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a nanotecnologia se entiende como la ciencia y tecnologia que se utiliza para

fabricar y manipular materiales o dispositivos a escala nanométrica, donde
se puede fabricar y estudiar materiales con dimensiones un millén de veces
mas pequeias que un milimetro, conocidos como nanomateriales. Es una cien-
cia multidiciplinaria que asi como es utilizada para el desarrollo de nuevos far-
macos, biosensores para la deteccion de virus y para el estudio de cultivos celu-
lares en el &rea médica, tambien es utilizada para el desarrollo de celdas solares
mas eficientes, de baterias con mayor tiempo de duracién que ayudan al ahorro
de energia, o para el desarrollo de dispositivos que evaluan y mejoran la calidad
del agua o monitorean contaminantes en alimentos. En general se puede identi-
ficar que las tres dreas que mas aprovechan los beneficios de la nanotecnologia
son medicina, medio ambiente y energia.

En este volumen de la Revista Médica de la Universidad Veracruzana, se
presentan algunos articulos de investigaciones (en el area médica) presentadas
en el primer Simposio Internacional Nanotecnologia en Medicina, Medio Am-
biente y Energia (SINAMEV), realizado en noviembre del 2024, con el objetivo
de divulgar entre la comunidad estudiantil, académica y sociedad en general,
los avances de proyectos de investigacién que se realizan en universidades a
nivel nacional e internacional.

El primer articulo es una investigacion realizada en la Universidad Au-
tonoma de Zacatecas enfocada al desarrollo de un software para evaluar image-
nes microscopicas histoldgicas de tejido pulmonar dafiado con la capacidad de
proporcionar una interfaz facil para el usuario final, permitiendo analisis rapi-
dos y simples, que pueden ejecutarse en dispositivos con recursos limitados.

El segundo articulo esta relacionado con una investigacién que se reali-
za en la Facultad de Bioanalisis de la Universidad Veracruzana, en la cual se bus-
ca la optimizacion de la solubilidad y la velocidad de disolucién de un farmaco
antiinflamatorio, como la sulfasalazina.

En el tercer articulo se presenta un estudio realizado en el Centro de
Investigacion en Micro y Nanotecnologia de la UV, enfocado a sintetizar nano-
particulas triangulares de plata para detectar anticuerpos especificos contra el
antigeno CA19-9, el cual es utilizado para diagnosticar cancer de pancreas y que
se ha relacionado con otros tipos de canceres.

Vol. 2025-1/ Revista Médica de la Universidad Veracruzana | 5§
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Ademas, se presenta un articulo donde se analiza como los nanoma-
teriales y la técnica de espectroscopia Raman se utilizan para el disefio de
nuevos biosensores 6pticos capaces de detectar biomarcadores asociados al
cancer en muy baja concentracion, lo que permitiria la detecciéon temprana
de esta terrible enfermedad. Mas especificamente, se identifican algunos es-
tudios relacionados con el antigeno carcionoembrionario (CEA), la alfa-feto-
proteina (AFP) y antigeno CA19-9.

Finalmente, investigadores de la Universidad de Guadalajara presentan un
estudio de espermatozoides mediante la técnica de microscopia de fuerza
atomica (AFM). Lo cual se visualiza como una excelente alternativa para este
tipo de estudios, ya que con AFM solo se necesita fijar la muestra bajo estu-
dio en un portaobjetos, no requiere tincion ni colorantes.

Luis Zamora Peredo
Centro de Investigacion en Micro y Nanotecnologia
Universidad Veracruzana

ol. 2025-1/ Revista Médica de la Universidad Veracruzana
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ABSTRACT

The evaluation of lung tissue can be done by several ap-
proaches. While structural integrity is critical for accu-
rate diagnosis of different pathologies, scientific research
uses specific tools to facilitate evaluation based on the
characteristics of the study, the needs of the researcher,
and available resources. Most software tools lack versatil-
ity and are perceived as black boxes, requiring extensive
knowledge of the subject and software functionality to ful-
ly utilize their capabilities. Additionally, these specialized
tools, often from the private sector, are costly and require
specific inputs. Thus, conducting quantitative analysis of
morphological features in a qualitative manner requires
substantial expertise or extensive training time to ensure
accurate evaluations. Therefore, the proposed software for
alveolar area quantification, developed using histological
images of lung tissue stained with hematoxylin-eosin, aims
to provide a user-friendly interface for the end user, en-
abling quick and simple analyses that can be executed on
devices with limited resources. The images were obtained
from different groups exposed to different concentrations
of lead (5, 10, 15 mg/kg) administered intraperitoneally.
This approach seeks to bridge the gap between the need
for precise structural analysis and the accessibility of ef-
fective tools, enhancing the efficiency and accuracy of lung
tissue evaluation in research requirements.

Keywords: Chronic Lead Exposure, Digital image process-
ing, segmentation and pulmonary fibrosis
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RESUMEN

La evaluacion del tejido pulmonar puede
abordarse de diversas maneras. Si bien la in-
tegridad estructural es fundamental para un
diagnostico preciso de diferentes patologias,
la investigacidn cientifica requiere herramien-
tas especificas que faciliten la evaluacién segtn
las caracteristicas del estudio, las necesidades
del investigador y los recursos disponibles. La
mayoria de las herramientas de software care-
cen de versatilidad y son percibidas como "cajas
negras"”, ya que exigen un conocimiento exten-
so tanto del tema como del funcionamiento del
software para aprovechar completamente sus ca-
pacidades. Ademas, estas herramientas especial-
izadas, a menudo provenientes del sector priva-
do, son costosas y requieren insumos especificos.
Por todo esto, realizar andlisis cuantitativos de
caracteristicas morfoldgicas de manera cualita-
tiva requiere una experiencia considerable o un
tiempo extenso de capacitacion para garantizar
evaluaciones precisas. Por lo tanto, el software
propuesto para la cuantificacion del area alveolar,
desarrollado utilizando imagenes histolégicas de
tejido pulmonar tefiidas con hematoxilina-eosi-
na, tiene como objetivo proporcionar una inter-
faz facil de usar para el usuario final, permitiendo
analisis rapidos y simples que pueden ejecutarse
en dispositivos con recursos limitados. Las ima-
genes fueron obtenidas de diferentes grupos ex-
puestos a diversas concentraciones de plomo (5,
10, 15 mg/kg) administradas por via intraperi-
toneal. Este enfoque busca cerrar la brecha entre
la necesidad de andlisis estructurales precisos y
la accesibilidad a herramientas efectivas, mejo-
rando la eficiencia y precision de la evaluacion
del tejido pulmonar en los contextos de investi-
gacion.

Palabras clave: Exposicién crdnica a plomo, Fi-
brosis pulmonar, Procesamiento digital de ima-
gen y Segmentacion.

Jol. 2025-1/ Revista Médica de la Universidad Veracruzana

INTRODUCTION

Lead (Pb) is a significant anthropogenic toxic
pollutant historically utilized in products such
as gasoline, household goods, toys, paints, and
ceramics (Hoover et al,, 2023). Its extensive use
was largely due to its favorable properties, in-
cluding durability, malleability, and resistance
to corrosion. However, the severe health conse-
quences associated with Pb exposure prompted
regulatory actions to restrict its use starting in
the late 1970s. These restrictions have reduced
exposure in some populations, yet Pb remains
a global critical public health concern. This is
largely attributed to its persistence in the envi-
ronment and its ability to exert toxic effects even
at low exposure levels (Charkiewicz & Back-
strand, 2020).

One of the unique and concerning char-
acteristics of Pb is its capacity to bioaccumu-
late within the human body. Unlike many other
contaminants that are metabolized and excret-
ed, Pb is predominantly stored in bones, where
90-95% of the body's Pb burden is sequestered.
This bone-bound Pb can be gradually released
into the bloodstream over time, especially
during periods of increased bone turnover such
as pregnancy, lactation, or aging, thereby main-
taining elevated blood Pb levels long after exter-
nal exposure has ceased (Yu et al,, 2023)

Geochemically, Pb is the second most tox-
ic metal after arsenic (As) and constitutes ap-
proximately 0.002% of Earth’s crust (Tarragé
& Brown, 2017). Human exposure to Pb occurs
primarily through environmental and occupa-
tional pathways. Key sources include Pb salts
and oxides present in atmospheric dust, emis-
sions from automobile exhausts, residues in old
paints, and contamination of food and water
supplies (Kumar et al,, 2020). These pathways
highlight the widespread nature of Pb contami-
nation, affecting populations across diverse re-
gions and socioeconomic statuses.
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The health impacts of Pb exposure are
both acute and chronic, affecting multiple organ
systems. Chronic exposure is particularly con-
cerning as it has been strongly associated with
a range of long-term health issues. For instance,
it can impair cognitive function, leading to devel-
opmental delays and reduced IQ in children (X.
Wang et al,, 2018a). It also contributes to car-
diovascular diseases, such as hypertension and
heart disease, and is a known carcinogen linked
to respiratory neoplasms, particularly in lung tis-
sue (Ding et al,, 2023). Elevated blood Pb levels
during early development can disrupt postnatal
growth (Jiang et al., 2022), deregulate the neu-
roendocrine system (Dos Santos et al., 2022),
and impair auditory function, reducing hearing
capacity in infants and children (Xu et al., 2020).

In adults, Pb exposure poses serious risks
to the central nervous system, leading to neu-
rological disorders, and can also impair renal
function, contributing to chronic kidney disease
(Kothapalli, 2021); (Jing et al., 2020). Further-
more, Pb exposure during pregnancy is partic-
ularly detrimental. Maternal Pb can cross the
placental barrier, adversely affecting fetal devel-
opment and growth, particularly during the early
stages of gestation (X. Wang et al., 2018b). These
wide-ranging and persistent effects underscore
the critical need for ongoing efforts to mitigate
Pb exposure and address its public health impli-
cations. Some approaches for determining mor-
phological damage through pixel counting within
texture ranges have been implemented with ex-
cellent results (D. Wang et al., 2020).

Oxidative stress plays a critical role in cel-
lular damage, particularly following exposure to
heavy metals such as lead (Pb). This stress dis-
rupts macromolecules, including lipids, proteins,
and DNA, triggering pathways involved in cell
survival and programmed cell death. Pb expo-
sure has been linked to neurological disorders,
developmental abnormalities, and cardiovascu-
lar diseases due to its ability to generate reactive

oxygen species (ROS) that overwhelm antioxi-
dant defenses, leading to sustained molecular
damage (Paithankar et al., 2021).

Key signaling pathways mediate cellu-
lar responses to Pb-induced oxidative stress.
The NF-kB pathway modulates inflammation
(L. Wang et al., 2021). While the NRF2 pathway
regulates antioxidant defenses Pb exposure also
affects the JAK-STAT pathway, which influences
immune function and apoptosis (Li et al.,, 2023).
and the JNK pathway, which is associated with
stress-induced cell death (Fang et al,, 2021). Ad-
ditionally, Pb induces hypoxia-like responses via
the HIF pathway (Aschner et al., 2023).Together,
these pathways form a complex network, high-
lighting the multifaceted nature of cellular re-
sponses to oxidative stress and environmental
insults like heavy metal exposure.

Lead (Pb) exposure has been shown to
induce significant histopathological alterations
in various organs, including the liver and lungs.
While studies have extensively documented
Pb-induced hepatic damage—ranging from vas-
cular disruption to necrosis (Kou et al., 2020),
the pulmonary effects of Pb exposure remain a
critical area of investigation. The lungs, as a pri-
mary interface for gas exchange, are highly sus-
ceptible to oxidative stress and inflammatory
responses triggered by Pb accumulation. Such
exposure may lead to vascular congestion, alve-
olar damage, and pneumonic lesions, ultimately
compromising respiratory function.

Histological analysis of lung tissue pro-
vides a crucial tool for identifying structural
alterations associated with Pb toxicity. By quan-
tifying pneumonic areas and assessing cellu-
lar damage, this study aims to contribute to a
deeper understanding of Pb-induced pulmonary
pathology, complementing findings from other
organ systems and highlighting the systemic na-
ture of heavy metal toxicity.

1. 2025-1/ Revista Médica de la Universidad Veracruzana

9



Articulo Original

J

Digital Image Processing for the Quantification of Pneumonic Area in the Lungs of Chronically Lead-Exposed

Wistar Albino Rats in an Intergenerational Model

The lung, essential for gas exchange, depends on the integrity of its
pulmonary alveolar architecture to maintain proper function. Inflammatory
conditions like pneumonia, which can be persistent and fatal, significantly
compromise lung performance (West et al., 2021), while limited research ex-
ists on the direct role of lead (Pb) exposure in triggering pneumonia, studies
suggest that Pb disrupts immune system balance, favoring the production
of pro-inflammatory cytokines that contribute to tissue damage (Dietert &
Piepenbrink, 2006). Evidence from animal studies reinforces these findings.
Mice exposed to Pb inhalation for six months exhibited reduced lung com-
pliance, with pathological changes progressing from emphysema to fibrosis.
Notably, their blood Pb levels mirrored those of humans occupationally ex-
posed to heavy metals. Histological analysis further confirmed inflammation
and significant collagen deposition, underscoring the profound impact of Pb
on lung health (Lee & Lee, 2024).

Accurate assessment of such pathological changes often requires
manual adjustments of thresholds by experienced analysts, a process that
is both time-consuming and skill-dependent (Hiibner et al., 2008). To ad-
dress this challenge, the proposed software seeks to streamline preliminary
quantitative analysis by semi-automating image processing tasks. Its prima-
ry objective is to determine potential differences in alveolar areas analyzed
across experimental groups, enabling more precise comparisons. This inno-
vative tool, described in detail below, aims to reduce the time and expertise
required to obtain reliable results, making lung tissue evaluation more ac-
cessible and efficient.

MATERIALS AND METHODS

This section details the murine model used for obtaining tissue sam-
ples and photographs to observe the pulmonary area, followed by digital im-
age processing methods for quantification.

2.1 Murine model methodology

An intergenerational murine model was generated to emulate and
represent the levels of chronic lead exposure that humans may be subjected
to. The project was approved by the Research Committee (COFEPRIS-19CI
32056045) and the Bioethics Committee (CEI-UAO/UAZ0002-R/2022).

Male Wistar albino rats were exposed during gestation and the first
three months after weaning to different lead doses. A weekly intraperitone-
al dose of Pb(NO,), was administered at 5, 10, and 15 mg/kg, respectively.
The control group was administered a saline solution with NaNO, to rule

10 Vol.2025-1/ Revista Médica de la Universidad Veracruzana
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out any alterations induced by the nitrates themselves. All study specimens
were housed in cages with ad libitum access to food and water in a reversed
12-hour light/dark cycle at a temperature of 25 °C until sacrifice.

2.2 Image acquisition

Rats were sacrificed by exsanguination via axillary cut. Subsequent-
ly, dissection was carried out for organ identification and extraction of the
right lung, in accordance to NOM-062-Z00-1999. After completing the his-
tological technique and paraffin embedding, 4 pm sections of the embedded
lung tissue were made and placed on albuminized slides for subsequent he-
matoxylin-eosin staining. The tissues were photographed using an inverted
microscope, model Axio Vert Al (Carl Zeiss) with an Olympus C-5060 Wide
Zoom digital camera (5.1 megapixels).

