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| INTRODUCCION.
1.1 NANOMATERIALES.

La nanotecnologia tiene como funcién la creacion y manipulacion de objetos o
estructuras a escala nanomeétrica, la cual comprende de 1 a 100 nm?, de estos objetos
o0 estructuras los mas importantes son los nanomateriales, los cuales pueden tener la
forma de particulas, tubos o fibras, siempre respetando la escala que comprende la
nanotecnologia (1 nm -100 nm).

Estos nanomateriales han tenido un gran impacto positivo en distintas areas como lo
son el area de la medicina, electronica, cosmética, textil, informatica e incluso en el
area del cuidado del medio ambiente?.

La humanidad ha utilizado nanomateriales desde el inicio de la civilizacién, esto es
aproximadamente desde hace 4000 afos, una de las principales aplicaciones fue en
el &rea de la construccién y del arte, estos nanomateriales se encuentran en minerales
de arcillas utilizadas en esa época?, figura 1.

Imagen 1. Imagen de vasijas antiguas hechas de arcilla

Otro ejemplo del uso en la antigiedad es el de la copa de Licurgo, figura 2-3, la cual
data del siglo IV en Roma, esta copa esta hecha con nanoparticulas de plata y oro lo
gue le da a la copa la propiedad del cambio de color dependiendo de la iluminacion
gue tenga?.

Imagen 2-3. Copa de Licurgo color rojo y color verde



La historia continua con Richard Feynman en 1959, Figura 4, fue quién en la
conferencia sobre nanote-cnologia sent6 las bases de una nueva tecnologia, explico
que podria ser posible manipular la materia en una escala muy pequefia, tan pequefia
gue es en escala de atomos.

Imagen 4. Richard Feynman

La investigacion de estos nuevos materiales se siguid desarrollando tanto que en
1996 se descubrié el nanomaterial conocido como fullereno Figura 5.

Imagen 5 Fullereno

Demostrando asi que el carbono puede existir en una nueva forma antes
desconocida, siendo el precursor del descubrimiento de los nanotubos de carbono?,

figura 6.

Imagen 6. Nanotubo de carbono



En 2010 el premio nobel de fisica investigd sobre el grafeno, figura 7, este
nanomaterial tiene multiples aplicaciones en el area de la electrénica, aplicaciones en
la industria energética y también en el area de la biomedicina.

Imagen 7. Grafeno

1.2 CLASIFICACION DE LOS NANOMATERIALES.

Al clasificar los nanomateriales se debe de tener en cuenta el tamafio medio de sus
particulas, su agrupacion y el tamafio de cada particula individualmente, a acuerdo a:

a)

b)

POR ORIGEN.

Su origen se divide en natural y sintético, el natural se refiere a los
nanomateriales que se encuentran distribuidos en la tierra de manera natural,
como lo pueden ser las arcillas, hidroxiapatitas de calcio. Los de origen
sintético son los que se forman de manera artificial mediante una sintesis
experimental en el laboratorio.

POR ESTADO.

Esta clasificacion estd basada en la distribuciébn que tiene en un espacio
definido, esto puede ser isométrico, en donde los puntos de la estructura
conservan la misma distancia entre si, inhomogéneo, lo que les proporciona
propiedades diferentes dependiendo su localizacion, disperso, se encuentran
en un medio soélido, liquido, gas o vacio, con una separacion de hasta 10 nm o
incluso fraccion de nm y por aglomerado, los cuales son con base en sus
propiedades magnéticas con el didéxido de hierro3.

POR DIMENSIONES.

Se adquiere una simbologia abstracta para la clasificacion de nanomateriales
por la dimension en:

)] 0D: En esta clasificacibn se encuentran las nanoparticulas sin
morfologia definida.

i) 1D: Contienen dos dimensiones, alto y ancho, pero no la altura como
nanotubos.



iii) 2D: Formadas por una serie capas a escala nanométrica las cuales no
rebasan los 100 nm.

iv) 3D: Estan formados por todas las dimensiones, generalmente son de
forma cubica3.

d) POR MORFOLOGIA.

Los nanomateriales se clasifican a través de su aspecto fisico, ya que pueden
presentar alguna forma predominantemente plana (2D), esférica (Fulerenos o
0D) o cubica®

e) POR COMPOSICION QUIMICA.

Es debido a sus componentes como lo pueden ser por derivados de carbono o
gue en mayor parte se de carbon, a estos se les conoce como carbonosos,
debido a sus propiedades adsorbentes y por su composicion de otros
nanomateriales, los cuales tienen como objetivo mejorar alguna propiedad
fisica o quimicas.

Il ANTECEDENTES.
2.1 ZINC.
El zinc (Zn) es un polvo de color blanco, figura 8, utilizado en muchas areas como

componente de productos cosméticos, médicos agricultura, en la industria del caucho,
de la cerdmica, su estado de oxidacion es el 2+35.

j E

&

Imagen 8. Polvo de Zinc.
Algunas de las propiedades fisicas del zinc se muestran en la tabla 1.

Tabla 1: Principales propiedades del Zn®

Densidad 5.606 g/cm?
Punto de Fusion 1975°C
Conductividad térmica 106-140 W/m-K
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Constante dieléctrica 8.656

indice de refraccion 2.008 nm
Ancho de banda 3.37eV
Concentracion intrinseca de portadores 108 cm3
Energia de enlace excitdnica 60 meV

2.2 OXIDO DE ZINC (ZnO).

El 6xido de zinc pertenece a la familia II-IV, presentando propiedades de material
semiconductor, la diferencia de electronegatividad entre el zinc y el oxigeno da como
resultado un alto grado de ionicidad en su enlace, repeliendo asi sus nubes
electrénicas®, el ZnO presenta tres estructuras cristalinas, figura 8, hexagonal tipo
wurtzita, clbica tipo blenda de zinc!® y clbica tipo sal de roca, pero debido a la
repulsion de las nubes electrénicas hace que la estructura cristalina tipo wurtzita sea
la mas estable!l.

