Investigacion
© Posgrado '(;49

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE CIUDAD JUAREZ

INSTITUTO DE INGENIERIA Y TECNOLOGIA

DEPARTAMENTO DE INGENIERIA INDUSTRIAL Y DE MANUFACTURA

Sintesis, Caracterizacion y Metodologia de Pruebay
Analisis de Degradacion Acelerada Basado en el Proceso
Wiener con Efectos Aleatorios y Medidas de Error para
Estimacion de Vida Util de GNPs@LA

Tesis que Presenta
Betania Sanchez Santamaria

Como requisito parcial para obtener el grado de
DOCTORA EN TECNOLOGIA

DIRECTORES
Dr. Rey David Molina Arredondo
Dr. Delfino Cornejo Monroy

Ciudad Juarez, Chihuahua. Noviembre 2021



DEDICATORIA

Dedico este trabajo a mis padres por desear y anhelar siempre lo mejor de mi, a
mi amado esposo por su apoyo y comprension constante y sobre todo a mis hijos

por ser los promotores de este suefio.

Gracias a la vida por este logro.



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a mi Comité Tutorial formado por el Dr. Rey David Molina Arredondo,
Dr. Delfino Cornejo Monroy y el Dr. Boris Mederos Madrazo por su direccion,
tiempo, dedicaciéon y apoyo, sin los cuales no hubiese sido posible la realizacion
de este trabajo. También deseo agradecer al Dr. Salvador Noriega por sus
valiosas observaciones y consejos los cuales contribuyeron al mejoramiento de

esta tesis.

Agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia, por haberme
apoyado a lo largo de mis estudios, asi como también a la Universidad Autbnoma
de Ciudad Juarez por permitirme sus instalaciones para realizar dichos estudios

y elaboracion de este trabajo.



CONTENIDO

LISTA DE TABLAS ..ottt 7
LISTA DE FIGURA S ...t e et e e e e et e e e e e e e e e e e e eanaeees 8
e S Y 1Y A PP 9
1. INTRODUCCION......coiiiicteeteeeeee ettt ettt et et et e e eaeeseeaeeae e 11
I N g (=T o =T =] 1 =S USSP 11
1.2. Planteamiento del Problema...............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeinenes 14
I T @ ] =3 1Y/ 01 RRPPPRRRN 15
1.3.1. ODJetiVOS GENEIAIES .......ccoeeeeeeeeeeee e 16
1.3.2. ODbjetivOS ESPECITICOS ...ccoeiiiiiiiiiiieiiee e 16
R B o 1T o] (TS TR OPPPPPRTRT 17
1.4.1. HIpOLESIS GENEIAIES ...ccoiieiiiiiiiiiiiiie ettt e e 17
1.4.2. HIipOteSIS PArtiCUIAIES ........coiiiiiiiiieie e 17
IS TN 11 1= od o o 18
IO G TR I =Y 141 = VT 19
L.6.0. AlCANCES ... 19
G I T o = o o] 1T T 20

2. MARCO TEORICO ..ottt sttt eae ettt seene e neneseenas 21
pZ N \\F- T g T (=Tod s To (o o | - VPR O 21
2.1.1. Técnicas de CaraCterizaCion............cccoeeeeeeeeeeeee e 22
2.1.2. Viabilidad Celular — ENSaY0 MTT......coiiiiiiiiiiieiiiie e 25
2.1.3. Estabilidad €n GNPS@LA.........oou et e e e e 27
2.2. Ingenieria de Confiabilidad ..............oooiiiiiiiiii 28
2.2.1. Conflabilidad .......ccooeeiiie e 28

a) Funcion de Confiabilidad ..........ccooooiiiiiiiiii e 29

D)  PEICENLIL......e 29

C) Tasade Falla INStantanea ..............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieaees 30

d) Estimacién por Maxima Verosimilitud (MLE) ............ccccoiiiiiiiiiiiiiiiciee e, 30

2.2.2. Enfoques para la Estimacion de la Confiabilidad................ccccoooooeeiiiiiininnnnnn. 32

a) Enfoque TradiCioNal.............oiiiiiiiiiiiiii e 32



b)  Enfoque de Degradacion ..........ccccoiiiiiiiiiieiiee e 32

2.2.3. Modelos de Degradacion Acelerada............couuuviiiiieeeiiiieiiiiiiiee e 34

F= ) I \Y (o To (=] (o I AN o =1 1= = Vo o 1 34

b) Modelo de Degradacion............cccooeeeeiiieeiiiiiie e 36

2.2.4. Proceso de Degradacion WIENEr ..........coooeeeeeeieee e 37

a) Proceso Wiener con Pardmetro de Deriva ..............vvieieiieeiiiiiiiiiiceeeeeee, 37

b)  Proceso Wiener con Errores de MediCiOn ............cccevviiiiiiieeiecveiiiiiie e, 39

c) Proceso Wiener con Efectos Aleatorios ..........cccoevvvvvviiiiiiieeceeeeiiiciee e 40

d) Proceso Wiener con Covariables ...........ccooiiiiiiiiiiiiiiiii 41

2.2.5 Inferencia Estadistica del Proceso de Degradacion Wiener .............ccccc.ueee... 41
a) Proceso Wiener con Pardmetro de Deriva, Covariables, Efectos Aleatorios

Y Errores de MediCION............uiiiii i 41

b)  Distribucion de Vida...........c.euueiiiiiiiiiii e 44

c) Estimacién de Parametros de ADT de Esfuerzo Constante. ...................... 45

d) Criterio AIC para Seleccion del Modelo............c.oovvvviiiiiiiiceiiiiecee e, 48

e) Intervalo de Confianza BOOtSIraping............uuuuuuuuummmmmmimiiiiiiiiiiiiiiiniiininnennnes 48

f) Criterio de Crameér-von MISES.........cceeieeeiiieiiiiiiie e e e eee et e e 49

2.2.6. Planes de Prueba de Degradacion Acelerada...............ccoccceeeiiiiiiiiiniiiins 50

3. METODOLOGIA ..ottt ettt ne e 52

L MALEIIAIES ... 52

3.2  MEBLIOUOS ... 53

3.2.1. Caracterizacion de GNPS@LA ... 53

3.2.2. Andlisis de Confiabilidad..............ccooe oo 55

4. RESULTADOS Y DISCUSION. ..ottt 61

4.1. Caracterizacion de GNPS@LA ... e 61

4.1.0. EStabilidad ........cooeiieiiiiieeee e 61

a)  Soluciones ColOIdalES ...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii 61

D)  ESPectroSCopia UV-ViS.........ouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 62

C) POIVO A& GNPS@LA ... ...t e e 63

4.1.2. Morfologia y TamMaMN0 ........ccuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee et 64

4.1.3. Composicidn — Grupos FUNCIONAIES ............ueiiiieieiieeece e 64

a) Espectroscopia FT—IR ... 65

b)  Espectroscopia Raman.............ceuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 65



4.1.4. Ensayo de CItotoXiCIdad ...........ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 66

4.2. Andlisis de Confiabilidad . .........oouoeeeoe e 68
4.2.1. Plan ADT de ESfUEIZO CONSTANTE ... .c.nieeeeeeeeee e 68
4.2.2. Datos de Degradacion ...............uiiiieeeeieiieiiiiie e e e e 72
4.2.3. Modelo de Degradacion Acelerada..........cccccoeuviiiiiiiiiiiiieeeeeiiieeeee e 73
4.2.4. EStiMacion de Palr@mMetlOS . ....o..ee .o 77
4.2.5. Vida Util GNPs@LA y Evaluacion de los Modelos Propuestos .................... 78

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ..o, 85
.1 CONCIUSIONES ..o e e 85
5. 2. RECOMEBNUACIONES ... e e 86

B.  ADENDUM ... 89

7. PRODUCTOS OBTENIDOS ... e 91

8. BIBLIOGRAFI A ... 94



LISTA DE TABLAS

Tabla 1. Funciones de Enlace para Esfuerzo Acelerado...........ccccccevvvviiiiiiiiiininnnnnn. 42
Tabla 2. Modelos con Distinta Funcion de Enlace.........cccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieee, 58
Tabla 3. Mediciones Iniciales y Finales del Area en el ADT ......cccocveeveeiecieeceeeeee. 73
Tabla 4. Medicion Inicial y Final del Incremento de Degradacién en ADT ................. 74
Tabla 5. Valores kij representados €n €l ADT ......coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 76
Tabla 6. Parametros Optimos del Modelo de Degradacién Acelerada....................... 77
Tabla 7. Modelo de Proporcion de Falla para la Degradacion Acelerada.................. 78

Tabla 8. Proporcion de Falla con Diferentes Porcentajes de NaCl para cada Modelo

L (0] 6 TH T (o PP 80
Tabla 9. Comparacién de Datos Experimentales vs Modelo Propuesto................... 81
Tabla 10. Valores del Criterio AIC para Modelos Propuestos..........cccccvvvvvvieiiiiieennnn. 82
Tabla 11. Valores de P-Valor para Modelos Propuestos..........cccceeveeeeeeevieiiiiiiieeeennn, 83



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Espectros de GNPs de 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60 y 80 nm de Diametro de

