
nificant challenges due to its genetic diversity and the lack of efficient nucleic acid delivery tools.
In this context, viromimetic nanoparticles (VNPs) emerge as bioinspired platforms that mimic the
structural and functional properties of viruses, enabling safe, targeted, and minimally immuno-
genic delivery of genetic material. This work explores the design principles, functional character-
istics, and biomedical applications of VNPs. The viromimetic system C,B¥? is highlighted as an
example of antisense oligonucleotide delivery in T. cruzi, demonstrating the potential of these
platforms as emerging tools for functional research and the development of new targeted thera-
peutic strategies.

KEYWORDS: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, viromimetic nanoparticles, antisense oligonu-
cleotides, gene therapy.

RESUMEN: La enfermedad de Chagas, causada por el parasito Trypanosoma cruzi, sigue siendo
una patologia desatendida con altas tasas de subdiagnostico y opciones terapéuticas limitadas,
especialmente en la fase cronica. A pesar de los avances en biologia molecular, el estudio funcio-
nal de genes en T. cruzi enfrenta grandes desafios debido a su diversidad genéticay a la falta de
herramientas eficientes para la entrega de acidos nucleicos. En este contexto, las nanoparticulas
viromiméticas (NPVM) se perfilan como plataformas bioinspiradas, las cuales imitan propiedades
estructurales y funcionales de los virus, permitiendo una entrega segura, dirigida y poco inmuno-
génica de material genético. Se abordan los principios de disefio, caracteristicas funcionales y
aplicaciones biomédicas de las NPVM. Se destaca el caso del sistema viromimético C,B¥? como
ejemplo de entrega de oligonucledtidos antisentido en T. cruzi, evidenciado el potencial de estas
plataformas como herramientas emergentes para la investigacion funcional y el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas dirigidas.

PALABRAS CLAVE: enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi, nanoparticulas viromimeéticas,
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Introduccion

La enfermedad de Chagas, también conocida como tripanosomiasis americana,
es una enfermedad tropical desatendida y potencialmente mortal causada por
el parésito protozoario Trypanosoma cruzi. Como se observa en el cuadro 1, la
propagacién de la enfermedad de Chagas, considerada endémica en 21 paises de
América Latina, ha transcendido esta regién debido a la migracién de personas
infectadas y a modos especificos de transmisién no vectorial, lo cual ha facilita-
do su expansién a paises no endémicos de América y otras partes del mundo.

Enla actualidad, se estiman infectadas en el mundo a mds de entre 6y 7
millones de personas, mientras 75 millones permanecen en riesgo de con-
traer la enfermedad. Cada afio se reportan 30,000 nuevos casos y mas de
12,000 muertes, subrayando su relevancia como una gran preocupacién de
salud publica a nivel global. Sin embargo, menos del 10% de los infectados
han sido diagnosticados, lo cual dificulta su control y tratamiento oportuno.

En México, entre los estados con mayor incidencia se encuentran: Cam-
peche, Chiapas, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacdn, Nayarit, Nuevo
Ledn, Oaxaca, Quintana Roo, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan, reflejando la
distribucién geografica de los vectores transmisores en el pais.

A pesar de los esfuerzos y avances importantes en el control de su trans-
misién, la enfermedad de Chagas se ha convertido en un problema de salud
global (WHO, 2024; DNDj, 2024).

Cuadro 1. Impacto de la enfermedad de Chagas.

- Endémica en 21 paises de América Latina* y también presente en América del Norte,
Europa, Asia.

> 6-7 millones de personas en el mundo tienen Chagas.

« > 75 millones de personas estan en riesgo de contraerla.

30,000 casos nuevos son reportados anualmente.

» > 12,000 muertes al ano.

* < 10% de los infectados han sido diagnosticados.

« Los estados con mayor incidencia en México** son: Campeche, Chiapas, Guanajuato,
Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Nayarit, Nuevo Leon, Oaxaca, Quintana Roo, Tamaulipas,
Veracruz y Yucatan.

* Argentina, Belice, Bolivia (Estado Plurinacional de), Brasil, Chile, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El
Salvador, Guayana Francesa, Guatemala, Guyana, Honduras, México, Nicaragua, Panama, Paraguay,
Per(, Surinam, Uruguay y Venezuela (Republica Bolivariana de).

** Direccion General de Epidemiologia (2022), Tripanosomiasis. SUIVE/DGE/Secretaria de Salud/Esta-
dos Unidos Mexicanos (2022).

Fuente: Informacion tomada de WHO (2024); DNDi (2024).

La enfermedad de Chagas fue descubierta en 1909, por el brasilefio Carlos
Ribeiro Justiniano Chagas, y fue reconocida por la Asamblea Mundial de la
Salud hasta 2019, declarando el 14 de abril como su dia conmemorativo. La
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) la describe como una “enfermedad
silenciosa”, al progresar a lo largo de varios afios, y a menudo de manera asin-
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tomatica. Sin tratamiento, la enfermedad de Chagas puede provocar altera-
ciones cardiacas y digestivas pudiendo ser estas fatales.

Su principal modo de transmisién es través de la picadura de chinches de
la familia Reduviidae y subfamilia Triatominae, cominmente conocidas como
“chinches besuconas”, que estén infectadas con el parasito. Ademas de la trans-
misién vectorial, la infecciéon se puede adquirir por via oral (mediante ali-
mentos o bebidas contaminados), por transfusiones de sangre o trasplantes de
6rganos, y, verticalmente, de madres infectadas a sus descendientes (WHO,
2024; DNDi, 2024; OPS, 2024).

Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi

El parésito tiene un ciclo de vida complejo y ocurre tanto en el vector insecto
como en los hospederos mamiferos (figura 1). En humanos, se presenta en dos
formas principales: tripomastigote y amastigote. Los tripomastigotes, presen-
tes en la sangre, poseen un flagelo, el cual les permite moverse, pero no se di-
viden en el torrente sanguineo; su funcién principal es diseminar la infeccién.
Al invadir células del hospedador, se transforman en amastigotes, formas in-
tracelulares sin flagelo que se replican activamente, preferentemente en célu-
las de origen mesenquimal.

Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.

Trypanosoma cruzi ODPD
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o El triatomino se alimenta de sangre
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Fuente: Imagen tomada de CDC - DPDx - American Trypanosomiasis. Traduccion de los editores.
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En el vector insecto, los tripomastigotes ingeridos por la chinche redu-
viidae se transforman en epimastigotes, su forma replicativa en el intestino
del vector. Luego, en la parte posterior del intestino, evolucionan a tripo-
mastigotes metaciclicos, la forma infectiva para los mamiferos, la cual se li-
bera en las heces del insecto. Cuando estas entran en contacto con la piel o
membranas mucosas del hospedador, los tripomastigotes penetran en las
células y reinician el ciclo al diferenciarse nuevamente en amastigotes repli-
cativos, los cuales eventualmente regresan al torrente sanguineo como tri-
pomastigotes para continuar la propagacién de la infeccién.

Manifestaciones clinicas y diagnostico

La enfermedad de Chagas progresa en dos etapas clinicas: fase aguda y fase
crénica (tabla 1). La fase aguda, que dura de semanas a meses, puede ser asin-
tomatica o manifestarse con sintomas leves o no especificos como fatiga, fie-
bre, dolor de cabeza, dolor muscular, dificultad para respirar, ganglios infla-
mados, palidez, hinchazén y dolor abdominal o toracico. En algunos casos,
aparecen manifestaciones caracteristicas como el chagoma (lesién cutdnea en
el sitio de la picadura de la chinche) y el signo de Romana (hinchazén violacea
en un ojo, debido a la entrada del parasito por la conjuntiva ocular). En situa-
ciones graves, la infeccién puede derivar en miocarditis y meningoencefalitis.
Aunque la mortalidad en esta es baja (0.2-5%) y menos del 1-5% de los pa-
cientes desarrolla sintomas graves, la infeccién suele resolverse espontanea-
mente. No obstante, sin tratamiento, la infeccién persiste en forma crénica.

En la fase crénica, la mayoria de los individuos permanecen asintoma-
ticos, en una condicién conocida como fase indeterminada, la cual puede pro-
longarse durante afios. Sin embargo, entre el 30 y 40% de pacientes desarrolla
complicaciones severas entre 10 y 30 afios después de la infeccién aguda,
afectando principalmente al corazén (miocardiopatia, insuficiencia cardiaca,
arritmias y riesgo de muerte subita) y/o al sistema digestivo (megaeséfago y
megacolon). El diagndstico en esta fase se basa en pruebas seroldgicas, elec-
trocardiograma, ecocardiograma y PCR, aunque la sensibilidad de esta dltima
disminuye en comparacién con la fase aguda (tabla 1). Ademas, los pacientes
inmunocomprometidos presentan un mayor riesgo de desarrollar manifesta-
ciones graves en esta etapa (Pérez-Molina y Molina 2018; DNDj, 2024).

El diagnéstico de la fase crénica requiere la concordancia de dos pruebas
serolégicas, siendo los métodos mas utilizados ELISA (Chagatest recombi-
nante, BioELISA Chagas Abbott Prism, MultiCruzi) y pruebas rapidas (Chagas
Stat-Pak, Chagas Detect Plus, BIOLINE Chagas Ab). Aunque el uso de anti-
genos seroldgicos especificos de T. cruzi ha mejorado la deteccién de la enfer-
medad, se han identificado variaciones geograficas en la sensibilidad de las
pruebas, lo que subraya la necesidad de mejorar en el diagndstico congénito,
la supervisién del tratamiento y los antigenos especificos de cepas (Bhatta-

charyya et al., 2024).
°
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Tabla 1. Fases de la enfermedad de Chagas.

Duracion

Sintomas principales

Diagndstico

Prondstico

Aguda Semanas a |Fiebre, fatiga, chagoma, Parasitologico Baja mortalidad
meses signo de Romania, directo, PCR. (0.2-5%).
hepatoesplenomegalia, Resolucion
linfadenopatia. espontanea en
En casos graves: 4-8 semanas.
miocarditis y
meningoencefalitis.
Cronica Afos o toda | Asintomatica, ausencia Serologia, PCR Buen pronéstico; la
indeterminada la vida de signos clinicos (baja sensibilidad). mayoria no
visibles. desarrolla
complicaciones.
Cronica 10-30 anos |Cardiaca: Miocardiopatia, Serologia, Riesgo de muerte
sintomatica post insuficiencia cardiaca, electrocardiograma, slbita,
infeccion |arritmias, muerte subita. ecocardiograma, insuficiencia
Digestiva: Disfagia, estudios de imagen cardiaca o
regurgitacion, (esofagograma, complicaciones
estrefiimiento cronico, manometria). digestivas graves.
megacolon,
megaesofago.

Fuente: Elaboracion de los autores, con base en Pérez-Molina y Molina (2018), y DNDi (2024).

Tratamiento actual para la enfermedad de Chagas

Durante més de 60 afios, solo se han utilizado dos formacos para tratar la en-
fermedad de Chagas: nifurtimox y benznidazol, cuya eficacia varia segun la
fase dela enfermedad. Ambos son compuestos nitro-heterociclicos que actian
como prodrogras, siendo convertidos en su forma activa por la enzima especi-
fica del parasito, nitrorreductasa tipo I (T(NTR I), el cual los transforma en in-
termediarios con actividad antiparasitaria y produciendo especies reactivas de
oxigeno (Cérdenas-Guerra et al., 2022; Francisco et al., 2020).

Sin embargo, el uso de estos farmacos esta limitado por la aparicién de
efectos adversos significativos, incluyendo manifestaciones cutdneas, diges-
tivas, neurolégicas y hematoldgicas en el caso del benznidazol, y trastornos di-
gestivos, psiquidtricos y neuroldgicos para el nifurtimox (tabla 2). Estos
efectos adversos contribuyen a una alta tasa de abandono del tratamiento, lo
cual afecta su eficacia terapéutica (De Sousa et al., 2024).

Los estudios clinicos han demostrado que estos firmacos son mads efec-
tivos cuando se administran en etapas tempranas de la infeccién y han mos-
trado cierto grado de eficacia en la fase crénica asintomatica. No obstante, pre-
sentan tres limitaciones principales: i) tratamientos prolongados de 60 a 90
dias; ii) efectos adversos severos, los cuales afectan la adherencia al tratamiento,
y, iii) baja eficiencia en la etapa crénica con sintomas severos (DNDj, 2024).

Las limitaciones de los tratamientos actuales resaltan la necesidad de
desarrollar nuevas herramientas terapéuticas que optimicen la eficacia y to-
lerabilidad del manejo de la enfermedad de Chagas.

-]
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Tabla 2. Reacciones adversas de benznidazol y nifurtimox.

Benznidazol

- Cutaneas: Prurito, erupciones localizadas o generalizadas, eritema.

En casos moderados: fiebre; raramente, sindrome de Stevens-Johnson. (Aparecen
alrededor del dia 10; se recomienda antihistaminicos o corticoides y evitar alcohol).

- Digestivas: Nauseas, vomitos, dolor abdominal.

En raros casos: coluria, hepatomegalia y/o ictericia. (Surgen en las dos primeras
semanas; puede requerir ajuste en la administracion o suspension en casos graves).

« Neurolégicas (5% de los pacientes): Cefalea, neuropatia periférica y alteraciones
sensoriales. (Aparecen después de 50 dias; en casos graves, se suspende el tratamiento).
« Hematoldgicas (raras, 1 en 2000 pacientes): Leucopenia, neutropenia y agranulocitosis.
(Se presentan entre los dias 20 y 30; es clave monitorear el recuento sanguineo y
suspender en caso grave).

« Digestivas (60% de los pacientes): Nauseas, anorexia y pérdida de peso. (Aparecen en
1-3 semanas; mantener tratamiento y ajustar alimentacion).

* Psiquiatricas (22%): Ansiedad, insomnio, ataques de panico y agitacion psicomotora.
(Surgen en 1-3 semanas; puede ser necesario suspender el tratamiento temporalmente).
« Neuroldgicas (18%): Cefalea, inestabilidad, mareos, neuropatia dolorosa. (Ocurren
entre 2 y 10 dias; en casos graves, suspender el tratamiento y derivar a atencion
especializada).

Dosis recomendadas:

« Benznidazol: 5-10 mg/kg/dia en adultos y nifos, por 60 dias (dosis ajustada segin
tolerancia).

« Nifurtimox: 8-10 mg*kg/dia en nifios y 10 mg/kg/dia en adultos, por 60-90 dias.

Fuente: Elaboracién de los autores, con base en De Sousa et al. (2024).

Desafios en el estudio de Trypanosoma cruzi

El estudio de T. cruzi a nivel biolégico y molecular ha sido particularmente
desafiante debido a su complejo genoma, las complicadas interacciones con
el huésped durante la etapa crénica y la falta de herramientas eficaces para
su manipulacién genética. Ademas, T. cruzi, clasificada como especie unica,
presenta una gran diversidad genética, la cual se ha reconocido y clasificado
a través del analisis enzimdtico y genético de diferentes cepas en ambientes
domeésticos y silvestres, lo que ha llevado a la identificacién de siete grupos
genéticos o unidades de tipificacion discretas (DTU, por sus siglas en inglés),
denominadas TcI-TcVI y TcBat, agrupando cepas con caracteristicas genéti-
cas y biolégicas comunes de acuerdo a la relacién con la distribucién geogra-
fica, patogénesis, caracteristicas clinicas y la respuesta a terapia (Zingales et
al., 2012; Bhattacharyya et al., 2024). Aunque se han observado diferencias
en lainfectividad, virulencia y susceptibilidad a los firmacos entre las distin-
tas cepas del pardsito en estudios de laboratorio y en modelos animales, ha
sido dificil relacionar de manera concreta estas diferencias genéticas con las
manifestaciones clinicas en los pacientes (Gabaldén-Figueira et al., 2023;

Dumonteil et al., 2023).
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La entrega de 4cidos nucleicos, tales como los ARN de interferencia pe-
quenios (siARN), microRNAs, RNA mensajero y oligonucleétidos antisentido
(AONs), ha demostrado ser efectiva en el desarrollo de farmacos, terapias
génicas y vacunas. Estas terapias, conocidas por su capacidad de atacar en-
fermedades a nivel genético, han ampliado las opciones de tratamiento y
han sido aprobadas por la Administracién de Alimentos y Medicamentos de
Estados Unidos (FDA, por sus siglas en inglés) debido a su eficiencia y segu-
ridad (Gupta et al., 2021).

A diferencia de otros parasitos como Trypanosoma brucei, T. cruzi carece
de la maquinaria celular para procesar moléculas como siRNA (DaRocha et al.
2004). Por ello, una alternativa de entre los acidos nucleicos para manipular
la expresién genética de T. cruzi a nivel de traduccién es el uso de AONs. Estos
oligonucledtidos sintéticos de cadena sencilla, compuestos de 20-40 nucled-
tidos ADN o ARN, pueden ser disefiados para unirse a secuencias comple-
mentarias del mRNA del gen blanco mediante interacciones del tipo Watson-
Crick. Al ingresar al pardsito y unirse con su mRNA blanco, los AONs son
reconocidos por ciertos factores celulares, los cuales inducen la degradacién
del mRNA, inhibiendo asi la expresién de la proteina blanco. Esta estrategia
destaca por su alta especificidad, permitiendo “silenciar” cualquier gen de-
seado con precisién, reduciendo asi los efectos tdxicos inespecificos (Kole et
al.,2012).

Sistemas de entrega en Trypanosoma cruzi

En T. cruzi, los métodos de entrega de AONs u otro material genético se han
realizado principalmente por electroporacién y difusién pasiva a través de la
membrana celular. A pesar del potencial terapéutico de los AONSs, su aplica-
cién en T. cruzi sigue siendo limitada, con pocos estudios disponibles (Araya
et al., 2008; Hashimoto et al., 2014 y 2016; Malaga et al., 2001; Okura et al.,
2005, Orrego et al., 2014; San Francisco et al., 2017; Arroyo-Olarte et al.,
2020). Estos métodos presentan desventajas relativas a su baja eficiencia de
entrega, y son poco practicos para su uso en el pardsito. La electroporacién,
en particular, causa una alta mortalidad celular, requiere mucho tiempo, ne-
cesita equipos costosos y especializados, y carece de viabilidad para futuros
usos (DaRocha et al. 2004; Padmanabhan et al. 2014; Olmo et al. 2018).

Los enfoques nanotecnoldgicos representan los métodos quimicos avan-
zados para la transfeccién. Diversos estudios han demostrado que las nano-
particulas pueden transportar fairmacos al interior de T. cruzi (Romero et al.,
2010; Arias et al., 2015; de Freitas et al., 2022; Muraca et al., 2023). Entre
estas, destacan las nanoparticulas basadas en polimeros o lipidos catiénicos,
como liposomas o polimerosomas, utilizadas para introducir firmacos de
baja masa molecular, aunque no se han empleado para la entrega de acidos
nucleicos (Quijia-Quezada et al., 2019; Mengarda et al., 2023). Por ello, es
esencial desarrollar vectores efectivos para la entrega de AONs en T. cruzi,
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con el fin de ampliar su aplicabilidad en herramientas avanzadas de manipu-
lacién genética.

Nanoparticulas viromiméticas como sistemas de entrega

Desde el enfoque de la nanotecnologia, los virus representan plataformas alta-
mente eficientes para el disefio de terapias avanzadas, nanomedicinas, diag-
noésticos y nanomateriales funcionales, gracias a su notable capacidad de trans-
ferir genes, farmacos u otras biomoléculas hacia células blanco. Estas entidades,
que en su mayoria oscilan entre 16 y 300 nanémetros de didmetro, aunque
existen excepciones como los mimivirus, los cuales alcanzan hasta 1.5 pm
(Mondrow et al., 2013), presentan una arquitectura organizada combinando
acidos nucleicos encapsulados por una capside proteica. Esta estructura les
confiere estabilidad frente a condiciones ambientales adversas y permite su in-
greso al interior celular mediante estrategias como el escape endosomal y la
translocacién nuclear (Gao et al., 2021).

Inspiradas por esta eficacia natural, han surgido las nanoparticulas viro-
miméticas (NPVM), sistemas bioinspirados imitando aspectos clave de la es-
tructura y funcionalidad viral, pero sin contener material genético infeccioso.
Estas nanoparticulas buscan reproducir, de forma controlada y segura, los me-
canismos que hacen de los virus vectores tan efectivos.

A diferencia de las particulas similares a virus (VLPs), las cuales derivan
directamente de proteinas virales, las NPVM se construyen mediante bloques
sintéticos o naturales (proteina, péptidos, polimeros, lipidos o nanomateriales
inorgénicos) racionalmente disefiados para autoensamblarse en estructuras
con geometrias virales, funcionalidad dirigida, y capacidad de respuesta a esti-
mulos fisiolégicos (Ni et al., 2016; Walls et al., 2020; Moreno-Gutiérrez et al.,
2023). Esta aproximacién permite combinar la eficiencia de los virus con la
versatilidad y seguridad de los sistemas artificiales.

Diseno estructural y funcional de las NPVM

El disefio de NPVM se basa en replicar caracteristicas clave de los virus como su
morfologia, su superficie organizada, su habilidad de encapsular 4cidos nuclei-
cos, dirigirse a células blanco y responder al entorno intracelular. Por ejemplo,
se han desarrollado capsides sintéticas con simetria icosaédrica utilizando pro-
teinas disefiadas computacionalmente, las cuales imitan la organizacién jerar-
quica de los virus (Bale et al., 2016). También se han empleados péptidos auto-
ensamblables inspirados en dominios de virus como el adenovirus o el virus del
mosaico del tabaco para formar nanocapsides capaces de encapsular y liberar
material genético (Hernadndez-Garcia et al., 2014; Matsuura et al., 2010).

En cuanto a la superficies, se han disefiado particulas viromiméticas que
emulan la topografia viral mediante la repeticién simétrica de subunidades,
lo cual favorece la interaccién con receptores celulares y la activacién inmuni-
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taria (Niu et al., 2013). Algunas de estas nanoparticulas han incorporado en-
volturas lipidicas o glicoproteinas para replicar los mecanismos de reconoci-
miento y evasién de virus como VIH o herpes (Zhang et al., 2015; Perrault y
Shih, 2014).

Aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas
viromimeticas

Las NPVM tiene multiples aplicaciones en el drea de medicina y biotecnolo-
gia, entre las cuales destacan:

Terapia génica y edicién genética:

Las NPVM han demostrado ser vehiculos eficaces para la entrega de ADN,
ARN mensajero y oligonucleétidos terapéuticos. Gracias a su disefio mo-
dular, permiten proteger el material de la degradacion, facilitar su libera-
cién intracelular y dirigirlo al nacleo (Edwardson y Hilvert, 2019). Algu-
nas plataformas han integrado sefiales de localizacién nuclear o dominios
fusogénicos para emular rutas virales especificas (Yang et al., 2017). Asi-
mismo, nanoparticulas basadas en péptidos derivados del adenovirus han
sido disefiadas para promover el escape endosomal y la translocacién nu-
clear (Alonso-Valenteen et al., 2019).

Nanovacunas y presentacién antigénica:

Inspiradas en la capacidad de los virus para activar el sistema inmune, di-
versas NPVM han sido desarrolladas como plataformas vacunales. Al pre-
sentar antigenos en una forma ordenada y multivalente, estas particulas
promueven respuestas humorales y celulares mds potentes que los antige-
nos solubles (Kanekiyo et al. 2013; Walls et al. 2020). Un ejemplo destaca-
do es el uso de nanoparticulas de ferritina que presentan proteinas hema-
glutininas del virus de la influenza, generando anticuerpos neutralizantes
de amplio espectro (Kanekiyo et al., 2013).

Terapias antitumorales y antimicrobianas:
Se han desarrollado NPVM capaces de cruzar la barrera hematoencefilica,
liberar farmacos de forma controlada en el microambiente tumoral, o
combinar efectos fototérmicos y quimioterapéuticos en una sola platafor-
ma (Zhuang et al., 2021; Li et al., 2019). Por ejemplo, el sistema Vir-ZMe
TD libera iones Zn y genera especies reactivas de oxigeno al degradarse
por ATP, mejorando la terapia humoral (Zhao et al., 2022). También exis-
ten disefios inspirados en virus bacteriéfagos, los cuales actian como an-
timicrobianos selectivos contra bacterias resistentes, donde un disefio
inspirado en SARS-CoV-2 ha demostrado actividad antimicrobiana contra
bacterias resistentes, integrando mecanismos de disrupcién de membra-

nay activacién por luz (Ni et al., 2022).
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Modelos simplificados de virus para investigacién basica:
Las NPVM también sirven como herramientas para estudiar procesos
virales como el ensamblaje de cipsides, el empaquetamiento de geno-
mas, o la liberacién intracelular, en un contexto no infeccioso pero fun-
cionalmente comparable (Butterfield et al., 2017; Terasaka et al., 2018).

Nanoparticulas (C,B*?) usadas para la transfeccion en T. cruzi

Hernandez-Garcia disefi6 un conjunto de proteinas modulares con la capaci-
dad de imitar las propiedades fundamentales estructurales de las proteinas
de la capside del virus del mosaico del tabaco, mostrando un gran potencial
aplicativo (Hernandez-Garcia et al., 2012 y 2014; Punter et al., 2016). Estas
proteina han sido nombradas como C,B¥'?, C,S,B*¥*?, C,S,,B¥2. En estas deno-
minaciones, C se refiere a un bloque que proporciona estabilidad coloidal, lo
cual significa que otorga solubilidad y previene la formacién de agregados, y
su secuencia esta derivada de la coldgena. En el caso de B, indica el bloque de
unién compuesto por 12 lisinas (K12). Finalmente, S representa el bloque de
autoensamblaje. Estas nuevas proteinas viromiméticas tienen la capacidad de
interaccionar con acidos nucleicos y formar nanoparticulas a través de un
proceso de autoensamblado similar al de las proteinas de capsides virales.
Ademais, protegen a los dcidos nucleicos de la degradacién en medios bioldgi-
cOs y provocan una respuesta inmune minima, lo cual es ventajoso para su
uso en terapias génicas, pues reduce el riesgo de efectos secundarios relacio-
nados con la respuesta inmunitaria (Moreno-Gutiérrez et al., 2021). Gracias
a su disefio modular y produccién recombinante, es posible modificar las na-
noparticulas de estas proteinas para optimizar la transfeccién, la internaliza-
ci6én y el direccionamiento especifico a células, abriendo grandes posibilida-
des para desarrollar acarreadores genéticos programables y eficientes
(Moreno-Gutiérrez et al., 2023).

Nuestro grupo de trabajo evalué por primera vez el uso de una de las pro-
teinas recombinantes viromiméticas (C,B¥*?) (Cardenas-Guerra et al., 2020)
para transfectar AONs en T. cruzi. La proteina C,B¥'? se uni6 a AON dirigido al
mRNA del receptor de IP; (TcIP;R) (previamente caracterizado por Hashimoto
etal., 2014). Las nanoparticulas formadas fueron de 10-25 nm, notablemente
estables en medios biolégicos, liberando hasta un 25% de los AONs. Para eva-
luar la internalizacién, se emplearon los AONs marcados con el fluoréforo
ATTOA488, lo cual permitié visualizar mediante microscopia de fluorescencia
la entrada eficiente de las nanoparticulas en los epimastigotes de T. cruzi (fi-
gura 2). Los ensayos de PCR en tiempo real corroboraron una disminucién del
68% en la expresioén del gen blanco, sin observarse efectos citotédxicos.

La capacidad de formar nanoparticulas que sean estables bioquimica-
mente y que entreguen el material genético eficazmente y sin causar citotoxi-
cidad al parésito hace de estas proteinas viromiméticas una opcién promete-
dora para futuras investigaciones relacionadas con las funciones de los genes o
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de blancos terapéuticos en T. cruzi. Ademds, debido a su disefio modular y pro-
duccién recombinante, estas proteinas representan una plataforma flexible
permitiendo su modificacién sencilla con la capacidad de conferirle caracteris-
ticas que permitan una mayor eficiencia de transfeccién a blancos especificos
como T. cruzi.

Figura 2. Nanoparticulas viromiméticas para la entrega de AONs en T. cruzi.
Proteina recombinante viromimética

Transfeccién

Q T\

e e oA
AONs con una etiqueta Nanoparticula
fluorescente

Epimastigotes de T. cruzi

A) Esquema representativo de la transfeccion en epimastigotes mediada por las nanoparticulas. B) Ima-
gen de la nanoparticula observada mediante microscopia de forma atoémica; barra de escala, 100 nm.
C) Imagen de la nanoparticula dentro del parasito mediante microscopia de fluorescencia. En la com-
posicion, el campo claro aparece en gris, el nlicleo y cinetoplasto, en azul, y la nanoparticula con AONs
fluorescente, en verde.

Fuente: Elaboracion de los autores.

Conclusion y perspectivas

El control de la enfermedad de Chagas continda limitado por desafios tanto
clinicos como experimentales, yendo desde la falta de tratamientos eficaces en
etapas crénicas hasta las barreras metodolégicas para el estudio genético de T.
cruzi. En este escenario, las NPVM no solo representan una innovacién en el
ambito de la nanotecnologia, sino ofrecen, también, nuevas herramientas
para abordar interrogantes biol6gicos atn no resueltos en este parasito. Su di-
sefio modular, inspirado en mecanismos virales, permite explorar rutas alter-
nativas de entrega de material genético que antes eran inaccesibles, abriendo
posibilidades en modelos donde la transfeccién convencional resulta ineficien-
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te o inviable. Mas alld de sus aplicaciones actuales, las NPVM se proyectan
como una plataforma adaptable, capaz de integrarse a nuevas estrategias de
diagnéstico, terapéuticas o de investigaciéon basica en contextos de parasitos
complejos. En consecuencia, su incorporacién en el estudio de T. cruzi no solo
aporta soluciones técnicas, sino que redefine los marcos posibles para investi-
gar y enfrentar enfermedades desatendidas desde una perspectiva multidisci-
plinaria e innovadora.

Contribucion de autorias:

Cdrdenas-Guerra R. E. y Herndndez-Garcia A.: Concepcién y disefio del articulo.
Cdrdenas-Guerra R. E., Moreno-Gutiérrez D. S. y Herndndez-Garcia A.: Revisién y
edicién final del texto.

Referencias

Alonso-Valenteen, E, S. Pacheco, D. Srinivas, A. Rentsendorj, D. Chu, J. Lubow, J. Sims,
T. Miao, S. Mikhael, J. Y. Hwang, R. Abrol y L. K. Medina Kauwe. (2019). HER3-
targeted protein chimera forms endosomolytic capsomeres and self-assembles
into stealth nucleocapsids for systemic tumor homing of RNA interference in vivo.
Nucleic Acids Res, 47(21): 11020-11043. https://doi.org/10.1093/nar/gkz900.

Araya, J. E., A. Cornejo, P. R. Orrego, E. M. Cordero, M. Cortéz, H. Olivares, I. Neira,
H. Sagua, J. F. da Silveira, N. Yoshida y J. Gonzalez. (2008). Calcineurin B of
the human protozoan parasite Trypanosoma cruzi is involved in cell invasion.
Microbes Infect,10(8):892-900. https://doi.org/10.1016/j.micinf.2008.05.003.

Arias, J. L., J. D. Unciti-Broceta, J. Maceira, T. del Castillo, J. Hernandez-Quero, S.
Magez, M. Soriano y J. A. Garcia-Salcedo. (2015). Nanobody conjugated PLGA
nanoparticles for active targeting of African trypanosomiasis. J Control Re-
lease, 197: 190-8. https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2014.11.002.

Arroyo-Olarte, Rubén D., Ignacio Martinez, Eduardo Lujin, Fela Mendlovic, Tz-
vetanka Dinkova y Bertha Espinoza. (2020). Differential gene expression of
virulence factors modulates infectivity of Tcl Trypanosoma cruzi strains. Para-
sitology Research, 119(11): 3803-3815. https://doi.org/10.1007/s00436-020-
06891-1.

Bale, Jacob B., Shane Gonen, Yuxi Liu, William Sheffler, Daniel Ellis, Chantz Thomas,
Duilio Cascio, Todd O. Yeates, Tamir Gonen, Neil P. King y David Baker. (2016).
Accurate design of megadalton-scale two-component icosahedral protein com-
plexes. Science, 353(6297): 389-394. https://doi.org/doi:10.1126/science.aaf8818.

Bhattacharyya, T., N. Murphy y M. A. Miles. (2024). Diversity of Chagas disease di-
agnostic antigens: successes and limitations. PLoS Negl Trop Dis, 18(10):
€0012512. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0012512.

Butterfield, G. L., M. J. Lajoie, H. H. Gustafson, D. L. Sellers, U. Nattermann, D. Ellis,
J. B. Bale, S. Ke, G. H. Lenz, A. Yehdego, R. Ravichandran, S. H. Pun, N. P. King
y D. Baker. (2017). Evolution of a designed protein assembly encapsulating its

@



www.mundonano.unam.mx | ARTICULOS DE REVISION | Mundo Nano
https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2025.35.69845 | 18(35), €69845, julio-diciembre 2025
R. E. Cardenas-Guerra, D. S. Moreno-Gutiérrez, A. Hernandez-Garcia

own RNA genome. Nature, 552(7685): 415-420. https://doi.org/10.1038/na-
ture25157.

Cardenas-Guerra, R. E., Martinez, I. y Espinoza, B. (2022). Papel de la enzima nitro-
reductasa tipo I de Trypanosoma cruzi en el metabolismo de farmacos anti-cha-
gasicos. Revista Mexicana de Industria y Salud, 2(15): 36-42. ISSN: 2594-1445.

Cardenas-Guerra, R. E., D. S. Moreno-Gutiérrez, O. J. Vargas-Dorantes, B. Espinoza
y A. Hernandez-Garcia. (2020). Delivery of antisense DNA into pathogenic
parasite Trypanosoma cruzi using virus-like protein-based nanoparticles. Nu-
cleic Acid Ther, 30(6): 392-401. https://doi.org/10.1089/nat.2020.0870.

CDC -DPDx- American Trypanosomiasis. https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomi-
asisamerican/index.html.

DaRocha, W. D,, K. Otsu, S. M. Teixeira y J. E. Donelson. (2004). Tests of cytoplasmic
RNA interference (RNAI) and construction of a tetracycline-inducible T7 pro-
moter system in Trypanosoma cruzi. Mol Biochem Parasitol, 133(2): 175-86.
https://doi.org/10.1016/j.molbiopara.2003.10.005.

De Freitas Oliveira, J. W., M. E. A. da Silva, I. Z. Damasceno, H. A. O. Rocha, A. A. da
Silva Junior y M. S. Silva. (2022). In vitro validation of antiparasitic activity of
PLA-nanoparticles of sodium diethyldithiocarbamate against Trypanosoma
cruzi. Pharmaceutics, 14(3). https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14030497.

De Sousa, A. S., D. Vermeij, A. N. Ramos, Jr. y A. O. Luquetti. (2024). Chagas disease.
Lancet, 403(10422): 203-218. https://doi.org/10.1016/s0140-6736(23)01787-7.

Direccién General de Epidemiologia. (2022). Tripanosomiasis. SUIVE/DGE / Secre-
taria de Salud / Estados Unidos Mexicanos 2022. https://epidemiologia.salud.
gob.mx/anuario/html/incidencia_enfermedad.html.

DNDi. (2024). Symptoms, transmission, and current treatments for Chagas disease
| DNDi https://dndi.org/diseases/chagas/facts/.

Dumonteil, E., H. Desale, W. Tu, N. Hernandez-Cuevas, M. Shroyer, K. Goff, P. A.
Marxy C. Herrera. (2023). Intra-host Trypanosoma cruzi strain dynamics shape
disease progression: the missing link in Chagas disease pathogenesis. Micro-
biol Spectr, 11(5): €0423622. https://doi.org/10.1128/spectrum.04236-22.

Edwardson, T. G. W. y D. Hilvert. (2019). Virus-inspired function in engineered pro-
tein cages. J Am Chem Soc, 141(24): 9432-9443. https://doi.org/10.1021/
jacs.9b03705.

Francisco, A. E, S. Jayawardhana, E. Olmo, M. D. Lewis, S. R. Wilkinson, M. C. Taylor
y J. M. Kelly. (2020). Challenges in Chagas disease drug development. Mole-
cules, 25(12). https://doi.org/10.3390/molecules25122799.

Gabaldén-Figueira, J. C., N. Martinez-Peinado, E. Escabia, A. Ros-Lucas, E. Chate-
lain, I. Scandale, J. Gascon, M. J. Pinazo y J. Alonso-Padilla. (2023). State-of-
the-art in the drug discovery pathway for Chagas disease: a framework for
drug development and target validation. Res Rep Trop Med, 14: 1-19. https://
doi.org/10.2147/rrtm.S415273.

Gao, X., J. Ding, Q. Long y C. Zhan. (2021). Virus-mimetic systems for cancer diag-
nosis and therapy. Wiley Interdiscip Rev Nanomed Nanobiotechnol, 13(3): €1692.

https://doi.org/10.1002/wnan.1692.



Mundo Nano | ARTICULOS DE REVISION | www.mundonano.unam.mx
18(35), €698458, julio-diciembre 2025 | https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2025.35.69845
R. E. Cardenas-Guerra, D. S. Moreno-Gutiérrez, A. Hernandez-Garcia

Gupta, A., J. L. Andresen, R. S. Manan y R. Langer. (2021). Nucleic acid delivery for thera-
peutic applications. Adv Drug Deliv Rev, 178: 113834. https://doi.org/10.1016/j.
addr.2021.113834.