@ Oxigeno O Zinc O zine @ Oxigeno O zinc O oxigeno

Imagen 9-10-11. Estructuras del ZnO: a) Wurtzita, b) sal de roca y c) Blenda.
2.3 Mimosa tenuiflora (Tepezcohuite).

El uso y aplicacion de la corteza del arbol Figura 11 de tepezcohuite, asi como todas
sus diferentes presentaciones se popularizo en la década de los 80 debido a sus
propiedades cicatrizantes en heridas superficiales y quemaduras, derivadas de
informacion que paso de generacion en generacion como mitos alrededor de las
mismas??.
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Imagen 12-13: Arbol de Tepezcohuite (Corteza y flor, Mimosa tenuiflora)e.

Antiguamente algunos pueblos mayas lo utilizaban para curar las heridas de sus
soldados causadas por la guerra'®, aunque se encuentra principalmente en
Tehuantepec, Oaxaca y Chiapas se ha extendido por todo México y otras partes del
mundo en donde se encuentran ejemplares de la misma especie4. Figura 12.

2

3
Imagen 14. Mapa de México resaltando Oaxaca y Chiapas.

El polvo de tepezcohuite has sido el derivado mas popular, ya que puede ser aplicado
directamente en la herida o quemadura de una manera muy sencilla, los resultados
de muchos casos han sido satisfactorios pero se advierte que no todos los derivados
del tepezcohuite pueden tener los mismos resultados, como lo pueden ser los de las
hojas y plantas y no de la corteza como se ha usado en otros casos, dentro de sus
propiedades estan las de bactericidas, antisépticas, analgésicas, cicatrizantes y
regeneradoras de tejido'®, lo que lo ha puesto en la mira de las industrias
farmacéuticas.

Con el fin de identificar los componentes del tepezcohuite (Mimosa Tenuiflora)
distintas organizaciones tanto Mexicanas como extranjeras se dedican a estudiar sus
propiedades y aplicaciones asi como los posibles efectos secundarios, lo que se ha
encontrado ha sido que los resultados se ven afectados debido al tipo de extracto, la
dosificacion del mismo y el modelo biolégico que se haya utilizado para la
experimentacion in vitro®, pero dentro de sus conclusiones se encuentra que algunos
componentes son una abundancia de taninos, saponinas, alcaloides, glucosas, xilosa,
arabinosa, lupeol, fitoesteroles, lipidos, oxalato de calcio cristalino y almidén'’, estos
componentes son los responsables de mejorar el tratamiento contra quemaduras y
regenerar la piel, aunque el tepezcohuite tiene muchas aplicaciones y beneficios en
el tratamiento de heridas y quemaduras no todos sus derivados pueden ser
explotados por la industria farmacéutica debido a que algunos extractos contienen
alcaloides, debido a que en muchos paises no es legal producir medicamentos que
contienen estas sustancias, pese a esto tanto en México como en Centroamérica es
ampliamente utilizado para elaborar distintos productos para el tratamiento de
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guemaduras y heridas de la piel, esto es adjudicado al contenido de taninos y
saponina'® siendo los primeros el componente principal de la corteza de tepezcohuite
representando un 16%, sus principales componentes son las proantocianidinas las
cuales son conocidas por su actividad altamente antioxidante!® 29, pero sus
presentaciones se han extendido mas que solo polvo de corteza, en la tabla 2 se
muestran otras presentaciones utilizadas y comercializadas.

La tabla 2, muestra algunos los usas mas generales de la Mimosa tenuiflora.

Tabla 2: Usos populares del tepezcohuite en el estado de Chiapas®

Producto Uso regional
Madera Combustible, Construccion
Planta viva Construccion de Celsius vivos y como cultivo
alternativo

Infusion polvo y/o Pomada | Lavar heridas como compresa o0 apoésitos en
heridas superficiales de la piel

Taninos Peleteria y tincion de telas

Polvo Quemaduras de segundo y tercer grado,
supresor de dolor y cicatrizante,

Jabon Higiene personal, dermatosis, tratamiento
contra acné, manchas, arrugas y estrias de
embarazo

Pomada Quemaduras leves, afecciones de la piel,

manchas, hongos y herpes

Extracto Contra alergias, eczemas, cicatrices y ténico
capilar
Céapsulas Contra  padecimientos internos  como

hiperacidez, gastritis, Ulcera péptica vy
duodenal, colitis, hemorroides y migrafia

Talco Para después de afeitarse y tratamiento de
reacciones alérgicas, erupciones y rozaduras

Shampoo Fortalece el cuero cabelludo, evita caspa y
caida del cabello

Chicles Contra la acidez estomacal, migrafia, dolor de
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muelas

Crema humectante Regenera la piel y desvanece las lineas de
expresion
Crema con colageno Desmancha y evita arrugas

2.4 GEL DE ALOE VERA EN HERIDAS.

El uso y aplicacion del gel de aloe vera data desde las culturas antiguas como la
egipcia, griega, arabes, indios, chinos, etc. quienes lo utilizaban debido a sus
propiedades medicinales y cosméticas?! sus componentes son raiz, tallo, hojas y
flores (en época de floracion), el crecimiento de las hojas a nivel del suelo se le conoce
como de roseta, el tallo va a crecer desde el centro hacia arriba, formando flores en
forma de tubos de color amarillo o rojo??, del peso de la planta de aloe vera la corteza
tiene el 20% - 30% mientras que la pulpa o gel del aloe vera representa
aproximadamente el 65% - 80%, los componentes del gel de aloe vera se muestran
en la tabla 3.