Abajo hacia Arriba, reSPEeCtVAMENTE ........ccoeeiiiiieeieie e 23
Figura 2. Espectro de GNPs Dispersa y Aglomerada...........ccoooeeevviiiiiiiiiiiiiieneeeeeeennns 24
Figura 3. Umbral de Degradacion de Falla...............ccoooviiiiiiiiiicccie e, 33
Figura 4. Metodologia para la Estimacion de Parametros del Modelo Propuesto, asi
como su Evaluacién y Validacidon para la Estimacion de Vida Util............................. 59
Figura 5. Fotografia de las Soluciones Coloidales................uuuuuviiiimiiiiimiiiieii. 62

Figura 6. Espectros UV-Vis de Nanoparticulas de Oro Coloidales, a) GNPs y GNPs
con Promotores de Aglomeracion, b) GNPs@LA y GNPs@LA con Promotores de
Aglomeracion, y c) GNPs@LA versus GNPs@LA Redispersados en Agua
DESPUES I SECAUOD........eeiiiiieiiiiiiiiiiiii e e e e r e e e e e e e e 63

Figura 7. Fotografias de a) GNPs@LA y b) GNPs@LA+NaCl Ambas en Polvo ....... 63

Figura 8. Micrografias TEM de GNPs@LA a Diferentes Aumentos. Barras de Escala

a) 20 nm b) 10 nm, y c) Histograma de Distribuciéon de Tamafos...............ccccceee..... 64
Figura 9. Espectros FTIR de GNPsS@LA vs GNPs@LA+NaCI ..........ccccccceevveeeiiinnnnns 65
Figura 10. Espectros RAMAN de GNPS@LA ..........cooiiiiiiiiiiee e, 66
Figura 11. Viabilidad Celular a Diferentes CONCeNtraCiones..................eueeerevnenennnnnnns 67

Figura 12. Morfologia de Fibroblastos a Diferentes Concentraciones Después de 24
horas: a) Control b) 20 ug/ ml ¢) 60 ug/ ml d) 100 pg / ml e) 250 ug / mi f) 500 ug / mi
g) 750 ug / mMIh) 1000 UG/ Mlaeennee e e 67

Figura 13 Espectros de Medicion Inicial vs Medicion Final del ADT en GNPs@LA .. 69
Figura 14. Consistencia del Material al 16% de NaCl los Ultimos Dias de Medicion. 70
Figura 15. Espectros Promedio de Medicion Inicial contra Medicion Final................. 71

Figura 16. Sefiales de Degradacion en Absorbancia, Picos y Areas a Diferentes
0] (o= ] =1 [ SRR 72

Figura 17. Trayectorias de Degradacion.............ccccoooeiiiiiiiiiiiiii e, 75

Figura 18. Densidad y Densidad Acumulada a 4%, 8%, 12%, 16% de NaCl de Abajo
hacia Arriba RESPECHVAMENTE .........coiiiiii e 79

Figura 19. Resultados del Método Bootstrap en cada Modelo Propuesto................. 83



RESUMEN

La nanotecnologia se ha convertido en un &rea cada vez mas innovadora, en
particular, ha abierto amplias posibilidades en aplicaciones industriales y
biomédicas, sin embargo, para la aplicacion exitosa de nanomateriales se
necesita primeramente el control de ciertas caracteristicas del material, como el
tamafio, la estabilidad, la forma, la quimica de la superficie, la citotoxicidad e
incluso el método de sintesis. Asimismo, hay otro aspecto importante a considerar
como la vida util del nanomaterial, debido a que pueden ser inestables en ciertas
condiciones, lo que puede provocar la falla en sus propiedades y por ende en su
aplicacion. Considerando esta situacion, las nanoparticulas de oro estabilizadas
con acido lipoico (GNPs@LA), estudiadas en este proyecto se estan
desarrollando como un nanomaterial tentativo para ser evaluado por ensayos
clinicos, motivo por el cual el propésito de este trabajo es establecer la
caracterizacion que sustenten y dirija la posibilidad de su aplicacién, asi como la
evaluacién de vida util que asegure su calidad, eficiencia y confiabilidad una vez
fabricadas. Para ello en el primer capitulo se discute el problema, los objetivos,

las hipétesis y la justificacion de este proyecto.

En el segundo capitulo se discuten las teorias que sustentan este trabajo,
Nanotecnologia e Ingenieria de Confiabilidad. La teoria de nanotecnologia aborda
conceptos basicos y las técnicas de caracterizacion, como son la espectroscopia
UV-Vis, FT-IR, Raman, TEM, y el ensayo MTT, asi como estudios de estabilidad
los cuales fueron utilizados como el mecanismo de degradacion que se utilizé en
el estudio de confiabilidad. Por su parte, la ingenieria de confiabilidad detalla el
proceso de degradacion estocastico Wiener para la obtencion de proporcién de
falla. En esta seccidn, se aborda el tema de pruebas de degradacioén acelerada
(ADT), con el cual se obtiene datos de degradacion a través del mecanismo
estudiado y son modelados a traves de la teoria de procesos de degradacion para

la estimacion de la vida util.



La metodologia que guia el desarrollo de esta investigacion aplica estas
dos teorias, describe los materiales utilizados, asi como las técnicas aplicadas
para la caracterizacion de GNPs@LA con las cuales se analizé su estabilidad,
composicién, morfologia y las concentraciones toxicas a nivel celular. Para el
analisis de confiabilidad se detall6 una metodologia de prueba y andlisis
degradacion acelerada con un factor degradante y se baso en el proceso Wiener

para estimacién de vida Util de GNPs@LA.

Por ultimo, se presentan los resultados en los que se destaca que
GNPs@LA son nanoparticulas de oro ultrapequefias, esféricas no aglomeradas
con un tamafio promedio de 2.5 nm. Son altamente estables, tienen grupos
funcionales COOH y a concentraciones inferiores a 100 ug/mL no son citotoxicas.
A su vez, se presenta el andlisis de confiabilidad con el cual se determind la
proporcion de falla a través del modelo de degradacion acelerada con el cual se

puede estimar la vida util de GNPs@LA en funcién de su factor degradante.

Con lo anterior, este trabajo contribuye a que GNPs@LA se siga
desarrollando y viabilice su posible introduccibn como un material
nanotecnoldgico con caracterizacion y estimacion de vida atil. Asimismo, este
trabajo ha abierto areas de oportunidad para seguir investigando por lo que en el
apartado de conclusiones y recomendaciones se mencionan, ademas se detallan
algunas observaciones que pudieran considerarse para trabajos posteriores. Por
ultimo, se agrega un adendum con una descripcion breve de estudios clinicos que
se pudieran llevar a cabo después de este trabajo para dirigir este material a una

posible aplicacion clinica.
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1. INTRODUCCION

En este capitulo se exponen los antecedentes del proyecto, seguidos del
planteamiento del problema, los que preceden a los objetivos, las hipotesis y la

justificacion del proyecto, para terminar, comentando el alcance y delimitacion.

1.1. Antecedentes

La nanotecnologia es una ciencia en crecimiento considerada una tecnologia
emergente [1] encargada del estudio, desarrollo y aplicacion de materiales a
escala nanométrica especialmente de materiales con al menos una dimension
longitudinal entre 1 y 100nm [2]. La importancia de los hanomateriales radica en
sus propiedades ionicas [3], cataliticas[4], [5], térmicas [6], eléctricas [7] y Opticas
[5], las cuales son manipulables con base al tamafio, composicion, distancia
interarticular, propiedades del medio asi como su forma [5] originando con ello

una amplia gama de aplicaciones.

Hay diferentes tipos de nanomateriales como son los fabricados con base
de carbono [8], polimeros [9] sintéticos [10] y metalicos [11]. Dentro de los
nanomateriales metalicos, las nanoparticulas de oro (GNPs) son de los mas
fascinantes debido a sus propiedades fisicas y quimicas [12], [13]. Ademas de su
sintesis relativamente simple, resistencia a la corrosion, biocompatibilidad y
funcionalizacion sin complicaciones, asi como a la conjugacion con una gran

variedad de entidades biolégicas [13].

Debido a ello, las GNPs han logrado ser ampliamente utilizadas en
bioimagen y fototerapia ya que combinadas con la aplicacion de un campo
magnético generan un biosensor [14] capaz de detectar ciertas enfermedades
como el cancer [15], SARS-CoV-2 [16] Alzheimer y Salmonela [17], [15], también
como portadores quimicos [18], [19] donde los nano transportadores basados en

nanoparticulas de oro han surgido como candidatos atractivos para el transporte
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y descarga de productos farmacéuticos en tumores cancerigenos [17], y mas
recientemente como agentes teranosticos [20], [21] ya que se pueden difundir a
través de barreras biologicas, siendo capaces de llegar a sitios de interés para
servir como estrategia terapéutica, menos agresiva y mas eficiente que las

actualmente en uso [15].

A pesar de los grandes beneficios y aplicaciones de las GNPs todavia hay
preocupaciones en cuanto al disefio de los nanomateriales debido a que pueden
presentar efectos secundarios y riesgos potenciales. Aunado a esto si la
aplicacién es clinica, es necesario evaluar estudios de acoplamiento como son
ensayos de irritabilidad, toxicidad; biodistribucion, biocompatibilidad vy

biodegradacion segun sea la aplicacion clinica deseada.