Hashimoto, M., M. Doi, N. Kurebayashi, K. Furukawa, H. Hirawake-Mogi, Y. Ohmi-
ya, T. Sakurai, T. Mita, K. Mikoshiba y T. Nara. (2016). Inositol 1,4,5-trisphos-
phate receptor determines intracellular Ca(2+) concentration in Trypanosoma
cruzi throughout its life cycle. FEBS Open Bio, 6(12): 1178-1185. https://doi.
org/10.1002/2211-5463.12126.

Hashimoto, M., T. Nara, H. Hirawake, J. Morales, M. Enomoto y K. Mikoshiba.
(2014). Antisense oligonucleotides targeting parasite inositol 1,4,5-trisphos-
phate receptor inhibits mammalian host cell invasion by Trypanosoma cruzi.
Sci Rep, 4: 4231. https://doi.org/10.1038/srep04231.

Hernandez-Garcia, A., D. J. Kraft, A. F. Janssen, P. H. Bomans, N. A. Sommerdijk, D.
M. Thies-Weesie, M. E. Favretto, R. Brock, F. A. de Wolf, M. W. Werten, P. van
der Schoot, M. C. Stuart y R. de Vries. (2014). Design and self-assembly of
simple coat proteins for artificial viruses. Nat Nanotechnol, 9(9): 698-702.
https://doi.org/10.1038/nnano.2014.169.

Herndndez-Garcia, A., M. W. Werten, M. C. Stuart, F. A. de Wolf y R. de Vries. (2012).
Coating of single DNA molecules by genetically engineered protein diblock co-
polymers. Small, 8(22): 3491-501. https://doi.org/10.1002/smll.201200939.

Kanekiyo, M., C. J. Wei, H. M. Yassine, P. M. McTamney, J. C. Boyington, J. R. Whit-
tle, S. S. Rao, W. P. Kong, L. Wang y G. J. Nabel. (2013). Self-assembling influ-
enza nanoparticle vaccines elicit broadly neutralizing HIN1 antibodies.
Nature, 499(7456): 102-6. https://doi.org/10.1038/nature12202.

Kole, R., A. R. Krainer y S. Altman. (2012). RNA therapeutics: beyond RNA interfer-
ence and antisense oligonucleotides. Nat Rev Drug Discov, 11(2): 125-40.
https://doi.org/10.1038/nrd3625.

Li, Yang, Jinyan Lin, Peiyuan Wang, Qiang Luo, Huirong Lin, Yun Zhang, Zhenqing
Hou, Jingfeng Liu y Xiaolong Liu. (2019). Tumor microenvironment respon-
sive shape-reversal self-targeting virus-inspired nanodrug for imaging-guided
near-infrared-II photothermal chemotherapy. ACS Nano, 13(11): 12912-
12928. https://doi.org/10.1021/acsnano.9b05425.

Malaga, S. y N. Yoshida. (2001). Targeted reduction in expression of Trypanosoma
cruzi surface glycoprotein gp90 increases parasite infectivity. Infect Immun,
69(1): 353-9. https://doi.org/10.1128/iai.69.1.353-359.2001.

Matsuura, Kazunori, Kenta Watanabe, Tsubasa Matsuzaki, Kazuo Sakuraiy Nobuo Kim-
izuka. (2010). Self-assembled synthetic viral capsids from a 24-mer viral peptide
fragment. Angew Chem Int Ed, 49(50): 9662-9665. https://doi.org/10.1002/
anie.201004606.

Mengarda, A. C., B. Iles, J. P. F. Longo y J. de Moraes. (2023). Recent approaches in nano-
carrier-based therapies for neglected tropical diseases. Wiley Interdiscip Rev Nano-
med Nanobiotechnol, 15(2): €1852. https://doi.org/10.1002/wnan.1852.

Modrow, S., D. Falke, U. Truyen y H. Schitzl. (2013). Viruses: definition, structure, classifi-
cation. En Molecular virology, 17-30. https:/doi.org/10.1007/978-3-642-20718-1_2.

[



www.mundonano.unam.mx | ARTICULOS DE REVISION | Mundo Nano
https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2025.35.69845 | 18(35), €69845, julio-diciembre 2025
R. E. Cardenas-Guerra, D. S. Moreno-Gutiérrez, A. Hernandez-Garcia

Moreno-Gutiérrez, D. S., X. Del Toro-Rios, N. J. Martinez-Sulvaran, M. B. Pérez-Al-
tamirano y A. Hernéndez-Garcia. (2023). Programming the cellular uptake of
protein-based viromimetic nanoparticles for enhanced delivery. Biomacro-
molecules, 24(4): 1563-1573. https://doi.org/10.1021/acs.biomac.2c01295.

Moreno-Gutiérrez, D. S., J. Zepeda-Cervantes, L. Vaca y A. Hernéndez-Garcia.
(2021). An artificial virus-like triblock protein shows low in vivo humoral im-
mune response and high stability. Mater Sci Eng C Mater Biol Appl, 129:112348.
https://doi.org/10.1016/j.msec.2021.112348.

Muraca, G., M. E. Ruiz, R. C. Gambaro, S. Scioli-Montoto, M. L. Sbaraglini, G. Padu-
la, J. S. Cisneros, C. Y. Chain, V. A. Alvarez, C. Huck-Iriart, G. R. Castro, M. B.
Pifiero, M. I. Marchetto, C. Alba Soto, G. A. Islan y A. Talevi. (2023). Nano-
structured lipid carriers containing benznidazole: physicochemical, biophar-
maceutical and cellular in vitro studies. Beilstein J Nanotechnol, 14: 804-818.
https://doi.org/10.3762/bjnano.14.66.

Ni, R., J. Zhou, N. Hossain y Y. Chau. (2016). Virus-inspired nucleic acid delivery
system: linking virus and viral mimicry. Adv Drug Deliv Rev, 106(Pt A): 3-26.
https://doi.org/10.1016/j.addr.2016.07.005.

Ni, Y., J. Wang, M. Wang, L. Liu, H. Nie, Q. Wang, J. Sun, T. Yue, M. Q. Zhuy J. Wang.
(2022). COVID-19-inspired “artificial virus” to combat drug-resistant bacteria
by membrane-intercalation- photothermal-photodynamic multistage effects.
Chem Eng J, 446: 137322. https://doi.org/10.1016/j.cej.2022.137322.

Niu, Y., M. Yu, S. B. Hartono, J. Yang, H. Xu, H. Zhang, J. Zhang, J. Zou, A. Dexter, W.
Gu y C. Yu. (2013). Nanoparticles mimicking viral surface topography for en-
hanced cellular delivery. Adv Mater, 25(43): 6233-7. https://doi.org/10.1002/
adma.201302737.

Okura, M., J. Fang, M. L. Salto, R. S. Singer, R. Docampo y S. N. Moreno. (2005). A
lipid-modified phosphoinositide-specific phospholipase C (TcPI-PLC) is involved
in differentiation of trypomastigotes to amastigotes of Trypanosoma cruzi. J Biol
Chem, 280(16): 16235-43. https://doi.org/10.1074/jbc.M414535200.

Olmo, E, F. C. Costa, G. S. Mann, M. C. Taylor y J. M. Kelly. (2018). Optimising ge-
netic transformation of Trypanosoma cruzi using hydroxyurea-induced cell-
cycle synchronisation. Mol Biochem Parasitol, 226: 34-36. https://doi.
org/10.1016/j.molbiopara.2018.07.002.

OPS. (2024). Enfermedad de Chagas - OPS/OMS | Organizacién Panamericana de la
Salud (paho.org). https://www.paho.org/es/temas/enfermedad-chagas.

Orrego, P. R., H. Olivares, E. M. Cordero, A. Bressan, M. Cortez, H. Sagua, I. Neira, J.
Gonzailez, J. E. da Silveira, N. Yoshida y J. E. Araya. (2014). A cytoplasmic new
catalytic subunit of calcineurin in Trypanosoma cruzi and its molecular and
functional characterization. PLoS Negl Trop Dis, 8(1): e2676. https://doi.
org/10.1371/journal.pntd.0002676.

Padmanabhan, P. K., R. B. Polidoro, N. S. Barteneva, R. T. Gazzinelli y B. A. Burleigh.
(2014). Transient transfection and expression of foreign and endogenous genes
in the intracellular stages of Trypanosoma cruzi. Mol Biochem Parasitol, 198(2):
100-3. https://doi.org/10.1016/j.molbiopara.2015.02.001.

[



Mundo Nano | ARTICULOS DE REVISION | www.mundonano.unam.mx
18(35), €698458, julio-diciembre 2025 | https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2025.35.69845
R. E. Cardenas-Guerra, D. S. Moreno-Gutiérrez, A. Hernandez-Garcia

Pérez-Molina, J. A. e I. Molina. (2018). Chagas disease. Lancet, 391(10115): 82-94.
https://doi.org/10.1016/s0140-6736(17)31612-4.

Perrault, S. D. y W. M. Shih. (2014). Virus-inspired membrane encapsulation of DNA
nanostructures to achieve in vivo stability. ACS Nano, 8(5): 5132-40. https://
doi.org/10.1021/nn5011914.

Punter, M. T., A. Hernandez-Garcia, D. J. Kraft, R. de Vries y P. van der Schoot.
(2016). Self-assembly dynamics of linear virus-like particles: theory and ex-
periment. J Phys Chem B, 120(26): 6286-97. https://doi.org/10.1021/acs.
jpcb.6b02680.

Quijia Quezada, C., C. S. Azevedo, S. Charneau, J. M. Santana, M. Chorilli, M. B.
Carneiro e I. M. D. Bastos. (2019). Advances in nanocarriers as drug delivery
systems in Chagas disease. Int J Nanomedicine, 14: 6407-6424. https://doi.
0rg/10.2147/ijn.S206109.

Romero, E. L.y M. J. Morilla. (2010). Nanotechnological approaches against Chagas
disease. Adv Drug Deliv Rev, 62(4-5): 576-88. https://doi.org/10.1016/j.
addr.2009.11.025.

San Francisco, Juan, Ivin Barria, Bessy Gutiérrez, Ivan Neira, Christian Mufioz,
Hernan Sagua, Jorge E. Araya, Juan Carlos Andrade, Anibal Zailberger, Alejan-
dro Cataldn, Francisco Remonsellez, José Luis Vega y Jorge Gonzalez. (2017).
Decreased cruzipain and gp85/trans-sialidase family protein expression con-
tributes to loss of Trypanosoma cruzi trypomastigote virulence. Microbes Infect,
19(1): 55-61. https://doi.org/10.1016/j.micinf.2016.08.003.

Terasaka, N., Y. Azuma y D. Hilvert. (2018). Laboratory evolution of virus-like nu-
cleocapsids from nonviral protein cages. Proc Natl Acad Sci USA, 115(21):
5432-5437. https://doi.org/10.1073/pnas.1800527115.

Walls, A. C., B. Fiala, A. Schifer, S. Wrenn, M. N. Pham, M. Murphy, L. V. Tse, L. She-
hata, M. A. O’Connor, C. Chen, M. J. Navarro, M. C. Miranda, D. Pettie, R. Rav-
ichandran, J. C. Kraft, C. Ogohara, A. Palser, S. Chalk, E. C. Lee, K. Guerriero, E.
Kepl, C. M. Chow, C. Sydeman, E. A. Hodge, B. Brown, J. T. Fuller, K. H. Dinnon,
3rd, L. E. Gralinski, S. R. Leist, K. L. Gully, T. B. Lewis, M. Guttman, H. Y. Chu,
K.K.Lee, D. H. Fuller, R. S. Baric, P. Kellam, L. Carter, M. Pepper, T. P. Sheahan,
D. Veesler y N. P. King. (2020). Elicitation of potent neutralizing antibody re-
sponses by designed protein nanoparticle vaccines for SARS-CoV-2. Cell,
183(5): 1367-1382.€17. https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.10.043.

WHO. (2024). Enfermedad de Chagas (tripanosomiasis americana). https://www.
who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/chagas-disease-(american-try-
panosomiasis).

Yang, Y., Y. Hong, G. H. Nam, J. H. Chung, E. Koh e L. S. Kim. (2017). Virus-mimetic
fusogenic exosomes for direct delivery of integral membrane proteins to target
cell membranes. Adv Mater, 29(13). https://doi.org/10.1002/adma.201605604.

Zhang, P, Y. Chen, Y. Zeng, C. Shen, R. Li, Z. Guo, S. Li, Q. Zheng, C. Chu, Z. Wang,
Z. Zheng, R. Tian, S. Ge, X. Zhang, N. S. Xia, G. Liu y X. Chen. (2015). Virus-
mimetic nanovesicles as a versatile antigen-delivery system. Proc Natl Acad Sci
USA, 112(45): E6129-38. https://doi.org/10.1073/pnas.1505799112.

¢



www.mundonano.unam.mx | ARTICULOS DE REVISION | Mundo Nano
https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2025.35.69845 | 18(35), €69845, julio-diciembre 2025
R. E. Cardenas-Guerra, D. S. Moreno-Gutiérrez, A. Hernandez-Garcia

Zhao, Xiu, Yiyang Wang, Wenxiao Jiang, Qiongwei Wang, Jun Li, Zhiyang Wen, Ai-
rong Li, Kaixiang Zhang, Zhenzhong Zhang, Jinjin Shi y Junjie Liu. (2022).
Herpesvirus-mimicking DNAzyme-loaded nanoparticles as a mitochondrial
DNA stress inducer to activate innate immunity for tumor therapy. Adv Mater,
34(37): 2204585. https://doi.org/10.1002/adma.202204585.

Zhuang, R., M. Chen, Y. Zhou, W. Cheng, T. Zhang, Y. Ni, C. Guo, J. Tu y L. Jiang.
(2021). Virus-mimicking liposomal system based on dendritic lipopeptides for
efficient prevention ischemia/reperfusion injury in the mouse liver. ACS Macro
Lett, 10(2): 215-222. https://doi.org/10.1021/acsmacrolett.0c00743.

Zingales, B., M. A. Miles, D. A. Campbell, M. Tibayrenc, A. M. Macedo, M. M. Teixeira,
A. G. Schijman, M. S. Llewellyn, E. Lages-Silva, C. R. Machado, S. G. Andrade y
N. R. Sturm. (2012). The revised Trypanosoma cruzi subspecific nomenclature:
rationale, epidemiological relevance and research applications. Infect Genet
Evol, 12(2): 240-53. https://doi.org/10.1016/j.meegid.2011.12.009.

e






ARTICULOS DE REVISION s mundonano.unam.mx | Mundo Nano

https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2025.35.69860 | 18(35), €69860, julio-diciembre 2025

Influencia del grado de desacetilacion del quitosano
en la sintesis de nanoparticulas para aplicaciones
farmaceéuticas

Influence of the degree of deacetylation of chitosan
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ABSTRACT: Chitosan is a versatile biopolymer with applications in nanotechnology, of broad in-
terest in the synthesis of nanoparticles for drug delivery. Its degree of deacetylation (DD) is a key
parameter that influences nanoparticle properties such as surface charge, size, and colloidal
stability. However, its impact on nanoparticle functionality still requires detailed analysis. The
objective of this study was to explore the relationship between chitosan’s DD and its physico-
chemical properties in nanoparticle synthesis, as well as its implications for pharmaceutical
applications. To this end, a literature review was conducted in the PubMed, Google Scholar, and
ScienceDirect databases, using the keywords chitosan, deacetylation, and nanoparticles, in both
English and Spanish. These keywords are identified in the titles and abstracts of research arti-
cles. Studies published between 2000 and 2025 that addressed the synthesis, modification, or
characterization of chitosan nanoparticles were included. Studies that did not explicitly report
DD and its relationship to functional properties or biomedical applications, as well as duplicate
publications, were excluded. The results show that a medium DD (70-85%) promotes adequate
interaction with cell membranes, common in pharmaceutical applications. A low DD (< 70%) im-
plies less interaction with biological membranes, making them of limited use in delivery sys-
tems. Although a high DD (86-95%) could promote greater adhesion to cell surfaces and greater
encapsulation efficiency, it can also promote high reactivity and possible cytotoxicity due to its
density of free amino groups. However, a very high DD (> 95%) could cause toxicity, in addition to
reducing viscosity, affecting the stability of the formulations. These findings underscore the need
to tailor the DD to the specific application, optimizing the functionality of chitosan nanoparti-
cles. In conclusion, precise control of DD is essential to maximize chitosan’s potential for the
preparation of nanoparticles for drug delivery. Furthermore, future studies should focus on stan-
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dardizing chitosan production methods with specific deacetylation levels and on their applica-
tion in novel nanotechnological therapies.
KEYWORDS: degree of deacetylation, biological interaction, drug release, nanoparticles, chitosan.

RESUMEN: E| quitosano es un biopolimero versatil con aplicaciones en nanotecnologia, de am-
plio interés en la sintesis de nanoparticulas para administracion de farmacos. Su grado de des-
acetilacion (DD, por sus siglas en inglés) es un parametro clave que influye en las propiedades
de las nanoparticulas tales como carga superficial, tamanfo, y estabilidad coloidal. Sin embargo,
su impacto en la funcionalidad de las nanoparticulas ain requiere de un analisis detallado. El
objetivo de este estudio fue explorar la relacion entre el DD del quitosano y sus propiedades fi-
sicoquimicas en la sintesis de nanoparticulas, asi como sus implicaciones en aplicaciones far-
macéuticas. Para ello se realizd una revision de la literatura en las bases de datos PubMed,
Google Scholary ScienceDirect, utilizando las palabras clave chitosan, deacetylation y nanopar-
ticles, tanto en inglés como en espaiiol. Estas palabras clave se identificaron en los titulos y re-
simenes de articulos de investigacion. Se incluyeron estudios publicados entre el afio 2000 y el
2025, que abordan la sintesis, modificacion o caracterizacion de nanoparticulas de quitosano. Se
excluyeron estudios sin reportar explicitamente el DD y su relacion con propiedades funcionales
o aplicaciones biomédicas, asi como publicaciones duplicadas. Los resultados evidencian que
un DD medio (70-85%) promueve una adecuada interaccion con membranas celulares, comiin en
aplicaciones farmacéuticas. Un DD bajo (< 70%) implica una menor interaccion con membranas
bioldgicas, por lo que tienen limitada utilidad en sistemas de liberacién. Aunque un DD alto (86-
95%) podria promover mayor adhesion a superficies celulares y mayor eficiencia de encapsula-
cion, también pueden promover alta reactividad y posible citotoxicidad por su densidad de gru-
pos amino libres. No obstante, un DD muy alto (> 95%) podria causar toxicidad, ademas de
reducir la viscosidad, afectando la estabilidad de las formulaciones. Estos hallazgos subrayan la
necesidad de ajustar el DD segin la aplicacion especifica, optimizando la funcionalidad de las
nanoparticulas de quitosano. En conclusion, el control preciso del DD es esencial para maximi-
zar el potencial del quitosano para la preparacion de nanoparticulas destinadas a la administra-
cion de farmacos. Ademas, futuros estudios deben enfocarse en la estandarizacion de métodos
de produccion de quitosano con grados de desacetilacion especificos, y en su aplicacion en
nuevas terapias nanotecnologicas.

PALABRAS CLAVE: grado de desacetilacion, interaccion biolégica, liberacion de farmacos, nano-
particulas, quitosano.

Introduccion

En las tltimas décadas, el avance de la nanotecnologia ha revolucionado el di-
sefio de materiales y sistemas con aplicaciones biomédicas, particularmente
mediante el uso de polimeros. El quitosano es un polimero, el cual ofrece una
plataforma versatil para la sintesis de nanoparticulas, gracias a su conocida
biocompatibilidad, biodegradabilidad y capacidad de ser modificado quimica-
mente (Almada et al., 2023).

El quitosano es un biopolimero natural derivado de la desacetilacién de la
quitina, un componente estructural abundante en los exoesqueletos de crus-
taceos y en las paredes celulares de los hongos (Igbal et al., 2024). El grado de
desacetilacién (DD, por sus siglas en inglés) del quitosano es un pardmetro
critico que determina su comportamiento funcional, pues influye directa-
mente en sus caracteristicas fisicoquimicas, como la solubilidad, la carga su-
perficial y la interaccién molecular (Giraldo, 2015). Su estructura quimica,
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rica en grupos amino primarios, esta directamente relacionada con su DD. Se
ha encontrado que cadenas poliméricas de quitosano con diferentes grados de
desacetilacién permiten la sintesis de nanoparticulas con diversas propie-

dades y diferentes aplicaciones.

Algunos estudios sugieren que un DD medio (70-85%) mejora la interac-
cién con las membranas biolégicas, mejorando la absorcién del firmaco
(Foster et al., 2015; Mura et al., 2022). También se ha demostrado que un DD
alto (86-95%) aumenta la solubilidad y la densidad de carga positiva del qui-
tosano, mejorando su interaccién con moléculas bioactivas y su capacidad
para formar nanoparticulas estables (Franca et al., 2011; H. Wang y Roman,
2023). Por otra parte, también se ha informado que un DD muy alto (> 95%)
puede reducir la viscosidad, afectando negativamente la estabilidad de
ciertas formulaciones (Hamdi et al., 2019). Un DD bajo (< 70%) puede re-
sultar en una menor solubilidad y actividad bioldgica, limitando sus aplica-
ciones (Kim, 2018; Kumirska et al., 2011). Estos datos resaltan la impor-
tancia de ajustar y controlar el DD del quitosano para optimizar su desemperio
en diversas aplicaciones farmacéuticas y nanotecnoldgicas, considerando no
solo el DD promedio, sino también la distribucién de grupos funcionales y
otras propiedades estructurales pudiendo influir en su desemperfio. Por lo
tanto, la eleccién del DD 6ptimo debe basarse en un equilibrio entre solubi-
lidad, viscosidad y funcionalidad especifica para la aplicacién deseada.

Se destaca la capacidad del quitosano para formar nanoparticulas que
permiten una ficil funcionalizacién de su superficie. Esto posiciona al quito-
sano como un polimero de amplio interés en la nanoformulacién de sistemas
avanzados de liberacién de fairmacos (Duceppe y Tabrizian, 2010; Hashad et
al., 2017; Jhaveri et al., 2021). Sin embargo, la sintesis y el rendimiento de
estas nanoparticulas dependen en gran medida del DD, que podria afectar
factores clave como el tamario, la estabilidad coloidal y la eficiencia de encap-
sulacién.

Debido a la creciente importancia de la nanotecnologia en la mejora de
sistemas biomédicos y farmacéuticos, el principal objetivo de este trabajo es
la comprensién de la relacién del DD de quitosano utilizado en el desarrollo
de nanoparticulas con sus propiedades biolégicas y aplicaciones farmacéu-
ticas. Exploramos el impacto del DD del quitosano en la sintesis de nanopar-
ticulas, y analizamos cdmo este pardmetro puede ser optimizado para abordar
desafios en la liberacién controlada de fairmacos. Para ello, consultamos arti-
culos en las bases de datos PubMed, Google Scholar y ScienceDirect con las
palabras clave chitosan, deacetylation y nanoparticles, tanto en inglés como en
espafiol. Estas palabras clave se identificaron en los titulos y restimenes de ar-
ticulos de investigacién. Se incluyeron estudios publicados entre el afio 2000
y el 2025, los cuales abordaran la sintesis, modificacién o caracterizacién de
nanoparticulas de quitosano. Se excluyeron estudios sin reportar explicita-
mente el DD y su relacién con propiedades funcionales o aplicaciones biomé-

dicas, asi como publicaciones duplicadas.
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Quitosano: un biopolimero versatil con aplicaciones
farmaceuticas

El quitosano es un polimero de cadena lineal compuesto por unidades de D-
glucosamina y N-acetil-D-glucosamina distribuidas aleatoriamente y unidas
mediante enlaces glucosidicos 3-1,4 (Ardean et al., 2021; Fabiano et al., 2020;
Jiménez-Goémez et al., 2020). Se obtiene a partir de la desacetilacién parcial o
total de la quitina, el segundo polisacarido mas abundante en la tierra, presen-
te en el exoesqueleto de moluscos y crustaceos, asi como en la cuticula de in-
sectos y en las paredes celulares de los hongos (Fabiano et al., 2020; Jiménez-
Goémez et al., 2020). Tiene una estructura rigida y desigual dada por la
distribucién aleatoria de sus unidades monoméricas (figura 1). Sus grupos
funcionales, hidroxilo (-OH) y amino (-NH,), le confieren alta reactividad qui-
mica (Ardean et al., 2021; Jiménez-Gémez et al., 2020; W. Wang et al., 2020).
Dependiendo del tamafio de sus cadenas poliméricas se clasifica como de peso
molecular (PM) bajo (< 100 kDa), PM medio (100-1000 kDa) y PM alto (>
1000 kDa) (Ardean et al., 2021). El tamarfio de estas cadenas también influye
en su viscosidad, la cual disminuye a medida que se reduce su PM (Aranaz et
al., 2021). Es una base débil (pKa 6.3), por lo tanto, soluble en medios acuosos
4cidos con un pH < 6.0 (Abourehab et al., 2022; Jiménez-G6émez et al., 2020).

FIGURA 1. Estructura quimica de quitina y quitosano.
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En la estructura del quitosano se sefalan los grupos amino que quedan expuestos después de un
proceso de desacetilacion.
Fuente: Elaboracion de los autores. Creada en https://BioRender.com.

El quitosano es considerado como un biopolimero altamente biocompa-
tible, bioactivo, biodegradable, bioadhesivo y no téxico (Ardean et al., 2021; Ji-
ménez-Gomez et al., 2020; Kluczka, 2024). Sus propiedades biolégicas se
deben a su estructura y funcién, similar a otros glicosaminoglicanos presentes
en el cuerpo, como el acido hialurénico (Harugade et al., 2023). Ademds, puede
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ser degradado por enzimas como las quitinasas o las lisozimas (Abourehab et
al., 2022; Aranaz et al., 2021; Harugade et al., 2023; A. Kumar y Zhang, 2019),
y sus productos de degradacién pueden ser absorbidos por el intestino y elimi-
nados por via renal (Abourehab et al., 2022).
Las convenientes propiedades fisicoquimicas y potenciales bioldgicas del
quitosano han llevado a que la FDA (Administracién de Medicamentos y Ali-
mentos de EUA) apruebe su uso como aditivo alimentario, al considerarlo se-
guro para el consumo humano (Abourehab et al., 2022; Ardean et al., 2021).
Su potencial para diversas aplicaciones ha impulsado un nimero creciente de
investigaciones en los ultimos afios (Kluczka, 2024).
El quitosano posee propiedades de gran interés en el campo farmacéu-
tico, incluyendo su actividad antimicrobiana, antitumoral, anticancerigena,
cicatrizante, antioxidante y su potencial como sistemas de administracién de
farmacos (figura 2).

FIGURA 2. Aplicaciones farmacéuticas del quitosano.

OH
~o0 HO ®
HO o
NH; b ROS

Anticancerigeno Antioxidante

Quitosano

| | Antinflamatorio

Fuente: Elaboracion de los autores. Creada en https://BioRender.com.

- Actividad antimicrobiana: las interacciones electrostaticas entre los
grupos funcionales del quitosano y los grupos carboxilo (-COO-),
presentes en la superficie de diversas bacterias, alteran la permeabi-
lidad celular e interfieren con sus procesos fisiolégicos (Aranaz et al.,
2021; Ardean et al., 2021).

- Actividad anticancerigena: el quitosano muestra actividad proapop-
tética en células tumorales de cincer de vejiga y células de osteosar-
coma humano (Hasegawa et al., 2001; Koski et al., 2020).
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- Actividad anticoagulante: se ha reportado que derivados de quitosa-
no con amonio cuaternario presentan mejoras en la actividad anti-
coagulante (Fan et al., 2012). Ademas, se ha observado que sistemas
de administracién de heparina basados en quitosano pueden preve-
nir la trombosis (Chandy et al., 2002).

- Actividad antioxidante: los grupos funcionales del quitosano pueden
reaccionar con radicales libres y neutralizarlos (Aranaz et al., 2021).

- Actividad antinflamatoria: el quitosano de bajo PM puede regular
factores inflamatorios, como el éxido nitrico (NO) (Aranaz et al.,
2021).

- Sistemas de administracién de firmacos: el quitosano es un exci-
piente versatil, el cual permite la liberacién sostenida de farmacos
orales (Fabiano et al., 2020; Jiménez-G6mez et al., 2020) y la libera-
cién vectorizada (Blazevic¢ et al., 2016). Su estructura permite la sin-
tesis de sistemas como nanoparticulas, hidrogeles, microesferas y
micelas, funcionando como vehiculos para la administracién y libera-
cién de farmacos (W. Wang et al., 2020).

Estas propiedades, en conjunto, hacen del quitosano un material prome-
tedor tanto para el desarrollo de nuevos tratamientos como para su uso en la
mejora de firmacos existentes.

Avances recientes en el uso del quitosano

La amplia versatilidad del quitosano en la industria farmacéutica permite su
empleo en la sintesis de diversas plataformas para la liberacién de fairmacos,
incluyendo vacunas, microesferas, tabletas, nanoparticulas, hidrogeles y mi-
celas (Cheung et al. 2015). Las caracteristicas mencionadas del quitosano ha-
cen que su administracién sea adaptable y adecuada para superar los desafios
asociados con diferentes aplicaciones terapéuticas.

En la investigacién de sistemas de liberacién de medicamentos, se han
estudiado multiples enfoques destinados a dirigir de manera especifica los
farmacos hacia tejidos diana (L.-F. Huang et al., 2024); en este contexto, el
desarrollo del quitosano como base para la formulacién de la nanoencapsu-
lacién adquiere un papel fundamental, consoliddndose como un compo-
nente clave para alcanzar dicho propésito.

La efectividad biolégica del quitosano esta directamente vinculada con
suPM y con el DD, el cual caracteriza la molécula. Es por ello que modifica-
ciones quimicas resultan en derivados con propiedades particulares convir-
tiéndolos en transportadores con aplicaciones biomédicas; estas modifica-
ciones incluyen carboxilacién, alquilacién, esterificacién y sulfonacién, entre
otras (Chen etal., 2022).

Los métodos de modificacién quimica del quitosano tienen como objetivo
optimizar su solubilidad en agua mediante la incorporacién de grupos funcio-
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nales en los grupos amino e hidroxilo. Asimismo, la introduccién de grupos hi-
drofébicos permite su solubilidad en grasas (Suryani et al., 2024). Estas modi-
ficaciones resaltan sus propiedades bioldgicas, destacando su actividad

antitumoral, antibacteriana, hemostatica y antioxidante (Chen et al., 2022).

La incorporacién de grupos funcionales en la estructura del quitosano
potencia sus propiedades, por ejemplo: la introduccién de grupos carboxilo
aumenta su biocompatibilidad y potencia su actividad antibacteriana, lo que
conduce a la formacién de O-carboximetil quitosano, el cual ha sido utilizado
como un acarreador en formulaciones dirigidas al tracto gastrointestinal (G.
Q. Huang et al., 2019). Por otro lado, la modificacién mediante alquilacién fa-
vorece el fortalecimiento de sus capacidades coagulantes y hemostaticas, am-
pliando asi su funcionalidad en el 4mbito biomédico, por ejemplo, en la pre-
paracion de gasas (Chen et al., 2022).

En el 4mbito de su aplicacién como portador farmacéutico, la modifica-
cién por acilacién del quitosano optimiza esta propiedad al mejorar el control
en la liberacién de firmacos. De manera similar, la esterificacién del quito-
sano favorece una mayor absorcién en medios dcidos y potencia su actividad
antibacteriana. La introduccién del grupo sulfonato a través de la reaccién
con los grupos hidroxilo o amino presentes en la cadena molecular del quito-
sano incrementa sus propiedades antibacterianas y anticoagulantes (figura 3)
(Chen etal., 2022).

Los derivados cuaternizados de quitosano y los derivados de base de
Schiff se caracterizan por tener excelentes propiedades antibacterianas
(Zhangetal., 2018). La cuaternizacion del quitosano se da a través de la intro-
duccién de grupos amonio cuaternario en los grupos hidroxilo (Chen et al.,
2022). Otra modificacién que se ha realizado en la molécula de quitosano es
la copolimerizacién por injerto (Bhavsar et al., 2017). Este método es eficaz
para mejorar las propiedades fisicoquimicas (estructura molecular, longitud y
numero de cadenas) y bioldgicas del quitosano, al poderse introducir grupos
hidroxilo, carboxilo, éster y amida (D. Kumar et al., 2020). Las propiedades
del producto final dependen de la estructura molecular y las cadenas laterales.
Adicionalmente, los copolimeros producidos por esta técnica han mostrado
tener viscosidad mds alta en dispersién acuosa que el quitosano original, con-
virtiéndolos en un espesante y estabilizador de emulsiones de grado alimen-
ticio y aditivos con propiedades antioxidantes (flyasoglu et al., 2019; Lavlins-
kaya et al., 2024).

El quitosano se perfila como candidato para su combinacién con diversos
materiales. Por ejemplo, puede integrarse tanto en la fabricacién como en la
modificacién de la superficie de nanoparticulas metélicas y nanoparticulas po-
liméricas; como polimero catiénico, puede ser adsorbido en la superficie de na-
noparticulas con carga negativa, formando una capa de quitosano alrededor de
estas (Ben Amor et al., 2024). Sus propiedades como agente reductor ecoldgico,
controlador de tamarfio y estabilizador favorecen la sintesis de nanoparticulas
metdlicas y su integracién en compuestos con caracteristicas similares. En con-
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secuencia, su aplicacién beneficia procesos en la eliminacién de metales y la pu-
rificacién del agua, entre otras aplicaciones tecnoldgicas (Amor et al., 2024). El
quitosano beneficia la eliminacién de metales pesados debido a la presencia de
grupos funcionales NH, y -OH, los cuales quelan varios iones metalicos.

FIGURA 3. Modificaciones del quitosano mas comunes y sus propiedades biologicas asociadas.
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Fuente: Elaboracion de los autores. Creada en https://BioRender.com.

Quitosano como polimero estratégico en la sintesis
de nanoparticulas

La nanotecnologia ha despertado un gran interés en el uso de quitosano en la
nanoencapsulacién de agentes terapéuticos. En este sentido, el quitosano so-
bresale por su capacidad para encapsular compuestos de naturaleza proteica,
oligosacaridos y sustancias con actividad anticancerigena, optimizando su
aplicacion en el desarrollo de sistemas de administracion de fairmacos (Grewal

y Salar, 2024).
&
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En biomedicina, las nanoparticulas se clasifican en orgédnicas, inorgdnicas
y compuestas. Dentro de las organicas, los polimeros naturales como el quito-
sano destacan por su estabilidad, flexibilidad, biocompatibilidad y facilidad de
modificacién. Ademads, su capacidad para la liberacién controlada y la modula-
ci6én de sus propiedades fisicoquimicas las hace ideales para aplicaciones en ad-
ministraciéon de farmacos (Grewal y Salar, 2024).
Las propiedades fisicoquimicas y la funcionalidad de las nanoparticulas
elaboradas con quitosano como parte estructural junto con otros materiales
pueden diferir significativamente en funcién de los métodos de preparacién
empleados, lo cual influye en su aplicacién en diversas areas. En un medio 4cido
(pH < 6.3), los grupos amino del quitosano se protonan y adquieren carga posi-
tiva, permitiéndoles interactuar electrostaticamente con las superficies mu-
cosas con cargas negativas, lo cual favorece su adhesién al tejido (Ways et al.,
2018). Los principales enfoques para su sintesis incluyen la reticulacién iénica,
la emulsificacién, la precipitacién, y combinaciones de estos procesos, permi-
tiendo la obtencién de nanoparticulas con caracteristicas especificas para dis-
tintos usos (Yanat y Schroén, 2021).
Desde el momento en que se empez6 a utilizar el quitosano para la fabri-
caci6én de nanoparticulas, la gelificacién iénica se ha consolidado como uno de
los métodos mas empleados, siendo descrito inicialmente por Calvo et al.
(1997). Este proceso se fundamenta en la interaccién entre cargas opuestas
de los grupos funcionales, donde los grupos amino protonados del quitosano
y las cargas anidnicas de un polianién favorecen la reticulacién, permitiendo
la formacién de nanoparticulas (Yanat y Schroén, 2021).
Enla tabla 1 se presentan algunos ejemplos del empleo del quitosano como
componente en la formulacién de nanoparticulas, considerando el método de
fabricacién utilizado y la naturaleza del compuesto nanoencapsulado.

TABLA 1. Aplicacion del quitosano en la sintesis de nanoparticulas para uso biomédico.

Método de

Objetivo

Materiales

fabricacion

Transformaciones

Referencias

Terapia génica

Quitosano glicol, acido
5B-colanico, ADN
plasmidico (pDNA)
(hidrofobizado).

Autoesamblaje

Injerto directo y
nanoencapsulacion
espontanea.

Sang Yoo et al.
(2005)

Terapia génica

Quitosano, pDNA.

Gelacion idnica

Nanoencapsulacion

Ozbas-Turany

espontanea. Akbuga (2011)
Terapia de Quitosano tiolado, Gelacion ionica | Tiolacion y Anitha et al.
cancer curcumina, 5-fluorouracilo. nanoencapsulacion |(2014)
espontanea.
Administracion | Quitosano, ftalato de Gelacion ionica | Nanoencapsulacion | Makhlof et al.
de insulina hidroxipropil metilcelulosa, espontanea. (2011)

insulina.

Administracion
de insulina

Quitosano, insulina (con
diferentes proporciones de
masa).