El nombre cientifico del aloe vera ha ido variando con el paso del tiempo: Aloe vera
(Linneo), Aloe vulgaris (Lamarck) y Aloe Barbadensis (Miller), pero actualmente es
conocido como Aloe vera??, perteneciente a una amplia gama de mas de 500 especies
la parte mas utilizada ha sido el gel o pulpa de aloe vera, especificamente en la
aplicacion de cicatrizacién de heridas y cuidado del tejido de la piel debido a sus
propiedades antiinflamatorias, antioxidante y antimicrobiana?*, los componentes de la
pulpa del aloe vera que principalmente en el proceso de cicatrizacion son los
glucomananos, y tal vez la giberelina incrementando la produccion de fibroblastos los
cuales activan la produccién celular?®, pero también incrementan la produccién de
colageno en la herida, dando como resultado una mejor cicatrizacion y una reduccion
de cicatriz debido a la presencia de la vitamina C26,

2.4.1 COMPOSICION DEL ALOE VERA.

La tabla 3, muestra algunos componentes quimicos del Aloe vera.

Tabla 3: Componentes quimicos de la planta de Aloe Vera (Barbadensis)?’-3°

Composicién Compuestos
Antraquinonas Acido aloético, antranol, é&cido cinamico,
barbaloina, acido crisofanico, emodina,
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aloeemodin, éster de acido cinamico, aloina,
isobarbaloina, antraceno, resistanol.

Acido folico, vitamina B1, colina, vitamina B2,
Vitaminas vitamina C, vitamina B3, vitamina E, vitamina B6,
betacaroteno.

Calcio, magnesio, potasio, zinc, sodio, cobre, hierro,
Minerales manganeso, fésforo, cromo.

Celulosa, galactosa, glucosa, xilosa, manosa,
Carbohidratos arabinosa, aldopentosa, glucomanosa, fructuosa,
acemanano, sustancias pépticas, L-ramnosa.

Amilasa, ciclooxidasa, carboxipeptidasa, lipasa,
Enzimas bradikinasa, catalasa, oxidasa, fosfatasa alcalina,
ciclooxigenasa, superoxido dismutasa.

Lipidos y compuestos | Esteroides (campestrol, colesterol, sitoesterol),

organicos acido salicilico, sorbato de potasio, triglicéridos,
lignina, &cido Urico, saponinas, giberelina,
triterpenos.

Alanina, acido aspartico, arginina, acido glutamico,
Aminoéacidos glicina, histidina, isoleucina, lisina, metionina,
fenilalanina, prolina, tirosina, treonina, valina.

2.5 PROCESO DE CICATRIZACION.

Este proceso consiste en la union de muchas células las cuales se encargan de
reparar alguna herida que la piel tenga, durante este proceso nuevas células
reemplazan a las dafiadas para lograr cicatrizar la lesion, este proceso ocurre
después de que la lesion aparezca, teniendo como definicién de lesion a la ruptura de
las células que conforman el tejido, causados por un factor tanto interno como externo,
como lo puede ser un factor quimico, eléctrico o térmico3.

2.5.1 FASE INFLAMATORIA.

Durante esta fase inicial de la lesion, los vasos sanguineos se contraen, las sangre
gue haya salido de los mismos pasa a coagularse, para asi detener la propagacion
de la lesidn, la coagulacion inicia con la segregaciéon de trombocitos y plaquetas en
una red fibrosa®? que protege el tejido de microorganismos externos manteniendo asi
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aislada la herida y el exterior ademas de dar pie a la formacion de una matriz celular
la cual promueve la migracion celular®®. una de las células que participan en esta
etapa son los leucocitos que normalmente aparecen en las primeras 24 horas, pero
esto puede extenderse hasta las 48 horas, durante este periodo de tiempo pueden
aparecer ceélulas inmunes, en la primera etapa de la inflamacién la piel se hincha
produciendo enzimas lisosomales y especies reactivas de oxigeno facilitando asi la
eliminacién de restos celulares externos34.

2.5.2 FASE PROLIFERATIVA.

En esta etapa el cuerpo humano tiene como objetivo disminuir la zona afectada por
la lesion durante las primeras 48 h hasta los 14 dias después de que la lesién haya
ocurrido, esto lo logra mediante diferentes procesos como lo son la angiogénesis,
fioroplasia y la reepitelizacion3!, durante esta etapa se inicia el proceso de
angiogénesis, que sucede a la par de la proliferacion celular endotelial , este proceso
se encarga de migrar células a la herida para formar una matriz celular, usando una
analogia, seria como las varillas que se colocan en la construccion en donde se
agrega el cemento, consecuentemente comienzan a producirse nuevas venas
mediante dos mecanismos, division celular y germinacion®®, estas nuevas venas son
amoldadas a la forma de la zona a cicatrizar en vasos sanguineos nuevos,
posteriormente la herida es rellenada con células musculares, una vez completada la
matriz es posible transportar nutrientes, oxigeno y células inmunolégicas3®, a partir
del cuarto dia de la formacion de la herida es cuando se comienza a formar tejido en
la superficie de la heridas, aumentando la producciéon de células de proliferacion
ademas de nuevo colageno.

2.5.3 FASE DE REMODELADO.

Esta fase comienza a las dos o tres semanas después de que se formd la herida, su
principal objetivo es el de mantener la fortaleza y elasticidad de la piel en la zona de
la herida, esto se logra mediante los procesos de reorganizacion, degradacion y re-
sintetizado de la matriz celular formada en la fase anterior, también durante este
periodo de tiempo las células se encargan de replicar el tejido anterior a la herida,
forman una costra con un contenido celular menor y el incrementando en la
produccion de nuevas fibras de colageno?®’, poniendo punto final a la fase inflamatoria,
lo siguiente es reestablecer la estructura celular del nuevo tejido, degradando el
producido en la fase anterior para posteriormente producir tejido nuevo y asi seguir
remodelandolo, también se van a seguir produciendo fibras de colageno las cuales
van a formar una red en paralelo para fortalecer la red celular del nuevo tejido®, esta
fase es importante ya que determina la fortaleza, flexibilidad y resistencia del tejido
nuevo, por ultimo los vasos sanguineos fibroblastos, células antiinflamatorias se
desechan mediante un proceso de migracion celular lo cual da lugar a la formacién
de una cicatriz8.
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En las ultimas décadas la nanotecnologia ha evolucionado mucho y ha sido aplicada
en distintas areas, esto debido al aumento en el interés por esta ciencia y los grandes
descubrimientos y aplicaciones que se han dado en distintas areas.