Las nanoparticulas de oro estabilizadas con acido lipoico (GNPs@LA),
estudiadas en este proyecto se estan desarrollando como un nanomaterial
tentativo que posee ventajas sobre otras nanoestructuras de oro debido a su
método de fabricacion sencillo, eficiente, rapido y econdémico, que pudiera tener
diversas aplicaciones para la medicina debido a su pequefio tamafio, por ejemplo,
estudios indican que las nanoparticulas ultra pequefas por debajo de 5 nm tienen
ventajas Unicas en el cuerpo humano debido a su eliminacién relativamente

rapida, buena absorcion e interaccién favorable con la radiacion [16], [17].

Sin embargo, para tener éxito, el tamafio, la estabilidad, la forma, la quimica
de la superficie, la citotoxicidad e incluso el método de sintesis son caracteristicas
gue deben de estar determinadas ya que estas conducen a una mejor
comprensiéon de como las diferentes propiedades de las nanoparticulas afectan la
respuesta bioldgica en un estudio de acoplamiento. Estas caracteristicas pueden
ser determinadas a través de ciertas variantes como son la estabilidad, la creacion
de grupos funcionales, la viabilidad celular. En lo que se refiere a la estabilidad de
las nanoparticulas de oro, esta debe ser lo suficientemente fuerte como para

resistir condiciones agresivas [11], [12]. Ademas, es ideal que se creen grupos
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funcionales tiles para unir entidades biolégicas que otorguen propiedades fisicas
y quimicas necesarias para lograr requisitos especificos para una aplicacion
determinada [22]. Aunado a esto, si la aplicacion es biomédica, es importante
tener en cuenta que las interacciones de las nanoparticulas funcionalizadas en la
superficie con las células no dafien la integridad de la estructura de la membrana

[22] ni afecten el funcionamiento de la viabilidad celular [23], [24].

Ademas de la estabilidad, creacion de grupos funcionales y el
funcionamiento de la viabilidad celular, hay otro aspecto importante a considerar,
los nanomateriales al igual que cualquier otro material después de fabricado
presentan deterioro que involucran una interaccibn muy compleja entre el
esfuerzo, el tiempo y el ambiente, ocasionando eventualmente la falla del
producto[5]. Aunado a esto, las propiedades de las nanoparticulas son sensibles
a los materiales utilizados, asi como al anfitrion medio [25], por lo cual es de suma

importancia con qué tipo de material esta interactuando.

En la actualidad todavia quedan retos en el procesamiento de tecnologias
explicitas de conocimiento tales como garantias en el area de nanotecnologia
dadas las limitaciones y desventajas de los existentes enfoques [1], [26]. En este
sentido, para incidir en la problemética se puede recurrir a la confiabilidad, que es
una disciplina enfocada en medir, modelar y evaluar aspectos relacionados con el

desempefio de un producto ya después de fabricado [27], [28].

No obstante, un problema al calcular la confiabilidad de un producto es el
tiempo total requerido, especialmente en &reas tecnolégicas donde los
componentes tienen una vida larga y su tiempo requerido para lanzar al mercado

es corto [29], por lo que se emplean pruebas de vida acelerada (ALT).

Sin embargo, hay productos, en lo que se pueden observar pocas o0 ninguna
falla en un corto tiempo de prueba, por lo que se recurre a pruebas de vida

acelerada con un enfoque de degradaciéon llamadas pruebas de degradacion

13



acelerada (ADT), que son usadas, particularmente para obtener informacion de
confiabilidad en componentes y materiales, estas consisten en degradar la vida
del producto aplicando un factor de aceleracién el cual provoca la degradacion del
material [30], el principal objetivo es obtener informacion rapida la cual es
modelada para estimar la vida util del material en condiciones normales de uso y
a su vez minimizar los costos y tiempos involucrados en la prueba obteniendo

datos de vida confiables a través del tiempo [31].

Para materiales de reciente creacion estudios actuales han adoptado un
ADT en la evaluacion de la confiabilidad basado en el proceso Wiener. El proceso
Wiener se encuentra con frecuencia en la practica ya que proporciona una
descripcion satisfactoria y flexible en datos de degradacion obtenidos después
de haber realizado un ADT [32].

Por lo tanto, existen herramientas que pueden ser utilizadas para evaluar la
informacion de vida a través del tiempo y asi proporcionar garantias en la
nanotecnologia. De esto desprende el interés de contribuir en esta ciencia,
aplicando estudios de confiabilidad en un material nanoestructurado como son
GNPs@LA asimismo obtener la caracterizacién de este material que demuestre
su estabilidad, grupos funcionales y las concentraciones no toxicas a nivel celular,
para con ello dar avance a estudios de acoplamiento para una aplicacion
determinada. Como respuesta a lo anterior, el presente trabajo de investigacion
contribuye a que GNPs@LA viabilice su posible introduccién como un material

nanotecnoldgico con caracterizacion y vida Gtil garantizada.

1.2. Planteamiento del Problema

En esta seccion se describen las dos vertientes del problema investigado,
iniciando en la practica industrial de la caracterizacion de nanoparticulas de oro,
gue precede a los aspectos tedricos de la sintesis, seguido de los relacionados

con métodos de prueba y analisis de degradacion.



En lo que se refiere a la sintesis industrial, especificamente a los procesos
y materiales que se utilizan en la practica para la sintesis de nanoparticulas de
oro. En la actualidad, muchas entidades utilizadas para estabilizar GNPs no crean
grupos funcionales notables otras utilizan productos quimicos peligrosos y su
fabricacion es mediante muchos pasos consumiendo con ello, tiempo [33]-[35], lo
gue impacta en el alto costo de produccién de nanoparticulas de oro [13]
induciendo el desarrollo de procesos mas eficientes. Si bien la sintesis de
GNPs@LA que se propone es un método establecido, faltan todavia aspectos por
considerar como son las concentraciones que no aporten efectos citotoxicos,
estudios de estabilidad, composiciébn y morfologia, que, aunque constituyen
importante evidencia empirica, no se tienen los resultados para considerar que se

tiene un producto industrial con caracteristicas determinadas para la préactica.

Por su parte, en lo que corresponde a la dimension teorica del problema,
hay importantes lagunas de conocimiento con respecto a vida util a traves del
tiempo en nanomateriales lo que provoca que no se tenga garantias en hojas de
seguridad, debido a que los estudios encontrados en la literatura actual no
proporcionan métodos de prueba y andlisis de degradacibn que aporten
informacion confiable e incuestionable de la vida util a través del tiempo,
reportando con ello la necesidad de reformas regulatorias para mejorar la
supervision a lo largo de su ciclo de vida [36], [37]. Provocando una necesidad de
desarrollar formas para estimar su confiabilidad, debido a que pueden ser
inestables en ciertas condiciones, lo que puede provocar la falla en sus

propiedades y por ende en su aplicacion.

1.3. Objetivos

Esta seccion presenta los propositos de este proyecto de investigacion, en el

primer apartado se expone el objetivo general seguido de sus particulares.
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1.3.1. Objetivos Generales

e Sintetizar y caracterizar GNPS@LA con tamafio menor de 5nm no toxicas.

e Estimar la distribucion de vida de GNPs@LA mediante pruebas de

degradacion acelerada aplicando NaCl como factor de aceleracion.
1.3.2. Objetivos Especificos

e Fabricar nanoparticulas de oro estabilizadas con acido lipoico
GNPs@LA.

e Determinar las caracteristicas funcionales, morfologicas y estructurales
de GNPs@LA.

e Determinar la viabilidad celular en GNPs@LA para encontrar las

concentraciones citotoxicas.

e Disefar y llevar a cabo un plan de esfuerzo constante para ADT y
realizar las pruebas de degradacion en GNPs@LA usando NaCl como

factor de aceleracion.

e Analizar los datos de degradacion a través de un modelo de degradacion
acelerada bajo el proceso estocastico Wiener no lineal con errores de

medicion, efectos aleatorios y distinta covariabilidad.

e Estimar la vida atil de GNPs@LA a través de la proporcién de falla en

funcioén del factor de aceleracion.



1.4. Hipotesis

Esta seccion presenta las premisas a comprobar, inicia en la discusion de la

hipotesis general para después exponer las particulares.

1.4.1. Hipo6tesis Generales

¢ Las GNPs@LA son estables con un tamafio menor de 5nm no toxicas.

e Ladistribucion de vida de GNPs@LA pueden ser estimada en condiciones
de uso a través de pruebas de degradacion acelerada usando NaCl como

factor de aceleracion.

1.4.2. Hipd6tesis Particulares

e H1: Las nanoparticulas de oro sintetizadas con &cido lipoico tienen
caracteristicas funcionales, morfoldgicas y estructurales para una

posible aplicacion biomédica.

e H2: Las nanoparticulas de oro sintetizadas con &cido lipoico son

citotoxicas a ciertas concentraciones.

e H3: La vida util puede ser estimada con ADT aplicando NaCl como

factor de aceleracion.

e H4: El modelo de degradacion acelerada utilizando covariabilidad
inmersa es el mas adecuado para obtener la distribucion de vida de

GNPs@LA en condiciones normales de uso.
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e Hb5: Las condiciones del método de prueba y analisis de degradacion
propuestos son adecuadas y eficientes, para estimar la distribucion de
vida en funcién del porcentaje de NacCl.