Autoesamblaje

Nanoencapsulacion
espontanea.

Mukhopadhyay
et al. (2013)

Fuente: Adaptada de Yanaty Schroén (2021).
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¢Qué es el grado de desacetilacion de quitosano y como
se mide?

E1 DD del quitosano es un pardmetro que indica el porcentaje de grupos aceta-
mida (-CONH,) que han sido convertidos en grupos amino (NH,) mediante la
eliminaci6n de los grupos acetilo (-CH;CO). Este proceso de desacetilacién se
realiza principalmente por métodos quimicos, enzimdticos o mecanicos, y es
fundamental para definir las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas del qui-
tosano (Curbelo Herndndez et al., 2021; Sivashankari y Prabaharan, 2017; Wu
y Zivanovic, 2008; Xue et al., 2022). Existen diversos métodos para determi-
nar el DD del quitosano, los cuales se describen brevemente a continuacién:

- Espectroscopia UV-Vis: método sensible y rapido, involucra la pre-
paracién de soluciones de D-glucosamina y N-acetilglucosamina en
diferentes proporciones para establecer una curva de concentra-
cién. La absorbancia de las muestras se mide utilizando espectros-
copia UV-Vis, y el DD se determina mediante la siguiente férmula
(D. Liuetal., 2006):

DD (%) = ( [GIeN] >x100
[GleN]+[GleN Ac]

Donde:
[GIcN]: concentracién de glucosamina (desacetilado)
[GIcN Ac]: concentracién de N-acetilglucosamina (acetilado)

- FTIR: método rdpido, basado en el andlisis de las bandas de absorcién
de los grupos amida y amino. El DD se determina por las variaciones
en la intensidad de las bandas (Czechowska-Biskup et al., 2012).

- Analisis potenciométrico: emplea la titulacién potenciométrica del
quitosano, midiendo la cantidad de 4cido necesaria para protonar los
grupos NH, libres. Para calcular el DD, se utilizan los cambios en el pH
durante la titulacién. Aunque este método proporciona una medida di-
recta del contenido de grupos amino, puede ser afectado por el grado
de pureza del quitosano (Dutta y Priyanka, 2022; Hussain et al., 2013).

- Resonancia magnética nuclear (RMN): mediante la RMN del hidré-
geno (*H) o del carbono (**C) es posible identificar la presencia y pro-
porcién de los grupos.

- CONH, y-NH, en la estructura molecular del quitosano y asi estable-
cer el DD (De Alvarenga et al., 2010). Este método es de alta precision,
lo cual proporciona informacién detallada sobre la estructura quimica
del quitosano.

La eleccién del método para determinar el DD dependera de varios fac-
tores como, la precisién requerida, el grado de pureza y solubilidad del quito-
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sano, disponibilidad de recursos y equipos, asi como el tiempo disponible, de-
bido a que métodos espectroscépicos avanzados pueden requerir méas tiempo
en procesamiento y/o anélisis (Sanchez-Machado et al., 2024).
Se ha determinado que el DD afecta significativamente las propiedades del
quitosano. Por ejemplo, un alto porcentaje de DD mejora la solubilidad del qui-
tosano debido al numero de grupos -NH, que pueden protonarse, lo cual me-
jora su biocompatibilidad y biodegradabilidad, aspectos clave en aplicaciones
biomédicas (Minagawa et al., 2007; Montenegro et al., 2019). Ademads, el DD in-
fluye en la capacidad del quitosano para quelar metales, lo cual es crucial en
aplicaciones como la remocién de contaminantes (Unagolla y Adikary, 2015).
Un aspecto relevante del quitosano es su interaccién biolégica en funcién de su
DD; un DD > 70% promueve una mayor carga positiva en el polimero, favore-
ciendo su adhesién a superficies celulares y matrices extracelulares (H. Y. Zhou
etal., 2008). Sin embargo, una interaccién fuerte puede alterar la integridad de
las membranas celulares, aumentar la permeabilidad y desencadenar res-
puestas inflamatorias, lo cual conduce a citotoxicidad (Berger et al., 2004; Kean
y Thanou, 2010). Esta citotoxicidad puede ser mds pronunciada en condiciones
fisiolégicas donde los grupos amino estdn altamente protonados, generando
interacciones electrostaticas con otros componentes celulares. Por lo anterior,
es fundamental optimizar el DD para cada aplicacién especifica, logrando un
equilibrio entre la eficacia funcional y compatibilidad biolégica. La optimiza-
cién del DD debe considerar factores como el método de desacetilacidn, el
tiempo y temperatura del tratamiento con 4lcalis, y la fuente original de qui-
tina, ya que estos pueden influir directamente en la estructura y propiedades fi-
nales del quitosano (Rinaudo, 2006). Por ejemplo, un DD moderado (60-85%)
puede ser preferible en aplicaciones donde se desea reducir la citotoxicidad sin
comprometer la funcionalidad del quitosano.

Relacion entre el grado de desacetilacion del quitosano
y las propiedades de las nanoparticulas

Actualmente, muchos estudios relacionan directa o indirectamente el DD del
quitosano con las principales propiedades fisicoquimicas de las nanoparticu-
las como el tamafio, indice de polidispersion (PDI) y potencial Z. Estos ulti-
mos, son pardmetros importantes en la aplicabilidad de nanoparticulas de
quitosano, que van desde la encapsulacién y entrega de firmacos/ADN hasta
efectos biolégicos como anticancerigenos, antibacterianos, antifungicos, y ci-
catrizacién de heridas (tabla 2).

Diversos estudios han confirmado una correlacién positiva entre la actividad
bioldgica y el DD del quitosano utilizado en la sintesis de nanoparticulas (tabla
2). Se ha demostrado que el DD del quitosano esta directamente relacionado con
lainteraccidn electrostética entre las membranas celulares y los grupos amino del
polimero, lo cual se veria potenciado cuando se encuentre en soluciones con un
valor de pH menor que la constante de protonacién (pK,) del quitosano.
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En estudios de encapsulacién de material genético (siRNA, pDNA), el si-
lenciamiento génico y la eficiencia de transfeccién in vitro mediante nanopar-
ticulas de quitosano dependen en gran medida del DD. Por ejemplo, el quito-
sano con un DD de 84% permiti6 la formacién de nanoparticulas estables de
aproximadamente 200 nm, las cuales mostraron una eficiencia de silencia-
miento génico del 80% frente a la expresién de la proteina fluorescente verde
endégena (EGFP) en células de carcinoma pulmonar humano H1299 (X. Liu
etal.,2007). Si bien este resultado sugiere una influencia positiva del alto DD,
cabe preguntarse si la eficiencia observada se debe primariamente al mayor
contenido de grupos amino que mejoran la interaccién electrostatica con el
material genético y facilitan la internalizacién celular, o si el tamaiio de las
nanoparticulas (dentro del rango éptimo para endocitosis) también desem-
perié un papel determinante. Aunque seguramente en una combinacién de
los dos pardmetros, estudios comparativos que controlen el tamafio mante-
niendo constante el DD (y viceversa) serian necesarios para discernir cudl de
estas variables tiene mayor peso en la eficiencia de transfeccién.

E1 DD alrededor de 80% pareciera 6ptimo para la afinidad celular y lograr
la transfeccién. Aunque se ha sugerido que para obtener complejos estables
con pDNA que transfecten las células diana in vitro el DD debe superar el 65%
(Lavertu et al., 2006). En ese sentido, se establece que un DD medio (> 70%)
da como resultado una mayor carga positiva, la cual, a su vez, permite una
mayor capacidad de unién con especies polianiénicas. Es importante sefialar
que otro pardmetro a deber ser estudiado quizd como un factor conjunto al
DD es el PM, pues se ha visto que el quitosano de alto PM y alto DD tienen su-
ficiente longitud de cadena y densidad de carga para formar complejos efi-
cientemente con el material genético en nanoparticulas.

Nanoparticulas con un didmetro medio mds grande se prepararon con
quitosano de un DD > 90% y un PM de 150-400 kDa. Nanoparticulas con el
didmetro medio mds pequerio se prepararon con un quitosano de DD 75-90%
y un PM de 50-150 kDa (Blazevi¢ et al., 2016). Por otro lado, se ha informado
que las moléculas de quitosano de alto PM pueden formar enlaces de hidré-
geno internos, lo cual reduciria el nimero de grupos amino capaces de inte-
ractuar con las membranas (Poznanski et al., 2023). Por lo anterior, se resalta
que el tamafio, la carga superficial y las interacciones biolégicas de las nano-
particulas pueden depender también del PM ademds del DD del quitosano.

El PDI de las nanoparticulas se puede disminuir al reducir el DD del qui-
tosano, siendo sensible incluso a pequerias diferencias en los valores del DD.
Un estudio revel6 que las distribuciones de tamafio se volvieron més uni-
formes cuando la cinética de agregacién fue mds lenta y se tenia un DD de
72%, comparado con un DD mayor (82-95%) (Y. Huang y Lapitsky, 2017).

También se ha demostrado que la eficiencia de encapsulacién (EE%) au-
menta a medida que crece el DD del quitosano, al menos cuando se encapsulan
moléculas con grupos acidos como la albtmina de suero bovino (BSA) Xuy
Du, 2003). Relacionidndose lo mencionado con el mayor contenido de grupos
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amino, los cuales facilmente forman complejos con los grupos acidos. Por lo
tanto, se establece que el DD también influye en la formacién de enlaces elec-
trostaticos con farmacos o biomoléculas, afectando la eficiencia de encapsu-
lacién.

E1 DD del quitosano es un pardmetro relevante que puede influir signifi-
cativamente en las propiedades fisicoquimicas y biolégicas de las nanoparti-
culas, aunque su efecto depende también de otros factores como el PM y el
tipo de carga del farmaco o biomolécula. En términos generales, un DD ele-
vado suele asociarse con una mayor densidad de carga positiva en el polimero,
lo cual puede favorecer las interacciones electrostaticas con membranas celu-
lares o con moléculas de carga opuesta, como algunos 4cidos nucleicos o far-
macos aniénicos.

Impacto del grado de desacetilacion en aplicaciones
farmaceéuticas y biomeédicas de las nanoparticulas de
quitosano

E1 DD influye directamente en las propiedades fisicoquimicas de las nanopar-
ticulas y estas, asimismo, en sus aplicaciones biomédicas (figura 4). El ajuste
en el DD pudiera permitir optimizar los nanosistemas conforme a los requisi-
tos terapéuticos especificos. A continuacién, detallamos la implicacién del
DD de quitosano y sus principales aplicaciones biomédicas.

Liberacion controlada de farmacos:

Las propiedades fisicomecanicas del quitosano, en parte reguladas por su DD,
son determinantes en su aplicacién como nanoportador para la liberacién
controlada de formacos. Un mayor DD aumenta la densidad de cargas positi-
vas, potenciando las interacciones electrostaticas con polimeros de carga
opuesta (Jhaveri et al., 2021; Sharkawy et al., 2022). Estas interacciones favo-
recen una mayor interconexién entre las cadenas poliméricas, lo cual da lugar
a sistemas mds compactos y, en consecuencia, a sistemas encapsuladores de
farmacos.

El incremento del DD no solo reduce la tasa de liberacién debido a las in-
teracciones polielectroliticas complejas, sino también por la reorganizacién
de la microestructura polimérica. A mayor DD, el quitosano adquiere un ca-
racter mas cristalino (Jhaveri et al., 2021), disminuyendo su susceptibilidad a
la degradacién. Paralelamente, la reduccién en la cantidad de grupos acetilo
disminuye la afinidad del quitosano por enzimas como la lisozima, lo cual re-
trasa su biodegradacién (V. Kumar et al., 2023; Luo et al., 2018).

Cabe mencionar que el pH del medio influye significativamente en la ci-
nética de liberacién de sistemas nanoestructurados de quitosano. En condi-
ciones 4cidas, un DD elevado incrementa la protonacién de los grupos amino
libres, favoreciendo una mayor hidratacién e hinchamiento de la matriz poli-
mérica (Hussain et al., 2013; X. Zhou et al., 2014). Este fenémeno puede ace-
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lerarla liberacién del principio activo al facilitar la difusién a través de una red
mas expandida y permeable. Sin embargo, el efecto no puede ser universal,
pues en algunos casos el incremento en la interaccién electrostética entre el
polimero cargado positivamente y el principio activo puede retardar la libera-
cién, dependiendo de la naturaleza de la molécula encapsulada. Por tanto, el
impacto del DD sobre la liberacién debe evaluarse considerando el pH del en-

torno, el tipo de carga del farmaco y las condiciones de formulacién.

Terapias génicas y basadas en ARN:

Un grado reducido de desacetilacién (< 60%) disminuye la afinidad de los
complejos por el ADN o siRNA (Kiang et al., 2004; Mao et al., 2010), lo cual
puede inducir inestabilidad en las estructuras nanométricas, provocando la
liberacién prematura del material genético antes de su internalizacién celular
y una mayor susceptibilidad a la degradacién. En consecuencia, se requiere
una mayor cantidad de quitosano para lograr una unién completa al material
genético, equilibrando las cargas de los grupos amino y fosfato (Kiang et al.,
2004).

Aunque una tasa rapida de disociacién extracelular no es 6ptima en mo-
delos in vitro, puede ofrecer ventajas en aplicaciones in vivo, como la transfec-
cién muscular, debido a la rdpida absorcién. Y dado que las particulas sinteti-
zadas con quitosano altamente desacetilado no se degradan facilmente,
pueden ser transportadas por células presentadoras de antigeno u otras cé-
lulas migratorias presentes, por lo cual un DD medio (70-85%) puede propor-
cionar una liberacién méas controlada de ADN al mismo tiempo que ofrece
proteccién evitando la degradacion del material genético (Kiang et al., 2004).

Lavertu y colaboradores demostraron que la expresién transgénica 6p-
tima se obtiene al modular simultdneamente el PM y el DD del quitosano (La-
vertu et al., 2006). A menor PM es necesario un aumento en el DD, o vice-
versa. Estos pardmetros interactian de forma compleja, influenciados ademads
por el pH del medio (Kritchenkov et al., 2017; Lavertu et al., 2006). Por
ejemplo, un aumento en el pH desplaza el rango 6ptimo de PM hacia valores
superiores, para compensar las cargas.

La interaccién del quitosano con material genético, regulada por su DD,
destaca su alta versatilidad para aplicaciones biomédicas.

Nanoparticulas antimicrobianas:

Una de las cualidades mds representativas del quitosano es su actividad anti-
microbiana, atribuida a su capacidad para adherirse a la superficie bacteriana,
debido a la carga negativa de los lipopolisacaridos y fosfolipidos en las células
bacterianas (Amor et al., 2024).

La evidencia sugiere que el aumento del DD y la disminucién del pH op-
timizan sus propiedades antimicrobianas, tanto contra bacterias gramposi-
tivas como gramnegativas, mediante diversas interacciones que dependen de
las diferencias en la composicién de las paredes celulares (Mania et al., 2023).
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Ademads, su integracién en nanoparticulas potencia su actividad antimicro-
biana, gracias al incremento del area superficial y su alta reactividad (Luo et
al., 2018).

Los mecanismos propuestos para su accién antimicrobiana incluyen: 1)
bloqueo directo de la superficie bacteriana, impidiendo el paso de nutrientes
y oxigeno al espacio intracelular; 2) penetracién del quitosano a través de la
membrana celular, ocasionando lisis celular o interfiriendo en la sintesis de
ARNm, y, 3) quelacién de iones metélicos, un proceso favorecido a pH alca-
lino, debido a la capacidad del grupo amino desprotonado para formar com-
plejos estables (Amor et al., 2024; Mania et al., 2023).

Recientemente, Lu et al. desarrollaron un quitosano cuaternizado de alta
desacetilacién, mostrando una actividad antimicrobiana de amplio espectro,
eficaz incluso a dosis mucho menores que los antibiéticos convencionales. In-
hibiendo también la formacién de biopeliculas y erradicando biopeliculas ma-
duras (Nasaj et al., 2024).

Las nanoestructuras de quitosano representan una estrategia promete-
dora frente a la resistencia antimicrobiana a nivel global. Sin embargo, se re-
quieren mayores esfuerzos para optimizar su aplicacién, asegurando su efi-
cacia mientras se mitiga la citotoxicidad.

Terapias antitumorales:

Las nanoparticulas de quitosano destacan por su potencial terapéutico al in-
teractuar con células tumorales. Su carga positiva, modulada por el DD, favo-
rece la internalizacién celular, aumenta la citotoxicidad y reduce la resistencia
eléctrica transepitelial (Garg et al., 2019). Ademas, presentan actividad anti-
cancerigena dependiente del PM y el DD, con baja toxicidad en células no can-
cerosas y eficacia variable segtn la linea celular (H. S. Adhikariy Yadav, 2018).

El quitosano, al presentar mayor carga positiva por sus grupos amino, se
asocia preferentemente con la membrana de células cancerosas, las cuales son
mas negativas que las células sanas. Se ha observado que un mayor efecto ci-
totoxico en células cancerosas se correlaciona con una mayor carga catiénica
superficial (Je et al., 2006; Luo et al., 2018). Por ejemplo, un derivado de qui-
tosano aumentd su efectividad en células de adenocarcinoma humano al in-
crementar su DD del 50 al 90% (Je et al., 2006).

Los mecanismos de accién, influenciados por la carga electrénica, in-
cluyen: 1) permeabilidad selectiva de la membrana celular; 2) induccién de
apoptosis; 3) actividad antiangiogénica; 4) modulacién del sistema inmuno-
légico, y, 5) defensa antioxidante (H. S. Adhikari y Yadav, 2018).

El quitosano aumenta la permeabilidad epitelial al interactuar con pro-
teinas de unién estrecha y desestabilizar la membrana plasmatica, facilitando
el transporte de firmacos (Garg et al., 2019).

La incorporacién de quitosano en sistemas nanotecnoldgicos ha demos-
trado un notable potencial para mejorar la eficacia de los tratamientos contra
el cancer. Y su combinacién con estrategias de administracién dirigidas pueden

¢



www.mundonano.unam.mx | ARTICULOS DE REVISION | Mundo Nano
https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691e.2025.35.69860 | 18(35), €69860, julio-diciembre 2025
Hector Hernandez-Parra, Stephany Celeste Gutiérrez-Ruiz, Nancy Lizbeth Rodriguez-Morales, H. Adrian Garcia-Gasca, Sheila I. Peia-Corona,
Juan I. Chavez-Corona, Benjamin Floran, Hernan Cortés, Gerardo Leyva-Gomez
optimizar la liberacién en los tejidos diana, mejorando la efectividad terapéu-

tica y minimizando efectos adversos sistémicos.

FIGURA 4. El grado de desacetilacion influye en las propiedades de las nanoparticulas y en sus apli-
caciones biomédicas.

Terapia oncoldgica Liberacién controlada

Actividad antimicrobiana Transfeccion génica

Fuente: Elaboracion de los autores. Creada en https://BioRender.com.

Grado de desacetilacion y su interaccion con células
objetivo

El DD influye directamente en su capacidad de biocompatibilidad y afinidad
celular, debido a estar estrechamente relacionada con sus propiedades fisico-
quimicas y bioldgicas (Akpan et al., 2020). Por ejemplo, la adherencia y la pro-
liferacién celular se pueden ver favorecidas por el aumento en el DD del qui-
tosano, mostrando una mejor biocompatibilidad a valores de entre 72-85%
(Foster et al., 2015; Prasitsilp et al., 2000; Seda Tigh et al., 2007). Esto se debe
a que en quitosanos con mayor DD existe un mayor namero de grupos amino
libres, favoreciendo interacciones mds estables entre el quitosano y las células
(Betdowski et al., 2022).

En este contexto el creciente interés en el uso del quitosano como biopo-
limero para aplicaciones biomédicas por su afinidad celular ha impulsado la
realizacién de multiples ensayos in vitro, en los cuales diferentes tipos celu-
lares han sido expuestos a quitosano con distintos grados de desacetilacién,
mostrando propiedades distintas segun el tipo celular estudiado.

En un estudio realizado por Chatelet et al., se evalud el efecto de peliculas
de quitosano con distintos grados de desacetilacién en queratinocitos y fibro-
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blastos. Los resultados mostraron que la adhesién celular decrecia conforme
disminuia el DD, y que todas las peliculas (DD de 97.5, 92.5, 85.5, 75 y 53%)
fueron citocompatibles con ambos tipos celulares. Ademas, los queratinocitos
mostraron mayor proliferacién a mayor DD. En cambio, los fibroblastos mos-
traron una menor proliferacién celular, sin importar el DD. Este comporta-
miento puede deberse a su alta adhesién al quitosano, siendo casi el doble que
en queratinocitos, lo cual podria interferir con su crecimiento (Chatelet et al.,
2001). Estos hallazgos sugieren que la proliferacion celular en peliculas de
quitosano varia segun el tipo celular y su interaccién con la superficie.

Variaciones en el DD también pueden inducir respuestas biolégicas dife-
renciadas incluso en células del mismo tipo. En un estudio realizado por Freier
et al. se evalué la viabilidad de neuronas primarias del ganglio de la raiz dorsal
(DRG) de pollo cultivadas sobre peliculas de quitosano con distintos grados de
desacetilacién. Los resultados mostraron que las peliculas con DD de 53.9% y
33.6% promovian una menor viabilidad celular en comparacién con aquellas
formuladas con un DD de 89.1% (Freier et al., 2005). Los autores atribuyeron
esta diferencia a la mayor cantidad de grupos amino libres presentes en los po-
limeros con alto DD, los cuales incrementan la densidad de carga positiva en la
superficie del material. Esta carga pudiera favorecer la interaccién electrosta-
tica con las membranas celulares cargadas negativamente. Estas interacciones
pudieran facilitar la adhesién inicial de las células al sustrato y potenciar pro-
cesos y factores que en conjunto promueven la supervivencia celular.

De manera similar, un estudio sobre cultivos tridimensionales de células
osteoblasticas humanas mostré una mejor adhesién y proliferacién celular en
esponjas de quitosano con un mayor DD > 87, mientras que con valores mas
bajos de DD < 78% se mostr6é una menor adhesién y proliferacién celular
(Amaral et al., 2006).

Igualmente, otro estudio demostr6 que, al aumentar el DD en peliculas
de quitosano, de un 72% a un 85%, se observa un incremento lineal en la pro-
liferacion de células gliales envolventes del bulbo olfatorio (OECs), asi como
un incremento en la rugosidad superficial y en la cristalinidad de las peliculas.
Estos cambios podrian facilitar la adhesién y mejorar la proliferacién celular
(Foster et al., 2015).

Estos hallazgos podrian sugerir que la biocompatibilidad del quitosano
aumenta con el DD. No obstante, aunque la proliferacién y viabilidad celular
promovidas por el quitosano muestran un comportamiento similar en multi-
ples tipos celulares, es fundamental considerar el DD del quitosano al realizar
ensayos, pues incluso pequefias variaciones pueden generar efectos biol6-
gicos distintos que podrian no ser los adecuados para ciertas aplicaciones. Por
ejemplo, se ha descrito que los oligosacéridos de quitosano con mayor DD se
asocian con una mayor actividad antitumoral en células cancerigenas de prés-
tata, pulmoén y hepatoma (Park et al., 2011). En contraste, para aplicaciones
de injertos éseos a base de hidrogeles de quitosano /B-glicerofosfato, el DD
del quitosano influye en la viabilidad celular de las células estromales multi-
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potentes (CEM), observandose un incremento en la proliferacién celular
cuando el DD del quitosano se incrementa de 72% a 85% (Vasilyev et al.,
2021).
Los resultados de estos estudios permiten construir un panorama ge-
neral sobre la relacién entre el DD del quitosano y su afinidad celular, enten-
dida como su capacidad para interactuar de manera especifica con ciertos
tipos de células, promoviendo su adhesidn, proliferacién y diferenciacién ce-
lular. Ademds, esta afinidad también se manifiesta en su capacidad para in-
ducir una respuesta biolégica.

Desafios y oportunidades: futuro del quitosano
en la nanotecnologia

El futuro del quitosano en la nanotecnologia parece prometedor, sin embar-
go, existen retos y limitaciones a ser superados para poder maximizar su po-
tencial en diversas aplicaciones.

Entre las principales limitaciones del uso del quitosano en nanotecno-
logia se encuentra su heterogeneidad estructural. Como se ha mencionado,
tanto el DD como el PM varian segtn la fuente de obtencién y el método de
procesamiento, lo cual afecta directamente sus propiedades fisicas, quimicas
y biolégicas. Esta variabilidad influye en la estabilidad, la solubilidad y la ca-
pacidad de interaccién con otras moléculas, comprometiendo el rendimiento
de las nanoparticulas resultantes (Carrasco-Sandoval et al., 2023; Jafernik et
al., 2023). Otra limitante son los métodos de sintesis, actualmente estos mé-
todos enfrentan dificultades en la reproducibilidad y escalabilidad; por lo
tanto, la optimizacién de estos métodos es un elemento clave para permitir
un control estricto del tamarfio, la morfologia y las modificaciones superfi-
ciales de las nanoparticulas, permitiendo asi su produccién a mayor escala
con fines industriales (Jafernik et al., 2023; Nguyen et al., 2022). Finalmente,
las técnicas disponibles para determinar y controlar el DD pueden ser cos-
tosas, de dificil acceso o ser relativamente complejas. Ademds, no siempre
proporcionan la precisién necesaria, generando inconsistencias en el com-
portamiento del quitosano en aplicaciones nanotecnoldgicas (Ahsan et al.,
2018; Mikusova y Mikus, 2021; Sdnchez-Machado et al., 2024).

Optimizacion del DD para aplicaciones especificas:

Para poder optimizar el DD del quitosano en aplicaciones que requieran alta
especificidad se pueden considerar varios enfoques (H. Y. Zhou et al., 2008).
Por ejemplo, desarrollar nuevos métodos analiticos que tengan mayor preci-
sioén obteniendo mediciones mas exactas y reproducibles (Trung et al., 2006).
Otra opcidn seria tener un mayor control en las condiciones de sintesis, ajus-
tando pardmetros en el proceso de desacetilacién como el tiempo, la tempera-
tura y el uso de catalizadores, con la finalidad de obtener un producto mds
uniforme (Dutta y Priyanka, 2022; Hussain et al., 2013).
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Potencial para el desarrollo de quitosano personalizado para
aplicaciones especificas:

Actualmente, el uso de quitosano modificado ha despertado gran interés en la
investigacién cientifica, permitiendo aplicaciones con alta especificidad en
una amplia variedad de dmbitos. La modificacién del quitosano ya sea por
medios quimicos como la insercién de grupos funcionales (D. Kumar et al.,
2020), o por medios fisicos como la radiacién (C. Adhikari, 2021; Hernandez-
Parra et al., 2024) han demostrado mejorar su interaccién con otras molécu-
las. Ademas, la combinacién de quitosano con otros polimeros o metales (Ja-
yakumar et al., 2005) contribuye a obtener propiedades especificas como
conductividad e incluso aumentar su especificidad. Otro uso del quitosano
modificado es la creacién de sistemas que ayuden a dirigir firmacos a tejidos
o células especificas (Mirajkar et al., 2021; Saikia et al., 2015).

Por lo tanto, aunque el quitosano presenta limitaciones en su aplicacién
en nanotecnologia, el desarrollo de nuevas técnicas de caracterizacién y mo-
dificacién ha garantizado nuevas oportunidades de aplicacién, incremen-
tando su valor anadido.

Conclusion

E1 DD del quitosano es un pardmetro critico en la sintesis y funcionalidad de
nanoparticulas con aplicaciones farmacéuticas y biomédicas. Un alto DD con-
fiere mayor carga positiva a la cadena polimérica, mejorando su interaccién
con membranas celulares y biomoléculas; sin embargo, un muy alto DD (cer-
cano al 100%) pudiera resultar en una afinidad tan fuerte que se puede volver
téxica. Mientras que un bajo DD puede afectar la solubilidad y estabilidad co-
loidal de nanoformulaciones. La optimizacién del DD permite ajustar propie-
dades clave como el tamario, la carga superficial y la eficiencia de encapsula-
cién, influyendo directamente en la biodisponibilidad y en la liberacién
controlada de fdrmacos.

Los estudios analizados en esta revisién destacan que el equilibrio entre
DD y PM es esencial para maximizar el desempefio de las nanoparticulas en
aplicaciones que van desde terapia génica hasta administracién de fairmacos y
actividades antimicrobianas y antitumorales.

Sin embargo, persisten desafios en la estandarizacién de métodos de carac-
terizacién y en la optimizacién de produccién de quitosano con determinados
grados de desacetilacién a gran escala. En este sentido, futuras investigaciones
deben enfocarse en comprender la relacién entre el DD y la bioactividad del qui-
tosano, asi como en desarrollar estrategias que permitan su personalizacién
para aplicaciones especificas.

El potencial del quitosano como nanomaterial estratégico sigue en ex-
pansién, consoliddndose como un candidato versatil para el desarrollo de tec-
nologias avanzadas en el campo farmacéutico y biomédico.
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Silices mesoporosas: del mundo inorganico a la
entrega de farmacos’

Mesoporous silica: from the inorganic world to drug
delivery

Mariana G. Flores-Cruz* y Luz M. Lopez-Marin**: ¢

ABSTRACT: One of the major challenges in current medicine is drug delivery through intelligent
systems, a field where nanotechnology has a key impact, given its capacity to produce materials
that are commensurable with those in cell and tissue structures. Various nanoparticulate sys-
tems have been proposed for drug delivery, with mesoporous silica being one of the most prom-
ising ones. Silica is a low-cost inorganic material synthesized through simple methodologies that
do not require any sophisticated infrastructures, leading to very versatile structures in size and
porosity, compatible with the encapsulation of very distinct drugs, including biological macro-
molecules, such as proteins and nucleic acids. Herein we describe mesoporous silica as a mate-
rial for drug delivery, highlighting its potential for the release of biological macromolecules.
Strategies for modifying the surface chemistry of mesoporous silica and for their characteriza-
tion are presented. Finally, progresses about biocompatibility, biodegradation and clinical stud-
ies are discussed.

KEYWORDS: mesoporous silica nanoparticles, surface chemistry, biocompatibility, drug delivery.

RESUMEN: Uno de los principales retos en la medicina actual es la entrega de medicamentos a
través de sistemas inteligentes, area donde la nanotecnologia tiene un impacto clave, dada su
capacidad para producir materiales conmensurables con las estructuras de nuestras células y
tejidos. Diversos sistemas nanoparticulados han sido propuestos para la liberacion de farma-
cos, y uno de los mas prometedores es el uso de la silice mesoporosa. La silice es un material
inorganico de bajo costo, el cual puede ser sintetizado a través de metodologias sencillas sin
requerir infraestructura sofisticada, y dando lugar a estructuras muy versatiles en tamano y
porosidad, compatibles con el encapsulamiento de farmacos de muy distinta naturaleza, inclu-
yendo biomacromoléculas, tales como proteinas y acidos nucleicos. En este articulo, presenta-
mos una descripcion de las silices mesoporosas como vectores para la liberacion de farmacos,
resaltando su potencial para la entrega de biomacromoléculas. Se presentan las estrategias
mas comunes para la modificacion de su quimica superficial y para su caracterizacion. Por alti-
mo, discutimos los estudios mas recientes relacionados con su biocompatibilidad, biodegrada-
bilidad y uso en humanos.
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Introduccion

Las afecciones a la salud han sido una constante a lo largo de la historia, y aun-
que la esperanza de vida ha ido en aumento en los dltimos 2 siglos, antiguas y
nuevas enfermedades siguen representando un flagelo para la humanidad. Tal
como pudo atestiguarse con la pandemia de COVID-19, las enfermedades in-
fecciosas, alguna vez visualizadas desde el mundo desarrollado como un asunto
controlable, persisten como uno de los principales retos de salud. Por otro lado,
las afecciones crénicas, tales como el cdncer o la diabetes, van ganando terreno
en todo el mundo. Tradicionalmente, la administracién de farmacos ha concen-
trado sus esfuerzos en pequefias moléculas bioactivas, capaces de antagonizar
procesos ligados a diversas sintomatologias. En general, estas sustancias con-
sisten en moléculas orgdnicas de pequeiia talla capaces de acoplarse a alguna
diana molecular, como puede ser mediante una accién inhibitoria sobre alguna
enzima. En los tltimos afios, la busqueda de fairmacos se ha facilitado enorme-
mente con el uso de cribados in silico, es decir, con el uso de simulaciones por
computadora. Con esta estrategia, la seleccién de nuevos candidatos activos se
ha acortado de una manera impensable hasta hace poco tiempo. Més atn, la
posibilidad de identificar y de mejorar moléculas terapéuticas ha alcanzado el
campo de los formacos macromoleculares, esto es, de fairmacos de estructura
nucleica o proteica (Huang et al., 2016). En contraposicién con los farmacos
tradicionales, generalmente de tallas menores a 1,000 Da, las macromoléculas
son polimeros formados por multiples unidades monoméricas: los acidos nu-
cleicos —el acido desoxirribonucleico (DNA, del inglés deoxyribonucleic acid),
el acido ribonucleico (RNA, por ribonucleic acid)— y las proteinas, moléculas
formadas por la polimerizacién de mononucleétidos y de aminoacidos, respec-
tivamente. En las macromoléculas, tanto las tallas moleculares como la diversi-
dad son enormes. Generalmente constituidas por cientos de aminoéacidos, las
proteinas pueden tener tallas de mas de 100 kDa, mientras que los acidos nu-
cleicos terapéuticos contienen desde unas decenas hasta miles de pares de ba-
ses, lo cual corresponde a pesos moleculares desde unos 7 hasta > 5,000 kDa.

Como arriba se menciond, los fairmacos tradicionales actian mediante
su unién (comunmente no covalente y reversible) sobre una proteina especi-
fica, modificando su accién (Southey y Brunavs, 2023). El sitio de accién de
estos farmacos es variable, pues sus moléculas blanco pueden ser intracelu-
lares, como una enzima o una proteina estructural, proteinas de organismos
patdégenos extracelulares, como muchas bacterias, intracelulares, como los
virus, o bien pueden ser proteinas localizadas en la superficie celular, las
cuales actiian como receptores de sefiales. Tal variedad de sitios de accién re-
quiere de una versatilidad en la entrega de fairmacos, la cual solamente puede
ser resuelta mediante vectores controlados a nivel molecular, es decir, a
través de la nanotecnologia.

Por su parte, la accién de un fadrmaco macromolecular conlleva, salvo al-
gunos casos, la introduccién de la macromolécula bioactiva (una proteina), o
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bien de su precursor biosintético (DNA o RNA) al interior de una célula. En
una terapia celular, el objetivo es la correccién o la modulacién de productos
genéticos asociados con algin proceso patolégico. Y es que las proteinas, que
son los productos genéticos directos, son las encargadas de pricticamente
todas las funciones celulares. No es de extrafiarse que cualquier defecto en la
estructura de estas macromoléculas se encuentre directa o indirectamente
asociado con enfermedades, y que el administrarla en su forma correcta cons-
tituya una terapia eficaz. Pero las proteinas son producidas por la maquinaria
intracelular de acuerdo con la informacién codificada en el DNA y transferida
del nucleo al citoplasma por el RNA, de manera que una terapia celular puede
ser ejecutada con la administracién de una proteina, pero también con sus
precursores biosintéticos, los cuales tendrdn como sitio de accién el nicleo o
el citoplasma. En la figura 1 se esquematizan las opciones terapéuticas que la
administracién de macromoléculas puede promover en una célula. Entre ellas
se pueden enumerar: (a) la introduccién de genes de un organismo a otro,
esto es, la introduccién de transgenes, proceso que, por analogia con los
eventos llevandose a cabo durante una infeccién viral, es llamado transfec-
cién, y el cual termina con la produccién de una proteina terapéutica (figura
1a) (Tuyen Ho et al., 2024); (b) la introduccién de un transcrito de RNA men-
sajero, molécula que actiia fuera del nicleo, en el citoplasma celular (figura
1b) (Leslie, 2024); (¢) la introduccién de RNAs pequetios (sRNAs), capaces de
regular los procesos de descodificacién de informacién en el nucleo (figura 1c)
(Miao et al., 2024); finalmente, (d) la introduccién de proteinas, moléculas ca-
paces de editar genes defectuosos (figura 1d), o factores de transcripcion, los
cuales modulan la expresion genética (figura 1le) (Ebrahimiy Samanta, 2023;
Liu et al., 2017; Ascic et al., 2024).

Los descubrimientos y tecnologias relacionados con el potencial de ma-
cromoléculas en terapias celulares avanzan cada vez con mayor rapidez. Se
ha estimado, por ejemplo, que el conocimiento de genes asociados con enfer-
medades (y cuyos defectos serian susceptibles de correccién) se estd incre-
mentando por miles en la presente década (Yin et al., 2017). La liberacion de
farmacos macromoleculares al interior de una célula resulta, en cambio, un
problema persistente: atravesar membranas celulares para entregar DNA ha
sido una tarea donde los virus han sido los vectores de eleccién por exce-
lencia (Lundstrom, 2023); sin embargo, la variabilidad de fondos genéticos
en el humano origina una alta incertidumbre en cuanto a la seguridad de
manipulaciones genéticas por parte del virus, lo cual resulta en la restriccién
de estas tecnologias, conocidas como terapias génicas, para la correccién de
defectos genéticos terminales (Kachanov et al., 2024). A guisa de ejemplo, la
correcciéon del gene ada en humanos afectados por inmunodeficiencia com-
binada severa (SCID, del inglés: severe combined immunodeficiency) se ha rea-
lizado desde los afios ochenta mediante la entrega de un virus acarreador del
gene modificado (Secord y Hartog, 2022). Decenas de personas afectadas
por el padecimiento han gozado de una vida normal gracias a dicha terapia.
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Figura 1. Estrategias para modificar los productos genéticos de una célula.