Una de las areas de interés es la de la salud, ya que los avances y aplicaciones
pueden ir desde la busqueda de una cura de enfermedades incurables como la
diabetes o el cancer hasta cosas tan simples como una herida en la piel.

Poniendo el foco en la diabetes y las consecuencias que tiene en el cuerpo aparece
el problema del pie diabético, la diabetes es una enfermedad que limita la eficacia del
proceso de cicatrizacion del cuerpo humano desencadenando infecciones e incluso
amputacion de extremidades bajas. Las consecuencias de heridas en piel que
desencadenan en la amputacién de las extremidades afectan a todo el mundo.

Las estimaciones sobre la prevalencia de complicaciones del pie relacionadas con la
diabetes en 10 afios que van de 2012 a 20224, Imagen 15.
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Imagen 15. Ulceras en pies de personas con diabetes?

Padecer diabetes también puede significar perder alguna extremidad, limitando
actividades y empeorando la calidad de vida de las personas, aunque existen
alternativas que pueden evitar o retrasar la amputacion de las extremidades, estas
pueden ser tanto naturales como sintéticas la recurrencia de amputaciones en todo el
mundo sigue estando presente.

El problema radica en la efectividad de los tratamientos utilizados para combatir la
mala cicatrizacion de las heridas, desde hace mucho tiempo la medicina hasta el
momento nunca ha logrado evitar que llegue a amputar la extremidad afectada,
arrojando asi numeros elevados de casos en los cuales una ulcera termind en una
amputacion.
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IV. JUSTIFICACION.

Existen muchas alternativas que han demostrado acelerar el proceso de cicatrizacion
mediante plantas naturales y recursos naturales, pero se ven limitados al no tener un
procedimiento de aplicacion adecuado ademas de no ser lo suficientemente efectivos
al combatir la no cicatrizacién, otra limitante es la forma de crear y aplicar el producto
al paciente, debido a que no es aprovechado en su totalidad disminuyendo asi su
efectividad, por otro lado estos nuevos tratamientos se ven limitados por la
experimentacion en su mayoria en ratones y no con humanos, esto visto desde un
punto de vista médico no tiene un mejor o incluso el mismo impacto que los
tratamientos ya establecido y probados en personas ya que el proceso de
cicatrizacion de un ratdn no es el mismo que el de los humanos.

Es por eso que el uso de la hanotecnologia puede ayudar a optimizar esas limitantes,
el uso de ZnO a nanoescala como reservorio para sustancias de origen natural como
los son el Tepezcohuite y la pulpa de aloe vera ya que este sistema permite la
liberacion controlada y constante de los nutrientes necesarios para lograr una
cicatrizacion ademas de que su fabricacién y aplicacion en repetible y con resultados
constantes.

V. HIPOTESIS.

El nanomaterial de ZnO-40, contiene los extractos alcohdlicos concentrados al 90%
de la Mimosa tenuiflora (Mite-90) y del Aloe vera (Alve-90), regenerando de forma
tisular, heridas cronicas de pie diabético.

VI. OBJETIVOS.

6.1. Objetivo general.

Demostrar la regeneracion tisular que presenta la bioactividad del nanomaterial de
Mite-Alve/Zn0O-15-15-40 en heridas cronicas de pie diabético.

6.2. Objetivos especificos.

1. Obtener los extractos alcoholicos concentrados al 90% de la Mimosa tenuiflora
(Mite-90) y del Aloe vera (Alve-90).

2. Encapsular los extractos alcohodlicos concentrados al 90% de la Mimosa

tenuiflora (Mite-90) y del Aloe vera (Alve-90), en la malla del nanomaterial de
Zn0-40.
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3. Identificar los grupos funcionales de los extractos alcohdlicos concentrados al
90% de la Mimosa tenuiflora (Mite-90) y del Aloe vera (Alve-90).

4. Caracterizar los nanomateriales obtenidos: 6xido de zinc (ZnO-40) y del Mite-
Alve/Zn0-40-15-15, por espectroscopia infrarroja, por difraccion de rayos X,
por microscopia electronica de barrido y por espectroscopia de energia
dispersiva.

5. Comprobar la bioregeneracion tisular que presenta el nanomaterial de Mite-
Alve/Zn0O-40-15-15, en heridas crdnicas de pie diabético.

VII. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

Los siguientes reactivos y material de laboratorio se utilizan en la obtencién de los
extractos alcoholicos concentrados al 90% (Mite-90 y Alve-90) y en la sintesis por sol-
gel de los nanomateriales de ZnO-40 y Mite-Alve/ZnO-15-15-40.

Material de laboratorio:

Vaso de precipitado de 500 mL

Matraz redondo de 3 bocas de 500 mL
Tubo refrigerante

Espéatulas (3)

Vidrio de reloj.

Probeta de 100 mL

Agitador de vidrio

Balanza analitica

. Termémetro

10. Tapon para el matraz de 3 bocas

11. Parrilla de calentamiento con agitacion magnética integrada.

©oNoOA~ODE

Reactivos:

Zn0O

Gel de Aloe vera

Mimosa tenuiflora en polvo
Etanol

Agua destilada

PVP (Polivinilpirrolidona)

ook wNE

7.1 Obtencién de los extractos alcohdlicos al 90%.

Se instala el equipo Soxhlet y se preparan dos cartuchos de papel filtro que contienen
por separado 2.0 g de Mimosa tenuiflora y Aleo vera. Figura 12-13.
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Mimosa tenuiflora Aloe vera

Imagen 16-17. Muestras de Mimosa tenuiflora y Aleo vera.

Se instala cada cartucho que contiene la muestra de Mimosa tenuiflora y Aleo vera
en el matraz madre del equipo Soxhlet. Se agrega 100 mL de disolvente (etanol
absoluto (Sigma-Aldrich) al matraz de bola del equipo Soxhlet y se inicia la obtencién
de los extractos alcohdlicos de las muestras (Mimosa tenuiflora y Aleo vera). Figura
12-13.