1.5. Justificacion

Los investigadores y cientificos indican que la nanotecnologia promete ser la
proxima revolucion industrial, de manera que aquellos paises que no logren
incorporarse podrian quedar fuera de la nueva redistribucién industrial, sefialando
ademas que la economia mundial se basa crecientemente en el conocimiento y
la innovacioén tecnoldgica, lo cual coloca en desventaja a paises que no invierten

en educacion y conocimiento [38].

En este contexto, la nanotecnologia constituye una gran oportunidad para
el desarrollo econémico a través de estrategias para impulsar el avance de la
ciencia y la tecnologia; en este caso, el desarrollo de GNPs@LA puede ser
benéfico para impulsar nuevos negocios de capital nacional y contribuir al avance

de este importante campo del conocimiento en nuestro pais.

Teniendo presente que en la nanotecnologia se debe tener un control
preciso de vida del material, asi como el control de sus caracteristicas funcionales,
morfoldgicas y estructurales para una aplicacién exitosa. Este trabajo presenta,
las caracteristicas mencionadas en GNPs@LA, asi como los limites de
concentracion no toxicos, con el fin de proponer un material de nanoparticulas de

oro con caracteristicas determinadas.

Asimismo, se propone una metodologia para prueba y analisis de
degradacion acelerada como herramienta para obtener la proporcion de falla en
GNPs@LA, donde la industria de la nanotecnologia se puede beneficiar por esta
metodologia porque tendra acceso a un proceso de garantia que tiene ventajas

como la estimacion de vida utili a través del tiempo evitando posibles
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consecuencias por fallas generando asi satisfaccion al cliente y contribuyendo a

la regulaciéon de la nanotecnologia.

Aunado a esto, especificamente las industrias de nanoestructuras de oro
pueden tener un alto interés en GNPs@LA debido a que es un proceso de
produccion garantizado, sustentable para obtener nanoparticulas de oro con vida
atil, no toxicas, ultrapequenfas, altamente estables, funcionales y biocompatibles
utilizando una ruta de sintesis rapida, eficiente, simple y econdémica impactando a

la sociedad en general.

Por su parte, la metodologia propuesta es una contribucion importante en
la teoria de la nanotecnologia porque los procesos para obtener garantias
contenidos en la literatura no tienen los enfoques ni los propositos de la
metodologia propuesta, dadas estas caracteristicas. Por consiguiente, este
enfoque abre una puerta para el desarrollo de investigaciones posteriores
considerando este trabajo como base fundamental para seguir contribuyendo a la

nanotecnologia.

1.6. Delimitacion

Este apartado presenta la delimitacion de este proyecto, iniciando con los

alcances esperados para después establecer sus limitaciones.

1.6.1. Alcances

e Se analizara através de UV-Vis, FT-IR, espectroscopias Ramany TEM
la estabilidad, composicion y morfologia de GNPs@LA. Ademas, la

citotoxicidad a diferentes concentraciones a través del ensayo MTT.

e Se determinard un plan de prueba a través de estudios exploratorios

en GNPs@LA y NaCl como factor de aceleracion.
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Con base en la investigacion se propondra el proceso estocastico
Wiener para el ajuste de las trayectorias de degradacion.

1.6.2. Limitaciones

Este trabajo se enfoca en el estudio y analisis de GNPs@LA.

El plan de prueba se obtendra a partir de estudios exploratorios, para
asi llevar acabo un enfoque de degradacién ADT de estrés constante.

Se analizaréa la degradacién de cada muestra con NaCl como factor de

aceleracion.

El analisis de degradacion se realiza a través de la caracterizacion
obtenida en la espectroscopia UV-Vis.

Se estima la vida util a través de la proporcion de falla de GNPs@LA

en funcién del factor de aceleracion.
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2. MARCO TEORICO

En este capitulo se discute la teoria que respalda este proyecto, la primera
seccidn inicia en la teoria de la nanotecnologia, que precede a la caracterizacion,
estabilidad y citotoxicidad; la segunda seccion presenta lo correspondiente a la
ingenieria de confiabilidad que antecede a la degradacion para la estimacion de

la vida util.

2.1. Nanotecnologia

La nanotecnologia se ha convertido en un &area cada vez mas innovadora, en
particular, ha abierto amplias posibilidades en aplicaciones biomédicas, como
resultado de nuevos compuestos que permiten la combinacién de diferentes tipos

de métodos y materiales para preparar nanoparticulas.

Hay dos enfoques principales para la preparacibn de materiales
nanoestructurados en general, ya sea a través de métodos fisicos o quimicos
[39]. A los métodos fisicos se les conoce como “top-down” o de “arriba-abajo”. A
los métodos quimicos se les conoce como “bottom-up” o de “abajo-arriba” [40], la
segunda opcién es la mas usada por su simplicidad y por la habilidad del agua

para solubilizar una gran cantidad de iones y estabilizar moléculas [41][42].

Para la fabricacion de GNPs@LA una metodologia propuesta por D. Cornejo
et al.[43], es un ejemplo de fabricacion de nanoparticulas de oro coloidal obtenidas
por un método quimico el cual genera nanoparticulas de oro ultra pequefias
estabilizadas con acido lipoico. Hasta donde sabemos, no se tienen muchos
estudios de las GNPs estabilizadas con acido lipoico, en medicina, el &cido lipoico
(LA) se usa para tratar muchas enfermedades, debido a sus propiedades

antioxidantes [44].

Las GNPs han demostrado tener aplicaciones potenciales en muchas areas

de investigacion. En medicina, las nanopatrticulas ultra pequefias por debajo de
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5 nm tienen ventajas Unicas en el cuerpo humano debido a su eliminacion
relativamente rapida, buena absorcion e interaccion favorable con la radiacion
[13], [45]. Por ejemplo, las nanoestructuras de oro han sido probadas como
sensores[14] capaces de detectar ciertas enfermedades como el cancer [15],
SARS-CoV-2 [16] Alzheimer y Salmonela [17],[15], también como portadores

guimicos [18], [19] y como agentes terandsticos [20], [21].

Existe una intensa investigacion sobre cémo aprovechar las propiedades
Unicas de las GNPs incluidas las aplicaciones antes mencionadas. Sin embargo,
antes de que este material se pueda aplicar de forma segura en un entorno clinico,
es necesario evaluar cuidadosamente su biocompatibilidad, biodistribucion y
biodegradacion. Estos conceptos estan definidos brevemente en la seccion de
Adendum.

Para iniciar una aplicacion exitosa en nanomateriales, el disefio es pieza
fundamental por lo que el control de ciertas caracteristicas del material, son
necesarias antes de proceder a una evaluacion clinica, estas caracteristicas son:
el tamafio, la estabilidad, la forma, la quimica de la superficie, la citotoxicidad e
incluso el método de sintesis. Para ello, la nanotecnologia utiliza técnicas de
caracterizacion que sirven para identificar y evaluar las caracteristicas

funcionales, morfoldgicas y estructurales en un nanomaterial.

Entre las mas comunes se encuentran, espectroscopia UV-Vis, la microscopia
electrénica de transmision (TEM), La espectroscopia infrarroja por Transformada
de Fourier (FTIR) y La espectroscopia Raman. Las cuales son descritas

brevemente a continuacion.

2.1.1. Técnicas de Caracterizacion

La espectroscopia UV-Vis es una técnica de espectroscopia de emision de fotones

que utiliza luz visible ultravioleta la cual es absorbida por las moléculas
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provocando transiciones electrénicas que pueden ser cuantificadas a través de
los espectros. La espectroscopia de UV-Vis determina, en el caso de las
nanoparticulas, la posicion y forma de la banda del plasmoén superficial que esta
relacionada con la morfologia y tamafio de la nanoparticula, asi como la

dispersion de tamafios de la muestra [46].

Algunos metales como el oro presentan transiciones electronicas de bandas
en el rango visible con una longitud de onda de 450 nm a 550 nm en
nanoparticulas esféricas conocida como zona de plasmén. Por lo tanto, algunas
longitudes de onda visible son absorbidas emitiendo un color caracteristico con el
cual se pueden medir cambios morfolégicos en el material [47]. En todas las
ramas de la biologia molecular, la medicina y las ciencias de la vida, la
espectroscopia es una ayuda esencial para la investigacion y el control de rutina
[48]. En la Figura 1. J. Martinez et al. [49] muestra diversos tamafios de
nanoparticulas de oro en funcién del pico caracteristico en la banda del plasmon,
en el que se puede observar que conforme el pico caracteristico avanza el

diametro de GNPs aumenta.

Absorbance (a.u.)

0 A A L ' 1
400 450 500 550 600 650 700

Wavelength (nm)

Figura 1. Espectros de GNPs de 5, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60 y 80 nm de Diametro de Abajo
hacia Arriba, respectivamente
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Lo anterior se deriva porque las propiedades Opticas de las nanoparticulas
de oro cambian cuando las particulas se agregan y los electrones de conduccion
cerca de la superficie de cada particula se deslocalizan y se comparten entre las
nanoparticulas vecinas. Cuando esto ocurre, la resonancia del plasmén de
superficie cambia a energias mas bajas, lo que hace que el pico caracteristico de

absorcion y dispersion se desplace hacia longitudes de onda mas largas [49].