Proteina
modificada

(a) La introduccion de DNA exdgeno, ya sea mediante virus o mediante particulas; (b) la introduccion
de RNA mensajero (MRNA, precursor directo de la sintesis de proteinas); (c) la introduccion de RNAs
pequefios (sRNAs, capaces de influir en la traduccion de RNA a proteina, y, (d) la introduccion de protei-
nas, incluyendo sistemas de edicion genética, capaces de editar el DNA de la célula de manera directa
y, (e) factores de transcripcion.

Fuente: Elaboracion de las autoras.

Sin embargo, algunas de ellas han debido lidiar con efectos secundarios
graves, incluidos casos de leucemia generados por el vector viral (Kachanov
etal., 2024). Si bien otros vectores virales estdn exentos de procesos oncogé-
nicos, la interaccién de ciertos de ellos con el humano ha causado reacciones
inmunolégicas exacerbadas, llegando inclusive a la muerte (Kachanov et al.,
2024). Por esta razon, la exploracion de vectores no virales para la entrega de
DNA resulta indispensable para que los beneficios de una terapia génica
puedan ser extendidos a los padecimientos que més nos atacan, como al-
gunas enfermedades crénico-degenerativas e infecciosas.

Para su entrega, tanto farmacos tradicionales como macromoleculares
comparten algunos requerimientos. Uno de los puntos criticos estara dictado
por la facilidad de controlar la quimica superficial del material, empatando asi
sus caracteristicas de fisisorcién con las de algiin farmaco en particular, segun
su tipo molecular, carga i6nica o polaridad. Asi, un material capaz de ser
transformado con distintos grupos funcionales mediante reacciones efi-
cientes y sencillas resultard mds conveniente para la entrega de formacos que
uno mas inerte. Otras de las caracteristicas buscadas en materiales para en-
trega de farmacos son su poder de encapsulamiento, un costo rentable y la
disponibilidad de procesos sencillos y amigables en su preparacién. En cuanto
a su interaccién con el organismo humano, las caracteristicas ideales de un
vector incluyen su biocompatibilidad, es decir, su capacidad de actuar sin ge-
nerar toxicidad o efectos indeseables, asi como su tasa de eliminacién, ya sea
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mediante su biodegradabilidad, o por su susceptibilidad a ser secretado me-
diante vias naturales, como la filtracién glomerular.

En este articulo, presentamos un panorama de las nanoparticulas de si-
lice mesoporosas como uno de los recursos mas prometedores para la entrega
de farmacos, con énfasis en su estructura, su biocompatibilidad y su capa-
cidad de encapsulamiento de farmacos. Finalmente, destacamos algunas de
las propuestas mds relevantes para el disefio de vectores para la entrega de
farmacos basados en silice.

Silice mesoporosa

Sintesis y caracteristicas morfologicas

El di6xido de silicio o silice (SiO,) es un sélido covalente de gran estabilidad
en estado sélido. Se encuentra en grandes cantidades en rocas, arena y suelo,
y sus usos son multiples, desde productos como el vidrio o los ladrillos, hasta
productos comestibles (EFSA Panel on Food Additives and Nutrient Sources
added to Food (ANS) et al., 2018). Como ocurre con otros sélidos covalentes,
la silice existe en forma cristalina o en forma amorfa. A exposicién constante,
la silice cristalina es causante de silicosis, una enfermedad inflamatoria del
pulmén desencadenada por nuestro sistema de defensa al exhibirse ante na-
noparticulas cristalinas (Leung et al., 2012). La silice amorfa, en cambio, ha
sido considerada como un material altamente biocompatible para su uso en
medicina, como veremos mds adelante. Aunados a esta caracteristica, un bajo
costo y su facilidad de sintesis han hecho de la silice amorfa un producto de
gran interés a nivel industrial. La aparicién de las primeras particulas de sili-
ce esféricas fue a partir de la metodologia propuesta por Werner Stober en
1968, con tamario de particula rondando los 20-2,000 nm. A partir de 1975
hasta la actualidad, se han desarrollado diferentes tipos de nanoparticulas de
silice, las cuales varian en forma y tamario. El método de sintesis mas popular
estd representado por un proceso de deposicién de solucién quimica, mejor
conocido como sol-gel. En este método, una solucién precursora (sol) que
contiene la sal de un elemento metélico o metaloide, como silicio, es expuesta
a ambientes conducentes a reacciones de hidrélisis y condensacién, para ge-
nerar una red inorgdanica (gel), donde su tamario y morfologia dependeran de
las condiciones de la transicién de sol a gel (Brinker y Scherer, 1990). Median-
te esta técnica, se pueden obtener materiales mesoporosos a partir de planti-
llas basadas en surfactantes catiénicos o copolimeros. Dado su caricter anfi-
patico, estas moléculas surfactantes se ensamblan automditicamente en
arreglos de tallas nanométricas, ocupando espacios ordenados al interior de
la silice, de tal manera que, al condensarse la silice, dicha plantilla es elimina-
da mediante procesos de calcinacién, para originar un material estructurado
con mesoporos (Ha y Park, 2019). En los dltimos 35 afios, han surgido dife-
rentes clases de familias, donde las mdas destacadas han sido la familia MCM
(del inglés mobil composition of matter) con sus ejemplares MCM-41, MCM-48
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y MCM-50; la familia SBA (Santa Barbara amorphous) con sus ejemplares
SBA-15 y SBA-16, y la familia IBN (Institute of Bioengineering and Nanote-
chnology) con su ejemplar IBN-9. Cada una de estas familias se ha empleado
en el campo biomédico para la liberacién controlada de farmacos, adsorcién/
desorcién de proteinas, contraste en bioimégenes y terandstica (la combina-
cién de terapia y diagnostico a través de un solo sistema). En la figura 2, se
muestra la reaccién de condensacién de la silice, el principio de sintesis para
silices mesoporosas y algunos ejemplos de variaciones morfolégicas y de talla
encontradas en silices de uso comun.

Figura 2. Método sol-gel (mecanismo de deposicion de solucién quimica) para la obtencion de estruc-

turas de silice mesoporosa.
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Los surfactantes (como es el caso del bromuro de cetiltrimetilamonio, CTAB) al estar inmersos en medios
acuosos forman micelas que en conjunto se utilizan como una plantilla de la estructura, también cono-
cida como agente director. En presencia de la solucion precursora (como es el caso del tetraetil ortosi-
licato, TEOS) y a través de reacciones de hidrdlisis y condensacion, se generan redes inorganicas donde
el agente director puede removerse al someterse a tratamientos de calcinacion y obtener estructuras
mesoporosas de silice. La obtencion de diversos tamanos de poro y particula, diferentes morfologias y
quimica superficial, dependera del tipo de surfactante, la fuente de silice, temperatura de sintesis y el
valor de pH del medio de formacion.

Fuente: Elaboracion de las autoras.

Quimica superficial, funcionalizacion y encapsulamiento de farmacos

La silice mesoporosa destaca por la posibilidad de sintetizar diferentes tama-
fios de particula (7 nm - 1um), tamario y volumen de poro definido, que per-
mita el almacenamiento de moléculas y nanoparticulas y extensa area super-
ficial (200-1000 m?/g). Aunado a ello, los grupos activos de su superficie
ofrecen la posibilidad de funcionalizarla con diferentes materias y/o biomolé-
culas (lipidos, proteinas, moléculas zwitteriénicas, nanoparticulas, etc.) (Jan-
jua et al., 2023). En silices mesoporosas nativas, un pH cercano a 7 (como en
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la mayoria de fluidos biol6gicos) conducird a una superficie con carga negati-
va, pues un 19% de sus grupos silanoles (Si-OH) presenta una acidez corres-
pondiente a un pKa de aproximadamente 4.5 (K. Leung, Nielsen y Criscenti,
2009), quedando en su forma ionizada como silanolatos (Si-O-), lo cual facili-
tara cualquier interaccién electrostatica con moléculas catiénicas (R. Huang et
al., 2020; R. Zhang et al., 2021). Sin embargo, los grupos silanoles son facil-
mente modificables, y tanto el interior de los poros como la superficie exterior
de las particulas pueden ser funcionalizadas mediante grupos orgénicos e in-
orgénicos diversos, para generar un control preciso de sus propiedades fisicas
y quimicas. Asi, por ejemplo, formacos hidrofébicos pueden ser adsorbidos en
silices modificadas con grupos alquilo (Kortesuo et al., 2001; Wu et al., 2005),
mientras que moléculas aniénicas, como el DNA o (-ciclodextrinas, pueden
ser retenidas mediante interacciones electrostaticas sobre grupos silanoles
que han sido tratados para quedar protonados (Carrasco et al., 2016; Tang et
al., 2023). Asimismo, moléculas poliméricas altamente hidrofilicas pueden
ser utilizadas para incrementar la estabilidad coloidal de particulas de silice a
través de un impedimento estérico (Von Baeckmann et al., 2021). Todas estas
modificaciones superficiales permiten que un amplio abanico de moléculas te-
rapéuticas pueda ser entregado a través de silices mesoporosas. Entre los gru-
pos funcionales més utilizados para modificacién de superficies se encuen-
tran los silanos organicos, como el 3-aminopropil trietoxisilano (APTES) y el
viniltrietoxi silano (VTES), grupos tiol como el 3-mercaptopropil trimetoxisi-
lano (MPTMS), grupos amino en moléculas poliméricas como la polietileni-
mina (PEI) y el polietilenglicol (PEG) o recubrimientos con pequetios fosfatos
organicos, como los fosfolipidos (Tella et al., 2022). Grupos funcionales catié-
nicos, como el APTES y el PEI, son ampliamente utilizados para cambiar la
carga superficial de la silice mesoporosa, mejorando su acoplamiento con su-
perficies celulares, las cuales suelen tener cargas netas negativas debido a la
presencia de grupos acidos tanto en algunos fosfolipidos de células eucario-
tas, como en los 4cidos teicoicos de paredes celulares bacterianas.

Sibien las moléculas de pequeria talla, como muchos de los formacos tra-
dicionales, son absorbidas a través del intestino y atraviesan membranas, su
encapsulamiento y entrega a través de un nanoacarreador conlleva a una en-
trega mucho mas eficiente. En este caso, el disefio del vector debe considerar
el sitio de accidn, la célula blanco, y las interacciones que entre el firmaco y el
vector permitirdn una alta tasa de encapsulamiento. Pero un aspecto rele-
vante para el encapsulamiento de fairmacos es la consideracién de tallas: las
tallas que una célula es capaz de internalizar y las que un nanoacarreador
puede portar. En cuanto al tamario de los vectores, se ha determinado que ta-
llas menores a 500 nm de didmetro resultan ideales para promover una endo-
citosis por células no fagociticas (Sattar et al., 2022), mientras que vectores de
tallas de alrededor de una micra serian capturados solamente por células fa-
gociticas. En el primer caso, el farmaco tendra como destino algin tejido es-
pecifico, pudiendo ser direccionado a través de ligandos, tales como anti-
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cuerpos o aptameros anclados a la superficie del vector. Las células fagoci-
ticas, por su parte, representan blancos de accién paralaliberacién de vacunas
de subunidad y de agentes inmunomodulantes (Zhang et al., 2024). Con res-
pecto al material encapsulable, pequefios foirmacos de 1 a 1.5 nm pueden ser
introducidos al interior de los mesoporos de una silice (con didmetros de 2 a
50 nm). En contraste, los firmacos macromoleculares presentan tallas que
van desde unos 5-20 nm, en el caso de proteinas, como los anticuerpos, hasta
dimensiones que corresponderian a didmetros de hasta varias decenas de na-
németros (Tsoiet al., 2010; Lamichhane et al., 2015); en estos casos, la estra-
tegia de encapsulamiento debera consistir en la adsorcién de biomoléculas
sobre la superficie externa de las particulas, en conjunto con algin recubri-
miento capaz de conferir proteccién al escape y la degradacién. Una estra-
tegia para este fin es la decoracién de las particulas con membranas biomimé-
ticas, es decir, mediante una bicapa lipidica, la cual recubra la nanoparticula
(Carrasco et al., 2016). Cabe mencionar que las silices mesoporosas permiten
el encapsulamiento mediante un proceso de fisisorcién simple, sin requeri-
mientos de una infraestructura costosa, y bajo condiciones compatibles con
la preservacién de cualquier actividad biolégica. De acuerdo con datos repor-
tados en la literatura, la variedad de macromoléculas que pueden ser libe-
radas a través de silices mesoporosas incluirian proteinas, DNA plasmidico y
RNAs de diversas tallas. En la figura 3, se presentan las diferentes caracteris-
ticas de las particulas se silice mesoporosa y los tipos de modificacién super-
ficial que pueden realizarse en ellas (Janjua et al., 2023; Siddiqui et al., 2022).

Los principales métodos de modificacién superficial se clasifican en tres ca-
tegorfas: modificacién por co-condensacién, injerto postsintesis y recubri-
miento de superficies (Tarn et al., 2013). En el método de modificacién por co-
condensacién se produce una funcionalizacién in situ, partiendo de la
co-condensacion de alcoxisilanos hidrolizados (como es el caso del TEOS) y or-
ganoalcoxisilanos, ocasionando una funcionalizacién en la superficie interna
de los poros. Los organosilanos hidrolizados son de naturaleza anfipética y tra-
bajan como co-surfactantes, acopldndose a las micelas generadas por el surfac-
tante. Debido a la condensacién de la silice y el organoalcoxisilano, la fraccién
organica se posiciona directamente en la superficie de los poros. Existe la posi-
bilidad de generar estructuras nicleo-coraza al sintetizar nanoparticulas de si-
lice mesoporosa en la superficie de nanoparticulas metélicas, formando nano-
particulas hibridas. Este método es ampliamente utilizado debido a la mejora
de las propiedades de unién entre las paredes de los poros en las particulas de
silice y algiin grupo organico, dando lugar a una dispersién homogénea de los
grupos funcionales sobre la estructura de silice mesoporosa. Ademas, se pueden
obtener superficies hidr6fobas que atraen fuertemente a firmacos apolares
como el nimodipino, utilizado en tratamientos contra enfermedades cere-
brales, prolongando asi el tiempo de biodisponibilidad (Shi et al., 2011).

El método de injerto postsintesis consiste en modificar la superficie de
un material previamente sintetizado mediante reacciones quimicas de con-
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densacién. Tomando en cuenta la presencia de grupos silanoles en la super-
ficie exterior y en la superficie al interior de los poros, un método comin de
funcionalizacién es la reaccién con organosilanos, en donde una monocapa
del grupo funcional afiadido queda autoensamblada. Por ejemplo, la reac-
cién de silanoles, -SiOH/-SiO-, con APTES generara la formacién de grupos
aminopropilo sobre la superficie, -Si-(CH,);-NH;*. Para controlar la direc-
ci6én y nivel de modificacién por este método, se suele realizar una doble fun-
cionalizacién en técnicas de sol-gel, tanto antes como después de la remo-
cién del agente director, permitiendo la funcionalizacién de aquellos grupos
silanol presentes en el interior de los poros. Algunos grupos funcionales con
los cuales pueden reaccionar los hidroxilo (-OH) presentes en los grupos si-
lanol son los grupos tiol, fosfato, amino (que proporcionan cargas positivas),
carboxilo (que proporcionan cargas negativas), y cadenas organicas. Este
tipo de funcionalizaciones son empleadas para la liberacién controlada de
biomoléculas en ambientes fisiol6gicos especificos, donde estimulos particu-
lares intrinsecos, como cambios en el pH, o externos, tales como campos
magnéticos o estimulos luminosos pueden inducir la degradacién de las par-
ticulas (Huang, Rui et al., 2020).

Finalmente, el método conocido como recubrimiento de superficies actia
mediante mecanismos de adsorcién por enlaces e interacciones no covalentes
(principalmente electrostéticas) de ligandos. Para su ejecucién, se pueden
emplear moléculas catidnicas, anidnicas, zwitteridnicas, fluorescentes, li-
pidos, moléculas poliméricas o nanoparticulas, permitiendo combinar las
propiedades de distintos componentes, y generar superficies multifuncio-
nales. Asimismo, se pueden emplear bicapas de lipidos previamente autoen-
sambladas para decorar la superficie de las particulas de manera biomimética
(Valdemar-Aguilar et al., 2020), o biomembranas aisladas de células crecidas
in vitro (Magallanes-Puebla y Lépez-Marin, 2023). Hasta ahora, aunque esta
ultima alternativa es sumamente atractiva por la bioactividad y especificidad
de cada estirpe celular, las membranas sintéticas han sido més utilizadas, al
permitir un mayor control en su fabricacién, la incorporacién de polimeros
que mejoran la estabilidad coloidal, y mayores posibilidades de escalamiento
en su produccién.

En suma, cada uno de estos método de modificacién y funcionalizacién
superficial de silices resultan faciles de realizar gracias a la quimica superficial
de los grupos silanol, y permiten la obtencién de sistemas especificos para el
encapsulamiento de una gran variedad de farmacos, asi como su aplicacién
potencial en distintos procesos biomédicos.

Un paso clave para la determinacién de las adecuadas caracteristicas es-
tructurales, fisicoquimicas y toxicoldgicas de este tipo de sistemas es a través
de técnicas de caracterizacién tanto a nivel estructural como biolégico. Con
respecto a la caracterizacion estructural, resulta esencial la determinacién de
caracteristicas morfolégicas, dimensionales y estructurales de la silice meso-
porosa, para lo cual la microscopia electrénica de barrido (SEM) y la micros-
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Figura 3. Representacion esquematica de algunas caracteristicas modificables en las particulas de
silice mesoporosa.
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ademas, en el tamano de particula y en la porosidad. Las silices mesoporosas exhiben grupos silanoles
que se encuentran desprotonados a pH neutro, lo cual determina su dispersion y los métodos para su
funcionalizacion. Para modificarlas se pueden emplear moléculas con grupos funcionales especificos,
biomoléculas, nanoparticulas fluorescentes e hibridas, ligandos para la activacion celular, moléculas
poliméricas y material genético que se adhieran por interacciones supramoleculares.

Fuente: Elaboracion de las autoras.
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copia electrénica de transmision (TEM) representan las técnicas mas utili-
zadas. El tamario hidrodindmico de silices en suspension, asi como el indice de
polidispersidad de estos tamarios son factores cruciales, al permitir conocer la
estabilidad del sistema en medios acuosos. Para obtenerlos, la técnica utilizada
es la dispersiéon dindmica de luz (DLS), la cual suele obtenerse en equipos
donde, adicionalmente, un anélisis electroforético permite conocer el poten-
cial Zeta de las particulas, parametro relacionado con cargas superficiales y,
por lo tanto, con modificaciones superficiales o material encapsulado (Crois-
sant et al., 2020). A través de pruebas de difraccién por rayos X (XRD) a bajos
angulos se pueden establecer pardmetros correspondientes a las reflexiones de
Bragg que, en el caso de silices amorfas, dan cuenta de los arreglos ordenados
del material, asi como del tamafio aproximado de los poros (Garrido-Cano et
al., 2021). Mediante anélisis de isotermas de adsorcién y desorcién de N2 se
pueden determinar pardmetros texturales: el tamafio de poro, deducido por el
método de Barrett-Joyner-Halenda (BJH), y el area superficial, a través de la
ecuacién de Brunauer-Emmet-Teller (BET) (Huang et al., 2014). Por otro lado,
el uso de técnicas espectroscépicas permite la identificacién de grupos funcio-
nales presentes en la estructura. Por ejemplo, la espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) ofrece una muy buena aproximacién de los
grupos funcionales presentes, al generar sus distintas geometrias y entornos
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electrénicos, bandas de absorcién determinadas. Asi, estos anélisis pueden
brindar informacién no solamente de grupos propios de la estructura, sino de
remanentes de sintesis altamente téxicos en el lote analizado, tales como los
surfactantes. Por su parte, analisis espectroscopicos mas sofisticados, especifi-
camente la resonancia magnética nuclear de estado sélido, hacen posible la
discriminacién entre distintos grupos silanoles o la caracterizacién de la distri-
bucién espacial y de la concentracién de modificaciones en la superficie de la
silice (Luhmer et al., 1996; Kobayashi et al., 2017).

Silices mesoporosas en entornos biologicos

El ser humano estd frecuentemente expuesto al silicio debido a su presencia en
alimentos esenciales como pescado y verduras; y se encuentra en ciertas zonas
del cuerpo humano como huesos y piel. Anteriormente se mencioné que la si-
lice cristalina puede causar enfermedades pulmonares como silicosis. Sin em-
bargo, no se ha demostrado que las nanoparticulas de silice amorfas causen di-
cha enfermedad, cuyo origen se asocia con la fagocitosis de nanocristales
unicamente (Hornung et al., 2008). En dosis apropiadas, las nanoparticulas de
silice mesoporosas destacan por su biocompatibilidad dado que en entornos fi-
siolégicos inducen un ataque nucleofilico por iones OH- que causan la ruptura
de sus enlaces siloxano (Si-O-Si) y generan como producto acido silicico, el cual
no es toxico, y es excretado en orina (Janjua et al., 2023; Kankala et al., 2020;
Zhang, Chengcheng et al., 2022). En la actualidad, la silice mesoporosa se con-
sidera un nanosistema apropiado para aplicaciones en diversas 4reas tecnolé-
gicas, cientificas e industriales, como alimentaria y cosmetolégica, ademas de
su uso emergente en clinica como nanotransportador de farmacos.

A causa del creciente campo de investigacién de la silice mesoporosa para
aplicaciones biomédicas, es de suma importancia realizar estudios que de-
muestren su bioseguridad. Autoridades regulatorias como la United States
Food and Drug Administration (FDA) y la European Medicines Agency (EMA)
consideran a la silice amorfa como generally recognized as safe (GRAS, por sus
siglas en inglés) (Chen et al., 2013). No obstante, asi como se han desarro-
llado nanosistemas basados en nanoparticulas de silice mesoporosa, también
hay una constante investigacién de este material en cuanto a su bioseguridad
en diversas lineas celulares in vitro como fibroblastos y células del sistema in-
munoldgico entre las cuales se encuentran macréfagos y células dendriticas,
donde se ha demostrado una baja toxicidad y alta biocompatibilidad (Abbasi
etal., 2021; Wagner et al., 2021). Asimismo, se han realizado estudios in vivo
en modelos de mamiferos que registran resultados no significativos en cuanto
a su efecto toxicoldgico en 6rganos y tejidos (Cabellos et al., 2020; Huang et
al., 2011). En el humano, se han implementado terapias basadas en estos na-
nomateriales, los cuales demuestran biocompatibilidad (Tan et al., 2014).

Los ensayos in vitro constituyen el primer paso para identificar posibles
dafios causados por un nuevo material, y evitar dafios innecesarios con
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pruebas en animales. Los mas comunes involucran ensayos colorimétricos
simples, capaces de brindar informacién sobre la integridad celular, la acti-
vidad metabdlica y la capacidad de proliferacién. Uno de los mds utilizados es
el basado en la medicién de la actividad de deshidrogenasa mitocondrial,
también llamado ensayo del MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetra-
zolio bromuro) (Li et al., 2015). El principio de esta prueba consiste en medir
la capacidad de las células vivas para transformar un sustrato de dicha enzima
mitocondrial, generando un producto colorido que puede ser medido por es-
pectrofotometria. Existen distintas vias de administracién para la entrega de
farmacos, por lo cual estos sistemas de entrega pueden requerir pruebas es-
pecificas. Por ejemplo, la entrega de farmacos por via intravenosa requerirad
asegurar la ausencia de un efecto téxico sobre los glébulos rojos, la estirpe ce-
lular més susceptible a cambios de presién osmética (Hosseinpour et al.,
2020). Otro tipo de ensayos corresponde a la busqueda de respuestas inmu-
notoéxicas, las cuales pueden provenir del material en si, pero también de con-
taminantes bacterianos arrastrados durante su produccién, lo cual podria de-
rivar en una interpretacién errénea sobre los datos de seguridad de los
materiales (Clogston et al., 2024). De manera importante, la generacién de
inmunotoxicidad puede desencadenar dafios en el material genético, asi
como oxidacién de lipidos presentes en la membrana celular conllevando a la
muerte celular. Por ello, son necesarias tanto la cuantificacién de citocinas y
de especies reactivas de oxigeno (ROS) liberadas por células inmunitarias,
como pruebas para la deteccién de agentes tdéxicos bacterianos o fungicos,
tales como endotoxinas y beta-glucano. Para estos andlisis, las técnicas anali-
ticas mas comunmente utilizadas son los ensayos inmunoenzimaticos
(ELISA, del inglés: enzyme-linked immunosorbent essay), la citometria de flujo
(FACS, del inglés: fluorescence-assisted cell sorting), y la microscopia de fluores-
cencia confocal, la cual permite determinar la localizacién de particulas en el
interior de las células, asi como los mecanismos de captacién (Heidegger et
al., 2016). Los resultados en este tipo de ensayos y técnicas suelen ser com-
plejos, al no limitarse tinicamente a la supervivencia de las células, sino tam-
bién a la descripcién de los procesos de interaccién, a sus mecanismos de ac-
cién (vias de internalizacién) y al tipo de muerte celular.

Enrelacién con la silice, a pesar de las alentadoras evaluaciones in vitro, ain
existen discrepancias en los resultados in vivo atribuidos a los entornos sofisti-
cados de las barreras biolégicas, como las miultiples capas que conforman la
piel, microambiente tumoral hostil, restrictividad de la barrera hematoencefa-
lica, dificultad de integridad de nanosistemas basados en silice mesoporosa en
barreas mucosas gastrointestinales y acumulacién en el sistema digestivo. Estas
deficiencias en su estudio limitan su aplicacién. Entre las investigaciones ex-
haustivas sobre silices mesoporosas destacan estudios con el fin de determinar
distintos pardmetros y su efecto en la eficacia como nanoacarreador, inclu-
yendo el disefio, tamafio y modificacién superficial. Su biodegradacién depende
de multiples factores y se ha demostrado que altos niveles de porosidad, ta-
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mafio de particula pequetio (< 10 nm), morfologia esférica, carga superficial
neutra o catidnica, funcionalizacién con PEG y acoplamiento de ligandos re-
sultan en un aumento de su estabilidad coloidal, facilitando su degradacién
(Janjua et al., 2023). Su biodistribucién esta estrechamente relacionada con sus
propiedades fisicas, quimicas, tasa de disolucién y permeabilidad de tejidos por
interacciones celulares. Estudios de biodistribucién demostraron que nanopar-
ticulas de silice mesoporosa de gran tamarfio o aquellas no funcionalizadas con
PEG tienden a acumularse en érganos como higado, rifién y bazo (Niroumand
etal., 2023; Hosseinpour et al., 2020), generando la interrogante de su efecto ci-
totdxico a largo plazo y destacando la necesidad de mayor investigacién sobre
los riesgos de exposicién crénica. Como ya se menciond, se ha demostrado que
la incorporacién de PEG mejora la estabilidad coloidal de las particulas en
fluidos biolégicos, reduciendo la respuesta inflamatoria. Asimismo, se ha re-
portado que la adicién de biomoléculas, en particular galactooligosacaridos, mi-
nimizan su citotoxicidad y mejoran la focalizacién especifica (Heidegger et al.,
2016; Barguilla et al., 2023). Si bien las nanoparticulas de silice mesoporosa
presentan una baja citotoxicidad y un enorme potencial como plataformas para
la administracién de farmacos, su biocompatiblidad y biodistribucién est4 fuer-
temente relacionada con el nivel de dosis, tamafio de particula, caracteristicas
de modificacién y funcionalizacién superficial. Se han desarrollado estrategias
en cuanto a disefio de superficies inteligentes y administracién focalizada que
proporcionan avances significativos, aunque se requieren mas datos de su segu-
ridad a largo plazo y mayor investigacién en modelos in vivo sistematicos sobre
su farmacocinética.

La silice amorfa ha sido reconocida como un material seguro, impulsando
una gran cantidad de estudios clinicos en humanos. Enla tabla 1 se presentan
varias aplicaciones representativas de los tltimos afios del uso de la silice me-
soporosa como vector parala entrega de firmacos. Desde 2011, la FDA aprobé
el uso de nanoparticulas menores a 10 nm como un agente terandstico en
protocolos de investigacién (Benezra et al., 2011). En formato coloidal, tanto
la FDA como la Autoridad Europea de Seguridad en Alimentos aprobaron su
uso como aditivo en la manufactura de tabletas, considerando seguro un con-
sumo de hasta 1,500 mg/dia (Hagman et al., 2020). M4s atn, nanoparticulas
de tipo nucleo-coraza, constituidas de magnetita recubiertas de silice amorfa
se encuentran disponibles comercialmente para su uso en imagenologia de
cancer (GastroMARK®) y ablacién térmica de tumores de glia y de prostata
(NanoTherm®) (Kirla et al., 2023). Finalmente, un nanosistema formado por
silice con recubrimiento entérico para el encapsulamiento de acidos nucleicos,
para su ingesta oral y absorcién en el intestino, ha iniciado recientemente un
ensayo preclinico. El nanosistema esta basado en el nanoacarreador de silice
Nuvec®, el cual habia sido propuesto para liberacién de 4cidos nucleicos
(Theobald, 2020) y fue ahora utilizado para el encapsulamiento de inhibi-
dores de la citocina proinflamatoria TNF-alpha para el tratamiento de enfer-
medad inflamatoria intestinal (N4 Pharma plc, 2024).
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Tabla 1. Aplicaciones biomédicas recientes de nanoparticulas de silice mesoporosa para liberacion

de farmacos.

Tipo de silice
y nombre

Aplicacion

Resultados obtenidos

Referencia

MCM-41@BGAL

Determinacion de efectos
adversos y dafo en el
material genético.

Efectos adversos menores
en comparativa de
medicamentos clinicamente
aprobados.

Barguilla et al. (2023)

FeO@Silice
GastroMARK® y
NanoTherm®

Imagenologia y terapia
térmica.

Obtencion de imagenes
para deteccion de cancery
ablacion térmica tumoral.

Kirla et al. (2023)

SiNPs Nuvec®

Encapsulamiento de
acidos nucleicos para
inmunoterapia.

Sistema administrativo
potencialmente seguro y
alternativa en la
formulacion de vacunas.

Theobald (2020)

MSNs-5-FU

Carga de farmaco
5-fluorouracilo (5-FU) para
quimioterapia contra cancer.

Citotoxicidad dirigida contra
células cancerigenas.

Narayan et al. (2021)

MCM-41@HA-C

Administracion de
curcumina como terapia
anticancerigena.

Reduccion tumoral in vivo.

Ghosh et al. (2021)

MCM-48@TPA

Desarrollo de
nanotransportador para la
liberacion controlada del
farmaco clorhidrato de

Nanotransportador
biocompatible, propiedades
anticancerigenas y
disminucién tumoral in vivo.

Dasgupta et al. (2022)

doxorrubicina (DOX) como
terapia contra cancer.

Fuente: Elaboracion de las autoras.

Conclusiones

La silice mesoporosa constituye un material altamente prometedor como sis-
tema de acarreo de farmacos. Es un sistema de bajo costo, ficilmente modula-
ble en cuanto a su tamario, forma, tamafio de poro y quimica de superficie,
ademds de permitir el encapsulamiento de farmacos por simple fisisorcién.
Numerosos estudios han confirmado su biocompatibilidad y biodegradabili-
dad en sistemas bioldgicos in vitro, asi como en modelos animales. Nuevos di-
sefios de este tipo de material como acarreador de fairmacos continuarin vien-
do la luz, pero la exploracién sistematica en cuanto a la farmacocinética de
cada formulacién individual resulta urgente antes de su trasladado a la clinica.
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Sistemas auto-nanoemulsionables de liberacion de
farmacos en el desarrollo de medicamentos

Self-nanoemulsifying drug delivery systems in
pharmaceutical development

Adriana Estela Hernandez Tenorio,* * Diana Vanessa Mendoza Varela,*
José Juan Escobar Chavez,** Luis Alfonso Moreno Rocha,*
Luis Camilo Rios Castaneda,* Jorge Esteban Miranda Calderon,* *

ABSTRACT: Self-nanoemulsifying drug delivery systems (SNEDDS) are nanotechnology-based
pharmaceutical formulations of great interest for poorly water-soluble drugs (PWSD). SNEDDS
comprises an oily phase, a surfactant, and a cosurfactant that gives rise to an isotropic mixture
capable of forming nanoemulsions when they meet intestinal fluids. A vast amount of information
in the literature highlights the importance of SNEDDS for the development of new formulations
with PWSD. Through the application of nanotechnology, SNEDDS have proven to be formulations
capable of overcoming the challenges associated with poor aqueous solubility, low absorption
and low bioavailability of drugs, improving the therapeutic applications in which this nanotech-
nology has been used. Additionally, the scale-up of the manufacturing process is possible and
does not involve investment in sophisticated equipment, unlike other nanostructured systems
such as liposomes or polymeric nanoparticles. A novel approach to formulating praziquantel is
the use of SNEDDS, a cutting-edge pharmaceutical technology that significantly improves solubil-
ity and dissolution rate. This technology keeps the drug nano-dispersed to promote gastrointes-
tinal absorption. Trends in SNEDDS modification include their application in new specialized
treatments, such as gene therapy, and combination with other nanocarriers to overcome limita-
tions in stability and efficacy. SNEDDS, driven by advances in nanotechnology, not only represents
a breakthrough in pharmaceutical formulation but also points a way towards improving patient
health, standing out as a key to the future of nanomedicine.

KEYWORDS: SNEDDS, nanomedicine, poor bioavailability, solubility.

RESUMEN: Los sistemas auto-nanoemulsionables (SNEDDS) son formulaciones farmacéuticas ba-
sadas en nanotecnologia, de gran interés para farmacos poco solubles en agua (FPSA). Los SNEDDS
estan constituidos por una fase oleosa, un tensoactivo y un cotensoactivo dando lugar a una mez-
cla isotropica, la cual forma nanoemulsiones al entrar en contacto con los fluidos intestinales. En
la literatura, se resalta la importancia de los SNEDDS para el desarrollo de nuevas formulaciones
con FPSA. Los SNEDDS han demostrado ser formulaciones nanotecnoldgicas capaces de superar
los desafios asociados con la escasa solubilidad acuosa, la baja absorcion y la limitada biodispo-
nibilidad de FPSA, mejorando asi las aplicaciones terapéuticas. Adicionalmente, el proceso de ma-
nufactura es escalable y no involucra la inversion en equipo sofisticado a diferencia de otros siste-
mas nanoestructurados, como liposomas o nanoparticulas poliméricas. Una propuesta con
resultados novedosos para la formulacion de praziquantel es el uso de SNEDDS, tecnologia farma-
céutica de vanguardia para mejorar significativamente la solubilidad y velocidad de disolucion,
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manteniendo al farmaco nanodispersado y asi favorecer su absorcion gastrointestinal. Las tenden-
cias en la modificacion de SNEDDS incluyen su aplicacion en nuevos tratamientos especializados,
como la terapia génica, y la combinacion con otros nanoacarreadores para superar limitaciones en
estabilidad y eficacia. Los SNEDDS, impulsados por los avances en nanotecnologia, no solo repre-
sentan un avance en la formulacion farmacéutica, sino que también marcan un camino hacia la
mejora de la salud del paciente, destacandose como una clave para el futuro de la nanomedicina.

PALABRAS CLAVE: SNEDDS, nanomedicina, baja biodisponibilidad, solubilidad.

Introduccion

La nanotecnologia implica manipular la materia a una escala nanomeétrica, la
cual abarca dimensiones de aproximadamente 1 a 100 nandémetros, para
comprender, crear y utilizar estructuras y sistemas con funciones especificas
atribuidas a su tamafio (Boulaiz et al., 2011). En el campo de la medicina, la
nanotecnologia busca desarrollar nuevos productos altamente especificos en
la prevencién, deteccién y tratamiento de enfermedades. En los sistemas de
liberacién de farmacos, los sistemas nanoestructurados se encargan de atra-
par, encapsular o disolver el fairmaco, con la finalidad de obtener caracteristi-
cas especificas deseables mediante la manipulacién de las propiedades biofar-
macéuticas y farmacocinéticas de la molécula. Los principales objetivos del
disefio de sistemas nanoestructurados son: controlar las propiedades de su-
perficie, el tamarfio de particula y la liberacién del firmaco (Mazayen et al.,
2022; Halwani, 2022). Algunos sistemas nanoestructurados usados en la en-
trega de farmacos son: liposomas, nanoesferas, nanocapsulas, puntos cudnti-
cos, nanohidrogeles, nanoparticulas lipidicas sélidas, nanoparticulas polimé-
ricas, dendrimeros, nanotubos de carbono y nanoemulsiones (Patel et al.,
2024; Acharya et al., 2024; Onugwu et al., 2023; Nguyen et al., 2021; Sahu et
al., 2021). Estos sistemas han sido utilizados como nanotransportadores para
la administracién eficaz y la liberacién controlada de farmacos, debido a que
ofrecen diversas ventajas como la administracién dirigida, en comparacién
con las terapias tradicionales (Khizar et al., 2023; Alshawwa et al., 2022). En
la actualidad, varios medicamentos cuyas formulaciones estdn basadas en na-
notecnologia se encuentran disponibles en el mercado (Mazayen et al., 2022;
Halwani, 2022), por ejemplo: laboratorios Abbott, empleando la tecnologia
de nanocristales, desarroll6 tabletas conteniendo fenofibrato; el grupo Merck,
usando la técnica de ball milling, desarrollé Emend, un medicamento con apre-
pitant que es un formaco antiemético; la compariia Celgene, utilizando la na-
notecnologia de homogeneizacién a alta presion, desarrollé una suspensién

inyectable de paclitaxel (Williams et al., 2013).