Imagen 18. Obtencion de los extractos alcohdlicos concentrados al 90% de la
Mimosa tenuiflora y Aleo vera.

7.2 Sintesis de los nanomateriales de zno-40 y mite-alve/zno-40-15-15

El nanomaterial de 6xido de zinc a 40°C (ZnO-40) y el nanomaterial de 6xido de zinc
gue contiene los extractos alcohdlicos concentrados al 90% de Mimosa tenuiflora y
Aleo vera (Mite-Alve/Zn0O-15-15-40) que se obtienen por separado y por medio del
método sol-gel.

Las sintesis de los nanomariales se sintetizan manteniendo constante el volumen de
agua destilada, alcohol (etanol absoluto Sigma-Aldrich), polivimilpirrolidona (PVP,
Sigma-Aldrich, 500 000 Da), temperatura de reflujo (40°C) y agitacién constante (200

rpm).

El nanomaterial de ZnO-40, se sintetizo a partir de una disolucién que contiene 1.67
mol de agua destilada, 4.0x10* mol de PVP y 1.54 mol de etanol. Esta disolucién que
le lamaremos solucién madre, se introduce en un matraz de tres bocas con agitacion
integrada. Se eleva la temperatura de reflujo a 40°C. Posterioremnte, se deja 30

20



minuto la disolucién a 40°C y después se le agrega 0.051 mol de 6xido de zinc (Sigma-
Aldrich). La solucién del nanomaterial en forma de gel se deja envejecer por 4 h.
Figura 15.

Imagen 19. Sintesis por sol-gel dellnanomaterial de Zn0O-40

El solvente del nanomaterial de Zn0O-40, se elimina por rotavapor integrado con
bomba al vacio, figura 16.

Imagen 20. Eliminacion del solvente del nanomaterial ZnO-40

El nanomaterial de Mite-Alve/ZnO-15-15-40 se sintetiza de forma similar al
nanomaterial de Zn0O-40, la Unica diferencia es la adicién de 15 mL de los extractos
alcohdlcos concentrdos de Mite-90 y Alve-90 a la disoluciébn madre, se realizan los
mismos pasos de la sintesis del ZnO-40, para obtener el nanomaterial Mite-Alve/ZnO-
15-15-40. Figura 18.

_— A
Imagen 21. Sintesis por sol-gel del nanomaterial Mite-Alve/Zn0O-15-15-40.
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El solvente del nanomaterial Mite-Alve/ZnO-15-15-40, producido en la sintesis de
éste, se elimina con ayuda de un rotavapor integrada con bomba al vacio. Figura 19.

Imagen 22. Eliminacion del solvente del nanomaterial Mite-Alve/ZnO-15-15-40

Los nanomateriales obtenidos por el método sol-gel, se secan a 40°C por 24 h en una
estufa marca MF-1000 de ESEVE Prendo. Figura 20.

Imagen 23. Secado de los nanomateriales de ZnO-40 y Mite-Alve/ZnO-15-15-40
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VIIl. TECNICAS DE CARACTERIZACION

Las propiedades fisicas de los nanomateriales de ZnO-40, Mite-Alve/Zn0O-15-15-40 y
del extracto alcohdlico concentrado al 90% del Mite-90, se realizaron con la ayuda de
los siguientes equipos de laboratorio.

a) Espectrofotbmetro de infrarrojo marca Digilab SCIMITAR Series.

b) Equipo de Difraccién de Rayos X, Difraccion de Rayos X (DRX) D8-Discover,
Bruker con lector LynxEye, voltaje de 40 Kv.

c) Espectrofotometro ultravioleta-visible Varian modelo Cary 100 con esfera de
integracion acoplada de reflectancia difusa recubierta con MgO como estandar
de reflectancia certificada marca Lab sphere con una reflectividad del 100%.

d) Equipo de microscopia electrénica de barrido marca JEOL JSM-6610LV. El
voltaje de aceleracion utilizado fue de 20 kV.

e) Detector de energia dispersiva: (EDS: Energy Dispersive Spectrometer),
detecta los rayos X generados y permite realizar un andlisis espectrogréfico de
la composicion de la muestra.

IX. BIOACTIVIDAD DE REGENERACION TISULAR DEL NANOMATERIAL MITE-
ALVE/ZNO-15-15-40, EN HERIDA CRONICA DE PIE DIABETICO.

El nanomaterial Mite-Alve/ZnO-15-15-40, se aplica a un paciente masculino de 66
afios de edad, que presenta una herida cronica de pie diabético en la parte frontal
inferior de la pantorrilla de la pierna derecha. De acuerdo a los familiares del paciente,
éste presenta un cuadro clinico severo desde hace 20 afios, durante ese tiempo se
encuentra en su mayoria de tiempo postrado en algun lugar de su casay a veces, por
necesidad camina un corto lapso de tiempo. Antes de aplicarle el nanomaterial al
paciente de pie diabético, éste y sus familiares muy cercanos firman una carta de
responsabilidad, aceptacion y de estar conscientes de los efectos secundarios que
puede presentar el nanomaterial experimental de Mite-Alve/Zn0O-15-15-40 al
aplicarselo al paciente en la herida de pie diabético.

Posteriormente, a la aceptacion de todos los requisitos y planteamientos que vienen
en la responsiva, se le explica a los familiares directos, como se debe de tratar la
herida (limpieza) para poder aplicarle el nanomaterial Mite-Alve/ZnO-15-15-40 sobre
la herida de pie diabético del paciente.

Se observa que el paciente presenta dos heridas de pie diabético, una mas grande
de 20 cm de largo por 6 a 8 cm de ancho (en la parte superior de la pantorrilla frontal)
y la herida mas pequefia (5 cm de largo por 3.5 a 4 cm de ancho) en la parte inferior
de la pantorrilla frontal. Ambas heridas tienen una coloracion negruzca-verdosa y
emana un olor nauseabundo (putrefacto), con cierta presencia de cierto tipo de

23



liquido, figura 20. Cabe indicar que el paciente tiene las citas médicas programadas
de acuerdo al médico que lo atiende en el sector salud.