La espectroscopia UV-Visible se puede utilizar como un método simple y
confiable para monitorear la estabilidad de las soluciones de nanoparticulas. A
medida que las particulas se desestabilizan, el pico caracteristico original
disminuira en intensidad debido al agotamiento de las nanoparticulas estables y,
a menudo, el pico se ampliara a longitudes de onda mas largas debido a la
formacién de agregados o aglomerados [50].

— Dispersa
— Aglomerada

Absorbance (a.u.)

foo 500 600 700 800

Wavelength {nm)

Figura 2. Espectro de GNPs Dispersay Aglomerada

La microscopia electrénica de transmision (TEM) permite la formacion de
imagenes de la estructura cristalografica de una muestra en una escala atomica
con las cuales se determina la forma y distribucion de tamafos de las
nanoparticulas [51]. Para realizar el andlisis, el microscopio utiliza un haz de
electrones que atraviesa una muestra la cual debe ser lo suficientemente fina

como para que el haz de electrones incidente sea capaz de atravesarla brindando
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micrografias de esta. A su vez, en las micrografias obtenidas durante el analisis,

se puede observar si las nanoparticulas se encuentran dispersas.

La espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR) es una
técnica empleada para obtener la huella molecular de una muestra biolégica que
absorbe la onda infrarroja de acuerdo con los enlaces quimicos y estructurales de
las moléculas, proporcionando informacion sobre los grupos funcionales
presentes en la muestra, asi como, de los enlaces que ésta presenta [52]. Para
gue una molécula absorba energia en el infrarrojo, los enlaces deben vibrar con
la misma frecuencia que la energia incidente para asi sufrir un transito energético

a un estado vibracional superior al que se encuentra inicialmente.

La espectroscopia Raman es una técnica espectroscépica molecular que
usa la interaccién de la luz con la materia para obtener informacion sobre la
composicién o las caracteristicas de un material [53], como FTIR. La informacion
proporcionada por la espectroscopia Raman es el resultado de un proceso de
dispersion de la luz, mientras que la espectroscopia FTIR se basa en la absorcion
de laluz. La espectroscopia Raman proporciona informacién sobre las vibraciones
intramoleculares e intermoleculares y puede proporcionar una comprension
adicional sobre una reaccion. Tanto la espectroscopia FTIR como Raman
proporcionan un espectro caracteristico de las vibraciones especificas de una

molécula y son valiosas para identificar grupos funcionales en una sustancia.

2.1.2. Viabilidad Celular — Ensayo MTT

La viabilidad celular se define como el niUmero de células sanas en una muestra,
determina la cantidad de células que estan vivas o muertas basandose en la
actividad mitocondrial de estas. La determinacién de la sobrevivencia de las

células es necesaria en estudios de citotoxicidad en nanomateriales [54].
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Dicho objetivo puede alcanzarse a través del ensayo de una sal tetrazolio
mejor conocido como MTT, la cual determina la funcionalidad mitocondrial de las
células tratadas. Este método se utiliza para determinar el efecto citotoxico de un
compuesto determinado sobre cultivos de células normales y osteoblastos. La
cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido
gue resulta en su actividad metabolica. Para declarar la citotoxicidad toman como
base la norma ISO 10993 que describe métodos de prueba para evaluar la
citotoxicidad in vitro de dispositivos médicos [55] donde se destaca la clasificacion
de citotoxicidad con base a el porcentaje de viabilidad celular: 100-75%: No
citotoxico, 74-50%: Ligeramente citotoxico, 49-25%: Moderadamente citotoxicos,

24-0%: Extremadamente citotoxico.

Para el analisis de los datos, una disminucion en el nimero de células vivas da
como resultado una disminucioén en la actividad metabdlica en la muestra. Esta
disminucion se correlaciona directamente con la cantidad de formazan azul violeta

formado, segun lo monitoreado por la densidad 6ptica a 570 nm.

Para calcular la reduccion de la viabilidad en comparacién con el blanco se

utiliza la ecuacion:

Viab. % = 120%0Ds70e (2.1)

ODs570p

0Ds-,. : Es el valor medio de la densidad 6ptica medida de los extractos al 100%

de la muestra de prueba
0Ds5¢p, : Es el valor medio de la densidad 6ptica medida de los blancos.
Cuanto menor sea el valor de Viab.%, mayor sera el potencial citotoxico

del elemento de prueba. Es decir, si la viabilidad se reduce a < 70% del blanco,

tiene un potencial toxico.
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2.1.3. Estabilidad en GNPs@LA

El termino estabilidad implica que las particulas solidas no se sedimentan ni se
agregan a una velocidad significativa [56], logrando asi la aplicacion de estas
como fuerza de repulsion en agregados. En contraste, cuando las nanoparticulas
pierden su estabilidad por agregacion, generando una aglomeracion de estas,
ocasionan un aumento en su tamafo que provoca la perdida de sus propiedades

y su aplicacion [2].

Una manera de percibir como son afectadas dichas propiedades es
analizando un mecanismo de degradacion basados en la estabilidad de la
nanoparticula el cual puede ser monitoreado utilizando la caracterizacion por
espectroscopia UV-Vis [57], considerando que la forma y la posicion del pico de
los espectros UV-Vis estan relacionadas con la morfologia y el tamafio de la
nanoparticula, asi como con la dispersién y agregaciéon de coloides de oro
[47].Una forma de medir la desestabilizacion es a través del pico caracteristico,
donde este disminuird en intensidad debido al agotamiento de nanoparticulas
estables y se localizara en longitudes de onda mas largas debido a la formacion

de agregados o aglomerados [50].

En la Figura 1, J. Martinez et al [49] muestra diferentes tamafios de
nanoparticulas de oro en funcion del pico caracteristico de la banda del plasmoén,
se puede observar que su pico caracteristico se recorre hacia el rojo a medida
gue aumenta el didmetro de las GNPs. Esto se debe a que las propiedades 6pticas
de las nanoparticulas de oro cambian cuando las particulas se agregan y los
electrones de conduccion cerca de la superficie de cada particula se deslocalizan
y comparten entre las nanoparticulas vecinas [58].Cuando esto ocurre, la
resonancia del plasmon de superficie se desplaza a energias mas bajas, lo que
provoca la absorcidén caracteristica y el desplazamiento del pico de dispersion a

longitudes de onda mas largas [49].
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Hay evidencia que la estabilidad de las nanoparticulas de oro debe estar bien
controlada para llegar a los tejidos o células deseadas [59], superando las
limitaciones de barreras biolégicas para diagnosticar [5] y tratar objetivos
profundos [60], [61]. Algunas variables que influyen en la alteracion de la
estabilidad son el pH [62] del medio asi como la presencia de NaCl [63].

2.2. Ingenieria de Confiabilidad

Hoy en dia las empresas buscan la reduccién del costo invertido en el control de
calidad de productos y servicios, con el fin de mantenerse competitivos dentro de
la economia, para lograr lo anterior es necesario hacer uso de técnicas que

ayuden a garantizar la calidad durante un tiempo establecido.

Una de las técnicas que permite estudiar el comportamiento del desarrollo
de los productos y su vida Util para garantizar la calidad es la confiabilidad [64].
Esta teoria esta enfocada a medir, modelar y evaluar aspectos relacionados con
el desempefio de un producto ya después de fabricado aplicando la estadistica
como herramienta principal. En una forma practica, confiabilidad se define como

“‘calidad a través del tiempo”.

En el siguiente apartado se presenta una breve revision de conceptos de
estadistica como son el proceso de degradacion propuesto, asi como el analisis

y la obtencién de la vida util.

2.2.1. Confiabilidad

Se puede definir la confiabilidad como la probabilidad de que un componente o
sistema desempefie satisfactoriamente la funcion para la que fue creado durante
un periodo y bajo condiciones de operacion establecida [64], algunas definiciones

importantes aplicadas en la confiabilidad se muestran a continuacion.
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a) Funcién de Confiabilidad

Considerando T la variable aleatoria que indica el tiempo en que un producto
funciona correctamente hasta que falla. Sean f(t) la funcion de densidad y F(t)

la distribucién acumulada de T, que estan dadas por (2.2) y (2.3)
F(t) =P(T <t). (2.2)

Es decir, la probabilidad de que el producto funcione correctamente a lo

mucho t unidades de tiempo

F(t) = [ f(D)dt. (2.3)

La funcion de confiabilidad, también conocida como resistencia es el
complemento de la distribucibn acumulada. La cual nos proporciona la
probabilidad de que una unidad o fraccion de la poblacion presente fallas hasta
después de un tiempo t. Por lo tanto, se obtiene que la funcion de confiabilidad

R(t) satisface:

R(t)=P(T>t)=1-F() =1~ [ f(t)dt. (2.4)

Donde R(t) es la probabilidad de que un producto funcione correctamente

por lo menos t unidades de tiempo.

b) Percentil

El percentil o cuantil de F(t) es util para estimar tiempos de garantia, se denota
por t,, este indica el tiempo en el que un porcentaje de la poblacion falle, el
percentil 50 se expresa como (t5y) es llamado la mediana y es comunmente
usado para la vida tipica. La proporcion P de la poblacién que fallara, esta

determinada por

29



P =F(zp). (2.5)

c) Tasa de Falla Instantanea

La funcion de tasa de falla instantanea h(t) es conocida también como tasa de
riesgo y se puede interpretar como la probabilidad de que en un instante después
de t el producto falle dado que estaba funcionando bien hasta dicho tiempo t. Se

define como

_ O _f®
hD) = Lo =15 (2.6)

Otro parametro de medicion comunmente utilizado para estudiar las fallas
es el tiempo promedio de falla (MTTF), interpretado como la vida promedio que

una unidad nueva tendra hasta que falle.

d) Estimacion por Maxima Verosimilitud (MLE)

El método de maxima verosimilitud es utilizado para obtener una aproximacion de
confiabilidad. La evaluacién por este método permite encontrar los valores mas
probables de los parametros de una distribucion de densidad de probabilidad para
un conjunto de datos, lo cual se logra usando métodos iterativos para estimar los
valores de los parametros que maximicen la funcién de verosimilitud. Ademas,
existen softwares disponibles en el mercado que provee excelentes algoritmos
para obtener estimadores a partir del método de méxima verosimilitud con las

distribuciones mas usadas.