Several photos of the slides of the lung tissue of the rats subjected to
the different treatments were analyzed with software designed in collabo-
ration with the Academic Unit of Electronic Engineering of the Autonomous
University of Zacatecas.

This program can process the images to determine if there is a de-
crease or increase in the alveolar spaces. The software can transform the im-
ages obtained from the microscope into binarized images as shown in Figure
4, to subsequently provide pixels number values, as shown in Table 1.

2.3 Image preprocessing

The images obtained as described above were converted from Tag Im-
age File Format (TIFF) to Joint Photographic Experts Group (JPEG) format.
Subsequently, the color palette is changed to grayscale.

2.4 Image binarization

Binarization is a digital image processing technique that converts a
grayscale image into a binary image with black and white pixels colors, com-
monly with values: 0 (black) or 1 (white). This process is important in order
to segment regions of interest (ROI) and facilitates the subsequent quantifi-
cation and analysis of image features.

The procedure for image binarization is described in the following
steps:

1. 2025-1/ Revista Médica de la Universidad Veracruzana 11
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1. Thresholding: After the color palette change to grayscale, a thresh-

old value T is selected as cutoff point between pixels that will be classified as
black or white. This value can be manually defined or automatically calculat-
ed using algorithms or given a specific task to be done.

2. Binary Value Assignment: Each pixel in the grayscale image is
compared with the threshold T. If the pixel intensity I (x, y) is greater than or
equal to T, the pixel is assigned a value of 1 (white). Otherwise, it is assigned
a value of 0 (black), as is presented in equation 1.

B(xy)={1ifl (xy)2TOifl (xy)<T

where B (x, y) represents the binary value of the pixel at position (x, y).

In this scenario, binarization allows the identification of edges, and detect
areas within the image.

2.5 Quantification of Area

For each binarized image, the number of black and white pixels is ob-

tained. Each number 1 in the image matrix is used to determine the number
of white pixels, and in order to determine the number of black pixels, the
complement of the image is obtained with the equation 2.

Number of black pixels = Total number of pixels - Number of white pixels

Similarly, the area of the pixels is calculated based on the size of the

binarized image. This is expressed as presented in equation 3.

Area of white pixels = Number of white pixels x pixel area

Where: Pixel area is determined by the physical dimensions of the image and
the resolution at which the image was captured.

Quantification
characteristics
.CSV file

~_ _—

Grayscale Binarization

Fig. 1. Flowchart describing the image processing steps and the generated files.
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2.6 Edge extraction

In this study, edge extraction was performed using the Canny edge detec-
tion method, which is widely known for its effectiveness in detecting bound-
aries while reducing noise. The Canny method involves several key stages to
detect edges with high precision. The steps followed for its implementation
in Python are outlined as follows:

1. Gaussian Smoothing: A Gaussian filter was applied to smooth the
image and reduce noise. This step helps to prevent false edges that may
arise due to small variations in pixel intensity. The amount of smoothing is
controlled by the kernel size (usually 3x3, 5x5, etc.) and the standard devi-
ation (sigma).

2. Gradient Calculation: The Canny algorithm calculates the gradient
magnitude and direction to identify areas of high intensity change. This is
done using the Sobel operator, which estimates the first derivatives in both
the horizontal and vertical directions (x and y gradients). The gradients rep-
resent the rate of change in intensity, which highlights the edges.

3. Non-Maximum Suppression: After the gradient is calculated,
non-maximum suppression is applied to thin out the edges, retaining only
the most significant ones. This step reduces the number of spurious edges
and provides a cleaner result.

4. Edge Tracking by Hysteresis: In this step, two thresholds (high
and low) are used to identify strong and weak edges. Strong edges are di-
rectly accepted as part of the boundary, while weak edges are only included
if they are connected to strong edges. This step ensures that the edges de-
tected are continuous and relevant.

The Canny edge detection was implemented in Python using OpenCV's
cv2.Canny() function, which allows for setting the low and high thresholds,
as well as other parameters to fine-tune the edge detection process.

2.6.1 Extracted morphological metrics
After edge detection, the contours were extracted from the binary im-
age to measure several morphological properties. These properties provide

valuable insights into the shape and structure of the regions of interest. The
following metrics were computed:
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Average Length (Perimeter): The average length of the contours is the
mean perimeter of the detected objects. It can be calculated using the follow-

ing formula:
n

P = Z Length of countour;

i=1

Where: n is the number of contours and length of contour,is the perim-
eter of the i-th contour.

Average Area: The area of each contour is calculated using the formula
for polygon area. The average area is then obtained by averaging the areas of
all contours.

n
A = Z Area of contour;
i=1

Where area of contour, is the area of the i-th contour.

Average Circularity: Circularity measures how close the contour is to a
perfect circle. It is calculated using the formula:

AA

==

Where A is the area of the contour and P is the perimeter of the contour.
A circularity value of 1 indicates a perfect circle.

Average Solidity: Solidity is the ratio of the area of the contour to the
area of the convex hull of the contour. It is calculated as:

A

Ahull

Where A is the area of the contour, and A, ,is the area of the convex hull

(the smallest convex shape that encloses the contour).

S =

Average Aspect Ratio: The aspect ratio measures the elongation of the
contour and is defined as the ratio of the width to the height of the bounding
box that encloses the contour:

w
R =—
H

Where W is the width and H is the height of the bounding box.
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Number of Contours: The total number of contours detected in the image
is simply the count of the contours that were extracted from the binary edge-de-
tected image.

These steps and equations allow to quantify and analyze the morphological
properties of the structures detected in the histological images, aiding in a de-
tailed understanding of their characteristics.

2.7 Development of the User Application with Tkinter

For the development of the user application, the Tkinter library is em-
ployed. Tkinter is the standard Python interface to the Tk GUI toolkit, and it pro-
vides a fast and easy way to create GUI applications. Tkinter is included with the
standard Python distribution, making it readily accessible for Python developers.

Tkinter is utilized to design and implement the graphical user interface
(GUI) of the application. The following features are integrated into the applica-
tion using Tkinter:

e Window Management: The creation of the main application window and
additional dialog boxes for user interaction.

e Widgets: The implementation of various widgets such as buttons, labels,
text boxes, and menus to facilitate user input and control.

® Event Handling: The integration of event-driven programming to handle
user actions like button clicks and menu selections, ensuring a responsive user
experience.

® File Handling: The incorporation of file dialogs to enable users to open,
save, and manage image files within the application.

The combination of these features provides a robust and user-friendly in-
terface, allowing users to efficiently process and analyze the acquired images.

2.8 Development Methodology: Iterative and Incremental Approach

The development of the user application follows the Iterative and Incre-
mental approach. This methodology is based on the repetition of a series of itera-
tions to allows a continuous feedback and improvements from the final user. The
main steps of this methodology as applied in this proposal is described below:

@ Initial Development: An initial development of the application is carried
on, focusing on the core functions required in the project and for the final user.

1. 2025-1/ Revista Médica de la Universidad Veracruzana
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@ User Feedback: The initial version is presented to the end-user, who
test the application and provides feedback on its functionality, usability, and
any areas needing improvement.

® Refinement: Based on the user’s feedback, the developers make the
necessary changes to improve the application functionality. This includes
fixing any issues, adding new features, and improving the user usability.

@ [teration: The new and refined version is then presented again to the
final user for further feedback. This process is repeated iteratively until the
application meets the user’s requirements and expectations.

By employing this iterative and incremental approach, the developers
ensure that the final application is user-friendly, efficient, and achieve the
specific needs of the final user, allowing an early detection and resolution of
issues, leading to a more robust and reliable application.

Hematoxylin-eosin staining was performed on slides to identify pneu-
monic areas, revealing a dose-dependent relationship. The acquired TIFF
images were converted to JPEG format using Python version 3.1 and librar-
ies matplotlib, numpy, and cv2 for digital image processing (DIP). The user
interface allows selection of folders containing original images for the de-
scribed process (Figure 2). It also facilitates selection of folders containing
binarized images for quantifying black areas (Figure 3).

¥ Convertir TIF a JPEG y Generar Imdgenes * ’

Selecciona la carpeta de entrada: Selecciona l2 carpeta de entrada:
C:/Users/Tatin/Pictures/histologia_plome/copia_zoomx1
Buscar carpeta Buscar carpeta
Convertir y Generar Imigenes I Convertit y Generar Im.igene;‘
_— e 1]

Preceso completade.

[} [
Selecaione la carpeta: Seleccione la carpeta:
Ce/Users/Tatin/Pictures/histologia_plomo/cop
Seleccionar carpeta | Seleccionar carpeta
Tarea completada cormectamente.
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the folder containing
original images.
Results are displayed
on-screen upon the

process finish.

Fig. 3. The interface enables
users to select the folder
with binarized images. Upon
completion, results are
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Articulo Original

\

Rivera-Rojas, Gerardo N, Galvan-Tejada, Carlos E, Gonzalez-Curiel Irma E, Acosta-Cruz, Erika.

Control

Orlglnal Ifnage | Grayscal Biharized
Lead lOmg/kg

Orlglnal Imaée | Grayscale - A

Lead 15 k
e Lo s

- L. ) e - Fig. 4. Comparison of
] < oS y ? Pan v S at "'P.‘ . Different Generated
7”/\'“'"'3.* *{' T ? -‘Z 2 i .4 Images.
md iy "ﬁ- T € : .

Ongmal Image Grayscale Bmarlzed

vol. 2025-1/ Revista Médica de la Universidad Veracruzana 17



Articulo Original

ll

Wistar Albino Rats in an Intergenerational Model

Grayscale conversion applied thresholds (0.2989, 0.5870, 0.1140) pro-
ducing an image with observable changes for the user. Binarization followed,
setting values below the threshold to 0 and above to 255, with thresholds
manually adjusted by experts. Representative images are shown in Figure 4
demonstrating the final binarized images stored in JPEG for subsequent area
quantification.

The final output is a CSV file containing image file names, counts and
areas of black and white pixels. The tests were performed using seven original
images with 1384 x 1032 resolution.

The Canny edge detection method was applied to extract the contours
of structures in the histological images. The process began with converting
the image to grayscale and applying Gaussian smoothing to reduce noise. The
gradient magnitude and direction were calculated using the Sobel operator,
followed by non-maximum suppression to thin out the edges. Finally, edge
tracking by hysteresis was performed to connect weak edges to strong ones,
ensuring continuous contours. The extracted contours were then analyzed for
various morphological metrics, including average length, area, circularity, so-
lidity, aspect ratio, and the number of contours. The resulting contours pro-
vide critical information for understanding the morphological characteristics
of the tissue structures, as illustrated in the following image (Figure 5).

(

canny method)

Binarized image

Detected contourns

2, %

Fig. 5. Binarized histological image (left) and the result of edge detection using the Canny
method (right). The binarized image highlights the regions of interest, while the Canny edge
detection algorithm effectively identifies the contours of the tissue structures, providing clear

boundaries for further morphological analysis.
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RESULTS

These results show a statistically significant increase in pneumonic areas in
groups treated with lead compared to the negative control group (5mg/kg
p<0.05, 10mg/kg p<0.01, 15mg/kg p<0.001) (Table 1). There is also a statis-
tically significant increase (p<0.05) in the group treated with 15mg/kg body
weight of Pb(NO,), compared to the NaNO, control group. Also we noted a
statistically significant increase in the group of 15mg/kg of body weight of
Pb(NO,), compared to the group of 10mg/kg of body weight of Pb(NO,),.

S Mean value of pixel count per group

Graups

[
[ Control Water

[ Controf Nitrates —}—
3 Lead Smglkg

1,04 EEE Lead 10mgikg
E Lead 15mgrkg

1.2 4

o
@

Number of pixels
o
=

=
o

0.2 1

0.0

Fig. 6. Bar graphs showing the average pixel count of black pixels (left) and white
pixels (right) in the histological images. The graphs illustrate the differences in pixel
distribution across the experimental groups and the control group, highlighting vari-
ations in tissue characteristics (* Control vs Pb 5 mg/kg, m Control vs Pb 10 mg/kg, A
Control vs Pb 15mg/kg, @ Pb 5 mg/kg vs Pb 10 mg/kg, ¢ Pb 5 mg/kg vs 15 mg/kg and
Pb and ¢ 10 mg/kg vs Pb 15 mg/kg).
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Table 1. ANOVA results for the different groups regarding the quantity of white pix-
els and the area of black pixels. Significant differences were observed between the
groups, with a p-value < 0.05, indicating statistical significance in both metrics.

Group Number of black pixels Area of white pixels %

F-Value P-value F-Value P-Value
Control vs Pb 5mg/kg 4.8699 0.0343 4.8699 0.0343
Control vs Pb 10mg/kg 6.2019 0.0179 6.2019 0.0179
Control vs Pb 15mg/kg 13.6331 0.0008 20.3207 0.8254
Pb 5mg/kg vs Pb 10mg/kg | 0.022 0.8827 0.022 0.8827
Pb 5mg/kg vs Pb 15mg/kg | 1.3484 0.2538 2.9639 0.0945
Pb 10mg/kg vs Pb 15mg/kg | 2.094 0.1573 4.352 0.0447

The analysis of morphological features revealed significant differences
between the experimental groups (p <0.05) see (Table 2, Table 3, Table
4). These differences can be attributed to alterations induced by apoptotic
processes, inflammation, and fibrosis. The observed variations in tissue
structure align with the pathological changes associated with these cellular
processes, suggesting that exposure to lead may activate mechanisms that
disrupt cellular homeostasis and promote tissue damage.

Table 2. ANOVA results for the different groups comparing the average lengths and
areas of extracted edges. Significant differences were observed between the control
group and the treatment groups, with a p-value < 0.05, indicating statistical signifi-
cance in edge length.

20

Group Average Lengths Average Areas
F-Statistic P-Value F-Statistic P-Value
Control vs Pb 5mg/kg 13.4176713 | 0.00436726 | 3.27563009 | 0.10042356
Control vs Pb 10mg/kg 6.69537332 | 0.04134823 | 1.5344996 0.26169976
Control vs Pb 15mg/kg 4.47763601 | 0.08794557 | 1.9383782 0.22259372
Pb 5mg/kg vs Pb 10mg/kg 0.19417777 | 0.67112661 | 0.01499496 | 0.90555984
Pb 5mg/kg vs Pb 15mg/kg 0.24905295 | 0.63304162 | 0.53388689 | 0.48870582
Pb 10mg/kg vs Pb 15mg/kg | 0.05868566 | 0.82420211 | 5.73658097 | 0.09629668

Although significant differences are observed in the average length
metric between the groups, it is interesting to note that there are no signif-
icant differences between groups with different lead concentrations, such
as Pb 5 mg/kg, compared to the other experimental groups, Pb 10 mg/kg
and Pb 15 mg/kg. However, a significant difference is observed between the
control group and the Pb 5 mg/kg and Pb 10 mg/kg groups. Additionally,
regarding the analyzed average area metric, no significant differences are
observed between any of the groups (table 2).
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Comparison of average lengths and average areas
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Fig. 7. Bar graphs depicting the average lengths and areas of the detected edges in the
histological images. The graphs highlight differences in pixel distribution between the
experimental groups and the control group, emphasizing variations in tissue charac-
teristics (* Control vs Pb 5 mg/kg, m Control vs Pb 10 mg/kg, A Control vs Pb 15 mg/
kg,  Pb 5 mg/kg vs Pb 10 mg/kg, Pb 5 mg/kgvs 15 mg/kg and Pb and ¢ 10 mg/kg

vs Pb 15 mg/kg).