Imagen 24. Imagen de la herida de pie diabético

Se aplica el nanoreservorio Mite-Alve/Zn0-15-15-40, forma espolvoreada y en todo lo
largo y ancho de ambas heridas de pie diabético; hasta 1.5 cm mas alla, de donde
abarca la herida sobre la parte mas externa. Se les pide a los pacientes, que tomaran
fotografias de la herida antes de aplicarle el nanoreservorio y después de aplicarle el
nanoreservorio a en la herida, con la finalidad de estudiar la bioactividad que presenta
el nanomaterial Mite-Alve/Zn0O-15-15-40 en la regeneracion tisular

X. RESULTADOS.

10.1 Espectro de ultravioleta-visible.

Los espectros de UV-VIS del extracto alcohdlico concentrado Mite-90, de los las
nanomateriales de ZnO-40 y Mite-Alve/ZnO-15-15-40, se muestran en la figura 21.

El espectro de UV-VIS del extracto alcohdélico concentrado de Mite-90, mostrando un
pico de maxima absorcion en 265.8 nm de longitud de onda, correspondiendo a las
sustancias fotoquimicas de los taninos condensados y a los oxipolienatos: O=CH-
(CH=CH)n-O y las cianinas: (CHs)2N-(CH=CH)n-CH=N+(CHs)2, presentes en el
extracto.
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Imagen 25. Espectros de UV-VIS del extracto alcohdlico concentrado Mite/90 y de
los nanomateriales ZnO-40 y Mite-Alve/Zn0-15-15-40

El nanomaterial de Mite-Alve/Zn0O-15-15-40, presenta dos ddesplazamientos de
longitud de onda de 405.2 nm, en los limites del espectro ultravioleta-visible, con un
valor de energia de banda prohibida (Eg) de 3.05 eV, caracteristico al 6xido de zinc
(ZnO) y el desplazamiento en la longitud de onda de 549.4 nm. Este desplazamiento
de energia en la region del espectro visible, es considerado de la interaccion del
extracto alcohodlico concentrado Alve-90. Por lo tanto, se establece que la presencia
de los extractos alcohdlicos concentrado de Mite/90 y Alve/ZnO, alteran las
propiedades Opticas y electrénicas del nanomaterial de ZnO; de acuerdo a los
resultados de la energia de banda prohibida de la tabla x.
Tabla 4. Propiedades opticas y electrénicas de los nanomateriales ZnO-40 y Mite-
Alve/Zn0O-15-15-40

Materiales A (nm) | E (eV) u (Hz); Region espectral
(x10%)
Mite.90 311.5
Zn0-40 3985 | 3.05 7.40 UV-VIS (morado)
Mite-Alve/ZnO-15-15-40 | 405.2 | 3.06 7.37 UV-VIS (morado)
549.4 2.2 5.46 VIS (color verde)

10.2 Espectroscopia de infrarrojo.

La figura 26, muestra el espectro de FTIR del extracto alcoholico concentrado del
Mite-90.
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El espectro de infrarrojo del extracto alcohdlico concentrado de Mite-90, presentan los
modos de vibracion, en el nimero de onda:

26

a)

b)

d)

f)

En 3386.8 cm: se presentan los siguientes modos de alargamiento: vch
(metilos asimétricos: CHz-); vibracion normal (vo-x) y de vibracién normal (vn-
H): almiddn, esteroides, flavonoides, resinas, dextrinas, glicerina, &cido
salicilico, taninos condensados, glucésidos como el campestrol, daucosterol,
estigmasterol, alcaloides: indol: 5-hidroxi-triptamina, del N-N-dimetiltriptamina
y de la amida secundaria de las moléculas de los alcaloides del indol.

En 2933.4 cm™: se localiza el modo de vibracién alargamiento vc.H (metilenos
-CHz-): esteroides, flavonoides, resinas, dextrinas, glicerina, acido salicilico,
taninos condensados.

En 1648.9 cm se presentan los modos de vibracién tipo flexién (vo-n); (ve=c);
(ve=n) Y (ve=0), que representan las vibraciones de flexién: vcoo™: flavonoides y
del &cido salicilico, de las amidas primarias y secundarias de las moléculas:
taninos condensados, del esterol glucésidos del campestrol, daucosterol y del
estigmasterol, de los alcaloides del indol: 5-hidroxi-triptamina y del N-N-
dimetiltriptamina.

En 1325.4 cm se presentan los modos de vibracion de flexion: (vc-h); (8cHs) y
(dc-coc): del campestrol, daucosterol, estigmasterol, alcaloides: indol: 5-
hidroxi-triptamina, del N-N-dimetiltriptamina y de la amida secundaria de las
moléculas de los alcaloides del indol.

En 1055.9 cm-1: se ubica los modos de vibracion tipo balanceo: (vcHz); (vc-o-
c); (vco) ¥y (ycH): éter de la molécula del daucosterol, de las lactonas y la
vibracién de doblaje fuera del plano.