El método de maxima verosimilitud se define dada una muestra aleatoria
simple de tamafio n de una poblacién como un conjunto de n variables aleatorias

independientes Ty, ..., T,, que tienen la misma distribucion.

Supongamos que Ti,..,T, €s una muestra aleatoria simple de n

elementos, los cuales proceden de una determinada poblacién con funcién de
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densidad f,(t), donde 6 = (6,,... ,0;)" es un vector de parametros desconocidos

gue toman valores en un conjunto 2. La funcién de verosimilitud L(8) para 6 es,

Loy = [ @2.7)

Evidentemente, la funcion L(#) depende de la muestra, pero es comun

suprimirla en la notacion.

Si 8 es donde la funcién de verosimilitud L(6) alcanza su valor maximo,
entonces # se denomina estimador de maxima verosimilitud del parametro 6, que
en muchos modelos de distribucién existe y es Unico. Muchas veces es mas
cémodo trabajar con la funcién log-verosimilitud, que también alcanza un maximo

en f. Esta funcién de log-verosimilitud tiene la expresion,
n
1(0) = 1og(L(®)) = ) log (fo(T?) 28)
i=1

En la mayoria de las ocasiones, el estimador de maxima verosimilitud 8 se

obtiene resolviendo las k ecuaciones,

alne) _ .
26, =0  i=1..k (2.9)

Donde 6; es la i — ésima componente del vector de parametros 6 =
64,... ,6)".

El método de maxima verosimilitud es muy utilizado en la practica debido a

gue proporciona estimadores consistentes.
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2.2.2. Enfoques para la Estimacién de la Confiabilidad

Los modelos estadisticos confian extensivamente en datos para hacer
predicciones. En el caso de confiabilidad los datos pueden ser datos de vida del
producto los cuales pueden ser analizados por tiempo de falla o datos de
degradacion. Generando dos enfoques distintos de llevar a cabo el analisis de

datos.

a) Enfoque Tradicional

El andlisis tradicional de confiabilidad se basa en datos de tiempo de falla. En
general, hay dos tipos de falla: falla suave y falla dura. La falla suave ocurre
cuando el producto no falla catastréficamente, pero alcanza un nivel especifico de
degradacion. La falla dura es causada por accidentes repentinos perdiendo la
funcionabilidad total del producto.

En el enfoque tradicional de analisis de confiabilidad, es estudiado por
Meeker y Escobar [64], donde supone que debemos obtener la distribucion de
vida del producto a partir de los tiempos de falla. Suponga que T;~F(+;0) (i =
1,2,...,n) donde Ty, T,,...T,, €s un conjunto de vidas del producto. Es posible que
el tipo de distribucién no se conozca desde el principio, sin embargo, podemos
usar el grafico de probabilidad para evaluar qué tipo de distribucién se ajusta
mejor a los datos de tiempo de falla. Generalmente en muchas aplicaciones la
vida util de los productos se ajusta a una distribucion Weibull o lognormal [65].
Una vez que se conoce F(s;8), Se puede utlizar el método de méaxima

verosimilitud para estimar el pardmetro.

b) Enfoque de Degradacién

En muchos casos, puede resultar dificil observar el tiempo de falla de un producto
altamente confiable. Por consiguiente, es urgente buscar formas alternativas de
hacer el analisis de confiabilidad. Como solucion, estudios emplean un enfoque

de degradacién donde se utiliza la reduccién en el rendimiento del producto a
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través del tiempo, generando una funcion en el tiempo con la cual se pueden
tomar medidas en diferentes momentos para obtener datos de degradacion, los
cuales proporcionan mas informacion del producto que los datos de falla ya que

registran el proceso de falla del producto.

Es decir, la degradacion se puede considerar como dafio a un sistema, se
acumula con el tiempo y eventualmente conduce a una falla del producto cuando
el dafo acumulado alcanza un umbral de falla, ya sea aleatorio o estipulado por
los estandares industriales [66].

El mecanismo de falla del umbral de degradacién proporciona un vinculo
intimo entre la degradacion y las fallas del producto. La distribucion del tiempo de
falla y los parametros en ella se pueden determinar a través del andlisis del
mecanismo de degradacion y los datos [66]. En la Figura 3 se muestra la falla en

un cierto nivel de degradacion llamado umbral de degradacion.

25

Tiempo de fallo

s

Umbral de degradacion

15+

Nivel de degradacion

10+
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Figura 3. Umbral de Degradacion de Falla

El vinculo natural entre trayectoria de degradacion y el tiempo de falla motiva

a evaluar la confiabilidad del producto haciendo uso de sefiales de degradacion.
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Si se encuentra un modelo de degradacion adecuado a los datos de degradacion
generados por las sefiales, el modelo se puede usar para el pronostico y la toma

de decisiones posteriores.

Por otro lado, el proceso para obtener datos de degradacion puede ser lento
y traer dificultades en la recopilacion de ellos. Por esa razén, las pruebas de
degradacion acelerada ADT aparecen en el andlisis de confiabilidad, estas
consisten en degradar la vida del producto aplicando un factor de degradacién a
través de un plan, el cual provoca la degradacion del material propiciando sefiales
de degradacion, el principal objetivo es obtener a través de las sefiales, datos de
degradacion de forma rapida los cuales son modelados para estimar la vida util
del producto en condiciones normales de uso y a su vez minimizar los costos y

tiempos involucrados en la prueba obteniendo buenos datos de vida [31].

2.2.3. Modelos de Degradacién Acelerada

Un objetivo del analisis de confiabilidad es hacer estimaciones sobre la vida util
del producto a través de la distribucién de vida. Para obtener la distribucion de
vida de un producto utilizando datos de degradacion, el paso central es configurar
un modelo que describa el proceso de degradacion, llamado modelo de
degradacion acelerada. Un modelo de degradacion acelerada es la combinacion
de un modelo acelerado y un modelo de degradacion, basados en modelos de
fisica y estadistica.

a) Modelo Acelerado

Un modelo acelerado muestra la relacion entre la vida y esfuerzo, existen diversos
tipos de modelos, entre los mas utilizados son los modelos de aceleracion de
voltaje, modelos de aceleracién de temperatura como la relacion de Arrhenius y
Eyring, y modelos de aceleracion como Potencia Inversa que reduce el tiempo de

inactividad del producto en funcién de un esfuerzo de aceleracion.

34



Suponga que el esfuerzo de aceleracion V es positivo. La relacion de Potencia

Inversa entre la vida nominal T de un productoy V es

A
(V) =57 (2.10)
Aqui Ay y; son pardmetros caracteristicos del producto, método de prueba,

geometria del espécimen y fabricacion, etc.

Las formas equivalentes estan dadas por las ecuaciones

Ar Y1 " V. Y1
r(V)z(V) y twny=4"(2)" (2.11)

V, es un nivel estandar especifico de aclaracién. El parametro y; es llamado
la potencia. En algunos trabajos sobre ADT [67], la Potencia Inversa suele

escribirse como,
(V) = exp (—y; In (V). (2.12)

Por otra parte, existen modelos menos comunes de usar para efectos de
degradacion, pero no por ello inexistentes como ejemplo el modelo lineal y el
modelo cuadréatico. Suponga que el esfuerzo de aceleracion V' es positivo. La
relacion tanto del modelo lineal como el cuadratico entre la vida nhominal T de un

producto y VV esta descrita respectivamente como,
(V) =exp (=y1(V)). (2.13)
t(V) =exp (—y1(V) + y2(V)?). (2.14)

Donde y; y y, son parametros por encontrar.



b) Modelo de Degradacion

Para establecer la conexion entre los datos de degradacion y la vida util del
producto, es esencial establecer un modelo de probabilidad adecuado para
describir el comportamiento de los datos de degradacion recopilados, conocidas
también como trayectorias de degradacion. Hay dos tipos de modelos de
degradacion que se usan comunmente, que son los modelos de trayectoria

general y los modelos estocasticos.