Algunos de los objetivos de las tecnologias mencionadas son la mejora de la
solubilidad y biodisponibilidad de farmacos poco solubles en agua (FPSA); desa-
fios de los mas retadores a los cuales se enfrenta la industria farmacéutica en el
desarrollo de formas farmacéuticas sélidas orales, pues se calcula que aproxima-
damente el 40% de los farmacos disponibles en el mercado y los que estan en
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etapas tempranas de desarrollo presentan problemas de escasa solubilidad
acuosa (Liu et al., 2024). Al respecto, cabe sefialar a la via oral de administracién
de medicamentos como la predominante, por lo cual es indispensable que el far-
maco se disuelva completamente para atravesar las membranas intestinales y,
en consecuencia, ejercer el efecto terapéutico deseado. El disefio farmacéutico
de formas sélidas orales implica generar formulaciones cuyos procesos sean fa-
cilmente escalables a la infraestructura convencional de la produccién de medi-
camentos, y que supere los desafios de los FPSA. Una de las desventajas de la
elaboracién de la mayoria de los sistemas nanoparticulados poliméricos, lipi-
dicos o hibridos, como los citados anteriormente, es la infraestructura especia-
lizada necesaria para la produccién y los costos que conlleva (Operti et al., 2022;
Herdiana et al., 2022; Goel et al., 2022; Khairnar et al., 2022). Sin embargo, es
primordial acercar la nanotecnologia para cumplir las promesas de los avances
en nanomedicina. Una opcién que permite acercar la nanotecnologia a la so-
ciedad son precisamente las formulaciones disefiadas mediante SNEDDS.

Los SNEDDS son formulaciones innovadoras, las cuales mejoran la solu-
bilidad y disolucién de FPSA, asi como la permeabilidad intestinal y, en con-
secuencia, aumentan la absorcién del farmaco, mejorando el desempefio del
producto. Este tipo de nanomedicinas tiene la ventaja de ser ficilmente esca-
lables a los procesos farmacéuticos, pues la infraestructura necesaria para la
produccién es aquella utilizable para la elaboracién de cdpsulas de gelatina
blanda, la cual es considerada una forma farmacéutica convencional (Khoa
Huynbh et al., 2022; Oishi et al., 2018). Para estos procesos solo se requiere un
tanque de mezclado, un agitador y bombas para controlar el flujo de los mate-
riales involucrados en la formulacién (Oishi et al., 2018). Asimismo, las for-
mulaciones a partir de SNEDDS son adaptables a las formas farmacéuticas
sélidas orales mediante el llenado en cépsulas de gelatina (Khoa Huynh et al.,
2022), o mediante la adsorcién en materiales porosos para poder solidificar el
sistema y compactarlo en forma de tabletas (Dangre et al., 2022). Ademds, de
acuerdo con Procedence Research (2025), el tamafio del mercado mundial de
nanomedicina se estimé en USD $209 mil millones en 2024, y se estima que
el valor del mercado mundial de la nanomedicina crecera de forma sostenida,
ascendiendo a los USD $627 mil millones en 2034; especificamente, en Amé-
rica Latina se estima que el crecimiento alcance los USD $37 mil millones,
aproximadamente, en 2027 (Mendoza, 2024), por lo cual, el uso de nanotec-
nologias como los SNEDDS abre la posibilidad de que la nanomedicina llegue
alos pacientes en un corto o mediano plazo en formas farmacéuticas conven-
cionales como las cdpsulas de gelatina blanda.

¢Qué son los sistemas auto-nanoemulsionables
de liberacion de farmacos?

Los sistemas auto-emulsionables son formulaciones farmacéuticas que se de-
finen como mezclas isotrépicas, conformadas por al menos tres componen-
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tes: un componente oleoso, un excipiente del tipo tensoactivo y un cotensoac-
tivo, en los cuales, generalmente, se solubiliza un FPSA (Shahzadiet al., 2018;
Buya et al., 2020; Uttreja et al., 2025). Estos sistemas nanoestructurados se
distinguen por su capacidad de formar espontdneamente nanoemulsiones de
tipo aceite en agua (O/W) tras una agitacién suave, como la generada por los
movimientos peristalticos en los fluidos gastrointestinales (Cerpnjak et al.,
2015; Nazir et al., 2019; Dokania y Joshi, 2015). En la figura 1 se muestra una
imagen de los SNEDDS previa a la administracién, y la representacién de la
nanoestructura formada por los componentes tipicos posterior al fenémeno

de la auto-nanoemulsificacién (Chatterjee et al., 2016).

Figura 1. (A) Representacion esquematica de los componentes que integran la formacion de los

SNEDDS. (B) Nanoestructura formada por efecto de la auto-nanoemulsificacion.
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Fuente: Modificado de Chatterjee et al. (2016) y creado con BioRender.com.

Los SNEDDS estan considerados como una estrategia innovadora para el
desarrollo de formulaciones de fairmacos con una permeabilidad alta/baja y
una solubilidad acuosa baja (Bernkop-Schniirch y Jalil, 2018). Las formula-
ciones lipidicas capaces de generar emulsiones tras una agitacién suave se di-
ferencian principalmente por su tamafo: micrométrico y nanomeétrico, estos
ultimos son conocidos como SNEDDS (figura 2), (Vithani, K. et al., 2019; Ma-

hmood y Bernkop-Schniirch, 2019; Dokania y Joshi, 2015).

De acuerdo con Dhaval et al., (2022), el término SNEDDS hace referencia
a una nanoemulsién conteniendo glébulos ultrafinos, cuyo tamarfio en otras
formulaciones se obtiene mediante métodos de alta energia, como la homo-
geneizacién a alta presiéon. Una caracteristica de las formulaciones éptimas
para la formacién de sistemas tipo SNEDDS es la concentracién de tensoac-
tivo presente en la mezcla isotrépica. Los porcentajes de tensoactivo utili-
zados se encuentran, generalmente, entre 30-40% para obtener emulsiones

ultrafinas (Dhaval et al., 2022; Buya et al., 2020).

Una composicién farmacéutica con las combinaciones éptimas de los ex-
cipientes farmacéuticos que integran un SNEDDS generan sistemas auto-na-
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Figura 2. Representacion esquematica de la diferencia en tamafio entre un SMEDDS y un SNEDDS.
250 nm

SMEDDS Q00w

100-250 nm

Fuente: Modificado de Staden, Du Plessis y Viljoen (2020) y creado con BioRender.com.

noemulsionables eficientes, con un tamafio de gota nanométrico favore-
ciendo la absorcién del farmaco. La incorporacién de aceite y tensoactivos
forman una amplia gama de nanoestructuras y fases dependiendo de las pro-
porciones de cada uno y usualmente se requiere una seleccién cuidadosa de
componentes antes de la formulacién de SNEDDS (Agubata, 2020). En la
tabla 1 se presentan algunos ejemplos de formulaciones disefiadas mediante
SNEDDS. En cada caso se menciona el tipo de componente oleoso, el tipo ten-
soactivo y el cotensoactivo conformando la mezcla.

Tabla 1. Composicion de los SNEDDS con base en la literatura consultada. En cada ejemplo se describe
el excipiente que es parte de la mezcla.

Farmaco Aceite Tensoactivo Cosolvente Fuente
Azitromicina Capryol 90 Tween 20 Transcutol HP Abou Assi et al. (2020)
Carbamazepina | Mygliol 812 Tween 80 + NA Milovié et al. (2012)
Cremophor RH40
Celecoxib Capryol 90 Tween 20 Transcutol HP Chavan, Modi y Bansal
(2015)
Cinarizina Acido oleico Tween 60 NA Vithani et al. (2018)
Clopidogrel Peceol Cremophor RH60 | Transcutol HP Kim et al. (2014)
Danazol Aceite de soja Tween 80 NA Devraj et al. (2014)
Gliburida Capryol 90 Tween 20 Glicofurol Cirri et al. (2016)
Indometacina Labrafil Tween 80 Transcutol HP Shakeel et al. (2013)
Isradipina Acido oleico Brij-98 Poloxamero 407 | Tran et al. (2013)
Nimodipina Aceite de menta | Cremphor EL PEG 400 Alayoubi et al. (2018)
Ritonavir Imwitor 988 Cremphor EL + Capmul GMS K-50 | Deshmukh y Kulkarni
Cremophor RH 40 (2014)
Tacrolimus Labrafil M1944CS | Cremphor E Transcutol HP Huo et al. (2018)
NA= No aplica.

Fuente: Elaboracion de los autores.
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Uno de los componentes que dictan el comportamiento de las formula-
ciones tipo SNEDDS son los tensoactivos; estos se emplean para disminuir la
tensién interfacial entre la fase dispersa y la fase dispersante, al momento de
llevarse a cabo la auto-nanoemulsificacién; estructuralmente, son moléculas
en esencia lineales y asimétricas, y en general con un peso molecular medio-
alto, de cardcter anfifilico. El uso de tensoactivos forma parte de una estra-
tegia para incrementar la solubilidad acuosa de los fiarmacos lipofilicos
(Dahan y Miller, 2012), dado que actiian como mediadores de los compuestos
hidrofilicos e hidrofébicos en la interfase aceite-agua, el valor del balance hi-
drofilico-lipofilico (HLB) resulta critico en la estabilizacién de la nanoemul-
sién, permitiendo asi una disminucién en la tensién interfacial, la cual provo-
card el incremento de la flexibilidad, ademds de permitir la formacién
espontanea de la nanodispersion (Cueto, Ortega y Sotomayor, 2019).

Los tensoactivos no iénicos son los mds utilizados en las formulaciones
tipo SNEDDS. En la tabla 1 se observa que los tensoactivos mds usados suelen
ser Tween y Cremophor. Estos tensoactivos tienen grupos de cabeza polar
que no estan cargados eléctricamente y por lo general dependen de un grupo
funcional capaz de desprotonarse en un grado muy bajo, lo cual proporciona
una solubilidad aceptable en disolventes polares como el agua (Rapp, 2017),
ademads, sus valores de HLB son mayores a 10, lo cual significa ser altamente
hidrofilicos con capacidad solubilizante en medio acuoso. Entre las ventajas
de los tensoactivos no idnicos se encuentra su baja toxicidad, ser menos he-
moliticos y poco irritantes para superficie celular respecto a los tensoactivos
i6nicos, conservar un pH en solucién cercano al fisioldgico; ademds, pueden
inhibir la glicoproteina P, resultando en una mejora de la absorcién de far-

macos (Kumar y Rajeshwarrao, 2011).

Los cotensoactivos presentes en las formulaciones tipo SNEDDS poseen
un caracter anfifilico (Lawrence y Rees, 2000). La incorporacién de un coten-
soactivo a la formulacién tiene como finalidad coadyuvar en la reduccién de la
tensién interfacial provocando la agilizacién del proceso de la solubilizacién
del farmaco en el sistema auto-nanoemulsificante (Cueto, Ortega y Soto-
mayor, 2019); al reducir la tensién interfacial se produce la formacién de
gotas de tamafio nanomeétrico (Nepal, Han y Choi, 2010). Adicionalmente,
los cotensoactivos reducen la concentracién de tensoactivo necesaria para ge-
nerar el proceso de auto-nanoemulsificacién espontanea, y asi evitar la toxi-
cidad sistémica y la irritacién de la mucosa en el TGI (Dhaval et al., 2022).

Los cotensoactivos farmacéuticamente aceptables incluyen principal-
mente polietilenglicol 400 y Transcutol™ (Sharma et al., 2016), esto se puede

observar en los ejemplos de la tabla 1.

El excipiente para la obtencién de la fase hidrofébica en la formulacién de
los SNEDDS estd compuesto por lipidos o aceites de origen vegetal principal-
mente, dado que se ha considerado como el responsable de la solubilizacién
de los principios activos lipofilicos, asimismo, por el metabolismo intestinal,
pues favorece la auto-nanoemulsificacion en el TGI (Sharma et al., 2016). De
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acuerdo con la naturaleza y el tamarfio de la cadena del aceite, en considera-
cién con la cadena hidrofébica del tensoactivo, dicho lipido tiene la capacidad
de unirse en diferentes grados en las colas del tensoactivo de la monocapa ini-
cial de una nanoemulsién, tanto agua en aceite (W/O) como O/W como se ob-
serva en la figura 3 (Lawrence y Rees, 2000).

Figura 3. Representacion esquematica de la interaccion de las moléculas de la fase oleosa con las
cadenas hidrofobicas de la monocapa de tensoactivo en una nanoemulsion W/O.
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Fuente: Modificado de Lawrence y Rees (2000) y creado con BioRender.com.

Algunos de los lipidos comiinmente utilizados en las formulaciones tipo
SNEDDS se componen estructuralmente de acidos grasos de cadena corta,
media o larga, unidos a una molécula de glicerol, y se pueden clasificar de
acuerdo con la longitud de la cadena unida al dcido graso libre. Si la cadena
tiene menos de 5 carbonos se denomina cadena corta, media si tiene de 6 a
12 carbonos, y larga si cuenta con mas de 12 carbonos. Dicha cadena de car-
bono puede ser de naturaleza saturada o insaturada (Dhaval et al., 2022).

:Como funcionan los SNEDDS?

La administracién de formulaciones SNEDDS mejora la solubilidad y absor-
cién de FPSA mediante la formacién espontinea de nanoemulsiones in vivo
por accién de los movimientos peristalticos en el tracto gastrointestinal
(TGI). En diversos estudios se ha demostrado que la absorcién para estos sis-
temas es a través de la vena porta para llegar a circulacién sistémica, y en par-
te es mediante el transporte linfatico (Zhang et al., 2021; Buya et al., 2020).
Con respecto al mecanismo de absorcion, la figura 4 ilustra la ruta seguida por
una formulacién tipo SNEDDS cuando es administrada por via oral. Este tipo
de formulaciones, al ser liquidas, se dosifican principalmente en cipsulas de
gelatina blanda (Khoa Huynh et al., 2022; Oishi et al., 2018), no obstante, el
desarrollo tecnolégico actual, permite también la dosificacién de liquidos en
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capsulas de gelatina dura o incluso en comprimidos (Mandié et al., 2017; Dan-
gre et al., 2022). La factibilidad de dosificar las formulaciones tipo SNEDDS
en cipsulas permite acercar la nanotecnologia aplicada en el tratamiento de
enfermedades, sobre todo en aquellos firmacos con la caracteristica de ser
FPSA (Jvus et al., 2024). El proceso de absorcién comienza con la ingesta de
la capsula, la cual se desintegra en el estémago liberando la mezcla isotrépica
con el farmaco solubilizado; enseguida, los lipidos se hidrolizan a glicéridos
(mono, di o tri, segun el tipo de lipido) y en 4cidos a través de la lipasa gastri-
ca. Los movimientos peristalticos provocan que las moléculas del formaco co-
miencen a dispersarse a través de las nanogotas procedentes de la formacién
de las nanoemulsiones (Nasef, 2021; Cerpnjak etal., 2015). Posteriormente,
en el intestino delgado, las enzimas pancredticas, las cuales se encuentran en
forma de lipoproteinas con gran tamario, llevan a cabo la re-esterificacién de
los triglicéridos, dando como resultado el atrapamiento del fairmaco, pero de-
bido al tamafio que este posee, no es posible atravesar la union estrecha de los
vasos capilares (Agubata, 2020), por lo tanto, los lipidos exdgenos (nanogotas
emulsionadas de SNEDDS) del duodeno se transformaran en diversas espe-
cies lipofilicas como micelas y vesiculas multilaminares y unilaminares. Estos
productos se distribuirdn hasta los enterocitos en forma de dispersiones co-
loidales (Alayoubi et al., 2018), para penetrar hacia la circulacion linfatica en
vez de a la circulacién portal, de modo que los compuestos de la linfa intesti-
nal obtendrdn el acceso a la circulacién sistémica donde se liberard en mayor
concentracién el farmaco, ejerciendo su efecto terapéutico (Mu, Holm y

Mullertz, 2013; Dokania y Joshi, 2015).

Figura 4. Representacion esquematica del proceso de digestion de los SNEDDS.
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Fuente: Modificado de Buya et al. (2020) y creado con BioRender.com.
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Los SNEDDS han mostrado un gran potencial para superar limitaciones
asociadas con la administracién oral (Gunjal et al., 2024), como baja solubi-
lidad en el tracto gastrointestinal (Santiago-Villarreal et al., 2023), degrada-
cién enzimética (Haddadzadegan, Dorkoosh y Bernkop-Schniirch, 2022), di-
solucién inconsistente y mala absorcién intestinal. Ademas, se ha demostrado
que los SNEDDS pueden ser una opcién eficaz para transportar péptidos y
proteinas al evitar su degradacién gastrointestinal e incrementar la permea-
bilidad de la membrana intestinal (Buya et al., 2020).

A diferencia de otros nanotransportadores lipidicos, como las nanoparti-
culas lipidicas sélidas, los transportadores lipidicos nanoestructurados y los
liposomas o dispersiones sélidas, los SNEDDS son faciles de escalar (Khoa
Huynbh et al., 2022; Oishi et al., 2018), lo cual resulta en una ventaja para la
industria farmacéutica. De hecho, el equipamiento estd compuesto, general-
mente, por reactores de acero inoxidable donde se mezclan los componentes
del sistema y los tanques conteniendo la gelatina, la cual serd la presentacién
como forma farmacéutica. Adicionalmente, se pueden obtener formas farma-
céuticas sélidas mezclando los componentes con equipos estandar y poste-
riormente transformar la mezcla en una forma de dosificacion sélida (Uttreja
et al., 2025). Otro problema que se logra evitar con el uso de SNEDDS es la
tendencia a formar agregados durante el almacenamiento o a liberar el far-
maco, pues la dispersién fina se forma de manera directa en el tracto gastroin-
testinal (Buya et al., 2020). Algunas de las limitaciones de los SNEDDS que
pueden influir en aplicaciones clinicas estan relacionadas con la posible preci-
pitacién in vivo del farmaco (Park, Ha y Kim, 2020), asi como a problemas re-
lacionados con la formulacién y caracterizacién, inestabilidad del sistema y la
posible oxidacién de los componentes lipidicos.

Los componentes lipidicos y tensoactivos utilizados en los SNEDDS ne-
cesitan atencién especial en su seguridad después de la administracién, pues
debido a las altas concentraciones de estos componentes y a sus propiedades,
pueden interactuar de manera compleja con el entorno fisioldgico resultando
dificil de monitorear y controlar en estudios in vivo.

Debido a ser los SEDDS de naturaleza liquida, por lo general son adminis-
trados en capsulas de gelatina blanda, lo cual representa algunas desventajas
como separacién de fases durante el almacenamiento, degradacién quimica e
interaccién entre los compuestos volatiles con cdpsula de gelatina blanda (Ut-
treja et al., 2025). El desarrollo de SNEDDS sélidos ofrece diversas ventajas
en la mejora de solubilizacién del farmaco, liberacién controlada y mayor se-
guridad debido ala mayor estabilidad de los nanosistemas, ademds de brindar
una manipulacién mads facil, haciendo mds adecuado el escalamiento indus-
trial. Algunas tecnologias innovadoras para el desarrollo de SNEDDS sélidos
es la impresién 3D, la cual permite crear sistemas de administracién de far-
macos personalizables y precisos (Uttreja et al., 2025).
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Aplicaciones de las formulaciones tipo SNEDDS

En los tltimos afios ha habido un incremento de estudios reportando el uso
de SNEDDS para la administracién de FPSA. En la figura 5 se ilustra el com-
portamiento general de los SNEDDS, donde se observa que principalmente
por el tamafio nanométrico se mejora la solubilidad de los farmacos y por
ende su absorcién y biodisponibilidad (Jvus et al., 2024; Gunjal et al., 2024;
Karri, Sharma y Kaur, 2024; Santiago-Villarreal et al., 2023; Tashish et al.,
2023). La mayoria de las referencias se basan en el desarrollo y caracteriza-
ci6én de las nuevas formulaciones, sin embargo, también ha habido avances en
la evaluacién in vitro e in vivo de los SNEDDS, incluso ensayos clinicos en

donde se evalta la biodisponibilidad de las distintas formulaciones.

Figura 5. Modelo ilustrativo del comportamiento general de los SNEDDS en comparacion con formu-
laciones convencionales. (A) Perfil de disolucion in vitro. (B) Perfil de concentracion plasmatica en

funcion del tiempo.
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Santiago-Villarreal et al. (2023) incorporaron el firmaco praziquantel
(PZQ) en una formulacién de SNEDDS para mejorar la velocidad de disolu-
cién y mejorar la permeacién intestinal. Los autores determinaron que la for-
mulacién mejora la solubilidad aparente del PZQ en medios acuosos, ocasio-
nando el aumento de la velocidad de disolucién y facilitando la formacién de
glébulos, los cuales, por su tamafio nanométrico, optimizan notablemente la
permeabilidad intestinal del firmaco (Santiago-Villarreal et al., 2023). En un
estudio realizado por Gunjal et al. (2024), se aprovech¢ la tecnologia de
SNEDDS para desarrollar una formulacién de fisetina (FS). La formulacién
auto-nanoemulsionable consistié en Transcutol P, Tween-80 y Labrafil M
1944 CS en diferentes proporciones; las formulaciones seleccionadas produ-
jeron nanoemulsiones con un tamario de glébulo menor a 100 nm, con lo cual
mejoraron la velocidad de disolucién y biodisponibilidad oral del fairmaco de
manera significativa. La formulacién present6 una liberacién superior al 80%
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de ES en el colon cuando convirtieron SNEDDS liquidos en esferas mediante
la técnica de extrusion-esferonizacién. La ES presenta una baja velocidad de
disolucién y una permeabilidad deficiente, por ello se opté por desarrollar
SNEDDS solidos (S-SNEDDS) que se dirijan al colon, para esto primero desa-
rrollaron SNEDSS liquidos (L-SNEDDS). El objetivo de desarrollar S-SNEDDS
fue mejorar la estabilidad y reducir la precipitacién del farmaco, buscando
con esto que las nanoesferas protejan la liberacién del farmaco en el tracto
gastrointestinal y se liberen en el colon; ademas, gracias al tamarfio en el orden
nano se espera que la absorcién se vea mejorada en el colon para aumentar la
eficacia terapéutica (Gunjal et al., 2024).

El uso de SNEDDS también busca aplicarse en el desarrollo de nuevas te-
rapias contra el cadncer, como es el caso de un estudio en el cual se mejoré la
biodisponibilidad de vemurafenib (VMF), fairmaco practicamente insoluble
(< 0,1 pg/mL) y menos biodisponible (1%), perteneciente al grupo IV del sis-
tema de clasificacién biofarmacéutica (SCB) (Jvus et al., 2024). La formula-
cién auto-nanoemulsionable se optimizé mediante un disefio de Box-Ben-
hken, a partir del cual se obtuvieron nanoemulsiones con tamarios de 70 nm.
El estudio de farmacocinética in vivo demostré que la formulacién optimizada
alcanza una mayor solubilidad de firmaco, mayor permeabilidad de mem-
brana debido al tamafio nanométrico de la nanoemulsiéon formada, ademas
de conseguir una liberacién prolongada en comparacién con el VMF libre, por
lo cual se concluye que la formulacién del sistema de auto-nanoemulsién re-
presenta una estrategia prometedora para mejorar la permeabilidad, solubi-
lidad y eficacia terapéutica, no solo del VMF sino de farmacos con baja solubi-
lidad acuosa (Jvus et al., 2024).

La artemisina (ART), un biofdrmaco de Clase II del SCB usado para el tra-
tamiento de la malaria, fue administrada usando la tecnologia de SNEDSS,
con la finalidad de mejorar su solubilidad y biodisponibilidad oral (Karri,
Sharma y Kaur, 2024). La formulacién ART-SNEDDS fue evaluada en un es-
tudio de disolucién in vitro y en un estudio de biodisponibilidad en rata y se
encontré que la formulacién mostré una mayor disolucién y una mejor solu-
bilidad en comparacién con una suspensién de ART. Esta liberacién rdpida se
puede asociar con el fenémeno de drea de superficie, en donde los glébulos
con un tamaiio de glébulo de 100-200 nm, que forman la nanoemulsién, pre-
sentan una mayor drea superficial, lo cual favorece que la rapidez de libera-
cién sea mas eficiente en los primeros minutos de la prueba de disolucién.
Cabe sefialar que, de acuerdo con (Rehman et al., 2022), una nanoemulsién
generada mediante SNEDDS se considera en el intervalo de tamario menor a
los 300 nm. Los autores concluyen que la reduccién de tamario a una nanoes-
cala es uno de los métodos mas prometedores para aumentar la solubilidad, y
que las formulaciones basadas en lipidos como los SNEDDS proporcionan
una mayor biodisponibilidad de FPSA (Karri, Sharma y Kaur, 2024).

En un estudio realizado por Ahmad et al. (2011), se desarrollé una for-
mulacién de telmisartdn usando la tecnologia de SNEDDS con la finalidad de
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mejorar la biodisponibilidad, pues es considerado un FPSA. En un estudio in
vivo en ratas hembra adultas Wistar se encontr6 que el ABC de la formulacién
telmisartan SNEDDS, con tamaiio de glébulo de 45 nm, fue 4.3 veces en com-
paracién con una formulacién en tabletas comerciales, indicando que la for-
mulacién desarrollada produce un aumento considerable en la absorcién del
farmaco al presentar un aumento en la rapidez de disolucién y absorcién oral.
En un estudio similar, donde se obtuvieron nanoemulsiones, se determiné
que telmisartdn SNEDDS, en comparacién con telmisartan libre, revirtié de
manera mas eficaz la fibrosis hepatica crénica con un buen perfil de seguridad
(Murad et al., 2020). Por lo tanto, los SNEDDS se pueden catalogar como una
alternativa novedosa y viable en el mercado para formulaciones con telmi-
sartdan (Ahmad et al., 2011), no obstante, los estudios clinicos en humanos

son necesario para confirmar los perfiles de seguridad.

Los estudios de fase clinica son la etapa clave para la evaluacién de las
nuevas formulaciones de SNEDDS y comprobar que al aumentar la solubi-
lidad del farmaco es posible mejorar la biodisponibilidad por via oral con un
perfil de seguridad que no afecte al paciente. En la actualidad se cuentan con
estudios clinicos donde se evalta la eficacia de las formulaciones de SNEDDS,
sin embargo, es importante que la investigacién siga creciendo con la fina-
lidad de que en un futuro se tengan cada vez mds formulaciones en el mer-

cado usando este tipo de nanotecnologia.

La rosuvastatina (ROS), una estatina sintética de tercera generacion, es
un FPSA con una biodisponibilidad del 20%, por lo cual, el uso de SNEDDS es
una opcidén para su administracién por via oral. Debido al tamafio de particula
nanométrico de los SNEDDS, es posible aumentar la disolucién y en conse-
cuencia la absorcién del farmaco. Se realiz6 un estudio para comparar la bio-
disponibilidad con el producto comercial convencional en pacientes sanos y
se observo que los SNEDDS cargados con ROS presentaban una biodisponibi-
lidad del 167% en comparacién con el producto comercial, este aumento se
puede atribuir a que el tamafio nanométrico (< 50 nm) de las gotas mejora de
manera eficiente la absorcién de ROS. Se concluyé que los comprimidos desa-
rrollados usando SNEDDS representan un sistema de administracién de far-

macos seguro y eficaz para los FPSA (Kamel y Mahmoud, 2013).

El cannabidiol (CBD) es conocido por sus multiples propiedades terapéu-
ticas; no obstante, las principales limitantes para el desarrollo de nuevas formu-
laciones son su escasa solubilidad acuosa y su extenso metabolismo de primer
paso, el cual ocasiona una escasa biodisponibilidad oral. En un estudio se evalué
el perfil farmacocinético de SNEDDS, denominados VESIsorb®, cargados con
CBD en sujetos sanos. La formulacién CBD-SNEDDS mostré una biodisponibi-
lidad mejorada en comparacién con el producto de referencia, esto se asocia con
ocurrir un proceso de auto-emulsificacién en el TGl y las gotas de tamario nano-
métrico formadas difunden hasta la superficie de los enterocitos, posterior-
mente las moléculas de CBD se separan de las gotas y pasan la membrana del
enterocito para poder llegar al torrente sanguineo (Knaub et al., 2019).
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Avances en formulacion de SNEDDS con nanotecnologia

Los SNEDDS han despertado un gran interés tanto en el &mbito académico
como industrial debido a sus propiedades y a su uso potencial para la admi-
nistracién de FPSA. En los dltimos afios han surgido innovaciones dentro de
las formulaciones de SNEDDS con la finalidad de adaptarse a diferentes retos,
como las caracteristicas de los firmacos o problemas de inestabilidad, lo cual
refleja la capacidad de los sistemas para poder ser modificados y adaptados a
nuevos desafios en el 4mbito farmacéutico.

El uso de SNEDDS se ha combinado con otros sistemas, como las disper-
siones sélidas con la finalidad de aumentar la estabilidad de las formula-
ciones. Tashish et al. (2023) disefiaron S-SNEDDS sin farmaco con una dis-
persion solida (DS) cargada con cinarizina (CN), esta combinacién propone
aumentar la solubilidad respecto a L-SNEDDS de CN y permitir que el pa-
ciente se apegue mejor al tratamiento al tener una forma farmacéutica sélida.
Los autores concluyeron que los S-SNEDDS sin fidrmaco con la DS liofilizada
ofrecen un enfoque prometedor para superar las limitaciones de estabilidad
con respecto a los L-SNEDDS (Tashish et al., 2023).

Alolargo de los afios, la optimizacién de las nanoparticulas ha permitido
obtener sistemas de entrega de firmacos maés eficientes y especificos. Uno de
los enfoques de optimizacién se basa en la funcionalizacién de las nanoparti-
culas modificando su superficie con diferentes clases de biomoléculas como
péptidos, dcidos nucleicos y anticuerpos, con la finalidad de ser el mecanismo
de accién mas especifico y lograr el efecto terapéutico 6ptimo con una dosis
baja y asi reducir los efectos secundarios (Aschmann, Knol y Kros, 2024). El
uso de la funcionalizacién de nanoparticulas también se estd aplicando a
nuevas formulaciones, las cuales combinan la tecnologia de SNEDDS.

La administracién oral de farmacos peptidicos o proteinas tiene como li-
mitante la baja permeabilidad de las proteinas a causa de su gran tamafio y a
su caracter hidrofilico, lo cual ocasiona una baja biodisponibilidad, ademas de
estar sujetas a una degradacién considerable en el TGI. Venkata Ramana Rao
y Shao (2008) desarrollaron una formulacién de SNEDDS con la finalidad de
cargar en la fase oleosa una proteina ($-lactamasa), este sistema auto-emulsi-
ficé tras la adicién de agua, formando una nanoemulsién. Los investigadores
combinaron la nanotecnologia de SNEDDS con el uso de una dispersién s6-
lida para lograr la incorporacién de la proteina en el sistema lipidico, esto
muestra el potencial tecnoldgico de los SNEDDS para resolver diversos retos
farmacéuticos en donde se aprovecha la formacién de nanoemulsiones para
mejorar la biodisponibilidad de distintos farmacos.

Enun articulo elaborado por Arshad et al. (2021) se desarrollaron SNEDDS
cargados con ciprofloxacina (CIP) funcionalizado con acido hialurénico (AH),
la formulacién mostré una mejor capacidad para permear la mucosa intestinal
en intestino de cabra hasta 4 veces mayor comparado con el farmaco libre,
ademads, se liber6 el 80% del firmaco y se mantuvo durante 72 h en compara-
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cién con la CIP libre. La CIP es un firmaco prometedor para el tratamiento
contra Salmonella typhi, sin embargo, las formulaciones existentes tienen una
capacidad limitante para cruzar barreras biolégicas y celulares, puesto que CIP
estd clasificado como un firmaco de Clase IV del SCB, lo cual limita que su ad-
ministracién sea dirigida y selectiva contra infeccién por Salmonella typhi. La
incorporacién AH puede mejorar la accién antibacteriana, al permitir la en-
trada de CIP a las células intestinales, as{ como mejorar la actividad fagocitica.
La formulacién de SNEDDS cargada con CIP y AH presenté una actividad anti-
salmonella mejorada, ademds de una alta biocompatibilidad en comparacién
con el SNEDDS no polimérico, concluyendo que el desarrollo de SNEDDS mu-
coadhesivo representa un sistema portador interesante que podria usarse en
la resistencia a medicamentos para lograr resultados terapéuticos promete-

dores (Arshad et al., 2021).

Perspectivas en SNEDDS

Se espera que el uso de SNEDDS tenga un crecimiento significativo en el de-
sarrollo de nuevos medicamentos, sobre todo para FPSA de Clase Il y IV del
SCB, ademas de incursionar en tratamientos innovadores relacionados con
terapia génica. Existen estudios reportados en donde se usa la tecnologia de
SNEDDS para la administracién de material genético, como lo es el de Gries-
ser et al. (2019), quienes disefiaron una formulacién de SNEDDS para el tra-
tamiento de la fibrosis quistica, conteniendo DNA plasmidico (DNA-p) com-
plejado con tensoactivos para aumentar la lipofilicidad y asi poder este
complejo incorporarse a los SNEDDS. Los autores demostraron que los
SNEDDS con carga negativa, asi como aquellos sin carga, fueron capaces de
moverse a través de la mucosa con carga negativa, mientras que los sistemas
con carga positiva no pudieron permear la mucosa. En este trabajo se puede
destacar la estabilidad del DNA-p frente a la degradacién de nucleasas debido
a que los SNEDDS funcionan como un efecto protector contra la degradacién
enzimatica de productos biolégicos; y la capacidad de superar la barrera mu-
cosa, pues se pronostica que los SNEDDS con un tamafio de particula menor
a 100 nm y un potencial zeta negativo presentaran una buena permeacién a

la mucosa (Griesser et al., 2019).

Entre los principales retos de los sistemas de administracién de genes no
virales por via oral se encuentra la degradacién enzimatica y la baja absorcién
celular. Los SNEDDS pueden ser una opcién para la administracién de DNA-p
hidrofébico emparejado con iones y proteger de la degradacién enzimadtica en
comparacién con el DNA-p desnudo y los complejos DNA-p y lipidos. Por otro
lado, los péptidos que penetran en células (PPC) son capaces de atravesar las
membranas celulares y se pueden utilizar para el transporte de diversos aca-
rreadores de firmacos como nanoparticulas y liposomas. Mahmood et al.
(2016) combinaron por primera vez las estrategias de SNEDDS y CPP para
evaluar el impacto en la internalizacién celular y la eficiencia de transfeccién
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y concluyeron que esta nueva generacién de SNEDDS son ficiles de producir,
rentables, proporcionan estabilidad frente a degradacién enzimatica, ademas
de resultar la eficiencia de transfeccién superior a la de los agentes de trans-
feccién estandar y a otros sistemas de administracién de farmacos.

Es importante considerar que para ser llevado con éxito un nanopro-
ducto del laboratorio a la clinica, se deben minimizar las complejidades en el
proceso de fabricacién y simplificar los procesos nanotecnoldgicos a escala in-
dustrial. La brecha en el escalamiento industrial de las nanoformulaciones se
debe a la estructura compleja y a la fisicoquimica de la formulacién, lo cual
puede incrementar los costos de produccién y alargar los procesos. También
se debe considerar la validacién de métodos y la tecnologia y pruebas desti-
nadas a evaluar la variacién entre lotes, como caracterizacién de la formula-
cién, perfil de liberacién de fairmaco, pruebas de estabilidad, entre otras (Goel
etal., 2022). Porlo tanto, se busca desarrollar sistemas seguros y eficaces para
la administracién de farmacos, con un disefio no tan complejo, para que
puedan ser més facilmente escalables sin perder su eficacia clinica. En compa-
racién con otros nanoacarreadores como liposomas, nanoparticulas basadas
en polimeros o nanotubos de carbono (Herdiana et al., 2022; Operti et al.,
2022), se considera que la fabricacién a nivel industrial de SNEDDS es mas
simple y rentable debido a que la obtencién de los sistemas consiste en gran
medida en la preparacién de una solucién. La nanotecnologia SNEDDS ocupa
el equipamiento tradicional parala fabricacién de cipsulas de gelatina blanda,
la cual es una forma farmacéutica convencional, es decir, de amplio conoci-
miento en el &mbito farmacéutico. Al ser equipamiento convencional, el esca-
lamiento y la transferencia de tecnologia no representa un reto mds alld de
mantener los controles en proceso y establecer un adecuado espacio de disefio
como en cualquier proceso productivo. La fabricacién de SNEDDS ofrece ven-
tajas potenciales en la relacién costo-beneficio, como el uso de instrumenta-
ci6én simple: mezcladores simples, agitadores, equipos de llenado volumétrico
a gran escala (Goel et al., 2022). Otra ventaja de los SNEDDS es el no mostrar
inestabilidades presentes en emulsiones, como la formacién de agregados,
debido a que la emulsién se forma en el TGI y no durante el proceso de fabri-
cacién (Mahmood y Bernkop-Schniirch, 2019), lo cual resulta en sistemas na-
notecnoldgicos con mayor estabilidad. El desarrollo de métodos para fabrica-
cién de medicamentos utilizando tecnologia de SNEDDS ha ido en ascenso en
las ultimas décadas. Chen et al., en 2019, desarrollaron un sistema auto-
emulsionante inyectable, divulgando el proceso de fabricacién y su aplicacién
en la patente CN109528652A.