Table 3. ANOVA results for the different groups comparing the average circularity and
solidity of extracted edges. Significant differences were observed between the control
group and the treatment groups, with a p-value < 0.05, indicating statistical signifi-
cance in both metrics.

Moreover, regarding the average circularity metric, significant differenc-
es are observed in the comparisons between the control group and the Pb
5 mg/kg and Pb 10 mg/kg groups, as well as between the Pb 10 mg/kg and
Pb 15 mg/kg groups. No significant differences are observed in the remaining
comparisons. Meanwhile, in the average solidity metric, significant differences
are observed between the control group and the Pb 5 mg/kg, Pb 10 mg/kg and
Pb 15 mg/kg groups, and between the Pb 10 mg/kg and Pb 15 mg/kg groups
(Table 3).
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Comparison of average circularities and average solidity
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Groups

Fig. 8. Bar graphs showing the average circularity and solidity of the analyzed tis-
sues. Significant differences were observed in both morphological characteristics

across the groups (* Control vs Pb 5 mg/kg, m Control vs Pb 10 mg/kg, A Control vs
Pb 15 mg/kg, @ Pb 5 mg/kg vs Pb 10 mg/kg, Pb 5 mg/kgvs 15 mg/kg and Pb and
0 10 mg/kg vs Pb 15mg/kg).

Table 4. ANOVA results

for the diverse groups comparing the average aspect ratio

and number of contours of extracted edges. Significant differences were observed
between the control group and the treatment groups, with a p-value < 0.05, indicat-

ing statistical significance in both metrics.

Group

Average circularities Average Solidity
F-Statistic P-Value F-Statistic P-Value

Control vs Pb 5mg/kg

15.7160415 | 0.00266762 19.4320763 0.00131815

Control vs Pb 10mg/kg

45.4321066 | 0.00051949 | 46.9040987 | 0.00047669

Control vs Pb 15mg/kg 449078845 | 0.08760011 | 7.9278519 | 0.03729941
Pb 5mg/kg vs Pb10mg/kg | 1.20E-06 | 0.99915429 | 0.05529784 | 0.81999604
Pb 5mg/kg vs Pb15mg/kg | 2.49573621 | 0.15816577 | 1.96059705 | 0.20417988

Pb 10mg/kg vs Pb 15mg/kg | 108.037305 | 0.00190031 | 42.4591114 | 0.00734285

The values obtained in the comparisons of the aspect ratio metric
show significant differences between the control group and the Pb 5 mg/kg
and Pb 10 mg/kg groups. Additionally, significant differences are observed
among the experimental groups, specifically between Pb 5 mg/kg vs. Pb 10
mg/kg and Pb 10 mg/kg vs. Pb 15 mg/kg. Meanwhile, in the average number
of contours metric, significant differences are observed only in the compar-
isons between the control group and the Pb 10 mg/kg and Pb 15 mg/kg

groups. (Table 4).
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Fig. 9. On the left, bar graphs display comparisons between the groups for the "as-
pect ratio" metric, on the right, the graphs show the number of detected contours.
Significant differences are evident in both metrics, with the control group differing
notably from the experimental groups (* Control vs Pb 5 mg/kg, m Control vs Pb
10mg/kg, A Control vs Pb 15 mg/kg, @ Pb 5 mg/kg vs Pb 10 mg/kg, Pb 5 mg/kg
vs 15 mg/kg and Pb and ¢ 10 mg/kg vs Pb 15 mg/kg).

DISCUSSIONS AND CONCLUSIONS

The results show lung damage on the lead treated individuals. When
these images were processed in the software created by Gerardo Neftali Ri-
vera Rojas from the Master's Degree in Information Processing Sciences at
the Autonomous University of Zacatecas, a statistically significant increase
in pneumonic areas was observed in male Wistar rats treated with lead ni-
trate at doses of 5 mg/kg, 10 mg/kg, and 15 mg/kg compared to the control
group (Figure 4). Additionally, previous studies on Wistar rats exposed to
approximately 500 mg/L per day for one and two weeks reported an in-
creased number of lymphocytes in the treated groups compared to controls,
further highlighting the immune response to lead exposure (Adeyomoye
& Adewumi, 2019). The increase in lymphocytes may be associated with
pro-inflammatory processes, linked to the thickening of the alveolar tissue.

Some structural alterations were found in these images, including
disorganization of the alveoli and thickened interalveolar septa. These
findings may indicate that the lung tissue had undergone fibrosis, which
coincides with our results (ONARLIOGLU et al., 1999). In Masson's trichome
stain you can see black nuclei, reddish muscle and cytoplasm, and blue or
green collagen, responsible for maintaining the adequate elasticity that
allows the lung to carry out its mechanical activity, therefore, when these
fibers disappear, it indicates a process of pulmonary fibrosis (Carrera &
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Hernan, 2013). Image processing and basic quantification of alveolar tissue
allow inference of potential morphological changes, aiding professionals in
assessing structural damage.

This study addresses morphological characteristics that may be as-
sociated with lung tissue damage due to chronic lead exposure in Wistar
rats. Metrics such as tissue area, contour count, solidity, length, aspect ratio,
and circularity could serve as quantifiable indicators of damage, not only
through the increase in alveolar tissue thickness. This initial approach paves
the way for the quantifiable analysis of lung damage using microscopic im-
ages. These processes, taking a few minutes on many current devices, could
benefit scientists involved in this specific research. Additionally, quantifica-
tion of regions of interest such as nuclei, collagen accumulations, or texture
differences features reported by (Ségard et al., 2024) will be considered for
future improvements to the software presented.

Ethical statement

The project was approved by the Research Committee (COFEPRIS-19CI
32056045) and the Bioethics Committee (CEI-UAO/UAZ0002-R/2022).
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Further considerations:

The authors believe that a larger sample of subjects would be helpful for
improving the sensitivity of results.
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Introduccion. La solubilidad y la velocidad de disolucién son
dos factores fisicoquimicos clave en la eficacia terapéutica de un
farmaco administrado por via oral, ya que estos parametros de-
terminan la cantidad de fairmaco disponible para su absorcion.
En este contexto, el desarrollo de co-amorfos farmacéuticos es
una estrategia prometedora para mejorar la solubilidad y la ve-
locidad de disoluciéon de compuestos poco solubles en medios
fisiolégicos. En este sentido, la sulfasalazina se caracteriza por
una elevada permeabilidad intestinal pero una baja solubilidad
que resulta en una biodisponibilidad menor al 15%. Con base
en lo anterior, la obtencion de sistemas co-amorfos de sulfasa-
lazina que posean mayor solubilidad y velocidad de disolucion,
incrementaria la cantidad de fArmaco disponible para su absor-
cién, mejorando su biodisponibilidad y su eficacia terapéutica.
Objetivo: Obtener y caracterizar quimica y biofarmacéutica-
mente un co-amorfo de sulfasalazina:L-Arginina con propieda-
des mejoradas de solubilidad y velocidad de disolucién. Meto-
dologia el co-amorfo se obtuvo mediante las técnicas de slurry y
de molienda mecanoquimica en proporcidn 1:1 de sulfasalazina
y L-Arginina. Su caracterizacion incluy¢ la difraccion de rayos X
para determinar su naturaleza cristalina o amorfa, espectros-
copia FT-IR y microscopia Raman para analizar interacciones
intermoleculares y homogeneidad. La estabilidad térmica y la
presencia de solvatos o hidratos fueron evaluadas con calori-
metria diferencial y termogravimetria. Ademas, se analizaron
su estabilidad en medios fisioldgicos, solubilidad y la velocidad
de disolucién.
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Resultados: Se obtuvo un co-amorfo puro con estequiometria sulfa-
salazina:L-Arginina:agua de 1:1:2, estable hasta 50 °C sin humedad y has-
ta 40 °C con 75 % de humedad relativa. Este mostré estabilidad en medios
con pH 1.2, 4.5 y 6.8, y triplico la solubilidad y la velocidad de disolucién
en comparacion con la sulfasalazina libre. Conclusion: La obtencién de un
co-amorfo estable y con mejor solubilidad sugiere un potencial aumento en
la biodisponibilidad de la sulfasalazina, favoreciendo su aplicacién en formu-
laciones mas eficaces. Palabras clave: co-amorfo, solubilidad, velocidad de
disolucion.

Introduction: Solubility and dissolution rate are two key physico-
chemical factors in the therapeutic efficacy of an orally administered drug,
as these parameters determine the amount of drug available for absorp-
tion. In this context, the development of pharmaceutical co-amorphoses is a
promising strategy to improve both solubility and dissolution rate of poorly
soluble compounds in physiological media. Sulfasalazine is characterised by
high intestinal permeability but low solubility, resulting in a bioavailability
of less than 15%. Based on the above, obtaining co-amorphous of sulfasala-
zine with higher solubility and dissolution rate would increase the amount
of drug available for absorption, thereby improving its bioavailability. Objec-
tive: To obtain and characterize chemically and biopharmaceutically a sul-
fasalazine:L-arginine co-amorphous with improved solubility and dissolu-
tion rate properties. Methods The co-amorphous is obtained by slurry and/
or mechanochemical milling in a 1:1 ratio of sulfasalazine and L-arginine.
Its characterization included X-ray diffraction to determine its crystalline or
amorphous nature, FT-IR spectroscopy and Raman microscopy to analyze in-
termolecular interactions and homogeneity. Thermal stability and the pres-
ence of solvates or hydrates were evaluated by differential calorimetry and
thermogravimetry. In addition, their stability in physiological media, solubil-
ity and dissolution rate were analyzed. Results: A pure co-amorphous was
obtained with a sulfasalazine:L-arginine:water stoichiometry of 1:1:2, which
was stable up to 50°C without humidity and up to 40°C with 75% relative hu-
midity. It showed stability in media with pH 1.2, 4.5 and 6.8 and tripled the
solubility and dissolution rate compared to free sulfasalazine. Conclusion:
Obtaining a stable co-amorph with better solubility suggests a potential in-
crease in the bioavailability of sulfasalazine, favoring its application in more
effective formulations. Keywords: co-amorphous, solubility, dissolution rate.

INTRODUCCION

De los estados de la materia, el que predomina comercialmente en la
industria farmacéutica es el sélido.! En donde la mayoria de los materiales
farmacéuticos, tanto Ingredientes Farmacéuticos Activos (IFAs) como exci-
pientes y, la mayoria de las formas farmacéuticas son sélidas a temperatura
ambiente. Esto es relevante, ya que las propiedades fisicas y reoldgicas de
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un IFA en estado sélido tienen importantes im-
plicaciones en el desarrollo, en el procesamiento,
en la formulacidn e incluso en la eficiencia de los
productos farmacéuticos. Dos de las propiedades
mas importantes de los IFAs son la solubilidad
y la velocidad de disolucién, que pueden influir
de manera determinante en parametros tan im-
portantes como la biodisponibilidad y la eficacia
terapéutica.?

De manera general, y con base en su em-
paquetamiento molecular, los sélidos se pueden
clasificar en s6lidos cristalinos y en sélidos amor-
fos. La diferencia entre estos es el ordenamien-
to de las moléculas a corto y a largo alcance, en
donde, el ordenamiento a corto alcance se refiere
a la forma en que moléculas vecinas se agrupan
o enlazan entre si, mientras que el ordenamien-
to a largo alcance se refiere a la periodicidad o
regularidad que presentan cientos de miles de
moléculas agregadas y que se propaga tridimen-
sionalmente a una distancia “considerable” para
formar la estructura del sélido. De este modo, en
la forma cristalina, las moléculas se agrupan pre-
sentando un ordenamiento definido a corto y a
largo alcance, mientras que en el estado amorfo
las moléculas presentan un ordenamiento a cor-
to alcance, de forma similar al estado cristalino,
pero no poseen un empaquetamiento definido a
largo alcance; lo que trae como consecuencia que
el estado amorfo sea la forma de mayor energia
en la que puede presentarse un material sélido.?
Como resultado de esto, los s6lidos amorfos ge-
neralmente poseen una alta movilidad molecular
y un incremento en sus propiedades termodina-
micas, lo que conlleva a que parametros como la
solubilidad y la velocidad de disolucién incre-
menten con respecto a los so6lidos cristalinos.*

En términos de so6lidos farmacéuticos esto
es relevante, ya que mas del 60% de los me-
dicamentos que se encuentran en el mercado
mundial presentan importantes problemas de
solubilidad; por lo que un incremento en la so-
lubilidad y en la velocidad de disolucién podria

potenciar su biodisponibilidad, lo que conlle-
varia a una mejor eficiencia terapéutica y a una
reduccion de la dosis administrada. Con base
en esto, el uso de IFAs amorfos resulta atractivo
para la industria farmacéutica, sin embargo, son
poco utilizados debido a su alta inestabilidad
que es consecuencia de su alta energia interna
y de su alta movilidad molecular, lo que les con-
fiere una considerable reactividad quimica, una
alta higroscopicidad y una fuerte tendencia a la
cristalizacién; procesos que pueden ocurrir du-
rante la manufactura, el almacenamiento o du-
rante la administracion del medicamento.® Cabe
mencionar, que cualquier cambio en la forma del
s6lido trae como consecuencia una modificacién
de sus propiedades fisicoquimicas y por ende de
sus propiedades biofarmacéuticas, por lo que la
busqueda de metodologias que permitan la es-
tabilizacion de s6lidos amorfos bajo condiciones
ambientales es un area de investigacion atracti-
va e interesante de explorar.

Recientemente Rades y colaboradores®
reportaron una estrategia para estabilizar far-
macos amorfos mediante la generacién de sis-
temas multicomponentes co-amorfos utilizando
los IFAs y-indometaciona y naproxeno; en don-
de el establecimiento de interacciones intermo-
leculares de puente de hidrogeno entre estos
dos farmacos proporciona estabilidad a sus fa-
ses amorfas, impidiendo la cristalizacion de los
componentes. Ademas, se observo en la fase
co-amorfa y-indometacina:naproxeno un incre-
mento importante en la velocidad de disoluciéon
intrinseca (0.419 mg cm™ min!') con respecto a
los farmacos cristalinos por separado (naproxe-
no 0.30 y y-indometacina 0.055 mg cm?min?) e
incluso al del solido amorfo de la y-indometaci-
na (0.316 mg cm? min').