Los modelos de trayectoria general son descritos como modelos sencillos
de usar, pero carecen de la capacidad para capturar la dinAmica del sistemay la
aleatoriedad inherente debido a que limitan el espacio muestral del proceso de
degradacion, asumiendo que todas las funciones de la muestra admiten la misma

forma funcional, pero con parametros diferentes determinando el tiempo de falla.

En contraste, la dindmica estocastica es una caracteristica comun
involucrada en el proceso de degradaciéon que modela la aleatoriedad en los
procesos causados por la aleatoriedad inherente y la aleatoriedad inexplicable
debido al entorno de trabajo. Los modelos estocasticos tienen un gran potencial

para capturar la dinAmica aleatoria dentro del procesos de degradacion.

En particular el proceso Wiener, el proceso Gamma y el proceso Gaussiano
Inverso son tres procesos estocasticos comunes que han recibido muchas
aplicaciones en el modelado de degradacion. Sin embargo, debe tenerse en
cuenta que tanto el proceso Gamma como el proceso Gaussiano Inverso solo son
adecuados para modelar trayectorias de degradacion monoétonas. En
comparacion, el proceso Wiener es aplicable a procesos de degradacion no
monotonos que se encuentran con frecuencia en la practica ya que proporciona

una descripcion satisfactoria y flexible en los datos de degradacién [32].
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2.2.4. Proceso de Degradacion Wiener

Dado que los componentes de un sistema se deterioran con el tiempo y fallan
cuando el nivel de degradacién alcanza cierto umbral. La informacién de
degradacion se puede medir de forma no destructiva, posteriormente se elige un
modelo de degradacion apropiado para describir el proceso a través del analisis
de los datos. Entre los modelos de degradacion, el proceso de Wiener con deriva
positiva es un método bien establecido por sus propiedades matematicas.

El proceso de degradacion estocastico Wiener es explicado por Ding- Geng
et al. en el libro Modelos Estadisticos para Degradacion de Datos [65] en el
capitulo lll se define las diferentes variantes del proceso. A continuacion, se

destaca lo expuesto en dicho capitulo.

En casos précticos, la trayectoria de degradacion del rendimiento del
producto es el resultado de la accién conjunta de factores ambientales externos.
Desde el teorema del limite central medio, los incrementos AD(t) = D(t + At) —
D(t) deberian seguir aproximadamente la distribucion normal. Y los incrementos
de la trayectoria de degradacién en el proceso Wiener sigue la distribucion normal,

por lo que el proceso Wiener se usa en el campo del andlisis de confiabilidad.

a) Proceso Wiener con Parametro de Deriva

Antes de la introduccion del proceso Wiener con el pardmetro de deriva también
conocido como no lineal, primero se proporciona el proceso estandar
{D(t),t = 0} que es conocido como proceso Wiener o Movimiento Browniano, y

se define como

« D(0) = 0;
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« Para {D(t),t =0}, los incrementos AD(t) = D(t+ At) —D(t) son
independientes;

« VYt > 0,D(t) sigue una distribucion normal N(0, 52t).

Si o es 1, entonces {D(t),t = 0} se denomina proceso Wiener estandar. El
proceso Wiener variable con parametro de deriva {D(t), t = 0} es llamado proceso
Wiener con parametro de deriva 4 y parametro de volatilidad o > 0 [65] algunos

investigadores lo manejan como modelo no lineal [68], si
« D(0) =0;
* Los incrementos AD(t) = D(t+ At) — D(t) son independientes;
« VvVt > 0,D(¢t) sigue una distribucién normal N(AA(t), 62A(t)).

Donde A(t) es el tiempo de escala y es una funcién continua monétona que
explica la no linealizacién de los datos, en la teoria el tiempo de escala puede
hacer uso de una funcion exponencial A(t) = e”t, logaritmica A(t) = bin(t), o0 en

su caso de potencia A(t) = t?, donde 0 < b < 1 Yy es un parametro que estimar.

Por lo tanto, sea B(-) un movimiento Browniano estandar, de acuerdo con la

definicion anterior, la ruta de degradacion en un proceso Wiener se expresa como
D(t) = 2A(t) + oB(A(D). (2.15)

Debido a que D(t) sigue una distribucion normal N(AA(t),o2A(t)), el
coeficiente de variacion esta dado por (2.16) y es una funcién de reduccion del
tiempo, que muestra que, con el aumento del tiempo, la ruta de degradaciéon de

D(t) se acerca gradualmente a la curva media.
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_ JVar(@d@®) o
cv(D(®)) = T00) = 15D (2.16)

Una propiedad importante del proceso Wiener es que los incrementos
AD(t) = D(t+ At) — D(t) son independientes, y tienen una distribucion normal
con media AAA(t) = AA(t + At) — AA(t) y una varianza a2AA(t) = o?A(t + At) —
a?A(t). Para el modelo de pardmetro de deriva, la funcién de densidad de
probabilidad de falla (PDF) de AD(t) es

FOW:MAD),2,0) =~ - exp |- 0NN 217)

2m-AA(t) 202AA(t)

El tiempo de falla T es definido como la primera vez que D(t) cruza el valor

del umbral Dy. En el proceso Wiener, el tiempo de falla T sigue una distribucion

. . D3
Gaussiana inversa transformada, que es A(T) - IG (%,—f). Por lo tanto, podemos

o2

inducir que la funcién de probabilidad acumulada (CDF) de A(T) este dado por

D% (2 2uD D% (3
P (0 = Bnor | 2 (Z - 1) |+ exp (220) - 0 | [25(2+1) | 218)
DfO'2

Y el valor esperado E (A(T)) = %, Var(A(T)) = e

b) Proceso Wiener con Errores de Medicion

Aunque el proceso Wiener D(t) = AA(t) + oB(A(t)) puede expresar aleatoriedad
interna del proceso de degradacion, es dificil mostrar un error de medicion dentro

de la prueba de degradacion.

La existencia de un error puede deberse a una herramienta de medicion

imperfecta y la aleatoriedad de los factores ambientales externos también puede
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afectar los valores medidos del rendimiento del producto. El proceso Wiener con

error de medicion [69] se puede expresar como lo indica
Y(t) =D(t) +¢ (2.19)

Donde Y (t) es el valor medido del rendimiento del producto en el tiempo t;
D(t) representa el proceso Wiener con parametro de deriva, formula (2.15); y ¢

es un error de medicion que es independiente del tiempo t donde & ~ N(0, 62).

c) Proceso Wiener con Efectos Aleatorios

Es coman encontrar diferencias entre las trayectorias de degradacion para
unidades de la misma poblacion. Es muy probable que este tipo de diferencias
sea el resultado de efectos aleatorios no observables. Con base a esto, es

necesario discutir el proceso Wiener con efectos aleatorios.

Cuando se aplica el proceso Wiener es comun permitir que uno o mas
pardmetros del modelo sean especificos de la unidad, estableciendo un proceso
con cierta distribucion paramétrica [70]. Por ejemplo, podemos asignar que el
parametro de deriva 1 en el modelo D(t) = AA(t) + cB(A(t)) sea especifico de la
unidad y siga una distribucion normal, mientras que el pardmetro de volatilidad
o > 0 sea una constante.

El modelo Wiener con efectos aleatorios esta dado por
D(t) = nt + oB(t). (2.20)

Donde el pardmetro de deriva n es una variable aleatoria, que describe la
diferencia de la tasa de valor individual; El parametro de volatilidad o es un
constante para todas las unidades del producto. En particular, se puede

. ’ . . . . s 2
considerar que el parametro de deriva n sigue una distribucion normal N(un, an).
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d) Proceso Wiener con Covariables

Los factores de esfuerzo pueden afectar el proceso de degradacién del
rendimiento. Los factores ambientales mas comunes incluyen voltaje, humedad,
temperatura, vibracion etc. Estos factores de esfuerzo se conocen como
covariables. Cuando la covariable es medible, se puede usar un modelo de
aceleracion para integrar la covariable en el proceso de Wiener.

La forma mas comun de incorporar el modelo de aceleracion al proceso
Wiener es considerar algunos parametros del modelo como una funcion de
covariable que se denomina funcién de enlace. Y la eleccion de la forma de la
funcién dependera de la forma en que el factor de aceleracion influya en los

pardmetros del modelo visto [67].

2.2.5 Inferencia Estadistica del Proceso de Degradacién Wiener

Dentro del proceso Wiener hay diferentes variantes como son la no linealidad, con
errores de medicion, con covariabilidad y con efectos aleatorios, vistas en la
seccion anterior. En este apartado se detalla el procedimiento para el modelo que

incorpora mas de una variante en el proceso Wiener.

Li Sun et al. [67] describe una metodologia para el modelo y estimacion de
pardmetros a través de un ADT de esfuerzo constante aplicando el proceso
Wiener no lineal, con covariables, efectos aleatorios y errores de medicion, siendo

un claro ejemplo para considerar todas las variantes del proceso.

a) Proceso Wiener con Parametro de Deriva, Covariables, Efectos
Aleatorios y Errores de Medicién

En la teoria hay estudios que configuran mas de una variante en el proceso

Wiener. A continuacion, se resalta los puntos esenciales que se utiliza para la



obtencién del modelo de degradacion acelerada incorporando las cuatro

variantes.