En 2024, se llev6 a cabo un estudio clinico en donde se evalué el perfil de
metabolitos y la identificacién de metabolitos de [14C]-rencofilstat en sujetos
varones sanos, con la finalidad de contribuir con un posible tratamiento para
la esteatohepatitis no alcohdlica, utilizando una emulsién oral de SNEDDS
cargados con el farmaco (Clinical Trials, 2024). En los tltimos afios se han di-
seflado estudios clinicos en los cuales se evalida la eficacia de nuevas formula-
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ciones de SNEDDS, con la esperanza de haber en los préximos afios una
mayor presencia de medicamentos con nanotecnologia con enfoque SNEDDS.
Actualmente, en el mercado de medicamentos ya se cuenta con la presencia
de medicamentos con nanotecnologia de SNEDDS, como es el caso de Neoral®
que contiene ciclosporina, un agente inmunosupresor desarrollado por No-
vartis. Norvir® es otro ejemplo utilizando SNEDDS para la administracién de
ritonavir desarrollado por AbbVie Inc. Dichos medicamentos corresponden a
la Clase IV y II del SCB, lo cual sefiala la importancia de la aplicacién de
SNEDDS en FPSA (Mishra et al., 2021). A pesar de ya existir en el mercado
farmacéutico medicamentos con tecnologia SNEDDS, las implicaciones regu-
latorias en el desarrollo de nuevos medicamentos genéricos deberdn ser con-
sideras antes del sometimiento de la informacién para la obtencién de un re-
gistro sanitario. De hecho, las formulaciones con un sistema de liberacién
novedoso no se consideran medicamentos genéricos, y por consiguiente los
aspectos regulatorios pueden ser diferentes en cada pais. En algunas agencias
regulatorias, por caso, la FDA, un cambio significativo en la formulacién o en
la via de administracién puede hacer que un medicamento sea tratado como
un nuevo producto, el cual requiera de evidencia adicional de seguridad y efi-
cacia (FDA, 2019). Sin embargo, no siempre se clasifica como una “molécula
nueva” en términos estrictos, sino como una nueva versiéon de un farmaco
existente. En México, de acuerdo con la COFEPRIS, los medicamentos ba-
sados en nanotecnologia, incluidos los SNEDDS, podrin seguir las mismas
consideraciones que la FDA, con lo cual se les podria considerar como molé-
culas nuevas, de tal forma, para fines de la obtencién de un registro sanitario

se deberd demostrar seguridad y eficacia.

Conclusiones

La incorporacién de los sistemas nanoestructurados en el desarrollo de nano-
medicinas ha revolucionado la industria farmacéutica permitiendo una mejor
eficacia terapéutica del producto lo cual resulta en un perfil de accién maés efec-
tivo respecto a las formulaciones convencionales y se espera que en los proxi-
mos afios haya una mayor presencia de nanomedicinas al alcance de los pa-
cientes. El desarrollo tecnolégico de los sistemas auto-nanoemulsionables es
un enfoque prometedor y visionario, el cual representa un gran avance signifi-
cativo en la nanomedicina, ofreciendo soluciones innovadoras para el desarro-
llo farmacéutico con la finalidad de aumentar la solubilidad de los FPSA, mejo-
rar su biodisponibilidad, mejorar la estabilidad, optimizar la dosis para reducir
los efectos secundarios e incrementar la eficacia terapéutica gracias al control
del tamafio nanométrico de las nanoemulsiones formadas en el TGI. El uso de
SNEDDS no solo se estd enfocando en la administracién de FPSA, sino tam-
bién, en los ultimos afios, se ha incursionado en modificaciones innovadoras
buscando contribuir con tratamientos especializados, como la terapia génica o
la incorporacién de farmacos peptidicos de gran peso molecular. Asimismo, se
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ha propuesto combinar los SNEDDS con otros nanoacarreadores o con otras
técnicas nanotecnoldgicas con la finalidad de desarrollar nuevas terapias usan-
do sistemas mads personalizados. Una de las ventajas de los SNEDDS en com-
paracién con otros sistemas nanoparticulados es su ficil preparacién, lo cual
simplifica el proceso de escalamiento industrial, permitiendo dar un paso ha-
cia el desarrollo industrial y traslacién de las nanomedicinas. Conforme la in-
vestigacién avance, los SNEDDS prometen revolucionar el desarrollo de nue-
vas terapias apoyadas de la nanotecnologia, las cuales tendrdan un impacto
significativo en la industria farmacéutica, en la mejora de la salud y en la cali-
dad de vida de los pacientes.
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ABSTRACT: For an anticancer molecule to effectively enter a tumor cell and perform its function,
it must overcome the physical and physiological barriers that the human body imposes. These
barriers must be carefully considered and translated into specific physicochemical characteristics
that the molecule must possess to ensure successful delivery. One strategy to enhance drug de-
livery involves using nanomaterials as carriers to facilitate the targeted delivery of drugs and
bioactive molecules. This work reviews key biological aspects relevant to the topic. It examines
how to tune and modulate the physicochemical properties of nanomaterials to overcome these
barriers. Specifically, it discusses how parameters such as particle size, chemical composition,
and functionalization can be optimized to improve drug targeting to neoplastic cells. This work
focuses on emulsion polymerization as a method for nanocarrier synthesis, emphasizing the con-
trol of the average and size distribution of the particle. Furthermore, it highlights a physical func-
tionalization method developed by our research group, which has led to a patent innovation.
KEYWORDS: cancer, polymer nanoparticles, targeted delivery, emulsion polymerization, func-
tionalization.

RESUMEN: Para que una molécula anticancerigena pueda ingresar a una célula tumoral y cum-
plir su funcion de manera efectiva, es esencial que supere las barreras fisicas y fisiologicas
impuestas por el cuerpo humano. Estas barreras deben ser consideradas, y traducidas en ca-
racteristicas fisicoquimicas especificas que la molécula debe poseer para garantizar una entre-
ga exitosa. Una de las estrategias para mejorar la entrega de farmacos es mediante el uso de
nanomateriales, los cuales sirven como transportadores para la entrega dirigida de farmacos y
moléculas bioactivas. En este trabajo se revisan aspectos bioldgicos de relevancia para el tema
que nos ocupa y como sintonizar/modular las propiedades fisicoquimicas del material para
superar dichas barreras, permitiendo determinar el tamafo de particula, su naturaleza quimica
y funcionalizacion para direccionar la entrega del farmaco de manera mas especifica a las célu-
las neoplasicas. Este trabajo se enfoca en la utilizacion de la polimerizacion en emulsién como
método de sintesis de nano-acarreadores, haciendo énfasis en el control del promedio y distri-
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bucion de tamano de la particula. En cuanto a la funcionalizacion quimica, se resalta el método
de funcionalizacion fisica desarrollado en nuestro grupo, dando origen a una patente.
PALABRAS CLAVE: cancer, nanoparticulas de polimero, entrega dirigida, polimerizacion en
emulsion, funcionalizacion.

Introduccion

Sibien a lo largo de afios de investigaciéon ha habido avances importantes en
el diagnéstico y tratamiento del cincer, atn sigue siendo una enfermedad co-
brando vidas humanas. Ademads, también ocasiona un desgaste econémico
significativo a los sistemas de salud publicos y, para el caso de pacientes sin
acceso a dicho sistema o sin contar con seguro médico, puede llevar esta en-
fermedad a la ruina econémica a sus familias por lo costoso de los tratamien-
tos actuales.

Ante este escenario, resulta muy importante desarrollar tratamientos
para el cancer cada vez maés efectivos y, en lo posible, menos costosos. Una
manera de mejorar su efectividad es mediante la entrega dirigida del far-
maco. Para que esto ocurra, se deben tomar en cuenta las barreras anaté-
micas y fisiolégicas a las cuales se enfrentard el material, y disefiarlo con
tales caracteristicas para que pueda superarlas. Existen diversas metodolo-
gias para sintetizar materiales que integren todas estas caracteristicas,
como se expone en el libro editado por Vauthier y Ponchel (2016), y en revi-
siones recientes, por ejemplo, los de Beach et al. (2024) y Pulingam et al.
(2022).

Puesto que un mismo material debe integrar diversas funcionalidades
especificas para cierta aplicacién, no existe una metodologia de sintesis ge-
neral, sino algunas que representen mayores ventajas sobre otras. Para el
caso especifico de la sintesis de nanoparticulas poliméricas (NPs) para la en-
trega de moléculas anticancerigenas, siendo esta la aplicacién que nos inte-
resa en este trabajo, nos enfocamos en metodologias basadas en la polimeri-
zacion en emulsioén (PE) y el comportamiento fisicoquimico de tensoactivos.
En particular, se abordan cuestiones como la modulacién del promedio y dis-
tribucién de tamario de particula, seleccién del polimero y funcionalizacién
para direccionamiento. Existen otras cuestiones a considerar en el disefio de
las NPs que serdn abordadas en una publicacién futura.

La PE es un proceso altamente aplicable industrialmente, al poderse es-
calar de forma relativamente ficil debido a que, si bien hay aspectos funda-
mentales de su cinética y mecanismos abiertos a discusidn, se considera ser
un proceso tecnolégicamente maduro para el cual ya existe infraestructura
subyacente (Herrera Ordéiiez 2023; Beach et al. 2024). Ademads, las caracte-
risticas de las NPs obtenidas por PE presentan una alta reproducibilidad lote
a lote comparada con otras técnicas, asi como también, el tamarfio de parti-
cula y la dispersidad son altamente controlables (Beach et al. 2024).
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Modulacidn del tamaio de particula por polimerizacion
en emulsion

Implicaciones biologicas del tamaiio de particula

Antes de entrar en materia, revisaremos brevemente las barreras anatémicas
y fisiolégicas que acotan el intervalo de tamafios de particula mds convenien-
te, considerando que la via de administracién es intravenosa. La intencién es
que el material, mientras no llegue a su destino (el tumor), permanezca circu-
lando en el torrente sanguineo el mayor tiempo posible.

Se sabe que, a pesar de ser la membrana plasmatica impermeable a mu-
chas particulas grandes, es posible que NPs de tamafios menores a los 10 nm
puedan atravesarla por difusién pasiva. Sin embargo, también se sabe que los
rifiones pueden excretar rapidamente particulas < ~10 nm (Choi et al., 2011;
Mok, 2024), por lo cual un tamafio mayor a, digamos 20 nm, aseguraria que
no se eliminen por la via renal.

Para el limite superior se han considerado las restricciones impuestas por
la pared de los vasos sanguineos y por el higado. Normalmente, la vasculatura
es impermeable a particulas mayores a 2-4 nm (Davis, 2012; Dreher et al.,
2006). No obstante, en tejidos cancerosos ocurre el efecto de permeabilidad y
retencion acentuada (EPR, por sus siglas en inglés: enhanced permeability and re-
tention) en donde entidades mas pequefias a los 400-700 nm pueden filtrarse a
través de la pared del vaso sanguineo defectuoso, lo cual, afortunadamente,
hace ser a los tumores mas accesibles a particulas (Davis, 2012; Dreher et al.,
2006). Sindwani et al. (2020) cuestionaron el paradigma del efecto EPR, al en-
contrar que el 97% de las nanoparticulas entran en tumores mediante un pro-
ceso activo a través de células endoteliales por lo cual a este mecanismo lo han
llamado el “principio de transporte activo y retencién” (Nguyen et al., 2023),
pero aun se requiere mas investigaciéon. Asimismo, es necesario tomar en
cuenta que en el higado se pueden retener particulas > ~150 nm (Mok, 2024).

De acuerdo con lo expuesto hasta aqui, las restricciones anatémicas nos
llevan a establecer un intervalo de tamarios de particula entre 20 y 150 nm,
aproximadamente.

Por otra parte, la internalizacién de las NPs en células animales, asi como
su bioacumulacién, estd influenciada por sus propiedades fisicoquimicas, en
especial por el tamafio, la forma y la quimica superficial (Kettler et al., 2014).
Como se detallard mas adelante, la endocitosis mediada por receptor es uno
de los mecanismos mas importantes de internalizacién de NPs (Ledermann,
Canevariy Thigpen, 2015). En este, las moléculas del ligando (con el cual esta
funcionalizada la superficie de las particulas) se acoplan con sus respectivos
receptores presentes en la membrana celular deformédndose y formando una
cavidad (invaginacién) a través de la cual la particula entra en la célula. Se han
establecido modelos tedricos para determinar cudl pardmetro fisicoquimico
es el mas importante para el proceso de endocitosis, en los cuales se modela
la membrana plasmadtica como una superficie plana con receptores méviles
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envolviendo a las NPs, las cuales tienen ligandos de superficie que son inmé-
viles y estan distribuidos uniformemente (Gao, Shiy Freund, 2005). En este
modelo la NP que entre en contacto con la membrana plasmética “plana” es
envuelta por la misma, y los receptores pueden unirse asi a mas ligandos en la
superficie de la NP, por lo que termodindmicamente es mas “costoso” y lento
envolver NPs pequerias; en tanto que “envolver” NPs mas grandes es energé-
ticamente mads favorable y por lo tanto mds rapido. Este modelo considera la
internalizacién de NPs individuales; pero de forma experimental se ha obser-
vado que dentro de las vesiculas o endosomas existen camulos de NPs, por lo
cual se han desarrollado modelos explicando este fenémeno de internaliza-
cién por camulos (Zhou et al., 2006). Sin embargo, adicionalmente a las pro-
piedades fisicoquimicas de las NPs, es importante considerar la dindmica mo-
lecular del o los receptores involucrados en el proceso, pues algunos de los
receptores que se internalizan dependen de su dimerizacién, o del reconoci-
miento estructural del ligando, por lo cual el tamario de la NP no es la tnica
condicién importante para el proceso de internalizacién, también lo es la dis-
tribucién de los ligandos sobre su superficie (Kettler et al., 2014).

Algunas células con capacidad fagocitica como los macréfagos pueden ser
capaces de internalizar NPs de entre 500 a 2000 nm de didmetro; pero, el
resto de células no fagociticas se limitan a internalizar NPs de tamarios infe-
riores alos 500 nm. Se ha planteado el requerir la endocitosis mediada por re-
ceptor de un intervalo de tamafio de particula éptimo, pues tamafios me-
nores dificultan la existencia de los suficientes acoplamientos ligando-receptor
mientras que tamarios mayores dificultan que la membrana forme una ca-
vidad lo suficientemente grande para envolver la particula (Nel et al., 2009).
Entre mds grande sean las NPs, la cantidad de estas que pueden ser internali-
zadas por una célula disminuye (He et al., 2010). Davis (2012) recomienda
que el tamafio de particula éptimo debe ser de 50 + 20 nm, el cual se en-
cuentra dentro del intervalo requerido para librar las barreras anatémicas.

Habiendo establecido el promedio y amplitud de la distribucién de ta-
marios, el reto es cémo sintetizarlo. Como ya se menciond en este trabajo, nos
enfocamos a la polimerizacién en emulsién como método de sintesis pues no
solo es, por mucho, el proceso mas empleado a escala industrial para la pro-
duccién de particulas sub-micrométricas sino también por sus bondades,
entre ellas la facilidad para controlar no solo el promedio sino la amplitud de
la distribucién de tamafios de particula (DTP). A continuacién, se explican
brevemente los fundamentos cientificos de la técnica y, posteriormente, se
describe cémo se emplean para obtener el tamafio deseado de particula.

Modulacion del promedio y amplitud de la DTP por
polimerizacion en emulsion

En este trabajo solo se exponen, de manera breve, aquellos aspectos de la po-
limerizacién en emulsién y fisicoquimica de coloides, relevantes al control de
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la DTP. Para mds detalles, el lector puede referirse a libros de texto y trabajos
de revisién reportados en la literatura, donde se revisan los fundamentos de
estos temas, como lo son, por ejemplo, los de Lovell y Schork (2020), Herrera
Ordériez, Saldivar-Guerra, Vivaldo-Lima (2013), Herrera Ordoériez (2023), v,
Ottewill (1997).

La PE que ocurre via radicales libres, y empleando mondémeros vinilicos
de relativamente baja solubilidad en agua, es el proceso industrial empleado
para producir resinas acuosas (coloides poliméricos), las cuales se emplean en
la formulacién de pinturas arquitecténicas, impermeabilizantes, adhesivos,
por mencionar algunos usos. Los mismos principios cientificos que rigen la
produccién de toneladas de estos coloides también se aplican para producir a
menor escala coloides de alto valor agregado, como los que se requieren en las
aplicaciones biomédicas. Un componente fundamental de la formulacién es
el tensoactivo, el cual juega un doble papel en la polimerizacién: por una
parte, permite la formacién de micelas esféricas (agregados de moléculas de
tensoactivo) que actian como moldes y sitios de nucleacién de las nanoparti-
culas y, por otra, aporta estabilidad coloidal al sistema, es decir, evita la coa-
gulacién/agregacion significativa de las particulas durante la vida de anaquel
del producto y cuando se inyecta al torrente sanguineo del paciente.

La formacién de polimero en el interior de las micelas ocurre porque los
radicales oligoméricos anfifilos formandose en la fase acuosa (el iniciador o
generador de radicales libres es una sal hidrosoluble, tipicamente persulfato
de potasio o amonio), se difunden y penetran al interior hidré6fobo de las mi-
celas donde se polimerizan rdpidamente, porque ahi la concentracién de mo-
némero es mucho mayor que en la fase acuosa. A este mecanismo, en el cual
las micelas hinchadas con mondémero se convierten en particulas de poli-
mero, se le conoce como nucleacién micelar, mismo que fue establecido en el
trabajo pionero de Harkins (1947). Las particulas de polimero contintan cre-
ciendo a expensas de gotas micrométricas de mondémero, el cual se difunde
desde estas hasta las primeras a través de la fase acuosa. Por lo tanto, las par-
ticulas creceran tanto como exista mondémero en forma de microgotas, por lo
que una forma de controlar el tamafio promedio de las particulas es mediante
la cantidad total de monémero afiadida al sistema de reaccién. La figura 1 es
una representacién esquemadtica de este mecanismo.

Las particulas de polimero no se forman todas a la vez, sino que se tiene
una cinética. Se forman durante lo que se conoce como etapa de nucleacién o
Intervalo I; toma algunos minutos y finaliza cuando desaparecen las micelas.
Cuanto mas larga sea esta etapa, mas amplia serd la distribucién porque se ge-
neran particulas nuevas (pequefas) en presencia de particulas relativamente
grandes (las cuales se formaron al inicio); esto es lo deseable para el caso de
pinturas y recubrimientos arquitecténicos. Por el contrario, cuanto mds corta
sea la etapa de nucleacién, la diferencia de tamarios entre las particulas for-
madas al inicio y final de ella serd menor y, por lo tanto, la distribucién de ta-
marios de particula (DTP) serd mas angosta, lo cual es lo que usualmente se
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FIGURA 1. Mecanismo de la nucleacién micelar y del crecimiento de particulas, al inicio de una poli-
merizacion en emulsion en la cual se emplea un tensoactivo no-idnico como estabilizante coloidal.
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Fuente: Figura realizada por Jorge Herrera Ordoiiez.

requiere en las aplicaciones biomédicas. Las condiciones favorecedoras de las
etapas de nucleacién corta son: concentracién inicial de tensoactivo ([S],)
muy cercana (pero mayor) a su concentracién micelar critica (CMC) (digamos
1.1 veces este pardmetro) y temperatura de reaccién lo mas elevada posible,
cuando mucho 10 °C por debajo del punto de ebullicién del componente més
volatil. Una concentracién inicial de iniciador ([I],) elevada también la favo-
rece, pero puede originar inestabilidad coloidal ademas de iniciador residual
al final de la polimerizacién, siendo recomendable emplear valores mode-
rados de [I], (~10"* mM). Debido a la baja disponibilidad de tensoactivo, estas
condiciones de polimerizacién requieren que el contenido inicial de moné-
mero (correspondiente al contenido final de polimero) sea <~10% masa, de
otra manera se pueden formar codgulos macroscépicos de polimero o incluso
puede ocurrir coagulacién catastrofica.

Es conveniente realizar primero un seguimiento de la cinética de creci-
miento en una polimerizacién con suficiente monémero para construir una
curva tamafio vs conversién de mondémero. Posteriormente, se emplea esta
curva maestra para determinar la conversién a la cual se alcanza el tamafio de
particula deseado, para que en una préxima corrida se ajuste el contenido ini-
cial de mondémero de tal manera que al final se obtenga el tamario objetivo.

Otra forma de modular la amplitud de la DTP es promoviendo coagula-
cién limitada durante la polimerizacién. La heterocoagulacién (coagulacién
entre particulas de diferente tamafio) da lugar a que se incremente el tamafio
promedio, pero se reduce la amplitud de la distribucién porque al fusionarse
(coagular) particulas pequerias con grandes se ocasiona la homogenizacion de
tamafios, es decir, la heterocoagulacién implica per se distribuciones mas an-
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gostas. La homocoagulacién (coagulacién entre particulas de tamafio si-
milar), por el contrario, ocasiona el ampliarse la distribucién. Entonces, la
clave para obtener distribuciones mas angostas aprovechando esta fenome-
nologia es alterando hasta cierto limite la estabilidad coloidal del sistema de
tal manera que se favorezca la heterocoagulacién sobre la homocoagulacién.
Afortunadamente, asi ocurre de manera natural mientras no se esté cerca de
ese limite; calculos basados en teoria DLVO! también lo predicen Gilbert
(1995), Coen et al. (1998), y, Ottewill (1997). Si la estabilizacién coloidal es
mediante repulsion electrostatica (como cuando se emplean tensoactivos i6-
nicos), con la adicién de algin electrolito (ej. NaCl) se logra el efecto deseado.
Si bien la teoria DLVO puede aplicarse para estimar el efecto de la concentra-
cién de sal en la estabilidad coloidal del sistema, cuantificada con el factor de
estabilidad de Fuch, es necesario algo de trabajo experimental de prueba y
error. El limite de concentracién de electrolito corresponde a la llamada con-
centracién de coagulacién critica (CCC). Asi, optimizando la concentracién de
electrolito se puede modular la concentracién, promedio y amplitud de distri-
bucién de tamarfios de particula para determinadas condiciones de una poli-
merizacién en emulsion (Dobrowolska y Koper, 2014).

La utilizacién de tensoactivos i6nicos en la sintesis de NPs puede oca-
sionar citotoxicidad; esto puede evitarse purificando el producto (lo cual es
una desventaja), empleando un tensoactivo polimerizable (que son més caros
que los primeros, lo cual también constituye una desventaja) o bien em-
pleando tensoactivos no-iénicos (Garay-Jimenez et al., 2009).

Cuando se emplean tensoactivos no-i6énicos para impartir estabilidad co-
loidal, como suele ocurrir en aplicaciones biomédicas, la adicién de sales practi-
camente no afecta la estabilidad. Puesto que la estabilidad se da por la repulsién
estérica entre los brushes que recubren las particulas, todo aquello afectando la
adsorcién del tensoactivo y la conformacién de su parte hidréfila es susceptible
de ser utilizado para modular la estabilidad del sistema coloidal. Una opcién es
probar con tensoactivos de diferente balance hidréfilo-lipéfilo (HLB) y/o dife-
rente masa molar. Por ejemplo, cuando se utiliza poli(alcohol vinilico) (PVA)
para estabilizar particulas de poli(acetato de vinilo) (PVAc), los mejores resul-
tados para obtener particulas de 50 + 20 nm fue PVA de 87% de grado de hidré-
lisis y masa molar de 13,000 a 23,000 Da (Olvera-Guillen et al., 2021). E1 PVA
es un polimero biocompatible ampliamente utilizado en el campo biomédico.

Seleccion del polimero

Debido a ocurrir el mecanismo de polimerizacién via radicales libres, el mo-
némero debe poseer el grupo vinilo; de aqui que a este tipo de polimeros se

! La teoria DLVO (Derjaguin-Landau-Verwey—Overbeek) describe la interaccién de fuerzas
entre superficies cargadas en un medio liquido. Esta teoria se aplica a materiales coloidales

y nanoparticulas.
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les denomine “polimeros de base vinilica” o simplemente “polimeros vinili-
cos”. Entre la gran cantidad de polimeros vinilicos existentes, los que mas
han despertado interés son los acrilatos, metacrilatos, acrilamidas y meta-
crilamidas, con los cuales pueden obtenerse polimeros sensibles a estimulos
del medio como pH, temperatura, enzimas, entre otros (Lv et al., 2021).

A pesar de la no-biodegradabilidad del “esqueleto” de los polimeros vini-
licos formados por unidades repetitivas C-C, se pueden emplear para la en-
trega terapéutica debido a su biocompatibilidad, no-toxicidad, baja inmuno-
genicidad y alta estabilidad (Beach et al., 2024). Sin embargo, para poderse
sintetizar mediante polimerizacién en emulsién, los mondémeros vinilicos
deben ser lo suficientemente hidr6fobos para que se formen dos fases (una
emulsioén) pero con una ligera solubilidad en agua (10~ - 10" g/L) para que
exista el suficiente transporte de monémero por difusién, de las microgotas a
los sitios de polimerizacion (las particulas) a través de la fase acuosa. Lesko y
Sperry (1997) proporcionan una tabla de los monémeros vinilicos més co-
munmente empleados en polimerizacién en emulsién junto con su hidrofili-
cidad/hidrofobicidad relativa, entre otras propiedades. Estos mondémeros
son de facil disponibilidad y muy baratos, lo cual es una gran ventaja; de
hecho, se ocupan extensamente para producir de resinas base agua para la
formulacién de pinturas y recubrimientos. Pichot, Delair y Elaissari (1995)
hicieron una revisién de los coloides poliméricos para aplicaciones biomé-
dicas y farmacéuticas.

Otro aspecto importante para tomar en cuenta en la seleccién del poli-
mero vinilico es que el cargo debe ser liquido a temperatura ambiental o a al-
gunas decenas de grados centigrados por arriba de esta, de solubilidad en
agua similar al mondémero y que sea un buen solvente para el polimero del
cual estdn formadas las particulas. Se requieren estas propiedades para que,
en una etapa post-polimerizacion, el cargo pueda emulsionarse e introducirse
en las particulas por difusién a través de la fase acuosa, de manera anéloga a
la difusién de mondémero. Puesto que tanto el polimero como el cargo son hi-
dréfobos, es muy probable que en la mayoria de los casos el primero sea so-
luble en el segundo. Si no fuera asi, es factible modular la hidrofobicidad del
polimero para que se acerque mas a la polaridad del cargo, mediante la copo-
limerizacién de monémeros de diferente polaridad, en la proporcién conve-
niente. Se ha criticado a la PE en cuanto a que las condiciones de reaccién li-
mitan, en gran medida, la incorporacién de carga terapéutica sensible (Beach
et al., 2024). Sin embargo, como ya se menciond, la incorporacién del cargo
puede hacerse y es una etapa postreaccién bajo condiciones suaves.

Siguiendo estas ideas, los autores sintetizaron NPs de Poli(acetato de vi-
nilo) (PVAc) mediante polimerizacién en emulsién y lograron cargarlas con
eugenol (Olvera-Guillen et al., 2021; Herrera Ordoéiiez et al., 2019), el cual es
liquido a temperatura ambiente.

El PVAc tiene el éster acetato como grupo colgante en cada unidad repe-
titiva. Su hidrélisis parcial ocasiona que se tengan como grupos colgantes
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tanto al éster como al grupo OH. Al polimero obtenido asi se le conoce co-
munmente como poli(alcohol vinilico) (PVA), pero en realidad, por lo que
acabamos de explicar es un copolimero (poli(alcohol vinilico-co-acetato de
vinilo)). Puesto que las unidades repetitivas con grupos OH son mas polares
que los grupos colgantes éster, las cadenas son de naturaleza anfifila y
tienden a comportarse como tensoactivos. En solucién acuosa, la conforma-
cién de las cadenas de PVA es tal que pueden autoensamblarse para formar
estructuras tipo micelas en las cuales las regiones de la cadena de PVA predo-
minantemente hidr6fobas tienden a asociarse “huyendo” del medio polar,
mientras que las regiones predominantemente hidréfilas se extienden hacia
la fase acuosa. En presencia de particulas coloidales, las regiones hidr6fobas
se adsorben sobre estas y las regiones hidréfilas forman una capa estérica
(brushes, véase la figura 1) que dificulta su aglomeracién por lo cual el PVA
también puede actuar como estabilizante coloidal. Dada la importancia del
PVAcy del PVA, a continuacién se dedica una seccién a ellos.

Biocompatibilidad y biodegradacion del PVA'y PVAc

El PVA es uno de los polimeros mas utilizados en la biomedicina, sobre todo
por sus propiedades mecénicas, su solubilidad en agua, buena biocompatibi-
lidad y biodegradabilidad tanto en fluidos como en tejidos humanos (Alexan-
dre et al., 2014).

Su uso en dispositivos médicos no implantados y en sistemas de admi-
nistracién de firmacos ha sido aprobado por la Administracién de Alimentos
y Medicamentos de Estados Unidos de América (FDA, por sus siglas en in-
glés). Debido a ello, se ha utilizado como excipiente en diversos sistemas de
liberacién de farmacos incluidos hidrogeles, micro y nanoparticulas (Rivera-
Hernéndez et al. 2021). Particulas de PVAc se han empleado inclusive como
material para embolizaciones (Sadato et al., 1994). La internalizacién de NPs
de PVA ha sido estudiada desde hace varias décadas, para el caso de células
de céncer de piel, se ha determinado que las NPs de PVA de tamafios me-
nores a los 200 nm se pueden internalizar mediante endocitosis mediada
por caveolas, en tanto que las de tamarfios superiores a los 200 nm se inter-
nalizan mediante endocitosis mediada por clatrinas (Rejman et al., 2004).

Los resultados sobre la biocompatibilidad in vivo por administracién oral
del PVA, revelan que no hay indicios de toxicidad reproductiva, neurolégica y
tampoco cambios en la actividad motora, ni en los pardmetros bioquimicos
en los analisis sanguineos de roedores (Kelly et al., 2003). Por otro lado, se
sabe que el PVA desaparece de la circulacién sanguinea aproximadamente
después de 7 horas de haber sido administrado por via intravenosa, siendo el
higado el principal 6rgano encargado de su depuracion, y el potencial sitio de
bioacumulacién; aunque se ha demostrado que el PVA es muy estable en el
cuerpo, pues no se han reportado indicios de monémeros o productos de su
descomposicién en la orina o las heces (Kaneo et al., 2005). Por otro lado, las
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evidencias indican que el PVA no genera efectos genotdxicos ni carcinogé-
nicos en modelos murinos (Kelly et al., 2003). E1 PVA es uno de los pocos po-
limeros vinilicos mayormente biodegradables bajo ciertas condiciones estruc-
turales. Su degradacién comienza fuera de las células mediante la accién de
enzimas sobre el polimero. Los productos generados incluyen una combina-
cién de 4cidos grasos hidroxilados y acetoxihidroxilados. Después de la des-
acetilacién enzimatica dentro de la célula, se forman 4cidos grasos hidroxi-
lados, los cuales pueden ser procesados a través de la -oxidacién y el ciclo del
acido tricarboxilico. El ataque enzimético sobre la unidad de 1,3-diol en la ca-
dena del polimero se realiza por enzimas oxidativas, creando estructuras en
la cadena principal del PVA y sirviendo como puntos de ruptura para otras en-
zimas. Las estructuras de 1,3-dicetona o [-hidroxicetona, formadas enzima-
ticamente, son degradadas por enzimas hidrolasas o aldolasas especificas.
Los fragmentos resultantes de polimero muestran que este proceso de esci-
sién enzimatica es aleatorio, y no tener la masa molar del PVA un impacto sig-
nificativo en esta reaccién (Solaro, Cortiy Chiellini, 2000). Como resultado de
la fragmentacién extracelular, pequefios oligdbmeros de PVA con acetilacién
residual (PVA-PVAC) entran en la célula. La masa molar de estos fragmentos
influye notablemente en su destino. Esterasas especificas catalizan la hidré-
lisis de los grupos acetilo residuales en el PVA que no ha sido completamente
hidrolizado. Las estructuras de PVA-PVAc con menor masa molar son prefe-
rentemente aceptadas como sustratos para esta actividad, las cuales tienen
lugar en el citoplasma celular (Sakai et al., 1998).

Como ya se menciond, el tensoactivo (en forma de micelas) actua como
sitio de nucleacién y también como estabilizante coloidal. Adicionalmente, al
estar el tensoactivo adsorbido sobre la superficie de las NPs (véase la figura
1), su interaccién con el sistema biolégico en el cual eventualmente se encon-
trard inmerso debe ser tal que no afecte negativamente su desempefio. Por
ejemplo, el empleo de tensoactivos no-i6nicos como el PVA hace que las par-
ticulas sean “transparentes” al sistema inmune (Davis, 2012) el cual es una de
las barreras fisioldgicas mdas importantes por superar las NPs para llegar al
destino.

Funcionalizacion para direccionamiento

Aspectos biologicos del direccionamiento celular de las
nanoparticulas

Las barreras biolégicas enfrentadas por una NP en un organismo vivo, depen-
deran de la via de administracién y, por supuesto, del tipo de patologia que se
desea diagnosticar o tratar. En ese sentido, una administracién localizada pa-
rece ser la mejor opcién para reducir los potenciales efectos téxicos, sobre
todo al administrar firmacos antineoplasicos (Patel et al., 2019). Es por ello
que una de las mejores estrategias para la entrega de firmacos y moléculas
bioactivas es la funcionalizacién con grupos quimicos y ligandos biolégicos
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que encuentren su receptor especifico en la membrana plasmaética (figura 2).
De esta manera, el 4cido félico o folato, ha sido por excelencia uno de los li-
gandos mds utilizados para la funcionalizacién quimica de NPs. El 4cido félico
es una vitamina, esencial para diferentes mecanismos de biosintesis de nu-
cléotidos y de proliferacién celular, por lo cual su receptor se encuentra so-
brexpresado en la membrana plasmatica de distintos tipos celulares, inclu-
yendo una gran cantidad de células cancerigenas, particularmente de cincer
de mama, ovario, rifién, pulmodn, entre otros. Existen varias isoformas del re-
ceptor de 4cido félico (RF), siendo la o la de mayor afinidad. Se ha reportado
el haber una relacién directa entre la expresién del RF-a en células cancerige-
nasvy su resistencia a la quimioterapia (Narmani et al., 2019).

FIGURA 2. Esquema de la interaccion entre las nanoparticulas poliméricas funcionalizadas (NPs-FA) y
los receptores de membrana celular.

Nanoparticula polimérica
funcionalizada con folato

@ ’ Interaccién y unién de las nanoparticulas

. . poliméricas con los receptores de folato

ey . @ 98
= -(QI e v ey

Células epiteliales de cancer con

receptores de folato en la
membrana plasmitica @ ..

Internalizacién de las
nanoparticulas poliméricas por
endocitosis mediada por receptor

Se muestra: en (A) el esquema de la nanoparticula polimérica funcionalizada con folato y los recep-
tores de folato presentes en la membrana plasmatica; (B) interaccion y unién de las NPs-FA con los
receptores celulares de folato, y, (C) proceso de internalizacion de las NPs-FA en las células de cancer
por endocitosis mediada por receptor.

La imagen es un esquema y sus escalas no representan las escalas reales de las células y moléculas
que ahi se muestran.

Fuente: Figura realizada por Juarez Moreno Karla, utilizando Biorender (www.biorender.com).

Funcionalizacion quimica

La polimerizacién en emulsién en dos etapas permite generar particulas tipo
nucleo-coraza con una variedad de grupos reactivos en su superficie. En la
primera etapa se genera el nicleo de polimero vinilico, como se expuso en la
seccién anterior. En la segunda etapa, se dosifica el mismo ménomero de la
primera, pero mezclado con un mondémero el cual, ademas del doble enlace,
posea otro grupo funcional como -Cl7, -COOH, -CHO, -OH, NH,, SH, epoxi,
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amidas, aminas cuaternarias, polioxietileno, etc. (Pichot, Delair y Elaissari,
1995), lo cual genera una coraza de copolimero con el grupo funcional desea-
do. Mediante las diversas posibilidades ofrecidas por la quimica organica, el
grupo reactivo de la superficie se emplea para unir covalentemente alguna
molécula que actiie como ligando. Este, por su acoplamiento selectivo con re-
ceptores especificos sobrexpresados en la membrana de la célula cancerosa
(Angelopoulou et al., 2019), permite dar el direccionamiento deseado parala
entrega del cargo que se encuentra embebido en las NPs.