Estos resultados fundamentan que la
obtencion de co-amorfos es una estrategia in-
teresante para incrementar la velocidad de di-
solucion de los farmacos sin la necesidad de
modificar su estructura quimica, sin embargo,
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esta aproximacion ha sido poco explorada y la principal limitacién al obte-
ner sistemas co-amorfos fArmaco:farmaco es que ambos efectos terapéuti-
cos deben ser complementarios entre si, lo que reduce las posibilidades de
obtencion.’

Al respecto, una modificacion interesante para la estabilizacion de fa-
ses amorfas es la obtencidn de solidos co-amorfos de firmacos con molécu-
las pequefias, inertes y sin accién terapéutica, en donde el establecimiento
de las interacciones intermoleculares entre estos, no sélo estabilizaria la fase
amorfa sino también modificaria parametros fisicoquimicos de los fairmacos
como la solubilidad y la velocidad de disolucién, aumentando con esto su
biodisponibilidad pero sin alterar su estructura quimica y por ende su efecto
terapéutico.

Con base en esto, un tipo de farmacos en donde la aplicaciéon de esta
estrategia es interesante, son los de la Clase II del Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica, en donde su caracteristica principal es que poseen una alta
permeabilidad intestinal, pero presentan una baja solubilidad en medios
acuosos y en donde cualquier aumento en la solubilidad mejoraria su efica-
cia terapéutica. Al respecto, el objetivo de este trabajo es obtener, caracte-
rizar y evaluar fases solidas co-amorfas estables de un farmaco de la clase
Il denominado Sulfasalazina con una molécula no téxica para el organismo
como el aminoacido L-Arginina. La Sulfasalazina (figura 1) es un farmaco
derivado de las sulfonamidas que se utiliza como antiinflamatorio y es am-
pliamente utilizando para el tratamiento de la artritis reumatoide y para la
colitis ulcerosa, sin embargo, a pesar de sus importantes aplicaciones en el
tratamiento de estos padecimientos, este farmaco tiene una biodisponibili-
dad menor al 15% debido a que es practicamente insoluble en agua.?

OH

HOY (4]

Figura 1. Estructura quimica del IFA Sulfasalazina

Dado que la estructura quimica del IFA Sulfasalazina contiene
grupos funcionales donadores y aceptores de puentes de hidroge-
no, se seleccioné a un aminoacido como la L-Arginina que contiene
grupos funcionales que pueden establecer interacciones intermole-
culares complementarias y fuertes con el firmaco, ademas de que se
encuentra la lista GRAS (Generally Recognized As Safe: Generalmente
Reconocido Como Seguro) de la FDA (Food and Drug Administration)
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por lo que su uso en un producto farmacéu-
tico es seguro.

MATERIAL Y METODOS

Las metodologias utilizadas para la obten-
cion de la nueva forma solida amorfa Sulfasalazi-
na:L-arginia fueron la reaccién de slurry (RS) y
la reaccién mecanoquimica por molienda (RM).
La primera metodologia consistié realizar una
mezcla de estequiometria 1:1 Sulfasalazina:L-Ar-
ginina que se coloc6 en un vial provisto con un
agitador magnético y se adicionaron unas gotas
de agua como disolvente; la mezcla se agité por
10 minutos y se sec6 por 24 horas a temperatura
ambiente. La segunda metodologia consistié en
colocar la mezcla estequiométrica 1:1 Sulfasala-
zina:L-Arginina en un mortero de agata para so-
meterla a un proceso de molienda manual utili-
zando unas gotas de agua como disolvente hasta
obtener una pasta uniforme que se secé a tempe-
ratura ambiente.

Los so6lidos obtenidos de ambas metodo-
logias se caracterizaron por difraccién de rayos
X de polvos (Difractometro D2 Phaser de Bruker
AXS con radiacién Cu Ka A=1.541 A and detector
SSD160 linkseye), espectroscopia de infrarro-
jo (FT-IR Nicolet iS50 de Thermo Scientific con
ATR de cristal de diamante), microscopia Raman
(Alpha-300M+ de Witec con laser Ne-He de 632
nm), calorimetria de barrido diferencial (DSC
Q2000 de TA Instruments) y por andlisis ter-
mogravimétrico (TGA Q50 de TA Instruments).
Ademas, se determind su velocidad de disolucién
intrinseca, su solubilidad termodindmica, su es-
tabilidad fisica bajo condiciones controladas de
humedad relativa (HR) y de temperatura (40°C,
0% HR; 50°C, 0% HR y; 40°, 50% HR) y en di-
ferentes medios que simulan fluidos fisiolégica-
mente relevantes como son buffers de fosfato a
pH 6.8, de acetato a pH 4.5 y de acido clorhidrico
a pH 1.2 (todos los buffers se realizaron bajo las
especificaciones la USP).9

Articulo Original

\

Para el estudio de la velocidad de disolu-
cidn, se utilizé un disolutor (SR8 plus Disolution
test Station de Hanson) provisto de un equipo de
Wood,'® en donde se coloc6 una pastilla elabo-
rada con 150 mg del solido amorfo obtenido y
se comprimi6 con una fuerza de 60 Kg cm™. El
estudio se realiz6 en un medio de buffer de fos-
fatos con un pH de 6.8 a 37°C, emulando un me-
dio intestinal y agitando a 50 rpm. El monitoreo
de la velocidad de disolucion se realizé cada 3
min. hasta completar un tiempo de 60 min. y la
determinacién de la concentracién por unidad
de tiempo se realizé con un espectrofotdmetro
UV/Vis (S-3100 de Scinco) considerando el coe-
ficiente de absortividad del fArmaco puro. Cabe
mencionar que el mismo procedimiento se rea-
liz6 con el farmaco puro, que sirvié como refe-
rencia.

Para los estudios de estabilidad en disolu-
ciones que simulan medios fisiolégicos, realizd
una disolucién sobresaturada tanto del firmaco
como del co-amorfo obtenido y se dejaron en
agitacion magnética por 72 hrs; los sélidos resul-
tantes se secaron y se analizaron por difraccion
de rayos X de polvos (DRXP) para determinar si
la fase cambia o permanece sin modificacién.

Para el estudio de estabilidad fisica indi-
cativa a diferentes condiciones de temperatura
y HR, se expusieron los sélidos a las condiciones
indicadas arriba y el sélido resultante se analiz6
por difraccién de rayos X de polvos para verificar
su integridad.

Finalmente, para la prueba de solubilidad
se realizaron disoluciones sobresaturadas del
co-amorfo y del fAirmaco por separado y se moni-
toreo la cantidad de fArmaco disuelto a las 24, 48
y 72 hrs. utilizando un espectrofotémetro UV/
Vis y considerando el coeficiente de absortividad
del farmaco puro. Cabe mencionar que todos los
analisis se realizaron por triplicado para asegu-
rar su producibilidad y confiabilidad.
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RESULTADOS

En la figura 2 se muestra la comparacion de los difractogramas de Ra-
yos X de polvos de los sdlidos obtenidos por slurry y molienda y los difrac-
togramas obtenidos de las materias primas (sulfasalazina y L-arginina) so-
metidas a las mismas condiciones de reaccién, como se puede observar, Los
difractogramas de las materias primas, muestran un patrén de difraccién bien
definido, mientras que los sélidos obtenidos por molienda y por slurry de las
mezclas estequiométricas 1:1 sulfasalazina:L-arginina, muestran un halo difu-

so y sin picos de difraccion.

Sulfasalazina:/-arginina
Molienda

Pyt

Sulfasalazina:/-arginina
Slurry

Figura 2.
' A Difractogramas de
| W Anf | 4 : R X 1
;“,_ﬁ,-'(l [N\ sutasatazina ayos X de polvos.
T T T T T T 1
10 20 30 40
2 Theta
Los espectros de FT-IR para las materias primas sulfasalazina y argi-
nina; y el co-amorfo sulfasalazina:L-arginina se muestra en la figura 3, mien-
tras que la asignacién de las bandas vibracionales se observa en la tabla 1.
Sulfasalazina
Figura 3.
Espectros de FT-IR.
% = \/ =
S g @ 2
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Asignhacion Sulfasalazina' L-Arginina'? su:ﬁ?‘:?‘?“a:L'

v (O-H) estiramiento 3241 | 3338

v (C=0) estiramiento 173 | 1671

v (N-H) estiramiento 1616 | - 1631

v (N=N) estiramiento 1586 | e 1585

ast?r;cr:;g;g} 1219 | e 1280

v (N";:) esti_ramie nto - 3357 -
2> amino

v (N-H) estiramiento o 3205 _—
Guanidina

v (O-H) estiramiento - 3042 3146

v (C=0) estiramiento [ 1673 ‘ 1671

v (N-H) flexién - 1555 1585

Tabla 1. Asignacion de las bandas vibracionales de los grupos funcionales que
pueden establecer puentes de hidrégeno. Valores en cm™.

Para el analisis por microscopia Raman, inicialmente se determinaron
los espectros Raman del co-amorfo Sulfasalazina:L-Arginina (figura 4c) y las
materias primas (figura 4a, L-Arginina y 4b Sulfasalazina). La figura 4d, mues-
tra la imagen producida por el mapeo de la superficie de una tableta hecha de
la fase co-amorfa con la finalidad de conocer la distribucion de los componen-
tes antes mencionados, considerando la obtencion de un espectro raman cada
100 nm de una superficie total de 10 um.
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Figura 4. Espectros de
microscopia Raman de:
a) L-Arginina y b) Sulfa-
salazina y c) de la fase
co-amorfa obtenida;
abajo, d) imagen obteni-
da mapeo y e) espectros
que corresponden a las
zonas verde y azul de la
imagen de mapeo.
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En la imagen 4d se pueden observar dos colores, en donde el verde
corresponde al espectro Raman del co-amorfo, mientras que las pequefias
regiones azules corresponden al mismo espectro obtenido de la zona ver-
de y corresponden al espectro del co-amorfo de sulfasalazina:L-arginina, en
donde la unica diferencia entre ellos fue un nivel de ruido diferente atribui-
do al desenfoque del equipo, debido a la rugosidad propia de la pastilla.

El andlisis térmico del co-amorfo de Sulfasalazina:L-Arginina inclu-
y6 estudios de calorimetria de barrido diferencial (DSC) y el andlisis ter-
mogravimétrico (TGA). El termograma de DSC (figura 5a) se observa una
discontinuad de la linea base a 79.67 2C asignada a una transicién vitrea,
posteriormente a 223.7 2C se observa un evento exotérmico debido a la po-
sible cristalizacidn del s6lido seguido de la fusiéon/descomposicién a apro-
ximadamente 2802C. Por otro lado, en el TGA (figura 5b) se observa a apro-
ximadamente 70°C, una pérdida de masa del 5.53% del peso; ademas se
observa otra pérdida del 15.89% del peso a aproximadamente a 160°Cy
finalmente, arriba de 200°C, se observa una pérdida de 48.21% peso.

100 f -~ ;'5 539%

15.89%

48.21%

\_

Exo arriba

0. 8 130 180 230 280 330 380 0 S0 100 150 200 250 300 350 400

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 5. Termogramas de calorimetria de barrido diferencia DSC (a)
y el analisis termogravimétrico TGA (b) de la nueva forma solida 1:1 Sulfa-
salazina:L-Arginina.

Por otro lado, la figura 6a, muestra los difractogramas obtenidos a par-
tir de las pruebas de estabilidad indicativa, en donde se observa la compara-
cion del difractograma de polvos inicial del co-amorfo y los difractogramas
obtenidos después de haber sometido al co-amorfo a las condiciones ahf in-
dicadas durante un mes. De igual manera, la figura 6b, muestra la compara-
cion del difractograma inicial del co-amorfo y los difractogramas obtenidos
después de haber sometido al co-amorfo a los medios fisiolégicos ahf indi-
cados, durante 24 hrs.
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Figura 6. Difractogramas de rayos X de polvos de a) prueba de estabilidad indicativa
del co-amorfo bajo diferentes condiciones de temperatura y HR y b) Prueba de es-
tabilidad del co-amorfo a diferentes sometido 24h a diferentes medios fisicologicos
al pH indicado.

Finalmente, el estudio de velocidad de disolucién del co-amorfo de
sulfasalazina:L-arginina (circulos rojos) en buffer de fosfato a pH de 6.8 y
su comparacion con la velocidad de disolucion de la Sulfasalazina pura (cua-
dros naranja) se presenta en la figura 7; en donde, en el eje X se muestra el
tiempo de monitoreo en minutos y en el eje Y la concentraciéon en mgcm
de sulfasalazina y en el que se puede observar un incremento considerable
de la velocidad de disolucién con constantes de 3.9 y de 1.2 mgcm™ para el
co-amorfo de sulfasalazina:L-arginina y para sulfasalazina respectivamente.
Ademas, se observa que la concentracion en el altimo minuto de estudio
(minuto 30) es aproximadamente tres veces mayor en co-amorfo con res-
pecto a la Sulfasalazina pura.
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Figura 7. Grafico de
Arriba, velocidad de
disoluciéon a pH 6.8 a
37°C y 50 rmp. Grafi-
cos de abajo, calculos
de la constante de diso-
lucién de Sulfasalazina
y el co-amorfo sulfasa-
lazina L-Arginina.
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En el mismo sentido, se realizaron pruebas
de solubilidad para el co-amorfo (circulo rojo) y
de sulfasalazina (cuadro naranja) y cuyos resul-
tados se ilustran en la figura 8, en donde en el
eje X se muestra el tiempo en horas y en el eje Y
los mgmL™ disueltos. Del andlisis se observa un
incremento considerable de la solubilidad de la
fase co-amorfa con respecto a la Sulfasalazina li-
bre en los tres tiempos monitoreados (24, 48 y
72 hrs). Este incremento, es similar al observado
en la velocidad de disolucién que es de aproxima-
damente tres veces mas al farmaco libre.

DISCUSION

La difraccion de Rayos X de polvos (DRXP)
es una técnica poderosa para la determinaciéon
del orden o desorden molecular en un sélido.*?
Los patrones de difracciéon observados para sis-
temas cristalinos, muestran patrones de difrac-
cién con picos bien definidos, mientras que en
so6lidos amorfos en donde hay un bajo orden a
largo alcance, los patrones de difraccién son ob-
servados como una dispersion difusa con ausen-
cia de reflexiones de Bragg, que cominmente es
referido como la aparicién de un “halo” llamado
residuo cristalino.™*

evista Médica de la Universidad Veracruzana

Los sélidos resultantes de la reaccidn de
slurry y la reaccién en molienda de sulfasalazi-
na:L-arginina 1:1 y las materias primas se ana-
lizaron por DRXP para determinar la naturaleza
cristalina o amorfa del sélido como resultado de
la interaccidn entre la sulfaslazina y las materias
primas. En los difractogramas correspondientes
a las materias primas (sulfasalazina y L-argi-
nina) se observé un patrén de picos difraccion
bien definidos que indican que las materias pri-
mas con cristalinas. Por el contrario, la ausencia
de picos de difraccién y la formacion de un “halo”
difuso en los difractogramas de slurry y molien-
da confirma la obtencién de un sélido amorfo de
sulfasalazina:L-arginina, es decir, la presencia
del coformador en la mezcla sometida a slurry o
molienda induce la completa amorfizacién de la
sulfasalazina.