En 567 cm-1: se ubican los modos de vibracion aromaticos flexion: veenceno-H;
YN-H Y ve-H: alcaloide, flavonoide, taninos condensados, campestrol, daucosterol
y estigmastero.
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Imagen 27. Espectro de FTIR del extracto alcohdlico concentrado de Mite-90

Los espectros de los nanomateriales de ZnO-40 y Mite-Alve/Zn0O-15-15-40, se
observan en la figura 23. Los modos de vibracion respectivos a los espectros de
infrarrojo son:
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Imagen 28. espectros de FTIR de los nanomateriales de ZnO-40 y Mite-Alve/ZnO-
15-15-40
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Del nanomaterial de éxido de zinc, ZnO:

a) En 3651.4 cm™y 3403.0 cm™: modos de vibracién molecular de alargamiento:
vo-H: agua (H-OH), solvente (etanol, R-OH) y a la hidroxilacion del
nanocatalizador (Zn-OH).

b) En 2906.0 cm™: modos de vibracién molecular flexion: vchz- Y vcHa- vzn-o-cH3):
metilos y metilenos del PVP, R-OH.

c) En 2344.4 cm™, modos de vibracién molecular de alargamiento: vco: CO2
atmosférico.

d) En 1831.2 cm™: modo de vibracién alargamiento: vc=o: PVP y R-OH.

e) En 1478.7 cm™: modos de vibracién de alargamiento simétricas y deformacion:
vcoo” Y dcHs: PVP y R-OH.

f) En 1013.1 cm™: modos de vibracién molecular alargamiento, vcc, y vc-o:
solventes, productos y subproductos de la reaccion de sintesis del
nanomaterial.

g) En 876.8 cm™y 701.0 cm™: Modos de vibracion de flexién, doblaje y torsion:
vc-H (doblaje fuera del plano) y metilenos.

h) En 574.1 cm: modos de vibracion flexiéon: vme-o, ZnO.

El espectro de infrarrojo del nanomaterial Mite-Alve/Zn0O-15-15-40:

a) Se localizan los modos de vibracion de alargamiento, flexién, torsion doblaje,
de las sustancias activas de los extractos alcohdlicos concentrados (Mite-90,
Alve-90 y de los grupos funcionales del nanomaterial ZnO-40: taninos
condensados,

10.3 Difraccion de Rayos X. (DRX)

De acuerdo al difractograma de DRX de la figura 25, muestra, ambos nanomateriales
(ZnO y Mite-Alve/ZnO-15-15-40), muestran una estructura cristalina tipo hexagonal
wurtzita (figura x.) de acuerdo a los patrones de difraccion tedricos (International
Tables for X-Ray Crystallography)8?.

e cinc

® oxigeno

Imagen 29. Estructura cristalina wurtzita hexagonal del ZnO
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Los difractogramas de DRX, de todos los nanomateriales de ZnO, Mite/ZnO-15-40 y
Mite-Alve/ZnO-15-15-40, muestran la cristalinidad de tipo wurtzita hexagonal. La
concentracion de los extractos alcohdlicos concentrados al 90%, no alteran la fase
cristalina del ZnO, que de acuerdo a los desplazamientos de 2 THETA del
difractograma de DRX, establecen la fase cristalina tipo wurtzita hexagonal. Figura
30.
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Imagen 30. Difractogramas de DRX de los nanomateriales de ZnO y Mite-Alve/ZnO-
15-15-40.

10.4 Microscopia Electronica de Barrido (SEM).

La micrografia del nanomaterial de ZnO, muestra una morfologia de aglomerados
cristalinos de forma hexaédrica de diferentes dimensiones en longitud. Los hexaedros
de mayor tamafio, presentan una longitud promedia de 356 nm (largo). Los hexaedros
de menor tamafo, presentan longitud promedio de 89 nm. De acuerdo a la escala
nanomeétrica de los materiales establecida por la unidén europea, el nanomaterial de
ZnO es considerado un nanomaterial. Figura 31.

SEI  20kV WDSmm S$835 x40,000 0:5um

Imagen 31. Micrografia del nanomaterial de ZnO.
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El nanomaterial de ZnO que contiene el extracto alcohdlico concentrado de Mite-90,
presenta una morfologia de aglomerados cristalinos tipo hexagonal muy pequefios.
En la figura 32, se observa fases amorfas de color blanco, correspondientes al
extracto alcohdlico concentrado de Mite-90, cubriendo la superficie del nanomaterial
de ZnO. El promedio del aglomerado cristalino es de 100 nm.

S WDSmm < sS30 x25,000 1pm

Imagen 33. Micrografia del nanomaterial Mite/ZnO

La micrografia del nanomaterial Mite-Alva/ZnO-15-15-40, presentan aglomeraciones
de cristales hexagonales con un promedio de particula de 50nm. La presencia de los
extractos alcoholicos concentrados al 90%, tienden a disminuir el diametro promedio
de los aglomerados del nanomaterial ZnO, mostrando una tendencia hacia lo
amorfismo del nanomaterial. Figura 34

Imagen 34. Micrografia del nanomateri Mite-Alve-ZnO

10.5 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS).

El estudio de SEM-EDS determina el porcentaje en masa de forma semicuantitativa
de cada elemento presente en los nanomateriales de ZnO, Mite/ZnO-15-40 y Mite-
Alve/Zn0O-15-15-40.

El ZnO presenta un porcentaje en masa de oxigeno de 28.12 y de zinc de 71.88. De

acuerdo al concepto de férmula minima que corresponde al 6xido de zinc preparado
por sol-gel es ZnO16. Esta férmula tedrica empirica del ZnO, indica que existe un
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incremento de oxigeno del orden de 0.6 % en masa; este resultado indica que el
nanomaterial de ZnO se encuentra hidratado, [ZnO]-OH. Los resultados dl analisis
elemental del nanomaterial del ZnO, se muestran en la tabla x.

Tabla 5. EDS del ZnO

Elemento %masa
Oxigeno (0O) 28.12
Zinc (Zn) 71.88
Total 100.00

El nanomaterial Mite/Zn0O-15-40, presenta un porcentaje en masa de carbono del
8.01%, el porcentaje en masa del oxigeno se incrementa en un 3% y el porcentaje en
masa de zinc disminuye en un en un 11%, tabla 4. Esto se debe a la presencia del
extracto alcohodlico concentrado de Mite-90 en la superficie del nanomaterial de ZnO
y a la difusion interna por parte del zinc.

Tabla 6. EDS de MtL/ZnO-50-30.