Funcionalizacion fisica

Otra opcién parala funcionalizacién es la metodologia desarrollada en nues-
tro grupo, la cual dio origen a una patente (Herrera Ordoétiez et al., 2019; Ol-
vera-Guillén et al., 2021). En este caso la funcionalizacién no se da por la for-
macién de enlaces covalentes, sino que es fisica, debido a la formacién de un
complejo entre el ligando (folato) y el tensoactivo polimérico no-iénico
(PVA), el cual se empled en la polimerizacién en emulsién como estabilizan-
te coloidal. La restriccién es que el ligando debe ser una molécula anfifila en
la cual la parte polar posea una carga neta. Para corroborar experimental-
mente la formacién del complejo, se construye una gréfica tensién interfa-
cial (y) versus concentracién de solutos (PVA + ligando), para la interfase
agua-acetato de etilo a condiciones fisiolégicas (37 °Cy pH = 7.3). Siy exhibe
un maximo implica que si se forma el complejo. Esta metodologia tiene la
gran ventaja de que para la funcionalizacién solo se requiere mezclar el coloi-
de polimérico con el ligando en la proporcién adecuada, evitando asi lo labo-
rioso de la funcionalizacién quimica y posterior purificacién para eliminar
reactivos residuales. Pruebas in vitro (Olvera-Guillén et al., 2021) sugieren
fuertemente que el complejo PVA-folato permite la internalizacién mediada
por receptor y los minimos efectos secundarios observados en pruebas preli-
minares in vivo indican que el direccionamiento de NPs hacia células cance-
rosas fue exitoso.

Ejemplo de sintesis y uso terapéutico en modelos
animales

Siguiendo las recomendaciones expuestas hasta aqui, los autores y su equipo
de trabajo desarrollaron nanoparticulas de poli(acetato de vinilo) mediante
polimerizacién en emulsién empleando persulfato de amonio como inicia-
dor y PVA como estabilizante. Este trabajo fue publicado en Olvera-Guillén
et al. (2021). A continuacién, se describen algunos aspectos relevantes de
este trabajo.

Para lograr el tamarfio objetivo de 50 + 20 nm recomendado por Davis
(2012), una de las primeras tareas fue identificar la masa molar y el grado de
hidrélisis del PVA méas adecuado entre las opciones comerciales disponibles.
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Se determiné que el PVA con una menor masa molar (13,000-23,000 Dalton)
y un grado de hidrélisis del 87-89% era el 6ptimo. Por el contrario, mayores
masas molares, en lugar de estabilizar el sistema, tienden a desestabilizarlo
coloidalmente debido a que el tamafio de las cadenas de PVA extendidas en el
agua supera al de las NPs, funcionando como puentes aglutinantes. El ajuste
“fino” del promedio y distribucién de tamafio se logré variando la concentra-
ci6én inicial de monémero. Al alcanzar una conversién especifica de moné-
mero, se produce una coagulacién limitada provocando un aumento repen-
tino del tamarfio promedio y un inherente angostamiento de la distribucién.

En una etapa post-reaccién las NPs fueron cargadas con eugenol, el ingre-
diente activo. Puesto que este es un liquido que acttia como un buen solvente
para el polimero y, aunque es hidréfobo, presenta una ligera solubilidad en
agua, existe el potencial quimico que permite su incorporacién en las NPs me-
diante un simple mezclado de la dispersién coloidal de NPs con el eugenol.
Posteriormente, se realiz6 la funcionalizacién fisica mediante el mezclado de
folato y NPs cargadas con eugenol.

Las NPs funcionalizadas y cargadas con eugenol, asi como las no-funcio-
nalizadas fueron utilizadas para realizar evaluaciones de citotoxicidad in vitro
en lineas celulares de cincer de mama. Los resultados indicaron que la muerte
celular ocurrié mayoritariamente por apoptosis y que, en las NPs funcionali-
zadas, la muerte celular fue aproximadamente de 6-7 veces mayor que con las
NPs no funcionalizadas. Estos resultados confirman la actividad antitumoral
del eugenol, la efectividad de la funcionalizacién fisica y el papel importante
del folato para el direccionamiento de los nanosistemas y la induccién de la
muerte celular.

Se llevaron a cabo pruebas in vivo (Rivera et al., 2022) para evaluar las NPs
en un modelo de xenotransplante de adenocarcinoma mamario MCE-7 en ra-
tones desnudos. A diferencia del cisplatino, las NPs tinicamente generaron
como efecto secundario un grado moderado de higado graso. Estos resultados
demuestran la capacidad de las NPs para realizar una entrega dirigida del eu-
genol como ingrediente activo, y confirma la efectividad del proceso de funcio-
nalizacién fisica con folato.

Comentarios finales

Es muy deseable que en el disefio conceptual de NPs para la entrega dirigida
de moléculas anticancerigenas que se deseen producir a escala industrial, se
tomen en cuenta tanto factores biolégicos como de ingenieria y costos. Los
primeros determinaran las caracteristicas del material, la ingenieria, la facti-
bilidad de la sintesis y su escalamiento a nivel industrial; los costos influyen
en la accesibilidad del tratamiento, por lo cual también tienen un impacto so-
cial. La polimerizacién en emulsién como método de sintesis de NPs, junto
con el comportamiento fisicoquimico de mezclas de tensoactivos, permite
materializar estas ideas dada la relativa facilidad para modular las caracteris-
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ticas requeridas por el material para librar las diferentes barreras anatémicas
y fisiolégicas a las cuales se tiene que someter, a bajo costo, con materias pri-
mas facilmente disponibles y mediante un proceso del cual ya se tiene expe-
riencia industrial.
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ABSTRACT: Green chemistry, based on the principles of Paul Anastas and John Warner, promotes
the sustainable synthesis of gold nanoparticles (AuNPs) by reducing the use of toxic substances
and minimizing hazardous waste. Traditional methods, which employ reducing agents such as
sodium borohydride (NaBH,), generate harmful by-products, while green approaches use natural
agents such as plant extracts and microorganisms that act as reductants and stabilizers, without
generating toxic waste. These methods are not only safer, but also improve the biocompatibility
of AuNPs, making them much more suitable for biomedical applications, notably drug delivery,
targeted therapies and molecular diagnostics. The use of natural sources and biocatalysts, such
as enzymes or microorganisms, facilitates synthesis under mild conditions, allowing greater con-
trol over the shape and size of AuNPs. These nanoparticles can be designed to specifically target
cells, improving the efficacy of cancer treatments and reducing adverse effects. In this paper, we
present the main features and advantages of green synthesis of AuNPs for a promising alternative
with significant applications in nanomedicine and other technological areas.

KEYWORDS: green nanotechnology, nanotoxicology, bionanocompatibility, gold nanoparticles,
green chemistry.

RESUMEN: La quimica verde, basada en los principios de Paul Anastas y John Warner, promueve la
sintesis sostenible de nanoparticulas de oro (AuNPs) reduciendo el uso de sustancias toxicas y
minimizando los residuos peligrosos. Los métodos tradicionales, los cuales emplean agentes re-
ductores como el borohidruro de sodio (NaBH,), generan subproductos nocivos, mientras los
enfoques verdes utilizan agentes naturales como extractos de plantas y microrganismos actuan-
do como reductores y estabilizadores, sin generar residuos toxicos. Estos métodos no solo son
mas seguros, sino que también mejoran la biocompatibilidad de las AuNPs, haciéndolas mucho
mas adecuadas para aplicaciones biomédicas, en particular para la administracion de farmacos,
las terapias dirigidas y los diagnosticos moleculares. El uso de fuentes naturales y biocatalizado-
res, COmo enzimas o microrganismos, facilita la sintesis en condiciones suaves, lo cual permite un
mayor control sobre la formay el tamaiio de las AuNPs. Estas nanoparticulas pueden ser disefa-
das para dirigirse especificamente a las células, mejorando la eficacia de los tratamientos contra
el cancer y reduciendo los efectos adversos. En este articulo, presentamos las principales carac-
teristicas y ventajas de la sintesis verde de nanoparticulas de oro como una alternativa promete-
dora con importantes aplicaciones en nanomedicina y otras areas tecnologicas.

PALABRAS CLAVE: nanotecnologia verde, nanotoxicologia, bionanocompatibilidad, nanoparti-
culas de oro, quimica verde.
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Introduction

Since about the first quarter of the 21st century, the research, development
and application of nanoparticles (NPs) has increased significantly (Prakash et
al., 2024). These particles range in size from 1 to 100 nm in each of their di-
mensions, which means that these materials can be of different chemical
compositions. Examples include polymeric NPs, carbon-derived NPs, lipids,
metal oxides, and metallic NPs, for example aurum nanoparticles (AuNPs).
Due to their unique chemical properties and remarkable ability to interact
with light, the AuNPs have been extensively studied (Kiio et al., 2021).
AuNPs exhibit special properties compared to their macroscale counter-
parts. They possess a unique combination of physicochemical properties
that are crucial for their applications in various fields such as electronics, ca-
talysis and the development of molecular sensors. The latter application is of
particular interest in the biomedical field. Some of the most notable proper-
ties of AuNPs are their exceptional chemical stability, especially in their col-
loidal form, their ability to be biocompatible in biological systems, and their
remarkable optical properties exemplified by the localized surface plasmon
resonance (LSPR) (figure 1) effect (Fan et al., 2020; Bhatia et al., 2023).

FIGURE 1. General scheme of LSPR effect.
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Source: Author’s elaboration. Image created with BioRender.

However, despite their considerable importance, the conventional syn-
thesis of AuNPs is subject to several limitations, primarily relating to their
biocompatibility and the environmental safety of their removal and disposal.
The conventional synthesis methods usually use toxic and hazardous chem-
ical reagents such as sodium borohydride (NaBH,) in conjunction with sur-
factants and solvents of organic character, which directly affect human health
and consequently their biomedical applications (Kimling et al., 2006; Dong et
al., 2020; Oliveira et al., 2023).

In addition, they generate by-products and intermediates that require
appropriate handling and disposal. Despite their traditional effectiveness in
controlling size, morphology and yield of AuNPs, chemical synthesis pro-
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cesses are the subject of studies and have led to various proposed changes due
to their negative impact on the use of AuNPs as biomaterials, their environ-
mental impact and the toxicological risks associated with their industrial im-
plementation (Yah et al., 2013; Wuithschick et al., 2015; Dvorakova et al.,
2022).

In view of these problems, a branch of chemical synthesis known as
“green synthesis” has been proposed as a means of developing AuNPs that
offer safer, less toxic and more environmentally friendly alternatives. Green
chemistry is the development of chemical processes that minimize or elimi-
nate the use and generation of toxic residues, with the goal of minimizing bi-
ological and environmental impacts (Anastas and Warner, 2000 & 2005).
This approach is based on the 12 basic principles proposed by Paul Anastas
and John Warner in 1998, which advocate the use of safer reagents and
chemicals and/or chemicals of natural origin (derived directly from nature)
(Anastas and Warner, 1998; Anastas and Eghbali 2010).

The application of the principles of green chemistry to the synthesis of
AuNPs has led to the development of novel methods that effectively reduce
or virtually eliminate the use of toxic reagents. One notable advance is the in-
troduction of reducing agents and surfactant stabilizers derived from biolog-
ical and natural sources, including plant extracts, bacteria, fungi and other
living organisms. These processes are commonly referred to as biosynthesis
or green synthesis as they utilize natural compounds from said extracts, such
as flavonoids, terpenoids and polyphenols, to form AuNPs (figure 2) (Panda
etal., 2011; Ahmed et al., 2016).

In addition to biosynthesis, there are other green synthesis methods,
such as the use of distilled water or Milli-Q water instead of toxic organic
media and the use of biocompatible reducing agents such as ascorbic acid or
sodium citrate, which can be easily degraded by the human body and the eco-
system (Ojea-Jiménez et al., 2010; Merza et al., 2012).

FIGURE 2. General scheme of AuNPs synthesis using biological extracts.
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Nevertheless, the use of green synthesis is not without its drawbacks.
These include issues of scalability and reproducibility arising from the lack of
precision in optimizing the concentrations used in these methods. This is be-
cause different extracts may contain different amounts of the desired sub-
stances. In addition, the control of the size and morphology of AuNPs is not
uniform in these methods.

Taking these considerations, various research groups have proposed al-
ternative methods in the field of nanoscience, with a particular focus on the
application of AuNPs in different areas.

This review explains the principles of green chemistry and the synthesis
methods used for AuNPs and describes their benefits and applications in bio-
medicine. It also highlights the shortcomings of these methods and provides
insights into possible ways to analytically optimise AuNP synthesis.

Principles of green chemistry in the synthesis of AuNPs

To apply the principles of green chemistry as outlined by Paul Anastas and
John Warner to the synthesis of AuNPs, it is necessary to understand the be-
nefits that can be achieved during the synthesis process. The most important
of these benefits are listed below.

Avoiding the generation of toxic waste is one of the main goals of green
chemistry. One of the basic tenets of green chemistry is the reduction or even
elimination of toxic waste, which requires the development of processes that
minimize or eliminate the generation of hazardous by-products. Traditional
methods for the synthesis of AuNPs of different shapes and sizes usually in-
volve the use of reducing agents such as NaBH,. However, this approach has
been shown to be a source of toxic and hazardous by-products that can re-
main as residues in colloidal dispersions for biological and/or biomedical ap-
plications (Altuwayjiri et al., 2022).

Consequently, the application of green chemistry in the synthesis of
AuNPs facilitates the development of synthetic routes in which precursors
achieve high quantitative yields in the generation of NPs while reducing the
generation of waste products from toxic reagents. For example, the use of re-
ducing agents has been explored, including the use of natural or biocompat-
ible stabilizers from plants, microorganisms or biomolecules that do not gen-
erate toxic by-products. In addition to facilitating the reduction of gold salt
ions to metallic gold, plant extracts can also stabilize AuNPs without the need
for additional surfactants, further reducing the generation of toxic waste
(Bhattarai et al., 2018; Asiya et al., 2020).

It is important to optimize the efficiency of the chemical equilibrium.
Maximizing efficiency is due to increasing the percentage of reactant mole-
cules incorporated into the final NPs. This contrasts with the traditional syn-
thesis processes for AuNPs, where some molecules or atoms cannot be fully in-
corporated into the desired final product, resulting in waste. Consequently,
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the goal of green chemistry is to improve the efficiency of the synthesis path-
ways to maximize the conversion or integration of these chemical species into
the NPs. This approach reduces the quantity of reagents required and there-
fore the amount of waste produced. Examples of these reactions include
methods in aqueous or single-phase media, where postponing the reaction re-
sults in the highest possible conversion of the desired product(s), avoiding the
formation of unnecessary by-products (Paciotti et al., 2006; Ovais et al., 2017).

The use of biocompatible raw materials is a basic principle of green chem-
istry in the synthesis of AuNPs. This approach involves the modification of
toxic chemical reagents with the aim of replacing them with biocompatible
and renewable alternatives. Traditionally, reducing agents are among the
most toxic substances used in this process. Therefore, the use of natural sub-
stances from plant extracts and/or microorganisms, which act as both re-
ducing agents and stabilizing surfactants, has gained importance (Sharma et
al., 2012; Meléndez-Villanueva et al., 2019). For example, extracts of green
tea, aloe vera, turmeric, peppermint and neem leaves have been shown to
contain reducing substances, including citric acid and tannic acid, which ef-
fectively reduce the Au (III) present in the precursor salt to metallic Au(0)
during the synthesis of AuNPs, eliminating the need for additional reagents.
These extracts not only have a reducing effect, but also the ability to act as
stabilizers for the AuNPs formed, eliminating the need for toxic surfactants
such as cetyltrimethylammonium salts (Gurunathan et al., 2014; Elia et al.,
2014; Fadaka et al., 2021). Conversely, the use of microorganisms, including
bacteria, fungi and algae, has been shown to be effective in the production of
AuNPs under mild conditions. This approach offers a significant advantage in
the form of biocompatible NPs in colloidal dispersion (Zhaleh et al., 2019).

Reducing energy consumption is a major advantage of this approach.
Green chemistry strives to reduce energy consumption by using mild reac-
tion conditions such as ambient temperature and pressure. This is a signifi-
cant advantage over conventional methods of synthesizing AuNPs, which
often require high temperatures or long reaction times, resulting in increased
energy costs and environmental impact.

Green synthesis methods, in which plant extracts are used as reducing
agents, allow reaction rates to be accelerated without the need for an external
energy source. In addition, alternative energy sources, such as solar radia-
tion, have been investigated to accelerate the synthesis of AuNPs while re-
ducing energy consumption (Singh et al., 2013; Das et al., 2010).

Biocatalysts: in many chemical processes, including the synthesis of
AuNPs, catalysts are essential to increase the efficiency and quantitative part
of the reaction. However, many of these catalysts are toxic and have a high
market value due to their chemical nature, which includes precious or heavy
metals (Zhao et al., 2013; Priecel et al., 2016). Nevertheless, green chemistry
advocates the use of catalysts that are neither toxic nor difficult to remove
from the reaction system. An alternative is the use of biocatalysts, such as en-
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zymes, which can accelerate the reaction process of AuNPs without generating
toxic residues. This can include the use of plant extracts or microorganisms.
Certain microorganisms, such as Rhodopseudomonas capsulata, can facilitate
the reduction of gold ions to AuNPs under mild biological conditions (He et al.,
2007 & 2008; Singh et al., 2014; Menon et al., 2017).

The synthesis of AuNPs from plant extracts is of great importance for the
reduction of toxicity in the environment and the possibility of large-scale syn-
thesis at lower cost (Yang et al., 2013). These extracts can serve as reducing
and stabilizing agents in the synthesis of NPs of different shapes and sizes.
Due to their accessibility and physicochemical properties, plant extracts have
been used for the conversion of metal salts into NPs, a process that has at-
tracted considerable attention in recent years (Clemente et al., 2017).

The use of these extracts for the biosynthesis of AuNPs has gained im-
portance due to the potential of these particles to be used as biomarkers, sen-
sors and carriers of molecules of interest, as well as their potent antibacterial
activity (Tkram et al., 2015). The synthesis of AuNPs using plant extracts is a
straightforward, one-step process. During the reduction of gold ions to NPs,
the plant extracts themselves act as stabilizers and surfactants and facilitate
the formation of the NPs. For example, it has been documented that those
medicinal plants such as Cucurbita pepo and Malva crispa have been used to
synthesize spherical AuNPs that are used in the food industry as antibacterial
agents against pathogens that cause spoilage of certain fruits (Chandran et
al., 2019).

In another documented case, an aqueous extract of Acalypha indica leaves
was used to synthesize AuNPs with a size of 20 to 30 nm. These NPs were
then used in targeted cancer therapy in various cell lines. The synthesis of
AuNPs with a triangular shape was achieved using lemon leaf extract, which
is mainly composed of ascorbic acid (vitamin C) (Krishnaraj et al., 2014). Sim-
ilarly, AuNPs ranging in size from 5 to 100 nm were synthesized from ex-
tracts of Syzygium aromaticum using the flavonoid-like molecules present in
this plant (Raghunandan et al., 2010). The reductive-stabilizing effect of agri-
cultural waste products, such as banana peels, was also investigated and led
to the synthesis of AuNPs with an average size of 300 nm (Bankar et al.,
2010). In addition, extracts of Mentha piperita, Madhuca longifolia, Suaeda mo-
noica, Stevia rebaudiana, Coleus amboinicus and Zingiber officinale were used
(Mubarak et al., 2011; Mohammed et al., 2011; Arockiya et al., 2014; Sadeghi
et al., 2015; Narayanan et al., 2010; Kumar et al., 2011). In addition, other
plants have also been used to synthesize AuNPs in a range of shapes and
sizes. The data presented in table 1 illustrates the diversity of plant extracts
used in the last five years and reflects the dynamic advances in nanotech-
nology synthesis.

Most of the molecules contained in these plant extracts that are respon-
sible for reducing the formation of NPs are flavonoids, ascorbic acid, tannic
acid and citric acid. However, this approach has some disadvantages. The
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concentration of chemical species derived from plant extracts is not fully
regulated, leading to the formation of AuNPs with different sizes and shapes.
Consequently, the desired physicochemical properties cannot be fully opti-

mized or controlled

TABLE 1. Synthesis of AuNPs using various plant extracts.

Extract

Plum peel

Size and shape of AuNPs

8-10 nm, quasi-spherical polyhedra

References

Vorobyova et al. (2024)

Halimeda macroloba

18-20 nm, quasi-spherical polyhedra

Lavanya et al. (2024)

Acorus calamus

30-50 nm, quasi-spherical polyhedra

Peng et al. (2024)

Vitis vinifera,
Buchananialanzan, Phoenix
dactylifera

---, quasi-spherical polyhedra, rods

Patil et al. (2023)

Andrographis paniculata

40 nm, quasi-spherical polyhedra,
triangles & hexagons

Do-Dat et al. (2023)

Papaya peel

10-15 nm, quasi-spherical polyhedra

Anadozie et al. (2022)

Polianthes tuberosa

50-70 nm, quasi-spherical polyhedra &
triangles

Alghuthaymi et al. (2021)

Mentha longifolia

36 nm, quasi-spherical polyhedra

Li, S. et al. (2021)

Pimenta dioica

20-30 nm, quasi-spherical polyhedra

Fadaka et al. (2021)

Sambucus wightiana

10-20 nm, triangles, cubes, hexagons y
decaedres

Khuda et al. (2021)

Platycodon grandiflorum

30-80 nm, triangles & octaedres

Anbu et al. (2020)

Jasminum auriculatum

8-37 nm, quasi-spherical polyhedra

Balasubramanian et al.
(2020)

Litsea cubeba

8-18 nm, quasi-spherical polyhedra

Doan et al. (2020)

Simarouba glauca

10 nm, quasi-spherical polyhedra

Thangamani et al. (2019)

Annona muricata Folorunso et al. (2019)

25 nm, quasi-spherical polyhedra

Source: Author’s elaboration.

Synthesis through microorganisms

The synthesis of AuNPs was also carried out using microorganisms, as these
are easy to handle. In addition, the medium is inexpensive, and the resulting
waste is biocompatible and environmentally friendly (Sehgal et al., 2018).
Synthesis can occur intracellularly or extracellularly, depending on the
site of formation. In the first process, the specific gold ions originating from
the precursor salt are transported to the cell wall or membrane, which has a
negative electrical charge. This enables more efficient ion transport through
electrostatic attraction and diffusion. In this mechanism, the enzymes present
in the cell walls or membranes reduce Au(IIl) to metallic gold, facilitating the
formation of AuNPs (Menon et al., 2017; Shedbalkar et al., 2014). In the extra-
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cellular method, enzymes synthesized by prokaryotic microorganisms and/or
fungi, such as nitrate reductase, reduce the urea ions present in the NPs to me-
tallic gold (Perotti et al., 2015; Brito et al., 1999).

Both methods have in common that upon contact with heavy metals
such as gold, the microorganisms employ metal elimination mechanisms
through ion channels, endocytosis, lipid permeation, metallothionein-medi-
ated transport and other means to facilitate the active excretion of these ions
from the synthesized AuNPs (Mishra et al., 2013; Nies et al., 1999).

Bacteria-mediated synthesis

Some bacteria can reduce metals such as Fe (III) to Fe (0). This ability was in-
vestigated with the aim of reducing Au (III) to Au (0) (Pacioni et al., 2015).
The adsorption of these ions occurs via the transport of vesicles, with protein
enzymes being responsible for the reduction during this process. This pre-
vents the formation of toxic residues for microorganisms. The synthesis of
AuNPs by these methods usually leads to a high degree of uniformity in size
and shape and thus to a well-defined crystal structure. Nevertheless, due to
the lack of precise control over the synthesis of AuNPs by this method, it is
challenging to accurately predict their size and shape (Khandel et al., 2016).

Fungal-mediated synthesis
Another category of microorganisms that has recently been researched with
regard to the development of AuNPs are fungi. They are used because they can
secrete large quantities of enzymes that are useful for this purpose. This makes
them suitable for use on a laboratory scale and they are also easily accessible
and relatively inexpensive (Molnar et al., 2018). Some fungi, such as filamen-
tous fungi, exhibit higher tolerance in bioaccumulation of heavy metals and
thus facilitate the formation of AuNPs in a faster and more efficient manner.
Specific enzymes are involved in the intracellular biosynthesis method,
including phytochelatin synthase and glutathione synthetase (Savi et al.,
2012). Most AuNPs synthesized by this method are typically spherical and
have a diameter of 10 to 20 nm (Xu et al., 2024).

Prokaryote-mediated synthesis
Prokaryotic microorganisms such as actinomycetes, which have characteris-
tics of both prokaryotes and fungi, can be genetically modified to enable their
metabolism to produce AuNPs of specific size and shape by intracellular mech-
anisms. However, comprehensive modification for preferential synthesis with
the physicochemical properties of specific AuNPs has yet to be achieved. Some
of these microorganisms, such as mycobacteria and coryneforms, have already
been studied for the synthesis of spherical AuNPs (Ahmad et al., 2003).

As mentioned above, the use of these microbial species offers the advan-
tage of accessibility, control and cost efficiency. All these microorganisms
produce products that are biocompatible with the environment and biolog-
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ical systems, which can be a great advantage in the synthesis of AuNPs. It
should be noted that the lack of specificity in controlling the physicochemical
properties of these NPs compared to chemical and traditional methods may
be a disadvantage that should be considered in future studies. Table 2 shows
a compilation of AuNPs obtained with microorganisms in the last five years.
It shows that the predominant shape in this synthesis is spherical, although
the size varies considerably among the different strains.

TABLE 2. Synthesis of AUNPs using microorganisms.

Extract

Size and shape of AuNPs

Bacteria

References

Deinococcus radiodurans

30-50 nm, quasi-spherical polyhedra

Velmathi et al. (2024)

Sarcophyton crassocaule

5-50 nm, quasi-spherical polyhedra

Rokkarukala et al. (2023)

Lysinibacillus odysseyi

20-100 nm, quasi-spherical polyhedra

Chowdhury et al. (2022)

Staphylococcus aureus

6-30 nm, quasi-spherical polyhedra

Qiu et al. (2021)

Escherichia colli

13 nm, quasi-spherical polyhedra

El-Shanshoury et al. (2020)

Bacillus subtilis

13 nm, quasi-spherical polyhedra

El-Shanshoury et al. (2020)

Paracoccus haeundaensis

21 nm, quasi-spherical polyhedra

Patil et al. (2019)

Vibrio alginolyticus

100-150 nm, irregulars

Shunmugam et al. (2021)

Fungi

Trichoderma atroviride,
Trichoderma asperellum,
Botrytis cinerea

25,17 y 93 nm, quasi-spherical
polyhedra

Olvera-Aripez et al. (2024)

Candida rugopelliculosa

10-30 nm, quasi-spherical polyhedra

Zhao et al. (2024)

Alternaria chlamydospora

12-15 nm, quasi-spherical polyhedra

Ameen et al. (2023)

Penicillium rubens

15 nm, quasi-spherical polyhedra

Bhandari et al. (2023)

Aspergillus terreus

9-14 nm, quasi-spherical polyhedra

Mishra et al. (2022)

Agaricus bisporus

10-15 nm, quasi-spherical polyhedra
& poliedrums

Krishnamoorti et al. (2021)

Fusarium solani

40-45 nm, flowers & needles

Clarence et al. (2020)

Cordyceps millitaris

15-20 nm, cubes

Ji et al. (2019)

Source: Author’s elaboration.

Synthesis of AuNPs by colloidal chemistry

The synthesis of AuNPs by colloidal chemistry involves the reduction of metal
salts in colloidal solutions, both in aqueous and non-aqueous media, using
traditional reducing agents such as NaBH,. This process allows control of the
physicochemical properties of the NPs, in particular their size and shape. In
these cases, the most common starting material is HAuCl,, chloroauric acid
and its hydrated salts. After reduction in a solution, this leads to the forma-
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tion of gold nuclei, which subsequently develop into stable anisotropic NPs
(figure 3) (Zhou et al., 2009).

FIGURE 3. AuNPs synthesis process using the colloidal method.

reduction
e

Source: Author’s elaboration. Image created with BioRender.

The Turkevich method is a well-known technique for synthesizing AuNPs
through colloidal chemistry. Developed by John Turkevich in 1951, this
method involves reducing HAuCl, in an aqueous solution with reducing
agents at elevated temperatures. This process results in the formation of
spherical AuNPs with sizes typically ranging from 10 to 20 nm (Kimling et al.,
2006). Various research groups have utilized this method to refine the size of
the NPs by adjusting several parameters, including salt concentration, gold
salt concentration, and the amount of stabilizer used. One notable modifica-
tion to the Turkevich method is the Brust-Schiffrin approach, which uses
non-aqueous media and thiols as stabilizing agents, allowing to produce
AuNPs with sizes between 1 and 5 nm (Brust-Schiffrin et al., 1994). However,
the presence of toxic reducing agents and non-biocompatible solvents in
non-aqueous media has prompted investigations into new synthesis methods
to improve nanoparticle biocompatibility (Ginzburg et al., 2018).

The choice between aqueous and non-aqueous reaction mediums and surfac-
tants plays a crucial role in these syntheses, directly influencing the size, shape,
and stability of NPs throughout their development (figure 4) (Xiao et al., 2011).

The adsorption of these molecules on the surface of AuNPs allows for the
control of their growth and size, preventing aggregation and resulting in par-
ticles with a uniform size. Additionally, the chemical nature of the surfactant
and the reaction medium can affect the formation of specific shapes, such as
quasi-spherical polyhedral, rods, tetrahedrons, cubes, and others (figure 5)
(Smith et al., 2008; Hormozi-Nezhad et al., 2013; Sakai et al., 2009).
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FIGURE 4. Different shapes of AuNPs from quasi-spherical polyhedral seeds.
nanorods

-

nanocubes nanotetrahedron:

nanopolyhedrons nanostars

nanodlahonds
Source: Author’s elaboration. Image created with BioRender.

FIGURE 5. Compilation of different shapes of AuNPs observed by TEM.
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From left to right:

A) Quasi-spherical polyhedral (Hong, Y. A., Ha, J. W., 2022). B). Rods (zZheng, ). et al., 2021).

C) Tetrahedrons (Scarabelli, L., Liz-Marzan, L. M., 2021). D) Polyhedrons (Sanchez-Iglesias et al., 2016).
E) Cubes (Romo-Herrera et al., 2016).

Source: Author’s elaboration.

Notable examples of surfactants used for physicochemical control in-
clude cetyltrimethylammonium chloride (CTAC) and cetyltrimethylammo-
nium bromide (CTAB), which are primarily employed to synthesize aniso-
tropic and tip-terminated forms (Li et al., 2014). The chemical compositions
of surfactants like sodium citrate, polyvinylpyrrolidone (PVP), and sodium
dodecyl sulfate (SDS) are currently under investigation, as these compounds
have been shown to enhance the biocompatibility of synthesized AuNPs.
These are mainly used for spherical forms, since no optimized method has
been identified for producing stable anisotropic forms (Ginzburg et al., 2018).
This relates to green synthesis methods mediated by plant extracts, fungi,
and bacteria, which predominantly yield spherical forms, like those produced
using the biocompatible surfactants.

The research group led by Zhou and colleagues has proposed a ligand ex-
change method for synthesizing anisotropic AuNPs. They recommend re-
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placing (CTAC) or (CTAB), which are commonly used in synthesizing cubic, tri-
angular, cylindrical, and polyhedron-shaped NPs, with sodium citrate. This
synthesis method can produce particles with specific shapes and sizes, and the
use of citrate helps reduce toxicity and improve biocompatibility. However,
the yield of this reaction is not particularly promising (Zhou et al., 2018).

The benefits and applications of green synthesis of AuNPs
in biomedical research

The green synthesis of AuNPs in various shapes and sizes offers numerous be-
nefits, especially in the field of biomedical research. The following section out-
lines these advantages.

Biocompatibility is a significant advantage of these NPs

AuNPs synthesized through environmentally friendly methods demonstra-
te high biocompatibility, which means they show minimal or no toxicity at
the cellular level within biological systems. This property makes them an ex-
cellent option for biomedical applications (Gurunathan et al., 2014).

Because these substances are synthesized without creating toxic resi-
dues, they are less likely to cause adverse reactions. This characteristic allows
for their safe use in medical diagnostics and the development of advanced
therapies, including drug delivery systems and targeted treatments (Kus et
al., 2021; Kadhim et al., 2021; Fan et al., 2009).

Facilitated functionalization is a process that enables the attachment of
functional groups to the surface of NPs.

One of the key advantages of AuNPs is their ease of functionalization.
This characteristic allows for the binding of a wide range of biomolecules, in-
cluding proteins, antibodies, drugs, and nucleic acids. By attaching specific li-
gands to their surface, these particles can be customized for targeted and spe-
cific applications. Additionally, when materials are used without toxic residues
or incompatible surfactants, they are safer and free from potential adverse ef-
fects (Amina et al., 2020; Tiwari et al., 2011).

Targeted delivery

AuNPs are particles that possess unique properties, making them highly
effective for targeted drug delivery. Due to their small size and ability to be
modified on their surface, AuNPs can carry specific molecules. These NPs
can be engineered to transport therapeutic agents and release drugs in a
controlled manner directly at the intended target site. In cancer treatment,
functionalized AuNPs can selectively target tumor cells, delivering the drug
directly into them while minimizing damage to surrounding healthy tissues.
This targeted approach has the potential to reduce the side effects typically
associated with conventional therapies and improve the overall efficacy of
treatment (Daraee et al., 2016; Dreaden et al., 2012; Pissuwan et al., 2011).

-2



www.mundonano.unam.mx | REVIEW ARTICLE | Mundo Nano
https://doi.org/10.22201/ ceiich.24485691€.2025.35.69858 | 18(35), €69858, July-December 2025
Williams de Jesls Jiménez-Martinez, Juan Carlos Vazquez-Lira

Biomedical diagnostics and photothermal therapy

The localized surface plasmon resonance (LSPR) effect of AuNPs allows them
to be used in highly sensitive biosensors, which can detect overexpressed
biomarkers in diseases, even at very low concentrations. AuNPs have been
particularly useful in diagnostic assays for the quick identification of infec-
tious agents, including viruses and bacteria, as well as the early detection of
nascent cancer cells. They can also be functionalized to target specific thera-
peutic interventions. Afterward, the NPs are irradiated with lasers in the
near-infrared spectrum, generating localized heat that can destroy specific
cells (Tabish et al., 2020; Zeng et al., 2016; Huang et al., 2010).

Tissue regeneration

Nanomaterials, such as AuNPs, are utilized in the field of tissue regeneration
and engineering. Several studies have been conducted, including research by
Gutiérrez-Calleja et al. (2021), which demonstrated the ability of mast cells
to enhance cell proliferation and support tissue regeneration, particularly in
bone and dermal tissue. Additionally, integrating AuNPs into biocompatible
scaffolds can create a more favorable environment for cellular regeneration
(Yadid et al., 2019; Vial et al., 2017; Bodelén et al., 2017).

The main disadvantages of using green chemistry in the synthesis of
AuNPs arise from the natural variability in the composition of biological sub-
stances, such as plant extracts and microorganisms. This variability is af-
fected by numerous external factors, including geographical location, cli-
mate, and seasonal changes.

The composition and concentration of plant extracts and microbial de-
rivatives can vary based on seasonal and regional factors. For example, the
use of flavonoids as reducing and stabilizing agents in the synthesis of AuNPs
can fluctuate in concentration due to external influences such as climate,
temperature, atmospheric pressure, and soil type. This highlights the direct
impact that geographical conditions have on the levels of these chemical
compounds (Quintero-Garcia et al., 2021; Tolic et al., 2017; Lépez-Orenes et
al.,2017).

Genetic variations within the same species of plants or microorganisms
can alter their chemical composition, leading to inconsistent synthesis of
AuNPs with controlled physicochemical properties (Rao et al., 2009; Santos
etal., 2016).

When considering the physicochemical properties of particles, the size
and shape are particularly important in their synthesis. Utilizing natural ex-
tracts can lead to less precise control over the growth of AuNPs, resulting in
a heterogeneous distribution of sizes and shapes. This variability can affect
the surface plasmon effect in an unpredictable manner, which may be benefi-
cial for applications such as sensors for biomarkers or in photothermal thera-
pies (Elia et al., 2014; Iravani et al., 2011). Additionally, the use of biological
products that contain complex molecules often requires multiple reduction
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processes, making their characterization crucial for process optimization (Al-
brecht et al., 2006).

Compared to traditional methods of synthesizing AuNPs, reactions that
utilize green chemistry may have slower reaction rates. This slower pace can
lead to limited short-term efficiency improvements. Such a challenge may
hinder industrial applications that require fast and high-volume production
processes (Sheldon et al., 2012; Anastas et al., 2002).

In conclusion, one major drawback is the inferior colloidal stability when
compared to conventional chemical reagents. For example, using biomole-
cules in the synthesis process leads to their presence on the surfaces of var-
ious AuNPs. This occurs because the stabilizing agents used are not as strong
as traditional surfactants. It has been established that the aggregation of
AuNPs alters their optical and catalytic properties, ultimately reducing their
efficiency in applications (Parveen et al., 2016).

Conclusions and perspectives for the development of new
green synthesis methods for AuNPs

Green synthesis methods for developing AuNPs have shown significant po-
tential, providing better environmental impact and biocompatibility compa-
red to traditional chemical synthesis methods. Based on this information, we
can conclude that green chemistry enables the production of AuNPs with im-
proved biocompatibility and a lower risk of toxicity and adverse effects. This is
particularly important for their use in biomedical applications. Moreover,
green synthesis can have notable economic benefits, as many of the raw mate-
rials used —such as leaves, shells, or agricultural residues— are abundant and
inexpensive. This not only reduces costs but also minimizes toxicity risks com-
pared to conventional chemical reagents.

Despite the potential of green synthesis for generating AuNPs, there are
still several issues and challenges that need to be addressed before it can be
deemed a viable method. Current protocols require optimization to ensure
that the physicochemical properties of the NPs such as size and shape are
consistent and reproducible. This consistency is crucial for their effectiveness
and application in industrial and biomedical fields.