Si bien la difraccién de rayos X de polvos
es una técnica fundamental para determinar la
cristalinidad o amorficidad de un sélido, no pro-
porciona evidencia directa de las interacciones
intermoleculares entre la sulfasalazina y la L-ar-
ginina. Para este proposito, se empleé la espec-
troscopia infrarroja, una técnica de caracteriza-
cién altamente sensible a cambios estructurales
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y conformacionales en los compuestos. En el caso de los co-amorfos, esta
metodologia ofrece informacién valiosa sobre las interacciones intermole-
culares en el estado sélido,'> mediante el analisis de los desplazamientos en
las bandas vibracionales asignadas a los grupos funcionales de la sulfasalazi-
nay la L-arginina, que pueden participar en dichas interacciones.

Derivado de los espectros de infrarrojo se observa un ensanchamiento
y pérdida en la definicion de las bandas vibracionales en el espectro de IR
del amorfo de sulfasalazina:L-arginina con respecto a las materias primas,
esto es atribuido al inherente elevado grado de desorden molecular asocia-
do a los so6lidos amorfos,'® que es consistente con lo observado por DRXP.
Ademas, el espectro de IR del amorfo de sulfasalazina:L-arginina, mostré
un patrén de bandas vibracionales muy similar al de las materias primas,
detectando desplazamientos significativos, en particular, las bandas asig-
nadas a los estiramientos de los enlaces O-H y N-H en la sulfasalazina que
exhibieron desplazamientos de Av=97 cm™* y Av=15 cm™?, respectivamente.
De manera analoga, en L-arginina se registraron desplazamientos de Av=19
cm™'y Av=30 cm™* para las bandas asignadas al estiramiento y la flexién del
enlace N-H de los grupos amino y guanidina, respectivamente. Estos despla-
zamientos sugieren la presencia de interacciones intermoleculares fuertes
en el complejo amorfo, en la sulfasalazina, dichas interacciones involucran
principalmente el grupo amina de la sulfonamida y el hidroxilo fendlico,
mientras que en la L-arginina, los grupos funcionales responsables de estas
interacciones son la guanidina y la amina.

Por otro lado, las bandas vibracionales correspondientes a las vibra-
ciones de los grupos carbonilo, sulfonilo y diazo en la sulfasalazina, asi como
del grupo acido carboxilico en la L-arginina, presentaron desplazamientos
minimos (Av < 4 cm™). Este comportamiento sugiere que estos grupos fun-
cionales podrian estar involucrados en la formacién de interacciones débiles
dentro del amorfo. Es relevante destacar que, en la region espectral com-
prendida entre 1500 y 1590 cm™, no se detectaron nuevas bandas que pu-
dieran atribuirse a las vibraciones C=0 de carboxilatos aunado al pequefio
desplazamiento observado (Av = 3 cm™) para la banda vibracional corres-
pondiente al enlace C=0 del 4cido carboxilico de la L-arginina sugiere que no
hay una transferencia del protén acido de la arginina a la sulfasalazina para
formar una sal. Con base en estos resultados, se concluye la obtencién de un
co-amorfo de sulfasalazina: L-arginina.

Ademas de lo anterior se realizaron estudio de espectromicroscopia
Raman que es una técnica poderosa para el estudio de la distribucién espa-
cial de mezclas fisicas!’ y la deteccion de fendmenos de separacion de fase en
sistemas co-amorfos.!® En una mezcla fisica de sulfasalazina y L-arginina, el
mapeo Raman de la superficie de la pastilla contendria el espectro Raman de
sulfasalazina y el de L-arginina. Sin embargo, la imagen obtenida del mapeo
del co-amorfo sulfasalazina:L-arginina, muestra una amplia regién en verde
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que indica una alta homogeneidad de la muestra con pequefias regiones en
azul, sobre todo en la parte superior de la imagen. En donde de ambas regio-
nes se determind su espectro Raman (figura 4d) y se observo que los espec-
tros eran los mismos, en donde la unica diferencia entre ellos fue un nivel
de ruido diferente atribuido al desenfoque del equipo, debido a la rugosidad
propia de la pastilla; con base en esto, se concluyd que la nueva forma sélida
amorfa es homogénea y no existen residuos de las materias primas.

Para concluir con la caracterizacién del co-amorfo de sulfasalacina:ar-
ginina, se llevd a cabo la caracterizacién térmica, conformada por estudios
de calorimetria de barrido diferencial (DSC) y analisis termogravimétrico
(TGA). Uno de los fendmenos caracteristicos de los sistemas amorfos es la
transicion vitrea (Tg), 1a cual representa el punto en el que el s6lido amorfo
adquiere propiedades de un “semisélido” con comportamiento similar al de
un liquido. Por debajo de esta temperatura, el material amorfo se considera
estable, con una baja tendencia a la cristalizacién. En general, una Tg mas
alta se asocia con una menor tendencia a la cristalizacién y una mayor esta-
bilidad del co-amorfo.*?

El termograma de DSC del co-amorfo sulfasalazina:L-arginina mostré
un primer evento térmico correspondiente a la transicion vitrea, la cual se
observo a una temperatura relativamente alta (79.67 2C). Este valor indica
que el co-amorfo permanecera estable mientras no se alcance dicha tempe-
ratura. Ademas, la presencia de una Uinica temperatura de transicion vitrea
(Tg) sugiere la formacién de un sistema co-amorfo homogéneo,*® en lugar
de una mezcla fisica, lo que concuerda con los resultados obtenidos me-
diante espectroscopia Raman. Durante el evento de transicion vitrea (Tg), el
termograma de TGA registr6 una pérdida de peso del 5.53%, atribuida a la
deshidratacion de dos moléculas de agua. Este resultado sugiere que la fase
analizada corresponde a un hidrato con una estequiometria 1:1:2 de sulfasa-
lazina:L-arginina:agua.

Durante el evento de Tg el termograma de TGA, mostr6 una pérdida de
peso del 5.53% que corresponde a la pérdida de dos moléculas de agua, este
resultado sugiere que el co-amorfo analizado corresponde a un hidrato con
estequiometria 1:1:2 de sulfasalazina:L-arginina:agua. Posterior a la deshi-
dratacion y la transicién vitrea (Tg), el aumento en la movilidad molecular
del co-amorfo conlleva un evento exotérmico a 223 °C, asociado con la cris-
talizacién de uno de los componentes de la mezcla sulfasalazina:L-arginina.
De manera simultanea, el analisis termogravimétrico (TGA) indica que a esta
temperatura se inicia una pérdida de masa del 15.89%, atribuida a la descar-
boxilacién de la sulfasalazina y la L-arginina, para después descomponerse
térmicamente los compuestos a 2382C.
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En un sélido amorfo, de naturaleza me-
taestable, con el tiempo existe una tendencia a
acercarse espontdneamente a su estructura de
equilibrio por medio de un fenémeno denomina-
do relajacion estructural que es promovida por
la movilidad molecular (movimientos vibrato-
rios, rotacionales y traslacionales). A partir de
los estudios de estabilidad indicativa bajo condi-
ciones de calor seco a 40 2C y 50 2C asi como 40
2C con 75% de HR, mostraron que el co-amorfo
permaneci6 estable hasta por un mes bajo estas
condiciones de calor y humedad, esto confirma
que, a temperaturas por debajo a la Tg observada
en el DSC, el co-amorfo permanecera estable,
ademas se puede concluir que las interacciones
intermoleculares que establece sulfasalazina
con la L-arginina pudieran estar restringiendo la
movilidad molecular en el amorfo, lo que inhibe
la tendencia a la separacion del co-amorfo y su
cristalizaciéon.?! A partir de los estudios de esta-
bilidad del co-amorfo en contacto con medios fi-
sioldgicos, se observd una buena estabilidad del
co-amorfo en todos los pH’s utilizados, esto fue
atribuido a que las interacciones intermolecula-
res formadas entre la sulfasalazina y la L-argini-
na, permanecen son tan fuertes que permanecen
adn en presencia del medio fisiologico, esto re-
sulta interesante, ya que una vez solubilizado el
co-amorfo en el medio de disolucion, si la inte-
raccién sulfasalazina:L-arginina permanece, se
evitaria la precipitacion de la sulfasalazina en el
medio fisiolégico, permitiendo que permanezca
mas tiempo solubilizado y disponible para su ab-
sorcién por el organismo.

Debido a la baja eficiencia en el empaque-
tamiento de las moléculas en el s6lido y al bajo
orden molecular a largo alcance, los sdlidos
amorfos poseen una alta movilidad molecular y
una alta energia potencial con respecto a la for-
ma cristalina, y constituyen dos de sus mas im-
portantes propiedades de los sélidos amorfos
que impactan directamente en las propiedades
quimicas y fisicas en los farmacos, entre ellos
la solubilidad y la velocidad de disolucién de

\

estos.?? Como era de esperarse, se observd un
incremento significativo tanto en la solubilidad
como en la velocidad de disolucién del co-amor-
fo de sulfasalazina en comparacién con la forma
cristalina del fArmaco, lo cual evidencia que los
sistemas amorfos presentan una mayor solubili-
dad relativa frente a sus contrapartes cristalinas.

El perfil de disolucién de un co-cristal o
co-amorfo generalmente se caracteriza por dos
fenémenos: inicialmente, se presenta un “efecto
resorte”, caracterizado por un aumento rapido
y considerable en la concentracién del farmaco
disuelto; este es seguido por un “efecto paracai-
das”, en el que la concentracién disminuye pro-
gresivamente debido a la disociacién de las in-
teracciones farmaco:coformador.?* Sin embargo,
en muchos casos, estos efectos son transitorios
y ocurren en los primeros minutos u horas tras
la disolucién, lo que impide mantener un esta-
do de sobresaturacion adecuado para una dpti-
ma absorcion del principio activo. Un hallazgo
relevante en este estudio es que, en el caso del
co-amorfo sulfasalazina:L-arginina, el “efecto
paracaidas” se prolonga hasta 24 horas después
del inicio del experimento, decayendo gradual-
mente hasta las 72 horas. Este comportamiento
respalda los resultados obtenidos en los ensayos
de estabilidad en medios fisioldgicos, donde se
observo que la interaccién entre sulfasalazina y
L-arginina se mantiene en disolucion, retardan-
do la precipitacion del fArmaco y favoreciendo su
permanencia en un estado sobresaturado duran-
te un periodo prolongado.

CONCLUSIONES

En este trabajo se obtuvo un nuevo co-amor-
fo estable de sulfasalazina:L-arginina:agua en
estequiometria 1:1:2. Esta fase se caracteriz6
completamente por las técnicas de difraccién y
espectroscopicas correspondientes para este tipo
de sistemas y que indican que se trata de una fase
solida multicomponente amorfa con estequiome-
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tria Sulfasalazina:L-Arginina:agua 1:1:2. Esta fase permanece estable bajo con-
diciones de temperatura de hasta 50°C sin humedad y de hasta 40°C con 75%
de HR y, en disoluciones de buffers de pH 1.2, 4.5 y 6.8. Ademas, este co-amor-
fo mostré un incremento en la solubilidad y en la velocidad de disoluciéon de
aproximadamente tres veces con respecto al farmaco libre. De los resultados es
evidente las potenciales aplicaciones de este tipo de estudios para la generaciéon
de nuevas fases solidas estables, mas solubles y con una velocidad de disolu-
cién mayor, lo que puede traer como consecuencia una biodisponibilidad mayor,
un requerimiento menor de dosis, una disminucién de efectos colaterales y una
mejora en la relacion costo beneficio, todo esto sin alterar la estructura quimica
del fAarmaco y por ende su efecto terapéutico.

Reconocimientos

A los Laboratorios Senosiain S.A. de C.V. por el apoyo otorgado
para realizar estos estudios.

REFERENCIAS

1. Byrn SR et al. Solid-State Properties of Pharmaceutical Materials, 1st edn.
New Delhi: John Wiley & Sons, 2017. b) Hilfiker R, Blatter F. Relevance of Sol-
id-state Properties for Pharmaceutical Products, Chap 1. In Hilfiker R, ed. Poly-
morphism: in the Pharmaceutical Industry. Weinheim: Wiley-VCH GmbH & Co,
2006:1-19.

2. Aaltonen ], Rades T. Towards Physico-Relevant Dissolution Testing: The Im-
portance of Solid-State Analysis in Dissolution. Dissol Tech 2009; 16: 47-54.

3. Hancock B C, Zografi G ]. Characteristics and significance of the amorphous
state in pharmaceutical systems. Pharm. Sci. 1997, 86(1), 1-12.

4. Yu L. Amorphous pharmaceutical solids: preparation, characterization and
stabilization. Adv. Drug Delivery Rev. 2001; 48(1): 27-42.

5. Lobmann K, Laitinen R, Grohganz H, Gordon K C, Strachan C, Rades T.
Coamorphous Drug Systems: Enhanced Physical Stability and Dissolution Rate
of Indomethacin and Naproxen. Mol. Pharmaceutics. 2011; 8(5): 1919-1928.

6. Laitinena R, Lobmanna K, Strachana C ], Grohganzb H, Rades T. Emerging
trends in the stabilization of amorphous drugs. Int. J. Pharm. 2013; 453(1):
65-79.

42 Vol.2025-1/ Revista Médica de la Universidad Veracruzana


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11325475
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11325475

Articulo Original

Javier Hernandez lllescas, Oscar Garcia Barradas, Fernando Lopez Fentanes, Jorge G. Dominguez Chévez.
Karina Mondragén Vasquez.

7. Dengele S |, Grohganz H, Rades T, Lobmann K. Recent Advances in Co-amor-
phous Drug Formulations. Adv. Drug Deliv. Rev. 2016; 100: 116-125.

8. Choi ], Patel P, Fenando A. Sulfasalazine. In: StatPearls. Treasure Island (FL):
StatPearls Publishing; 2025. Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
books/NBK557809/

9. The United States Pharmacopeia. National Formulary 36. Vol. 1. Rockville
(MD: United State Pharmacopeial Convention; 2018. Test Solutions; p. 5676.

10. Wood ] H, Syarto ] E, Letterman H. Improved Holder for Intrinsic Dissolution
Rate Studies. J. Pharm. Sci. 1965; 54(7): 1068-1068.

11. Safa A N, Sheibani A, Baei M T, Sayyed-Alangi S Z, Tazikeh Lemeski E. Theo-
retical and experimental studies on sulfasalazine interactions with poly (lactic
acid): Impact of hydrogen bonding and charge transfer interactions on mo-
lecular structure, electronic and optical properties. Heliyon. 2023 16; 10(1):
e23813.

12. Roda A, Santos F, Chua Y Z, Kumar A, Do H T, Paiva A, Duarte A R C, Held C.
Unravelling the nature of citric acid:l-arginine:water mixtures: the bifunctional
role of water. Phys. Chem. Chem. Phys. 2021; 23: 1706-1717.