Elemento Masa (%)
Zinc (Zn) 61.30
Oxigeno (O) 30.69
Carbono (C) 8.01
Total 100.0

El nanomaterial Mite-Alve/Zn0-15-15-40, presenta un porcentaje en masa de zinc
igual al porcentaje del nanomaterial de Mite/ZnO-15-40, se incrementa al 1% el
porcentaje en masa del oxigeno y se incrementa en un 14% el porcentaje en masa
del carbono. Esto se debe a la presencia del extracto alcohélico concentrado de Alva-
90 en la superficie del nanomaterial de ZnO. Tabla 4.

Tabla 7. EDS de Mite-Alve/Zn0O-15-15-40.

Elemento %masa
Zinc (Zn) 61.30
Oxigeno (O) 31.40
Carbono (C) 22.09
Total 100

Lo que nos indica la presencia de los taninos condensados en la malla del ZnO como
lo demuestran los estudios de IR, DRX y SEM.
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Xl. RESULTADOS Y DISCUSION DEL EFECTO DE LA BIOACTIVIDAD
REGENERATIVA EPIDERMICA DEL NANOMATERIAL MITE-ALVE/ZNO-15-15-40
DE EN HERIDA CRONICA DE PIE DIABETICO.

En la figura 29 se muestran las heridas de pie diabético que presenta el paciente en
la misma pierna derecha. Se observa una coloracidbn negrezca-rojiza, posible
necrosada con un olor nauseabundo (de acuerdo a los comentarios de los familiares).

Imagen 35. Fotografia de la herida de pie diabético. Primer dia.

Al dia séptimo de la aplicacion del nanomaterial Mite-Alve/Zn0O-15-15-40, la herida del
paciente mejora en forma considerable en la tonalidad del color de la piel. No se
observa un color fuerte negruzco-rojizo, esta coloracibn disminuyé
considerablemente, se puede decir que en un 40%. De forma similar en los alrededor
de la zona afectada desaparece la tonalidad oscura negruzca y el olor nauseabundo
desaparece, no existe mas ardor y dolor en la pierna y va desapareciendo la presencia
del liquido extrafio que emanaba de la herida, de acuerdo a lo establecido por el
paciente.

El area de la superficie en la pierna derecha que abarcan las heridas de pie diabético
disminuye considerablemente. Las dimensiones de la herida mas grande son: 15 cm
de largo por 3.5 a 4 cm de ancho. Figura 30.

Imagen 36. Fotografia de la herida de pie diabético. Séptimo dia.
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En el vigésimo dia de la aplicacion del nanomaterial de Mite-Alve/ZnO-15-15-40, se
puede observar de forma contundente, la bioactividad del nanomaterial en la
regeneracion tisular de la herida crénica de pie diabético del paciente.

Se observa una coloracion de la herida y la piel menos oscura y rojiza, la piel va
tomando su coloracion normal y las dimensiones de las dos heridas, se observa que
disminuyen hasta en un 60%; es decir, las dimensiones de la herida mas grande son:
aproximadamente de 8 cm de largo por 3 cm de ancho. Las dimensiones de la herida
mas pequefia son aproximadamente de 3 cm de largo por 2.5 cm de ancho. Figura
31.

Imagen 37. Fotografia de la herida de pie diabético. Vigésimo dia.

La prueba contundente de que el nanomaterial de Mite-Alve/ZnO-15-15-40, presenta
una potencialmente bioactividad en la renegacion tisular de heridas crénicas de pie
diabético, se presenta al trigémino dia de la aplicacion del nanomaterial. En la figura
33, se observa la disminucién en la coloracion de la piel, inicialmente desde una
coloracién negruzca-rojiza (al inicio) hasta una coloracion cercana a la piel normal.
Las heridas de pie diabético, ambas se aproximan 100% de su regeneracion tisular y
las dimensiones de estas heridas se han disminuido casi en un 98%; es decir,
aproximadamente las heridas estan totalmente cerradas.

TRTTTIN

——r

Imagen 38. Fotografia de la herida de pie diabético. Trigésimo dia.
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X1l. CONCLUSIONES.

De acuerdo a los estudios y resultados preliminares que arroja este trabajo de
investigacion-tesis, se pueden establecer las siguientes conclusiones:

. Se sintetizaron los nanomateriales de ZnO-40 y Mite-Alve/Zn0O-15-15-40, por

la técnica de sintesis fina.

. Se identificaron los grupos funcionales que presentan los hanomateriales de

Zn0-40 y Mite-Alve/ZnO-15-15-40, por medio del infrarrojo.

. Se demuestra la fase cristalina de los nanomateriales de ZnO-40 y Mite-

Alve/Zn0O-15-15-40. En ambos nanomateriales la fase cristalina es wurtzita
hexagonal, mediante la técnica de DRX.

. Se demuestra la bioactividad del nanomaterial en la region visible del espectro

electromagnético, presentando una longitud de onda de 549 nm (5.5x10'* s1).

. Se demuestra la presencia de los extractos alcohdlicos concentrados (Mite-90

y Alve-90), en la malla del nanoamterial de ZnO, por el estudio realizado de
EDS.

. Se demuestra que los materiales sintetizados por el proceso sol-gel,

corresponden a materiales del orden nanométrico. Didmetro promedio de
particula de 50 nm (Mite-Alve/Zn0O-15-15-40).

. Se demuestra de forma contundente y de forma potencial la bioactividad del

nanomaterial de Mite-Alve/Zn0O-15-15-40 en la regeneracion tisular de heridas
de pie diabético.

Xlll. PERSPECTIVAS.
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1. Realizar mas técnicas de caracterizacion espectroscopica de los

nanomateriales sintetizados, con la finalidad de tener un estudio mas completo
de las propiedades fisicoquimicas que presentan.

. Realizar mas pruebas farmacéuticas y farmacocinéticas del nanomaterial Mite-

Alve/Zn0-15-15-40, para poder aplicarlo con mas seguridad y calidad sobre
pacientes que presentan heridas cronicas de pie diabético.

. Realizar pruebas histolégicas para comprobar si el nanoreservorio presenta

actividad de regeneracion celular o establecer qué tipo de regeneracion es.
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