To tackle these challenges, it is crucial to conduct focused research on bi-
ological sources for synthesizing AuNPs. Utilizing readily accessible and cost-
effective plants or microorganisms, we can achieve this . The goal is to opti-
mize reaction conditions to have better control over the physicochemical
properties of AuNPs. Additionally, this approach could enable the synthesis
of a wider variety of AuNP shapes and sizes, thereby broadening their poten-
tial applications in technology and biomedicine.

Research on AuNPs synthesized using green methods could be a valuable
direction for applications in nanomedicine, including controlled drug de-
livery, targeted therapies, and the development of sensors for medically rele-
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vant biomolecules. Future studies should thoroughly investigate the interac-
tions between AuNPs and biological systems to ensure their safety and
effectiveness. It is essential to accurately characterize these particles both
during the synthesis process and in their interactions within nano-biological
systems.

Establishing clear standards and regulations is essential to ensure that
the development and production of green NPs focus on sustainability. By
doing so, we can ensure that these processes align with sustainability princi-
ples. These regulations should address key issues, including the safe produc-
tion, use, and disposal of AuNPs, with the goal of minimizing potential risks
to the environment and public health.

The implementation of these regulations will promote the broader use of
green NPs in industrial and medical applications. The benefits to technology
and the environment are expected to be realized through this expansion
(Manchikanti et al., 2010; Cely-Bautista et al., 2023).

It is very important to highlight that the wide variety of natural sources
serves as a basis for further research into the impact of synthesis on AuNPs.
As time goes on, we can expect a more comprehensive database and compar-
ative results to develop, providing valuable insights into the best methods for
achieving the desired products. Additionally, the integration of artificial in-
telligence could further enhance this context.
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Objetivo y alcance

Mundo Nano. Revista Interdisciplinaria en Nanociencias y Na-
notecnologia es una publicacion cientifica de acceso abierto
que no cobra cuotas por procesamiento de articulos. Todos los
textos que se postulan para su posible publicacion son previa-
mente revisados por pares, bajo la modalidad doble ciego.
Tiene como objetivo dar a conocer los avances y principales
resultados de investigacion en el area, incluyendo sus implica-
ciones sociales, ambientales, éticas y legales, asi como de as-
pectos regulatorios. Por su naturaleza, es una publicacion de
alcance internacional pero con mayor incidencia en Iberoamé-
rica. Publica exclusivamente articulos de investigacion y revi-
siones del campo de conocimiento de interés, escritos en es-
panol, inglés o portugués. La revista cuenta con un codigo de
ética basado en los lineamientos del Comité de Etica en Publi-
caciones (COPE, por sus siglas en inglés) al cual se suscribe.

Se publica dos veces al afio (aparece los meses de ene-
ro y julio), en formato electronico, editada y patrocinada
desde 2008, de forma ininterrumpida, por la Universidad
Nacional Autonoma de México.

Secciones de la revista

Editorial

Esta seccion es escrita por los editores. Tiene como objeto
destacar las tematicas abordadas en cada fasciculo, ha-
ciendo énfasis en las principales tendencias de investiga-
cion en el area. De igual forma, es un espacio donde se
presentan los avances y logros de la revista, asi como los
temas de interés editorial.

Presentacion

Esta seccion, escrita por los(as) editores(as) invitados, da
cuenta, de manera breve, del estado del arte del tema abor-
dado, y no es objeto de dictamen académico.

Articulos de investigacion

Articulos de alto nivel, producto de investigaciones origi-
nales e inéditas dentro del campo de las nanociencias y la
nanotecnologia, incluyendo sus implicaciones sociales,
ambientales, éticas y legales, asi como de aspectos regula-
torios. Hallazgos o resultados originales de proyectos de
investigacion que evidencien una postura tedrica, metodo-
logia clara, resultados, discusion y conclusiones. Todas las
colaboraciones dirigidas a esta seccion seran sometidas a
dictamen académico bajo la modalidad de revision por pa-
res doble ciego.

Articulos de revision

Incluyen avances y controversias en el campo de las nano-
ciencias y la nanotecnologia, con una amplia revision bi-
bliografica, destacando puntos de vista analiticos. Su prin-
cipal propdsito es ofrecer una actualizacion integral acerca
de los temas que trata la revista. Todas las colaboraciones
solicitadas para esta seccion seran sometidas a dictamen
académico bajo la modalidad de revision por pares doble
ciego.

Sistema de arbitraje

Dictamen editorial

Los autores que postulen un articulo para su posible pu-
blicacion en Mundo Nano deberan remitir —completa y en
su version final— la documentacion que se indica en nor-
mas para autores(as), en la seccion: requisitos para la pos-

tulacion de originales, ademas del formato de originalidad
disponible en el siguiente enlace:
https://www.ceiich.unam.mx/wp-content/uploads/Carta-
de-declaratoria-de-originalidad.docx

Una vez que el equipo editorial acredite que el envio cum-
ple con todos los requisitos de postulacion, el texto sera
remitido a dictamen editorial el cual contempla las siguien-
tes etapas:

1. Acreditar una revision bajo el software IThenticate apro-
bada por el Comité Editorial para deteccion de plagio,
solo posterior a ello sera posible continuar con las si-
guientes etapas del dictamen editorial.

2. Severificara que el texto postulado guarde relacion con
el enfoque y alcance de la revista. No se consideraran
aquellos trabajos que no contemplen explicitamente
como componente relevante la dimension nano.

3. Serevisara que el texto cumpla con todas y cada una de
las indicaciones sefnaladas en las normas para autores-
(as) y en los requisitos para la postulacion y entrega de
originales.

4. Se revisara que la bibliografia a la que se recurre sea
pertinente y actualizada, y que esté debidamente es-
tandarizada segin la norma Chicago, véase:
http:/ /www.chicagomanualofstyle.org/tools_citationguide.
html

5. Deacuerdo con los lineamientos de politica editorial apro-
bados por el Comité Editorial, se dara prioridad a los tex-
tos cuya bibliografia se entregue gestionada electronica-
mente y con hipervinculos activos a los DOI (Digital Object
Identifier) respectivos, en los casos que asi corresponda.

Una vez que el articulo postulado acredite el dictamen edi-
torial, se notificara formalmente al autor de contacto el re-
gistro e inicio del proceso de dictamen académico.

Dictamen académico

Los articulos deberan acreditar favorablemente el proceso
de dictamen académico, el cual operara bajo la modalidad
de revision por pares doble ciego, donde la identidad tan-
to de los autores como de los dictaminadores permanece-
ran en anonimato, para ello se tomaran en consideracion
los siguientes lineamientos:

1. Los articulos que acrediten el dictamen editorial seran
enviados a académicos expertos en la misma area dis-
ciplinar y tematica que las del texto postulado. Los
revisores seran seleccionados de la cartera de arbitros
—integrada por especialistas de instituciones naciona-
les e internacionales— quienes emitiran comentarios
acerca de la pertinencia y calidad académica del texto
propuesto y determinaran la factibilidad de la publica-
cion del texto en cuestion.

2. Los dictaminadores tendran bajo su responsabilidad re-
visary analizar la pertinencia académica, tedricay meto-
dologica de todos y cada uno los articulos que les sean
asignados. Seran ellos los responsables de revisar la
presencia explicita del apartado teérico-metodoldgico,
asi como su congruencia respecto del campo de estu-
dios, la coherencia entre el aporte académico y la rele-
vancia de los hallazgos descritos, asi como la actualidad
y oportunidad de la bibliografia a la que se recurre.

3. Todos los textos seran remitidos a dos expertos —ads-
critos a una institucion distinta de la adscripcion de los
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autores— quienes emitiran sus comentarios. En caso de

discrepancia en los dictamenes, se recurrira a un tercer

evaluador para que dirima la diferencia.

4. Finalmente, con base en las recomendaciones de los re-
visores, la decision de los editores de Mundo Nano sera:
a. Recomendar su publicacion sin modificaciones.

b. Recomendar su publicacion con cambios menores,
y que no hacen necesaria una segunda revision por
parte de los arbitros.

c. Condicionar su publicacion a la realizacion de cam-
bios importantes, lo que obliga a una nueva revi-
sion por parte de los revisores. Este proceso se pue-
de repetir hasta un maximo de tres rondas, si a este
punto el documento ain no es recomendado para
su publicacion, el articulo sera rechazado sin op-
cién a un nuevo envio.

d. No recomendar su publicacion.

5. Paraque un texto sea aprobado para su publicacion es
indispensable que al menos dos de los tres dictame-
nes sean positivos.

6. Los editores garantizaran, en todos los casos, que los
dictamenes entregados a los autores contengan argu-
mentos sélidos que respalden la decision editorial.

7. Los resultados del proceso de dictamen académico se-
ran inapelables en todas las circunstancias.

8. La evaluaciéon de los arbitros seleccionados tomara
como guia el formato de dictamen disponible en el si-
guiente enlace:
https://www.ceiich.unam.mx/wp-content/uploads/
Formato-de-dictamen.docx

9. En caso de recibir observaciones, el autor tendra un
plazo de quince dias naturales para hacer llegar al edi-
tor en jefe la nueva version del trabajo. De hacerlo fue-
ra de este plazo el documento iniciara un nuevo proce-
so de dictamen.

10. El tiempo para que el documento sea turnado a dicta-
men estara en funcion del nimero de articulos en la
lista de espera. Los arbitros, una vez recibido el articu-
lo, tendran cuatro semanas para realizar la revision y
entregar el resultado.

11. Los documentos aceptados para su publicacion inicia-
ran el proceso de produccion editorial: correccion de
estilo, verificacion de metadatos, formacion, marcado
de archivos XML, maquetacion de archivos HTML, gene-
racion de archivos e-PUB, verificacion de nimeros DOI
por articulo y fasciculo completo.

12. La correccion de estilo de los textos en un idioma dis-
tinto al espaiiol (inglés y portugués) sera responsabili-
dad de los autores.

13. Una vez concluido el proceso de produccion editorial y
con el visto bueno de los editores de la revista y los
editores invitados, el articulo se publicara en linea: pu-
blicacion continua (en el portal de la revista), en tanto
se integra el contenido completo del fasciculo.

Politica de acceso abierto

Esta revista es de acceso libre inmediato a su contenido,
bajo el principio de hacer disponible al publico gratuita-
mente las investigaciones publicadas y suscribe la Decla-
racion de Berlin:
https://openaccess.mpg.de/Berlin-Declaration

Los autores que publiquen en Mundo Nano aceptan las
siguientes condiciones:

1. De acuerdo con la legislacion de derechos de autor,
Mundo Nano. Revista Interdisciplinaria en Nanociencias
y Nanotecnologia reconoce y respeta el derecho moral
de los autores, asi como la titularidad del derecho patri-
monial, el cual sera transferido —de forma no exclusi-
va— a la revista, para su difusion en acceso abierto.

2. Mundo Nano no realiza cargos a los autores por enviar
y procesar articulos para su publicacion.

3. Todos los textos publicados por Mundo Nano —sin ex-
cepcion— se distribuyen amparados bajo la licencia
Creative Commons Atribucion-NoComercial 4.0 Inter-
nacional, la cual permite a terceros utilizar lo publica-
do siempre que mencionen la autoria del trabajoy a la
pnmera publlcaaon en esta revista.

Esta obra esta bajo una licen-
cia Creative Commons Atribu-
cion-NoComercial 4.0 Interna-
cional.

4. Los autores pueden realizar otros acuerdos contractua-
les independientes y adicionales para la distribucién no
exclusiva de la version del articulo publicado en Mundo
Nano, por ejemplo, incluirlo en un repositorio institu-
cional o darlo a conocer en otros medios en papel o
electronicos, siempre que indique clara y explicitamen-
te que el trabajo se publicé por primera vez en Mundo
Nano. Revista Interdisciplinaria en Nanociencias y Nano-
tecnologia.

Para todo lo anterior, los autores deben remitir el formato
de carta de transmision de derechos patrimoniales de la
primera publicacion debidamente requisitado y firmado
disponible en el siguiente enlace:
https://www.ceiich.unam.mx/wp-content/uploads/Carta-
de-transmision-de-derechos-patrimoniales.docx

Codigo de ética

Mundo Nano. Revista Interdisciplinaria en Nanociencias y
Nanotecnologia se suscribe al codigo de ética para la actua-
ciony desempeno de los actores involucrados en el proceso
de publicacion de esta revista (editores, comité editorial,
comité cientifico, autores(as) y revisores(as)) establecido
por el Comité de Etica en Publicaciones (COPE, por sus si-
glas en inglés), y disponible en:
https://publicationethics.org/resources/code-conduct

Politicas de sancion a conductas antiéticas

El conjunto de conductas inadecuadas incluye: la falsifica-
cion de datos, la manipulacion de datos a favor de ciertos
resultados, la postulacion de un articulo con informacion
redundante o postulado previa o simultaneamente a otro
espacio editorial, el uso indiscriminado de autocitas, asi
como también autoria injustificada o fantasma. En caso de
identificar alguna de las practicas mencionadas en algin
articulo postulado, el Comité Editorial evaluara el caso y
sometera a sancion de acuerdo con el tipo de falta.

Uso de inteligencia artificial (1A)

En consideracion con la adopcion reciente de medidas éticas
sobre el uso de la inteligencia artificial por parte de UNESCO,
de diversas revistas cientificas, asi como de la propia UNAM,
Mundo Nano, Revista Interdisciplinaria en Nanociencias y Na-
notecnologia establece los siguiente lineamientos:
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« No se puede listar ningln sistema o herramienta de
inteligencia artificial como autor.

No se acepta ningln texto o imagen generada me-
diante inteligencia artificial, incluyendo sistemas
NLP (Natural Language Processing) o LLM (Large Lan-
guage Models), tales como ChatGPT, Reuters-GPT,
Llama-2 de Meta, Bloomz, entre otros.

Los autores deben hacer expreso que la version del
texto sometida a Mundo Nano. Revista Interdiscipli-
naria en Nanociencias y Nanotecnologia fue editada
por autores humanos.

Se permite el uso de sistemas o herramientas de in-
teligencia artificial en procesos de investigacion que
involucren el meta-analisis de literatura, consultas
generales para constatar hipotesis o preguntas de
investigacion, y la traduccion y correccion de estilo
en diversos idiomas. Todo uso de sistemas o herra-
mientas de inteligencia artificial debe ser reportado,
indicando la plataforma empleada, el tipo de uso de
tales sistemas o herramientas de inteligencia artifi-
cial en la elaboracion del trabajo sometido, y las po-
tenciales limitaciones, sesgos o inconsistencias de-
tectadas en la informacion generada con inteligencia
artificial.

Los editores de Mundo Nano. Revista Interdisciplina-
ria en Nanociencias y Nanotecnologia se reservan el
derecho de someter a un dictamen puntual el proce-
so del uso de inteligencia artificial cuando asi lo con-
sideren pertinente. Dicho dictamen sobre el uso de
inteligencia artificial no sustituye la evaluacion a
doble ciego sobre la calidad cientifica del trabajo so-
metido.

Deteccion de plagio

En Mundo Nano. Revista Interdisciplinaria en Nanociencias y
Nanotecnologia se utiliza un software especializado para la
deteccion de plagio: IThenticate. Los textos recibidos seran
sometidos a revision antes de enviarlos a dictamen edito-
rial y académico, se rechazaran si el porcentaje de similitud
con otro texto publicado o disponible en Internet sea supe-
rior a 35%.

Si se detecta o sospecha el uso de informacion redun-
dante o duplicada en un texto postulado, el procedimiento a
seguir es el que el Comité de Etica de Publicaciones (COPE)
resume en el siguiente diagrama:
https://publicationethics.org/files/Spanish%20%281%29.pdf

Lineamientos y buenas practicas editoriales

Estos lineamientos hacen referencia a las politicas de bue-
nas practicas editoriales del COPE y estan disponibles en:

http://publicationethics.org/resources/guidelines

Funciones y responsabilidades del Comité Cientifico

« Promover entre la comunidad académica nacional e in-
ternacional la postulacion de trabajos para su publica-
cion en la revista.

« Sugerir lineamientos académicos para actualizar la po-
litica editorial de la revista.

« Promover la difusion de la revista en medios académi-
cos nacionales e internacionales.

« Participar como dictaminadores de trabajos recibidos
para su publicacion o recomendar a otros expertos
como dictaminadores.

Funciones y responsabilidades del Comité Editorial

« Promover entre la comunidad académica nacional e
internacional la postulacion de trabajos para su publi-
cacion en la revista.
Apoyar en la seleccion de los dictaminadores para
los trabajos recibidos, asi como deliberar sobre las
mejores opciones de dictaminadores en casos nece-
sarios.
Decidir sobre la pertinencia de publicacion de los ma-
teriales recibidos, apoyandose en los dictamenes de
expertos.
Aprobar el contenido propuesto para cada nimero de
la revista.
Revisary evaluar cada nimero publicado.
Colaborar con las instancias correspondientes para man-
tener la periodicidad establecida para la publicacion.

Funciones y responsabilidades del editor en jefe y
editores

» Coordinar las acciones conducentes al cumplimiento
de los objetivos de la revista.
Procurar un alto nivel académico en el contenido que
se publica.
Recibir los trabajos propuestos para su publicacion y
solicitar los dictamenes académicos.
Vigilar el cumplimiento de las recomendaciones de los
dictaminadores.
Informar a los autores la fase del proceso editorial en
la que se encuentre el texto enviado.
Informar al Comité Editorial sobre el proceso de arbitra-
je de todos los materiales recibidos, cuidando la confi-
dencialidad.
Proponer al Comité Editorial el contenido de cada nu-
mero de la revista, a partir de los textos que estén co-
rregidos y aprobados al momento.

Funciones y responsabilidad de los editores(as)
invitados(as)
 El Comité Editorial podra invitar a especialistas de un
tema especifico para coordinar, en colaboracion con
los editores de la revista, el contenido y orientacion
del tema a tratar en el fasciculo correspondiente.
« Sus funciones incluyen invitar a potenciales autore(as),
y dictaminadores, y colaborar con los editores de la
revista en el proceso de dictamen académico, siempre
garantizando su calidad y caracter de doble ciego.
 Elaborar un texto de presentacion en el que posicio-
nen la importancia tematica del fasciculo y presenten
los trabajos que lo componen.

Funciones y responsabilidades del editor asociado

« Coordinar el proceso de dictamen editorial.

« Planificar y coordinar el proceso de produccion edito-
rial de la revista.
Aplicar el software IThenticate para la deteccion de plagio.
Supervisar el procesamiento técnico de los materiales
aprobados por el Comité Editorial, una vez que hayan
cubierto los requisitos académicos establecidos.
Supervisar la correccion de estilo y la calidad técnica
de la revista y cuidado de la edicion.
Colaborar para mantener la periodicidad establecida
para la publicacion de la revista y para que la difusion
y distribucion de cada ndmero inicie durante el primer
mes del periodo correspondiente.
Mantener actualizada la informacién y procesos re-
queridos por los espacios en los que se encuentra in-
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dexada la revista, asi como promover su incorporacion
a nuevos indices.

Funciones y responsabilidades del editor técnico

Verificar los nimeros DOI de cada articulo y el del fas-
ciculo correspondiente de la revista y actualizar, si es
el caso, los metadatos de envio.

Formacion de los trabajos aprobados para su publicacion.
Incorporar correcciones a los trabajos formados.
Gestion y actualizacion de contenidos y disefo de la
plataforma 0JS.

Supervisar la eleboracion de los archivos XML, HTML y
ePUB de cada uno de los articulos y su incorporacion a 0JS.
Supervisar el disefio de la portada y la pagina legal de
cada nimero.

.

.

Responsabilidades de los autores

Atender los requisitos de publicacion de la revista relati-
vos a: originalidad, que el texto sea inédito, pertinencia.
Presentar sus resultados con honestidad y sin mentira,
falsificacion o manipulacion de datos.

Asumir la responsabilidad colectiva, si es el caso, para
el trabajo presentado y publicado.

Las fuentes de financiamiento y los conflictos de inte-
rés pertinentes deben sefalarse en el articulo.

Citar el trabajo de los demas con precision y solo refe-
rir publicaciones utilizadas en el texto.

Los autores deben informar a los editores si los resulta-
dos han sido publicados con anterioridad o si varios in-
formes o analisis miltiples de un mismo conjunto de da-
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de contenido cientifico
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tos estan bajo consideracion para su publicacion en otro
lugar. Los autores deben proporcionar copias de las pu-
blicaciones o trabajos afines presentados a otras revistas.

Responsabilidades de los dictaminadores

« Aceptaran la revision de textos que se ajusten a su area
de especialidad, con el fin de realizar una evaluacion
adecuada.
Declarara desde el inicio del proceso si existe conflicto
de interés. Si sospecha la identidad del autor(es) noti-
ficar a la revista si este conocimiento plantea cualquier
posible conflicto de intereses.
Rechazaran la revision de inmediato si no les es posi-
ble entregarla en el plazo acordado.
Emitiran su evaluacion basandose en la originalidad, la
contribucion del articulo a la tematica, la metodologia
empleada, la pertinencia y actualidad de la bibliografia
utilizada; el estilo, la coherencia y la calidad en la es-
tructuray en la redaccion del texto.
Informaran al editor de la revista, o editores(as) invita-
dos, de inmediato, si durante la evaluacion encuentran o
descubren que no tienen la experiencia necesaria para
evaluar todos los aspectos del texto.
Sus criticas seran objetivas, especificas y constructivas.
Definiran con claridad la aprobacion, rechazo o condi-
cionamiento del texto.
Emitiran su evaluacion en el plazo acordado.
Respetaran la confidencialidad durante y después del
proceso de evaluacion.
No utilizaran contenido del texto revisado o en revision.
No involucraran a otras personas en la revision que les
fue solicitada.
Comunicaran al editor de la revista, o editores(as) invi-
tados, si detectan similitud del texto con otro que ha-
yan revisado o si identifican cualquier tipo de plagio.

No se permite transferir la responsabilidad de realizar un
dictamen a ninguna otra persona, asistente o colaborador.

Garantizar una evaluacion por pares anonima

Para asegurar la integridad de la evaluacion por pares
anonima para el envio a la revista, se debe intentar que
los autores y los revisores desconozcan sus identidades
entre ellos. Esto implica que los autores, editores y revi-
sores (los cuales suben documentos como parte de su
revision) comprueben si los siguientes pasos se han se-
guido cuidadosamente en cuanto al texto y las propieda-
des del archivo:

1. Losautores del documento han eliminado sus nombres
del texto, con “Autor/a” y el afio que se usa en las refe-
rencias y en las notas a pie de pagina, en vez del nom-
bre de los autores/as, el titulo del articulo, etcétera.

2. En los documentos de Microsoft Office, la identifica-
cion del autor también debe eliminarse de las propie-
dades del archivo.

3. Enlos PDFs, los nombres de los autores/as también de-
ben ser eliminados de las propiedades del documento
que se encuentran debajo de Archivo en el men princi-
pal de Adobe Acrobat.

Requisitos para la postulacion de originales

Los articulos que sean postulados para su posible publica-
cion en Mundo Nano. Revista Interdisciplinaria en Nano-
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ciencia y Nanotecnologia deberan remitir la siguiente do-
cumentacion completa y en su version final, a través de la

interfase Open Journal Systems. No se aceptaran postula- | 3.

ciones que no sean enviadas por este medio:

1. Carta de originalidad y no postulacion simultanea, esta
carta también debera ser llenada con los datos del autor
o autores, y, en el caso de articulos con dos 0 mas autores,
se deberan proveer los datos de todos y cada uno de
ellos, incluyendo su nimero de identificador normalizado
ORCID. Se debera identificar al autor que firma como res-

ponsable del texto, asi como el autor de correspondencia. | 4.

https://www.ceiich.unam.mx/wp-content/uploads/
Carta-de-declaratoria-de-originalidad.docx

2. Formato de cesion de derechos patrimoniales, debera
ser llenado y firmado con los datos del autor o autores.
En el caso de articulos con dos 0 mas autores, se debe-
ran proveer los datos de todos y cada uno de ellos, y se
debera identificar al autor que firma como responsa-
ble del texto, asi como al autor de correspondencia.
https://www.ceiich.unam.mx/wp-content/uploads/
Carta-de-transmision-de-derechos-patrimoniales.
docx

3. Anexar el contenido completo del articulo que se pos-

tula y los archivos adicionales, en su version final. No | 6.

se aceptaran cambios una vez iniciado el proceso.
Requisitos para la entrega de originales

1. Entregar el contenido textual en archivos en formato elec- | 7.
tronico para procesador de textos, sin clave de contrase-
fia (el envio de archivos en PDF no es pertinente para el
proceso editorial).

cas a las que se recurre y enfatizar los hallazgos produc-
to de su aplicacion.

Anonimato en la identidad de los autores: los articulos
no deberan incluir en el cuerpo del articulo, ni en las
notas a pie de pagina, informacion que revele su iden-
tidad, ello con el fin de asegurar una evaluacion anéni-
ma por parte de los pares académicos que realizaran
el dictamen. El nombre de los autores, adscripcion la-
boral, el nimero de identificacion normalizado ORCID,
agradecimientos, se incluiran en un archivo separado
denominado “carta de presentacion”.

Coautorias: de acuerdo con la politica editorial y respec-
to de la autoria colectiva, se aceptaran como maximo
cuatro autores, si se postularan articulos con mas auto-
res se debera justificar la razon y naturaleza de la coau-
toria, quedando a juicio del Comité Editorial la acepta-
cion o rechazo editorial del documento. En todos los
casos se debera indicar el tipo de participacion de cada
uno de los autores. Por ningin motivo se aceptara cam-
bio en el orden en que fueron presentados los autores al
momento de la postulacion, y no sera posible omitir ni
agregar ningln autor que no hubiese sido sefialado des-
de el inicio, por lo cual sera necesario identificar dicha
informacion en los datos de registro.

No se publicaran mas de 2 trabajos del mismo autor(a) o
coautor(a) en el mismo niimero de la revista.
Frecuencia de publicacién: cuando un autor(a) ha publi-
cado en Mundo Nano, debera esperar un afo para pu-
blicar nuevamente. El Comité Editorial podra autorizar
la publicacion consecutiva, de acuerdo con la pertinen-
ciay relevancia del trabajo puesto a consideracion.
Idiomas de publicacion: se recibiran textos escritos en
espaiiol, inglés o portugués. La revision de estilo se
hara solo en trabajos escritos en espafiol.

2. Entregar fotografias e imagenes en archivos electréni- | Presentacion de originales

cos en formato TIFF y/o JPG, (o compatible) con al me-
nos 300 dpi de resolucion. Las imagenes de graficas, | 1.
cuadros o tablas podran estar en el texto, aunque es
es indispensable anexar las graficas en archivo inde-
pendiente. Las tablas o cuadros se deberan entregar
también por separado en hoja de calculo

3. Contar con los derechos de reproduccion del material
grafico, imagenes, fotografias, obra artistica, etcétera,
ya sea por parte del propio autor (autores), o bien de
terceros.

4. Unavez cumplidos los requisitos de postulacion el tex-
to sera remitido a dictamen editorial.

Politica de recepcion de materiales

1. Exclusividad: los trabajos enviados a Mundo Nano debe-
ran ser inéditos y sus autores se comprometen a no so-
meterlos simultaneamente a la consideracion de otras
publicaciones, por lo cual es necesario adjuntar este
documento: Carta de originalidad y no postulacion si-

multanea. 2.

2. Naturaleza de los trabajos: las contribuciones que se
reciban para su eventual publicacion deben ser resulta-
dos originales derivados de un trabajo académico de
alto nivel. Solo se aceptaran documentos vinculados
con la nanociencia y la nanotecnologia, incluyendo

abordajes que destaquen sus implicaciones sociales, | 3.

ambientales, éticas y legales, asi como de aspectos re-

gulatorios, con la condicion de presentar de manera | 4.

explicitay detallada las estrategias tedrico-metodologi-

-]

La pagina de presentacion se debera integrar en el si-
guiente orden:

Titulo del articulo, de no mas de 15 palabras, debera
incluirse tanto en espafnol como en inglés, lo mas des-
criptivo, claro y conciso posible.

Es indispensable que todos y cada uno de los autores
proporcionen su nimero de identificador normaliza-
do ORCID. Para mayor informacion ingresar a www.
orcid.org.

Se deberan indicar las instituciones de adscripcion y
pais de todos y cada uno de los autores, evitando el
uso de siglas o acronimos. Asimismo, se evitara la
traduccion de los nombres de instituciones.

En esta pagina, se precisara cual es el autor que firma
como responsable del texto, asi como el autor de co-
rrespondencia. En caso de ser el mismo esto debera
ser aclarado explicitamente.

Se debera indicar el correo electrdnico, solo en el
caso del autor de correspondencia.

Resumen estructurado: en espanol e inglés, y debera
integrar los siguientes elementos en un maximo de
200 palabras:

* Objetivo del articulo

« Disefio y metodologia

* Principales resultados y conclusiones.

Palabras clave: en espanol e inglés, describiendo tema-
tica y analiticamente el objetivo del articulo.

Extension y formato: los articulos de investigacion po-
dran tener una extension entre 8,000 y 10,000 palabras y
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10.

1.

12.

las revisiones entre 7,000 y 12,000 palabras. Se pueden
recibir revisiones de mayor extension, previo acuerdo con
los editores. Deberan estar escritos en procesador de tex-
to, en tamano carta con margenes de 2.54 centimetros, en
fuente Times New Roman de 12 puntos, interlineado do-
ble, sin espacio entre parrafos. Las paginas deberan estar
foliadas desde la primera hasta la Gltima en el margen
inferior derecho. La extension total incluye abordaje tex-
tual, bibliografia, tablas, graficas, figuras, imagenes y
todo material adicional.
Estructura de los articulos: los articulos incluiran una
introduccion que refleje con claridad los antecedentes
del trabajo, el método o estrategia de analisis a la que
se recurre, discusion, resultados, conclusiones y bi-
bliografia. Si asi lo consideran los autores, se podran
presentar secciones y apartados propiamente jerar-
quizados y diferenciados solo con el uso de tipografia
(sin usar nimeros arabigos o romanos).
Uso de siglas y acronimos: para el uso de acronimos y
siglas en el texto, la primera vez que se mencionen, se
recomienda escribir el nombre completo al que corres-
ponde y enseguida colocar la sigla entre paréntesis.
Ejemplo: Petroleos Mexicanos (Pemex), después solo
Pemex.
Material suplementario: refiere a informacion o figuras
que son Gtiles para aquellos lectores interesados en ma-
yores detalles, pero que no son imprescindibles para la
comprension de los principales resultados del articulo. EL
material suplementario debe ser claro, sintético y consis-
tente con el articulo. Este sera publicado, por separado,
como archivo digital con su correspondiente DOI.
Notas: las notas deberan indicarse a pie de pagina, es-
tar numeradas y ser las estrictamente necesarias. Las
notas a pie de pagina se reservaran para ampliaciones
al texto o aclaraciones, no podran utilizarse para indicar
bibliografia con locuciones latinas.
Tablas y figuras: podran estar incluidas en el texto, o se
anotaran con indicaciones precisas sobre su lugar en el
texto. Por ejemplo: “tabla 1, aqui”. La numeracion de las
tablas sera consecutiva, en orden ascendente y con ni-
meros arabigos. De la misma manera, el titulo se colo-
cara en la parte superiory la fuente completa en la par-
te inferior. Los autores tendran la responsabilidad de
verificar que la fuente de todas las tablas y figuras apa-
rezca en la bibliografia final.
Elementos graficos: todos los elementos graficos, es-
quemas, mapas, etc., se nombraran Figuras y tendran
una numeracion consecutiva en nimeros arabigos. El
titulo se ubicara en la parte superiory la fuente comple-
ta a pie de cada figura. El autor tendra la obligacion de
revisar que la fuente de todas las figuras estén indica-
das en la bibliografia final. Ademas de poderlos incluir
en el texto del articulo, todo elemento grafico se entre-
gara en archivo independiente en formato TIFF y/o JPG,
con una resolucion minima de 300 dpi. Si las graficas
son elaboradas en Microsoft Excel, se debera anexar el
archivo fuente.
Informacion adicional: los articulos no incluiran epigra-
fes ni dedicatorias.
Contribucion de autorias: Al final de articulo, antes del
listado de referencias se debera incluir, para cada
autor/a, su contribucion al articulo propuesto para su
publicacion.

En la lista de autores/as deben figurar las personas
que han contribuido intelectualmente al desarrollo del
trabajo. Contribuciones que se limitan a la bisqueda o

13.

procesamiento de datos, elaboracion de graficas o figu-
ras, no son suficientes para figurar como autor/a. En
ese caso, los autores/as podran indicar dichas partici-
paciones y, en su caso, hacer los agradecimientos co-
rrespondientes.

Al momento de enviar el articulo, se deberan indicar
las contribuciones de cada autor/a, considerando los
siguientes rubros:

Concepcion y disefo del articulo.

Desarrollo metodoldgico.

Mineria de datos, analisis e interpretacion.
Modelacion en software (de ser el caso).

Redaccion del borrador original.

Revision y edicion final del texto.

Preparacion de materiales suplementarios (de ser el
caso).

Mundo Nano. Revista Interdisciplinaria en Nanociencias
y Nanotecnologia declina cualquier responsabilidad
sobre posibles conflictos derivados de la autoria de los
trabajos que publica. Con el envio del articulo, los au-
tores/as implicitamente aceptan haber leido integra-
mente este texto y estar de acuerdo con su contenido.
En caso de solicitud de cambio de autoria de un ma-
nuscrito recibido o de un articulo ya publicado, Mundo
Nano. Revista Interdisciplinaria en Nanociencias y Nano-
tecnologia seguira el arbol de decisiones recomendado
por la COPE: (http://publicationethics.org/files/Spa-
nish%20%281%29.pdf).
Las referencias y citas bibliograficas: al final del arti-
culo deberan indicarse todas y cada una de las fuentes
citadas en el cuerpo del texto (incluyendo notas, fuen-
tes de las tablas y figuras). El autor debe revisar cuida-
dosamente que no haya omisiones ni inconsistencias
entre las obras citadas y la bibliografia. Se incluiran en
la lista de referencias solo las obras citadas en el cuer-
po y notas del articulo. La bibliografia debera presen-
tarse estandarizada recurriendo a la norma Chicago,
tomando como guia los siguientes ejemplos:

Articulos en revistas (no se abrevien los titulos ni de
los articulos ni de las revistas):

Takeuchi, N. 1998. Calculos de primeros principios: un
método alternativo para el estudio de materiales.
Ciencia y Desarrollo, 26(142): 18.

Libros:

Delgado, G. C. 2008. Guerra por lo invisible: negocio,
implicaciones y riesgos de la nanotecnologia. México:
CEIICH, UNAM.

Internet:

NobelPrice.org. 2007. The Nobel Prize in Physics 1986.
http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/physics/
laureates/1986/press.html

Se dara prioridad a los textos cuya bibliografia se entre-
gue gestionada electronicamente y con hipervinculos acti-
vos a los DOI respectivos, en todos los casos que asi co-
rresponda.

Enviar un articulo

El registro y el inicio de sesién son necesarios para enviar
elementos en lineay para comprobar el estado de los en-
vios recientes. Ir a Entrar para una cuenta existente o
Registrarse para una nueva cuenta.

[



Lista de comprobacion de preparacion
de envios

Como parte del proceso de envio, los autores/as
estan obligados a comprobar que su envio cumpla
todos los elementos que se muestran a continua-
cion. Aquellos envios que no cumplan con estas di-
rectrices seran devueltos a los autores/as.

« Elenvio no ha sido publicado previamente ni
se ha enviado previamente a otra revista.
« El archivo enviado esta en procesador de pa-
labras, sin contrasena de lectura.
« Se ha incluido el nimero de identificacion
normalizado ORCID de los(as) autores(as).
« El texto tiene interlineado doble; el tamano de
fuente es 12 puntos; se usa cursiva en vez de
subrayado (exceptuando las direcciones URL).
Todas las ilustraciones, figuras y tablas po-
dran estar dentro del texto en el sitio que les
corresponde, o indicar, por ejemplo: “Figura
1, aqui”. Las imagenes, si las hay, se incluiran
en archivos separados en formato TIFF o JPG.
Es indispensable anexar las graficas, tablas o
cuadros en hoja de calculo por separado.
El texto cumple con los requisitos bibliografi-
cos y de estilo indicados en las Normas para
autores/as, que se pueden encontrar en la
seccion: Sobre la revista.
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« Bibliografia gestionada electronicamente y
con hipervinculos activos a los DOI respecti-
vos, en todos los casos que asi corresponda.

« Si esta enviando a una seccion de la revista
que se revisa por pares, asegurarse de que las
instrucciones en garantizar una evaluacion por
pares anonima han sido seguidas.

Declaracion de privacidad

Los nombres y direcciones de correo-e introduci-
dos en esta revista se usaran exclusivamente para
los fines declarados por la revista y no estaran
disponibles para ninglin otro propdsito u otra
persona.

—— 0 0 0o —

Estos lineamientos, que actualizan los estableci-
dos el 12 de febrero de 2018, fueron aprobados por
el Comité Cientifico y el Comité Editorial de Mundo
Nano. Revista Interdisciplinaria en Nanociencias y
Nanotecnologia, el 18 de abril de 2022, y se refleja-
ran en los contenidos que se publiquen a partir del
segundo semestre de 2022.

Fecha de la dltima actualizacion: 26 de junio de
2025.
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