13. Bunaciu A A, UdriStioiu E G, Aboul-Enein H Y. X-Ray diffraction: Instrumen-
tation and Applications. Crit. Rev. Anal. Chem. 2015; 45: 289-299.

14. Thakral S, Terban M W, Thakral N K, Suryanarayanan R. Recent advances
in the characterization of amorphous pharmaceuticals by X-ray diffractometry.
Adv. Drug Deliv. Rev. 2016; 100: 183-193.

15. Kaushal A M, Chakraborti A K, Bansal K. FTIR Studies on Differential In-
termolecular Associationin Crystalline and Amorphous States of Structural-

lyRelated Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs. Mol. Pharmaceutics. 2008;
5(6): 937-945.

16. Han Y, Pan Y, Lv ], Guo W, Wang ]. Powder Grinding preparation of co-amor-
phous B-azelnidipine and maleic acid combination: Molecular interactions and
physicochemical properties. Powder Technol. 2016; 291: 110-120.

17. Widjaja E, Sampanthar ] T, Ding Han X, Goh E. Use of Raman microscopy and
band-target entropy minimization technique to differentiate physical mixture
from chemical mixture in mixed metal oxides. Catal. Today. 2008; 131(1-4):21-
27.

1. 2025-1/ Revista Médica de la Universidad Veracruzana

43



Articulo Original

J

Co-amorfo de Sulfasalazina:L-Arginina con propiedades de solubilidad y velocidad de disolucién mejoradas
para una mayor biodisponibilidad y eficacia terapéutica.

18. Kilpeldinena T, Pajulaa K, Ervasti T, Uurasjarvi E, Koistinen A, Korhonen
0. Raman imaging of amorphous-amorphous phase separation in small mol-
ecule co-amorphous systems. Eur. ]. Pharm. Biopharm. 2020; 155:49-54

19. Suresh K, Chaitanya Mannava M K, Nangia, A. A novel curcumin-artemis-
inin coamorphous solid: physical properties and pharmacokinetic profile.
RSC Adv. 2014; 4: 58357-58361.

20. Chiou W L, Riegelman S. A Pharmaceutical applications of solid disper-
sion systems. ]J. Pharm. Sci. 1971; 60(9): 1281-1302.

21.a) Kaushal A M, Chakraborti A K, Bansal A K. FTIR Studies on Differential
Intermolecular Association in Crystalline and Amorphous States of Struc-
turally Related Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs. Mol. Pharmaceutics.
2008; 5(6): 937-945. b) Kaushal A M; Bansal A K. Thermodynamic behavior
of glassy state of structurally related compounds. Eur. J. Pharm. Biopharm.
2008, 69,1067-1076.

22.Babu N ], Nangia, A. Solubility Advantage of Amorphous Drugs and Phar-
maceutical Cocrystals. Cryst. Growth Des. 2011; 11(7): 2662-2679.

23. Bavishi D D, Borkhataria C H. Spring and parachute: How cocrystals en-
hance solubility. 2016; 62(3): 1-8. b) Fujita.

44 Vol.2025-1/ Revista Médica de la Universidad Veracruzana



Articulo Original

Deteccidon de marcadores tumorales por biosensores
colorimétricos basados en nanotriangulos de Plata

Detection of tumor markers by colorimetric biosensors based on

silver nanotriangles

Daniela Gonzalez Zarate’, José Luis Zamora Navarro?, Irma Yadira Izaguirre Hernandez?,
Pablo Thomas Dupont?, José Maria Remes Troche®, Luis Zamora Peredo®*

Resumen

Introduccion. Los nanotridngulos de plata (Ag NTs) tienen la
caracteristica de ser coloidales, lo que significa que pueden ser
dispersos homogéneamente en una solucién liquida. Ademas,
otorgan a la solucion coloidal una coloracidn azul que puede cam-
biar debido a modificaciones en su morfologia o estado de agre-
gacion. En los biosensores colorimétricos basados en Ag NTs se
debe cuantificar ese cambio de coloracion y relacionarlo con el
cambio de concentracion de la biomolécula objetivo. Objetivo:
Disefiar un inmunoensayo colorimétrico, utilizando Ag NTs, para
detectar un marcador tumoral. Metodologia: Mediante el método
de reduccién quimica se sintetizaron Ag NTs y mediante la técni-
ca de dispersién dinadmica de luz (DLS) y Microscopia Electrénica
de Transmision (TEM) se estudio la dispersion de sus tamaiios
nanométricos. Mediante absorbancia UV-Vis se evalué su esta-
bilidad quimica por un periodo de tiempo de 40 dias, en el cual
su coloracion azul se mantuvo estable. Finalmente, se evalud el
comportamiento colorimétrico de la solucién coloidal cuando se
enlazan diferentes proteinas a la superficie de las Ag NTs. Resul-
tados: Se sintetizaron Ag NTs con un tamafio promedio de 70 nm
con excelente estabilidad quimica mayor a 40 dias. Los estudios
de absorbancia demuestran que es posible identificar si el cam-
bio en la coloracién de la solucién coloidal se debe a un cambio
en la morfologia de la nanoparticula o por aglomeracion de estas.
Ademas, es posible identificar cambios en la absorbancia 6ptica
cuando la Ag NTs se enlazan con proteinas, como los marcadores
tumorales. Conclusion: Es posible realizar inmunoensayos utili-
zando soluciones coloidales con Ag NTs para generar cambios en
su colorimetria que sean proporcionales a la concentraciéon de
marcadores tumorales.

Palabras clave: Nanotridngulos de plata, sensores colorimé-
tricos, absorbancia UV-Vis, marcadores tumorales.
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Abstract

Introduction: Silver nanotriangles (Ag NTs)
have the characteristic of being colloidal, which
means that they can be homogeneously disper-
sed in a liquid solution. In addition, they give the
colloidal solution a blue color that can change
due to modifications in its morphology or state
of aggregation. In colorimetric biosensors based
on Ag NTs, this color change must be quantified
and related to the change in concentration of the
target biomolecule. Objective: To design an Ag
NTs-based colorimetric immunoassay to detect
a tumor marker. Methodology: Ag NTs were syn-
thesized by the chemical reduction method and
the dispersion of their nanometric sizes was stu-
died by means of Dynamic Light Scattering (DLS)
and Transmission Electron Microscopy (TEM).
Their chemical stability was evaluated by means
of UV-Vis absorbance for a period of 40 days, du-
ring which their blue color remained stable. Fi-
nally, the colorimetric behavior of the colloidal
solution was evaluated when different proteins
are bound to the surface of the Ag NTs. Results:
Ag NTs with average size of 70 nm were synthe-
sized with excellent chemical stability over 40
days. Absorbance studies demonstrate that it is
possible to identify whether the change in the co-
lor of the colloidal solution is due to a change in
the morphology of the nanoparticle or due to ag-
glomeration of these. Furthermore, it is possible
to identify changes in optical absorbance when
Ag NTs bind to proteins, such as tumor markers.
Conclusion: It is possible to perform immunoas-
says using Ag NTs colloidal solutions to generate
changes in their colorimetry that are proportio-
nal to the concentration of tumor markers.

Keywords: Silver nanotriangles, colorime-
tric sensors, UV-Vis absorbance, tumor markers.
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INTRODUCCION

En la actualidad, cuando una mujer sos-
pecha que esta embarazada, la primera idea que
viene a su mente es realizar una prueba rapida
de embarazo. La prueba rapida de embarazo es
un ejemplo de un biosensor colorimétrico que
rapidamente, sin gastar mucho, con una con-
fiabilidad alta y a simple vista puede determi-
nar si esta embarazada o no. Este dispositivo
en realidad tiene la capacidad de mostrar una
coloracién cuya intensidad es proporcional a
la concentracidn de la hormona gonadotropina
coriénica humana (hCG) que existe en su sangre
y orina [1]. Otro ejemplo de un biosensor colo-
rimétrico es la prueba de anticuerpos contra el
virus SARS-CoV-2, que la pandemia de COVID-19
nos obligd a conocer, en la cual se deposita una
gota de sangre y la coloraciéon de las lineas nos
permite determinar si contamos con anticuer-
pos IgG y/o IgM [2]. En general, los biosensores
colorimétricos pueden ser utilizados para de-
tectar bacterias, micotoxinas, metales pesados,
antibioticos, pesticidas, patégenos transmitidos
por alimentos, alérgenos, toxinas marinas [3, 4].
Estos dispositivos colorimétricos representan el
biosensor ideal, debido a que son de bajo costo,
son rapidos, no necesita la interpretacion de un
especialista, no son invasivos y a simple vista po-
demos conocer el resultado positivo o negativo
del diagnostico. Sin embargo, el principal reto
que tienen este tipo de biosensores es su nivel
de sensibilidad y especificidad, razén por la cual
muchas investigaciones cientificas ain siguen
enfocadas en desarrollar nuevas metodologias y
nuevos materiales para su optimizacion.

La deteccion de marcadores tumorales
asociados a diferentes tipos de cancer también
ha utilizado biosensores colorimétricos. Marca-
dores como la alfa proteina (AFP), el antigeno
carcino embrionario (CEA), el antigeno especi-
fico de proéstata (PSA) y otros antigenos como
CA125 y CA15-3 pueden ser detectados y cuan-
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tificados por un inmunoensayo ampliamente
utilizado como ELISA (del inglés: enzyme-linked
immunosorbent assay), en donde se utiliza una
enzima para generar la coloracién mediante una
reaccion catalitica y con estudios de absorbancia
optica se puede cuantificar la concentraciéon de
anticuerpos o antigenos existentes en muestras
de suero sanguineo [5].

Por su parte, la nanotecnologia ha impul-
sado el desarrollo de los biosensores colorimé-
tricos ya que las metodologias mas actuales uti-
lizan nanoparticulas metalicas y en comparacion
con los ensayos colorimétricos tradicionales, el
andlisis colorimétrico basado en nanoparticulas
no requiere enzimas como catalizadores. En este
caso, el color se genera por el cambio en la ab-
sorbancia debido de las nanoparticulas metalicas
[3]. Las nanoparticulas esféricas de oro y plata
son las mas utilizadas para el disefio de biosen-
sores colorimétricos y generalmente se realizan
mediciones de absorbancia para optimizar las
curvas de calibraciéon que permiten determinar
concentraciones desconocidas de biomoléculas
en muestras de suero sanguineo [5, 6]. Los feno-
menos mas aprovechados porlos inmunoensayos
colorimétricos son: el cambio de color debido al
cambio de geometria de las nanoparticulas, dis-
tancia entre las nanoparticulas y por aglomeran
y precipitan [3, 6]. Por lo anterior, es necesario
controlar la sintesis quimica de las nanoparticu-
las para conocer muy bien el comportamiento de
su espectro de absorcidn 6ptica en el tiempo y en
diferentes soluciones donde estas nanoestructu-
ras estaran disueltas.

En este trabajo presentamos la sintesis de
nanoparticulas de plata con morfologia esférica
(NPs) y triangular (Ag NTs) con el objetivo de di-
sefiar un inmunoensayo colorimétrico, utilizan-
do Ag NTs, para detectar un marcador tumoral.
Analizamos los espectros de absorbancia UV-Vis
de ambas nanoestructuras, donde comprobare-
mos el cambio de coloracién de la solucién coloi-

\

dal originado por el cambio en la geometria de
la nanoparticula. Ademas, evaluamos la estabili-
dad temporal de Ag NTs durante mas de 40 dias
e identificamos las sefiales caracteristicas del
espectro de absorbancia cuando las Ag NTs son
enlazadas a proteinas como la albumina de sue-
ro bovino (BSA) y anticuerpos contra el antigeno
carbohidratado 19-9 (Ab CA19-9), marcador tu-
moral asociado al cancer pancreatico.

METODOLOGIA

La sintesis de las nanoparticulas de plata
se realiz6 mediante el método de reducciéon qui-
mica de nitrato de plata (AgNO3) mediante boro-
hidruro de sodio (NaBH4) a una temperatura de
105 2C y agitacién constante a 600 rpm, donde
también se debe incluir citrato de sodio y PVP,
los cuales permiten que bajo concentraciones es-
pecificas se pueda dar forma triangular y plana a
las nanoestructuras. Los detalles de las concen-
traciones y condiciones de sintesis pueden ser
consultados en nuestros reportes previos [7].

Para enlazar las proteinas con las Ag NPs
se debe funcionalizar la superficie de las na-
noestructuras con una delgada capa de 3-acido
mercatopropidnico (3-MPA), lo cual evita que la
plata interaccione eléctricamente con las protei-
nas y modifique su estructura. Posteriormente,
se utilizé 125 uL de BSA a una concentracion de
1 mg/mL con un tiempo de incubacién de 1hr.
Para la bioconjugacién con el Ab CA 19-9 se uti-
lizaron 25 pL con concentraciones de 5y 20 pg/
mL y se incub6 durante 2 horas.

Para el estudio de absorbancia se utilizé
un espectrometro de la marca Thermo Scientific,
modelo Genesys 50, con la capacidad de explorar
la regién ultravioleta y visible de 200 a 1100 nm
con una resolucidn espectral de 2 nm. El estudio
de microscopia electréonica de transmision se rea-
liz6 con el equipo marca JEOL modelo JEM2010
FEG en una celda de cobre recubierta con carbo-
no con rejillas delgadas del mismo material.
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RESULTADOS

La figura 1 muestra la fotografia de las soluciones coloidales con nano-
tridngulos de plata sintetizados con diferentes concentraciones 1.2, 0.9, 0.6
y 0.3 mL de borohidruro de sodio, A, B, C y D respectivamente. Claramente
se observa como la coloracion de la solucién cambia de amarillo a azul con-
forme la concentracién de borohidruro disminuye, algo que es originado por
el cambio en la forma de las nanoparticulas de plata, es bien conocido que
cuando las nanoparticulas son esféricas el color es amarillo y cuando son
triangulares es azul [8]. La figura 2 muestra las imagenes obtenidas por TEM
donde se observa claramente que las nanoparticulas de la soluciéon amarilla
(A) tienen morfologia esférica y en la solucién azul (D) tienen nanotriangu-
los. Ademas, se puede observar que dichas nanoparticulas tienen dimensio-
nes entre 60 y 70 nm. Por otra parte, la figura 3 muestra los espectros de ab-
sorbancia de las soluciones mostradas en la figura 1, claramente se observa
que la solucion A (amarilla) tiene solo un pico de absorbancia alrededor de
400 nm, mientra que la solucidn B (linea verde) tiene dos picos adicionales,
un pico de poca intensidad en 330 nm y un pico muy ensanchado en 850
nm. En la solucion C el pico en 400 nm tiene muy poco intensidad y cuando
la concentracion de NaBH4 es de 0.3 mL (solucién D) dicho pico desapare-
ce. Esta bien establecido que la absorbancia en 400 nm es orginida por las
particulas esféricas y los otros dos picos de absorcion son generados por las
particulas triangulares [8], lo que significa que podemos asegurar que en la
solucién azul solo tenemos nanotriangulos de plata.

A B C D

Figura 1. Imagenes de soluciones coloidales que contienen nanoparticulas
de plata sintetizadas con 1.2 (A), 0.9 (B), 0.6 (C) y 0.3 mL (D) de NaBH4.
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Figura 2. Imagenes
TEM de nanoparticu-
las de plata de forma
esférica (solucién A) y
triangular (solucion D).
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La figura 4 muestra los espectros de absorcion de soluciones de BSA
en PBS, a una concentracion de 1 pg/mL y de una solucién de anticuerpos
CA19-9 con una concentraciéon de 5 pg/mlL, en la cual solo se observa un
pico de absorbancia en 277 nm para el BSA y en 267 nm para el Ab CA19-
9. Estas dos bandas de absorcidn son una excelente guia para identificar
cuando se enlazan estas dos proteinas a la superficie de las Ag NTs, como
se muestra en la figura 5, donde se puede observar que cuando se tienen el
sistema “Ag NTs + proteina” aparece un nuevo pico de absorcién en longitu-
des menores a 300 nm (linea verde y naranja) en conparacion a cuando solo
existen Ag NTs (linea azul).
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Figura 4. Espectros de absorbancia de
| soluciones con BSA y Ab CA19-9.
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Figura 5. Espectros de absorbancia
de soluciones de Ag NTs, Ag NTs con
BSA y Ag NTs con Ab CA19-9.
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Finalmente, la figura 6 presenta los espectros de absorbancia obtenido
de soluciones coloidales donde diferentes concentraciones de Ab CA19-9 se
han incubado con una solucién de Ag NTs, se observa claramente que el pico
de absorcion en 267 nm generado por los anticuerpos tiene un aumento en
su intensidad originado por el incremento de su concentracién en la solucién.
Ademas, en la figura 7 se muestran las imagenes de las soluciones coloida-
les antes y después de agregar un volumen constante de antigenos CA19-9
a cada solucidn, se puede observar que la soluciéon cambia su coloracion en
funcion de la concentracion de anticuerpos, lo que sugiere que los antigenos
se enlazan a los anticuerpos previamente enlazados a las Ag NTs, generando
aglomeracion de todo el sistema “nanotridngulos - anticuerpos - antigenos” y
su posterior precipitacion.

12
—— AgNTs + Ab 20 Figura 6. Absorbancia de soluciones con Ag
NTs + Ab 10
gNTSHM:} NTs antes y después de incubar Ab CA19-9
—— AgNT
0 rone con concentraciones de 1, 10 y 20 ug/mL.
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ipgmL Spgml 10pgml WpgmL  IpgmL  Spgml 10 pg/ml 20 pg/ml.
Figura 7. Soluciones de Ag NTs bionjugadas con diferentes concentraciéon de Ab CA19-9
antes (A) y después (B) de agregar el mismo volumen de antigenos CA19-9 a cada vial.

CONCLUSIONES

En esta investigacidn se evalud el comportamiento colorimétrico de so-
luciones coloidales de nanotridngulos de plata originado por cambios en su
geometria y su biocojugacion con proteinas como la albumina de suero bovino
y los anticuerpos contra antigenos CA19-9, asociados al cancer pancreatico.
Se demostr6 que mediante el analisis de la absorbancia dptica es posible di-
sefiar un bioensayo que es capaz de detectar diferentes concentraciones de
anticuerpos CA19-9. Esto establece las bases para disefiar un inmunoensayo
que permita determinar diferentes concentraciones de marcadores tumorales
asociados al cancer.
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Resumen

El cancer sigue representando uno de los mayores problemas
y retos para la salud a nivel mundial, con los canceres colorrectal,
pancreatico y hepatico entre los mas letales. La clave para poder ha-
cerle frente esta en la deteccién temprana, ya que cuando se logra
identificar en fases iniciales, los tratamientos son mas efectivos y
ello puede incrementar la tasa de supervivencia. Un biomarcador es
una molécula bioldgica cuya presencia o alteracién en el organismo
puede indicar la existencia de una enfermedad, como el cancer. Sin
embargo, los métodos tradicionales de diagnoéstico, tales como ima-
genes médicas, andlisis histopatolégicos o inmunoensayos, no siem-
pre son lo suficientemente precisos para detectar biomarcadores en
bajas concentraciones, algo que es comtn en las primeras etapas de
la enfermedad. Para superar esta limitacion, la espectroscopia Ra-
man mejorada por superficie (SERS) ha surgido como una técnica
analitica de alta sensibilidad capaz de detectar moléculas en concen-
traciones extremadamente bajas mediante la amplificacion de sefa-
les Opticas en presencia de superficies nanométricas. Este articulo
tiene como proposito explicar y dar a conocer la aplicaciéon de SERS
en la detecciéon de biomarcadores como el antigeno carbohidratado
19-9 (CA19-9), el antigeno carcinoembrionario (CEA) y la alfa-feto-
proteina (AFP), una innovaciéon que promete transformar la detec-
cion temprana del cancer, permitiendo diagnoésticos mas rapidos y
precisos que podrian salvar vidas y mejorar la calidad de vida de los
pacientes.
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Abstract

Cancer remains one of the most significant global health challenges, with co-
lorectal, pancreatic, and liver cancers among the most lethal. The key to ad-
dressing this issue is early detection, as identifying cancer in its initial stages
allows for more effective treatments, potentially increasing survival rates. A
biomarker is a biological molecule whose presence or alteration in the body
can indicate the existence of a disease, such as cancer. However, traditional
diagnostic methods, including medical imaging, histopathological analysis,
and immunoassays, are not always sensitive enough to detect biomarkers at
low concentrations, which is common in the early stages of the disease. To
overcome this limitation, surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS) has
emerged as a highly sensitive analytical technique that utilizes nanostruc-
tured surfaces to amplify biomolecular signals. SERS enables the detection
of cancer biomarkers with unprecedented sensitivity, even at extremely low
concentrations. This article aims to explain and highlight the application of
SERS in detecting biomarkers such as Carbohydrate Antigen 19-9 (CA19-9),
Carcinoembryonic Antigen (CEA), and Alpha-Fetoprotein (AFP), an innova-
tion that holds the potential to transform early cancer detection by enabling
faster and more accurate diagnoses, ultimately saving lives and improving
patients’ quality of life.

Keywords: Cancer, SERS, CA19-9, CEA, AFP
INTRODUCCION

El cAncer contintia siendo uno de los mayores desafios para la salud mundial,
particularmente en sus variantes mas agresivas como los canceres colorrec-
tal, hepatico, pancreatico y gastrico. Detectarlo a tiempo puede marcar la
diferencia entre un tratamiento exitoso y un diagndstico tardio con pocas
opciones terapéuticas donde los métodos tradicionales de deteccién presen-
tan limitaciones importantes. Las técnicas de imagenologia, como la Reso-
nancia Magnética Nuclear (RMN) y la Tomografia Computarizada (TC), solo
detectan masas tumorales cuando alcanzan un tamafio considerable, gene-
ralmente en etapas avanzadas (Shin et al,, 2023). Los analisis basados en
biomarcadores, como el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)
0 ensayos colorimétricos, frecuentemente no alcanzan la sensibilidad reque-
rida para identificar las bajas concentraciones de marcadores presentes en
fases iniciales. A estos desafios se suma la naturaleza invasiva de las biop-
sias y sus prolongados tiempos de procesamiento, que retrasan decisiones
clinicas cruciales. Estas limitaciones han creado una necesidad urgente de
tecnologias mas precisas, rapidas y menos invasivas.
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En este contexto, la espectroscopia Raman
mejorada por superficie (SERS, por sus siglas en
inglés) estd emergiendo como una alternativa
innovadora. Esta tecnologia supera tres barreras
fundamentales de los métodos convencionales:

1. Sensibilidad nanométrica, deteccidén por
debajo de 0.1 ng/mL

2. Minima invasién, requiriendo solo mues-
tras de sangre u orina

3. Rapidez analitica, el analisis toma unos
pocos minutos

Su mecanismo se basa en la identificacion de
"huellas moleculares" unicas mediante nanoes-
tructuras plasmoénicas, permitiendo identificar
alteraciones cancerosas antes de que sean visi-
bles estructuralmente. El potencial de SERS se
magnifica en la deteccion especifica de biomar-
cadores clave como la alfa-fetoproteina (AFP), el
antigeno carbohidrato 19-9 (CA19-9) y el antige-
no carcinoembrionario (CEA), todos fundamen-
tales en la deteccion de canceres hepatico, pan-
creatico, colorrectal y gastrico. Esta capacidad de
identificar patrones moleculares tnicos reduce
la probabilidad de falsos positivos y mejora la
confiabilidad del diagnoéstico (Noothalapati et al.,
2021).

Aunque aun hay desafios por superar, como
los costos de produccidn y la aprobacion regula-
toria, el potencial de esta tecnologia es enorme.
En un futuro cercano, SERS podria convertirse en
una herramienta indispensable para detectar el
cancer de manera temprana, no invasiva y acce-
sible, salvando vidas y mejorando la calidad de
vida de millones de personas.
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;Cual es el principio tras la espectroscopia
Raman y SERS?

La espectroscopia Raman es una técnica
analitica avanzada que proporciona informacion
a nivel molecular sobre la composicién y estruc-
tura de la materia, es decir muestras organicas e
inorganicas. Este método se basa en el principio
de dispersion inelastica, el cual se conoce como
efecto Raman (en honor a su descubridor Sir C.
Venkata Raman), en el cual los fotones, prove-
nientes de una fuente de luz monocromatica (ti-
picamente de laser) interactiian con los enlaces
moleculares de una muestra, causando cambios
en la energia vibracional. Estos cambios generan
luz dispersa con longitudes de onda ligeramente
diferentes a la incidente, produciendo un espec-
tro Raman donde la intensidad y la posicién de
cada senal recibida proporciona informacién de-
tallada sobre la composicién y arquitectura mo-
lecular, de ahi que se conozca que cada espectro
es una huella digital de la molécula permitiendo
asf su identificaciéon y caracterizaciéon precisa.
La espectroscopia Raman es reconocida por su
especificidad y minima preparacién de muestras
(Silva etal., 2023).

A pesar de sus ventajas, la dispersion Ra-
man es inherentemente débil, ya que solo una
pequefia fraccién de fotones (aproximadamente
1 en 10 millones) experimenta este fendémeno.
Esta limitacion reduce la sensibilidad especial-
mente cuando se aplica a la detecciéon de ana-
litos en bajas concentraciones (Sharma et al,,
2012). Como resultado, la técnica Raman estan-
dar a menudo tienen dificultades para detectar
biomarcadores en los niveles bajos tipicos de
los canceres en etapas tempranas (Wang et al,,
2022).
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Campo eléctrico

Figura 1. Principio SERS que utiliza nanoestructuras plasmoénicas (nanoparti-
culas) para amplificar las sefiales Raman.

Para superar las limitaciones de sensibilidad mencionadas, se emplea
una técnica conocida como SERS. Esta técnica amplifica la sefial Raman en va-
rios 6rdenes de magnitud mediante el uso de superficies metalicas de tamafio
nanomeétrico (nanoestructuras plasmoénicas), que pueden ser nanoparticulas
o bien nanodendritas, tipicamente compuestas de oro, plata o cobre. Estas na-
nosuperficies mejoran el campo electromagnético alrededor de las moléculas
adsorbidas. Las nanoparticulas de oro y plata son especialmente efectivas, ya
que proporcionan una fuerte resonancia plasmoénica y con ello el aumento de
la dispersion de la luz, lo cual a su vez mejora la sensibilidad de las medi-
ciones, permitiendo detectar incluso concentraciones extremadamente bajas,
como en la deteccién de contaminantes en el medio ambiente o biomarcado-
res en muestras biologicas (Kim et al,, 2021).

Figura 2. Nanoestructuras plasmoénicas de plata: a) nanoparticulas y b) nano-
dendritas.
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No obstante, la técnica SERS puede ser todavia mejorada al incorporarle
un substrato con nanoestructuras como columnas, tubos, hilos, entre otros,
esto debido a que éstas incrementan notablemente el area superficial sobre la
cual las nanoparticulas u otras nanoestructuras plasménicas pueden deposi-
tarse (Lei etal., 2017).

10 pm

Figura 3. Morfologias nanométricas utilizadas para aumentar la efectividad
de los substratos SERS al incrementar notablemente el area superficial sobre
la cual pueden depositarse las nanoestructuras plasmoénicas. A) nanocolum-
nas, b) nanoflores, c) nanoalambres y d) nanotubos.

Biomarcadores

Un biomarcador es una molécula, gen o caracteristica medible que indi-
ca un estado biolégico normal, patolégico o una respuesta a un tratamiento.
En el contexto del cancer, los biomarcadores son indicativos de la presencia de
la enfermedad, su progresion y la respuesta al tratamiento. Estos marcadores
pueden ser moléculas en la sangre, orina o tejidos (NCI, 2023). Los biomarca-
dores tumorales permiten identificar alteraciones moleculares especificas que
reflejan la presencia y progresion de la enfermedad, facilitando su detecciéon
en etapas tempranas. En estos primeros estadios, las opciones terapéuticas
son mas eficaces, lo que se traduce en una mayor tasa de éxito en el tratamien-
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to y una mejora significativa en la supervivencia
de los pacientes (Pollap y Swit, 2022). Una de las
principales ventajas de los biomarcadores en on-
cologia es su capacidad para ser detectados en
fluidos corporales como la sangre y la orina, lo
que posibilita métodos de diagnostico no invasi-
vos en comparacion con las biopsias tradiciona-
les. Ademas, algunos de estos marcadores estan
directamente asociados con tipos especificos de
cancer, lo que permite personalizar las estrate-
gias terapéuticas segun el perfil molecular de
cada paciente.

Por ejemplo, en el cancer del tracto diges-
tivo, biomarcadores como el CA19-9, CEA y AFP
son cruciales. E1 CA19-9 que est4 asociado princi-
palmente con el cancer de pancreas, aunque tam-
bién puede elevarse en canceres de las vias bilia-
res y colorrectal. En individuos sanos, los niveles
de CA 19-9 suelen ser inferiores a 37 U/mL. En
pacientes con cancer pancreatico, concentracio-
nes superiores a 100 U/mL pueden indicar una
enfermedad avanzada o metastasica; sin embar-
go, es importante considerar que niveles eleva-
dos de CA 19-9 también pueden presentarse en
condiciones benignas como pancreatitis o enfer-
medades hepaticas, lo que limita su especificidad
(Jans et al,, 2013). Por su parte, el CEA es utiliza-
do basicamente en la deteccidn y seguimiento del
cancer colorrectal, pero también puede elevarse
en canceres de pancreas, estdbmago, pulmén y
mama. En no fumadores sanos, los niveles nor-
males de CEA son generalmente inferiores a 2.5
ng/mL, mientras que en fumadores pueden ser
ligeramente mas altos, pero usualmente no supe-
ran los 5 ng/mL (Rol actual del antigeno carci-
noembrionario (CEA) en el manejo del cancer de
colon, 2023). La AFP es un biomarcador clave en
la deteccién del cancer de higado, en adultos sa-
nos, los niveles de AFP suelen ser inferiores a 10
ng/mL. Concentraciones superiores a 400 ng/mL
son altamente sugestivas de la presencia de este
cancer en pacientes con cirrosis o hepatitis croni-
ca. Los niveles elevados de estos biomarcadores
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pueden ser indicativos de la presencia de cance-
res especificos, lo que facilita un diagndstico mas
preciso y temprano (Feng et al., 2017).

Otro punto importante por mencionar es
la especificidad de un biomarcador, la cual se
refiere a su capacidad para distinguir entre una
condicién patoldgica y un estado normal o una
enfermedad diferente. Aunque biomarcadores
como CA19-9, CEA y AFP son altamente ttiles, su
especificidad individual puede ser limitada debi-
do ala posibilidad de elevaciones en otras enfer-
medades no malignas. Por ejemplo, el CA19-9,
aunque es un marcador clave en el cancer pan-
creatico, también puede aumentar en pancreati-
tis cronica y enfermedades biliares benignas. De
manera similar, el CEA, aunque se asocia princi-
palmente con cancer colorrectal, también puede
encontrarse elevado en fumadores y en enfer-
medades inflamatorias del intestino. Por esta
razon, el uso combinado de multiples biomarca-
dores mejora la especificidad y confiabilidad del
diagndstico. Estudios recientes han demostrado
que la combinacién de CA19-9 con CEA aumenta
la precision en la deteccion del cancer colorrec-
tal avanzado, mientras que la medicién conjunta
de AFP y DCP (proteina inducida por deficiencia
de vitamina K) mejora la deteccién temprana del
carcinoma hepatocelular (Galle et al., 2018). Este
enfoque combinado reduce la tasa de falsos po-
sitivos y mejora la toma de decisiones clinicas.
En las etapas avanzadas de la enfermedad, los
biomarcadores desempefian un papel crucial
en la evaluacién de la respuesta al tratamiento
y en la deteccién temprana de posibles recaidas.
Su monitoreo continuo no solo facilita un segui-
miento detallado del progreso del paciente, sino
que también permite ajustar las intervenciones
terapéuticas de manera precisa, optimizando el
manejo clinico y contribuyendo a mejorar el pro-
nostico a largo plazo.

Aunado a lo anterior, la técnica SERS per-
mite la identificacion de biomarcadores median-
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te dos enfoques principales: deteccion directa y deteccion indirecta, cada uno
con caracteristicas especificas que optimizan su aplicacién en el diagnostico
molecular. La deteccién directa se basa en la lectura de las sefiales espectrales
caracteristicas de los biomarcadores, los cuales son adsorbidos sobre nanoes-
tructuras plasmonicas. Al interactuar con el sustrato, estas moléculas generan
una respuesta Raman amplificada que permite su identificaciéon sin necesidad
de marcadores adicionales. Por su parte, la deteccion indirecta emplea etique-
tas (también llamadas reportadores Raman o nanoetiquetas) SERS funciona-
lizadas con elementos de reconocimiento, como anticuerpos o aptameros, que
se unen selectivamente a los biomarcadores objetivo, mejorando asf la especi-
ficidad y amplificando la sefial. Estas nanoetiquetas contienen colorantes Ra-
man especificos que, al excitarse, producen senales detectables que confirman
la presencia de la molécula de interés (Guerrini y Alvarez-Puebla, 2020).

Ambas estrategias ofrecen ventajas en la deteccién de biomarcadores
tumorales, permitiendo analisis altamente sensibles y especificos que pueden
aplicarse en el diagndstico temprano y monitoreo del cancer.

Ligando Anticuerpo Antigeno Nanoparticula
(biomarcador) metalica

Figura 4. Esquema general del ensayo para la deteccién de biomarcadores tumorales por SERS,

a) deteccidn directa sin etiquetas o reportadores Raman, b) con etiquetas.
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Deteccion de biomarcadores

La técnica SERS no solo amplifica senales
moleculares, sino que también ofrece una herra-
mienta de diagnostico con una precision sin pre-
cedentes. Gracias a su capacidad para detectar
biomarcadores especificos en entornos bioléogi-
cos complejos y es debido a esto que esta tecno-
logia esta revolucionando la detecciéon temprana
del cancer.

En los ultimos afios, los avances en SERS
han llevado a mejoras significativas en la sensi-
bilidad, especificidad y reproducibilidad para la
deteccion de biomarcadores de cancer. Dentro
del interés del presente articulo, mencionamos
que los antigenos CA19-9, CEA y AFP pueden ser
identificados y cuantificados utilizando SERS al
ser adsorbidos en sustratos especialmente dise-
fiados, por ejemplo, substratos SERS que utilizan
nanoestrellas de oro y otras estructuras metali-
cas, logrando mejoras en la sensibilidad gracias
a la amplificacién de la sefial de un reportador
Raman, el cual es el que se rastrea cuando se rea-
liza la deteccion. Esta técnica permite detectar
concentraciones de CA 19-9 a niveles extremada-
mente bajos, por debajo de las capacidades de los
ensayos comerciales convencionales.

Como es de notarse, gran parte de la im-
portancia de esta técnica recae en su alta sen-
sibilidad donde los avances en la ingenieria de
nanoestructuras también han sido fundamen-
tales para abordar los desafios de intensidad y
confiabilidad de las sefiales en muestras bioléogi-
cas complejas. La deteccién del AFP en concen-
traciones menores a 0.1 ng/mL (Er et al., 2021),
un umbral crucial para diagnosticar el carcinoma
hepatocelular en sus primeras etapas se halogra-
do, como lo menciona un estudio de 2021, donde
ciertos substratos SERS con nanoestructuras tipo
girasol demostraron una amplificacion significa-
tiva de la sefial Raman, alcanzando un limite de
deteccion de 0.05 ng/mL en suero diluido (Zhao
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etal, 2021). Por su parte, el antigeno CEA ha lo-
grado ser detectado en limites tan bajos como
0.258 ng/mL, empleando capas dobles de nano-
particulas de oro (Wang et al., 2022).

Por lo anterior, esta tecnologia es espe-
cialmente 1util en aplicaciones clinicas, ya que
permite diferenciar con alta precisién los nive-
les de antigenos en muestras de suero humano.
Gracias a su sensibilidad y selectividad, los sen-
sores SERS estan abriendo nuevas posibilidades
para el diagnéstico temprano y el monitoreo de
enfermedades como el cancer, ofreciendo una al-
ternativa mas rapida y precisa que los métodos
convencionales.

Aspectos de bioseguridad

Dado que la espectroscopia Raman mejo-
rada por superficie utiliza nanoestructuras me-
talicas, como nanoparticulas de oro o plata, su
implementacién requiere consideraciones de
bioseguridad especificas, especialmente en com-
paracion con técnicas tradicionales como ELISA
o PCR. Algunos puntos importantes, de manera
general, se mencionan a continuacién.

Almacenamiento y manejo de muestras:
Al igual que en otras técnicas, las muestras bio-
logicas analizadas mediante SERS deben ser
almacenadas y manejadas siguiendo estrictos
protocolos de bioseguridad para prevenir la
contaminacién y garantizar la integridad de los
resultados. Esto incluye el uso de equipos de
proteccién personal (EPP) adecuados; almace-
namiento en condiciones controladas de tem-
peratura, que dependiendo del tipo de muestra
puede ir de -80 °C a -20 °C; y la implementacién
de procedimientos estandarizados para la mani-
pulacién de muestras.

Manejo de nanoparticulas: Las nanoparti-
culas metalicas utilizadas en SERS pueden pre-
sentar riesgos para la salud si no se manejan
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adecuadamente. Es esencial implementar protocolos especificos que incluyan
trabajar en areas bien ventiladas o en cabinas de seguridad bioldgica, utilizar
guantes, batas y proteccion ocular para minimizar la exposicidn, y evitar la
generacion de aerosoles o polvos que puedan ser inhalados.

Eliminacién de residuos: la eliminacién de residuos en técnicas tradicio-
nales como ELISA o PCR generalmente implica desechos biolégicos y quimi-
cos que deben ser tratados segun las normativas establecidas para materiales
peligrosos. En el caso de SERS, ademas de estos residuos, se deben considerar
los desechos que contienen nanoparticulas metélicas. Es fundamental recoger
estos residuos en contenedores especificos y etiquetados adecuadamente, se-
guir las regulaciones locales e institucionales para la eliminacién de nanoma-
teriales, y considerar la posibilidad de reciclar o reutilizar las nanoparticulas,
siempre que sea seguro y practico.

Al integrar SERS en entornos clinicos o de investigacidn, es crucial desa-
rrollar y adherirse a protocolos de bioseguridad que aborden tanto las consi-
deraciones comunes a las técnicas analiticas tradicionales como las especifi-
cas asociadas al uso de nanomateriales. Esto garantizara no solo la seguridad
del personal y del entorno, sino también la validez y reproducibilidad de los
resultados obtenidos (Mosca et al., 2024).

Perspectivas y conclusiones

No todo es miel sobre hojuelas y es importante recalcar que existen y
persisten desafios en la implementacion a gran escala. Uno de los principales
obstaculos es la reproducibilidad de las sefiales, ya que pequefias variaciones
en la fabricacion de los sustratos nanoestructurados pueden afectar la confia-
bilidad de los resultados. Ademas, los costos asociados con la produccién de
estos sustratos siguen siendo elevados, lo que dificulta su adopcion en entor-
nos clinicos. No obstante, investigaciones en curso buscan alternativas mas
asequibles, asi como estrategias para reutilizar los sustratos sin comprometer
la precision de las mediciones, lo que podria hacer que esta tecnologia sea mas
accesible tanto para laboratorios especializados como para entornos de aten-
cién primaria. Ampliando el panorama, es importante denotar que la tecnolo-
gia SERS también se esta beneficiando de los avances en inteligencia artificial
lo que ha permitido analizar espectros complejos, facilitando la deteccion si-
multdnea de multiples biomarcadores y reduciendo errores en el diagndstico.

En los proximos afios, los esfuerzos cientificos se orientaran hacia la op-
timizacién de SERS mediante la combinacion de enfoques con etiquetas, que
garantizan alta especificidad, y métodos sin etiquetas, que simplifican y redu-
cen costos. El desarrollo de técnicas de multiplexacion, capaces de detectar si-
multidneamente multiples biomarcadores en una sola medicidn, promete me-
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jorar la eficiencia del diagndstico, proporcionando una visién mas detallada
de la progresion del cancer. Asimismo, la integraciéon de SERS con biopsias
liquidas podria transformar el monitoreo no invasivo de la enfermedad, per-
mitiendo ajustar tratamientos de manera mas precisa y personalizada.

La incorporacién de estas tecnologias en la practica clinica podria
marcar una diferencia significativa en la lucha contra el cancer. La deteccion
tempranay el diagnostico oportuno no solo mejorarian las tasas de supervi-
vencia, sino que también reducirian los costos asociados con el tratamiento
de la enfermedad en etapas avanzadas. Ademas, el desarrollo de dispositivos
portatiles basados en SERS ampliaria el acceso a diagnésticos precisos en
comunidades con recursos limitados, ayudando a cerrar brechas en la aten-
cién médica y mejorando la equidad en el acceso a tecnologias innovadoras.
En este contexto, la tecnologia SERS representa una evolucién clave en el
diagndstico oncolodgico. Para que esta tecnologia alcance su maximo poten-
cial, es crucial fortalecer la colaboracién entre investigadores, profesionales
de la salud y la industria, abordando desafios técnicos y regulatorios. Con
un desarrollo continuo y una estrategia integral de implementacion, estas
innovaciones podrian redefinir la deteccion y el tratamiento del cancer, me-
jorando la calidad de vida de los pacientes a nivel global.

Los autores declaran no tener conflictos de intereses.
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El Microscopio de Fuerza Atémica conocido como AFM por sus siglas
en ingles (Atomic Force Microscopy), es un tipo de microscopia
electronica que permite generar una imagen a través de la interaccion
de las fuerzas de repulsién entre una punta llamada “cantilever” y
la superficie que se esta midiendo, un laser alineado a la punta y
un detector mide los cambios en la altura de esta, obteniéndose un
mapa del area medida con la altura respectiva a cada punto, lo cual se
aprecia en una escala de colores. La figura 1 muestra un esquema del
funcionamiento del AFM.

Figura 1. Esquema del funcionamiento del Microscopio de Fuera Atémica
(AFM).

El AFM permite obtener imagenes con una resolucion de
amstrongs (1 A = 1x10° m), es decir 1,000 veces mas el aumento que
se obtiene en un microscopio Optico. Estas caracteristicas lo hacen
ideal para el estudio de materiales, y en el caso de muestras biolégicas
sus aplicaciones han estado aumentando.
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A diferencia de otros tipos de microscopias electrénicas mas caras
como el Microscopio Electronico de Barrido (MEB), en el que la muestra
se tiene que recubrir en oro para poder obtener sefial, o el Microscopio
Electrénico de Transmisién (MET) en el que el tamafo del espermatozoide
resulta muy grande para las posibilidades del equipo y ademas de que se
necesitan fijarlos con técnicas mas complejas. En el AFM solo se necesita fijar
la muestra por analizar en una superficie que puede ser un portaobjetos, la
forma de fijarlo no requiere tincién ni colorantes, Uinicamente se deposita
una muestra de semen en el portaobjetos y se distribuye uniformemente
con un hisopo para posteriormente dejarlo secar unos minutos. Se debe de
mencionar que la muestra a analizar debe de estar seca por que se utiliza el
AFM en medicion tipo "Contacto".

En las figuras 2a y 2b se muestran las imagenes obtenidas por el AFM
en modo Contacto en un area de barrido de 70x70 micrémetros (um), y
también en un area de barrido de 28.3x28.3 micrémetros (um).

Figuras 2a y 2b. Imagenes de Espermatozoides obtenidas por AFM
en modo Contacto en un area de barrido de 70x70 micrémetros (um),
y 28.3x28.3 micrémetros (um) respectivamente.

Las herramientas de analisis del microscopio nos permiten deter-
minar aspectos importantes de la morfologia de los espermatozoides tales
como el tamafio de la cabeza, del flagelo, y observar si existen posibles alte-
raciones en su estructura.
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También a diferencia de las otras técnica, ya que se mide la altura en
cada punto es posible realizar una imagen 3D que nos permite apreciar con
mayor detalle las caracteristicas morfolégicas de los espermatozoides, en la
figura 3 se muestra la imagen 2a en una vista 3D, con el software del equipo
es posible medir la longitud y grosor de la cabeza, parte central, y flagelo del
espermatozoide.
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Figura 3. Imagen 3D de Espermatozoides obtenida por AFM en modo Con-
tacto en un area de barrido de 28.3x28.3 micrémetros (pum).

Por mencionar algunas aplicaciones, estos estudio nos permiten ob-
servar cambios en el volumen del esperma, caracteristicas comunmente re-
lacionadas con algunos tipos de enfermedades, asi como posibles malfor-
maciones.
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