Primero se considera el proceso Wiener no lineal (2.21). Sea X(t) el valor
de degradacion en el tiempo t, A es el parametro de deriva, oz es el parametro de
difusién, t indica el tiempo de medicion, A(t) es el tiempo transformado y B (A(t))
el movimiento Browniano que representa la dinamica estocastica del proceso de

degradacion en una escala de tiempo transformado.

X(t) = AA(t) + ogB(A(L)). (2.21)

Después se describe el proceso Wiener con covariables, donde se
configura la relacién entre los parametros y las variables de esfuerzo acelerado
mediante la funcion de enlace aplicada como factor multiplicativo tanto en el

parametro de deriva y el parametro de difusion.

Tabla 1. Funciones de Enlace para Esfuerzo Acelerado

Modelo Acelerado Factor de Aceleracion
Modelo Arrhenius
h(s) = exp (— E)
Sk
Potencia Inversa h(s) = exp(—PIn (5;))
Modelo Lineal h(s) = exp(—B(Sk))
. h(s) = ——F——<
Modelo Eyring (_ ﬁ)
exp Sy
Modelo Cuadratico h(s) = exp(=L(S,) + L2(S)?)
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Algunas funciones de enlace para relaciones de esfuerzo acelerado se
muestran en la Tabla 1. Donde se asigna como ¢, como la forma abreviada de
¢(S¢|B); donde S, es el factor acelerado indicando a k como el nivel de esfuerzo

y [ una constante a estimar.

Por consiguiente, el modelo acelerado del parametro de deriva A, el
parametro de difusion o3 y la funcion de enlace ¢, puede escribirse uniformemente

como

=16, (08 = K¢y (2.22)

Donde el proceso de degradacion Wiener no lineal con covariables queda
definido por

X(t) = ngA(t) + /xB(A(D)). (2.23)

Para efectos aleatorios, se considera que la degradacién observada para
productos de la misma poblacion puede ser muy diferente debido a factores no
observables como son la variabilidad temporal, la variabilidad de unidad a unidad
y de medicién. La variabilidad temporal se conoce como las caracteristicas
estocéasticas inherentes al movimiento browniano estandar. La variabilidad de
unidad a unidad se modela generalmente como efectos aleatorios del parametro
de degradacion.

Es dificil modelar los procesos acelerados si el parametro de deriva 1y el
parametro de difusiébn oz se consideran ambos como comparadores aleatorios.
Asi que, como Peng y Tseng [71], Si et al. [72], [73] y Tsai et al. [74], asumen que
diferentes unidades tienen diferentes parametros de deriva mientras que todos los

parametros de difusion tienen el mismo valor bajo un cierto esfuerzo.

Entonces, tenemos n ~ N(un, a,?), donde u, y a,f son la media y la varianza

del pardmetro 7.
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X(@®) = n6A®) + Jrge B(A(Y)) con n ~ N(uy,02). (2.24)

Ahora bien, para obtener el proceso Wiener considerando el ADT de
esfuerzo constante consideremos que: S, ... Sg,...Sx son el nivel de esfuerzo
aplicado y K denota el nivel de esfuerzo maximo y el subindice k corresponde al

nivel de esfuerzo k =1,2,..K.

Suponga también que hay N, unidades de muestras probadas bajo un
esfuerzo constante S, y que cada muestra se mide M,; veces en el k nivel de
esfuerzoi = 1,2, ..., N;. La degradacion en el tiempo transformado indicando nivel,

muestra y tiempo estara dada por wy;; donde wy;; = A(tkij) con j = 1,2,.., My;.

Li Sun et al. [67] plantea el modelado para el ADT de esfuerzo constante
considerando las variantes de no linealidad, con covariables y efectos aleatorios

gue es formulado como

Xiij(0rif|Sk) = MiSkwri; + JrsB(wrij)  con n; ~ N(uy, 02). (2.25)

Por altimo, durante el proceso de observacion es inevitable no cometer
errores de medicién, cuando esto ocurre el modelo de degradacion estara dado

por

Viij (0kif|Sk) = Xiij(@rij|Sk) + €nij con g ~ N(0,02). (2.26)

b) Distribucién de Vida

Un objetivo del analisis de confiabilidad es hacer estimaciones sobre la vida util
del producto a través de la distribucion de vida. Para obtener la distribucion de
vida de un producto utilizando datos de degradacion, el paso central es configurar
el modelo que describa el proceso de degradacion, llamado modelo de

degradacion acelerada.
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En la seccion anterior se definié el modelado para el ADT de esfuerzo
constante considerando las variantes de no linealidad, con covariables y efectos

aleatorios que fue formulado en (2.25).

Considerando las variantes mencionadas, es decir ¢? = 0,y definiendo a
w como el umbral de falla Li Sun et al. [67] presenta el PDF bajo tension S, dado

por

fs, (@) = ad exp (— M) do (2.27)

2 2 r

Si consideramos, ¢2 > 0 Junxing Li. et al [75] expresa la distribucion de vida

determinada por

fo. () = oEsknt(rKsptsilof)w  dw { —~(w=gpettn @)’ } (2.28)

PTG 2(srw(k+cro2w)+02)
\/Zn(gkw(x+cka,2,w)+o§) k kon €

c) Estimaciéon de Parametros de ADT de Esfuerzo Constante

Para estimar los parametros desconocidos, una propiedad importante del proceso
Wiener es que los incrementos son independientes, y tienen una distribucién normal.
Por lo tanto, la degradacion y,;;(wy;;|Sx ) obedece a una distribucién normal con media

Aw y varianza oZw con incrementos independientes.

La degradacion observada bajo el proceso Wiener con sus cuatro variantes

se muestra de la siguiente manera
Viij (0rij|Sk) = Niskwpij + KGB(wij) + xij (2.29)

Con n; ~ N(uy, 02), &ij ~ N(0,02) y ¢ la funcion de enlace del modelo

acelerado, generando un vector de parametros a estimar
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0 = {u,, o2, k, B, 62}. (2.30)

Ahora, considerando el ADT de esfuerzo constante, se especifica como
Tii = (Tkivs o Trine)'s Trij = @i » Yei = Yiins oo Yeim)'s Ye = (s o Yew))'Y Y =
Yy, ...Yx)parak =1,2,..K, i=12,..,Nyyj= 12,..,M,;. De acuerdo con las
propiedades y la suposicion de independencia del movimiento Browniano Y;

sigue una distribucion normal multivariada con media y covarianza:

Mii = HySicTkis (2.31)

_ o
Ly = opy,,

donde
S = Qg + ¢ETwi T

Wgi1  Wgi1 e Wi
Wii1  Wgi2 e Wiz

Qri = . . : (2.32)
Wii1  Wgiz ... Dkimy,;

Qi = RS Qpi + 621

.. . ~ k. 2 . L.
I; es la matriz identidad de orden M,; y k = pok 62 = % son una reparametrizacion
n j

para facilitar la inferencia. La funcién log-verosimilitud de parametros
desconocidos © = {u,, 02, &, B,62} se expresa
~ 1
InL (8]Y) = —In (2m) TE_1 T4 My (2.33)

—2In(02) ZK_y B Mg — 2 2K B0 | S|

1 e
- EZ’k{:l Yk (Y — tnSkTit) Eici (Vi — tnSic Tt
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Dado valores especificos de (%,f,52), se realiza la derivacion de (2.33)

amL(O]Y) anL(O|Y)

Ve 2 -
o 002 con respecto a los parametros u,, 0, Y estas derivadas se

igualan a cero correspondiendo al MLE, obteniendo

N -
L e X Sk TriZ Rl Vi
n = e (2.34)
Tie1 i Sk ThiZri Thi

67% X 2 My Zk 121 1(ykl ﬁanTki) il’;il(.'yki_ﬁanTki) (2.35)
=14j=1 i

Sustituyendo (2.34) y (2.35) en (2.33) y simplificando en la funcién de log-

verosimilitud, obtenemos

In L(O]Y) = —2(In(2m) + 1) TK_, B My

__ln( 2)2115 12 Mki_% Ik(=12?1=kl|iki| (2.36)

La estimacion por méaxima verosimilitud de k,B,62 se puede obtener
maximizando la funcion de log-verosimilitud (2.36), mediante una busqueda
tridimensional, empleando el método de optimizacion de cuasi Newton L-BFGS-B
gue se puede encontrar en los paquetes del lenguaje R [76]. Luego se sustituye
en (2.34) y (2.35); y podemos obtener la estimacion por maxima verosimilitud

para p, o0;. El valor de k67 se puede obtener mediante las siguientes

ecuaciones:
k= K62, (2.37)
62 =06%-6; (2.38)
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d) Criterio AIC para Seleccion del Modelo

La seleccion del mejor modelo, entre una clase de modelos en competencia es
elegir el modelo que mejor se ajusta a los datos de una observacion particular, es
decir, con la maxima bondad de ajuste. En datos de degradacién, los criterios
considerados para la seleccion del modelo deben tener en cuenta las
caracteristicas estocasticas de la variabilidad del proceso de degradacion

incluyendo la capacidad de predecir el comportamiento de degradacién futuro.

El criterio de informacion de Akaike (AIC) es utilizado para la seleccién del
modelo con prondéstico de degradaciéon [77]. AIC se basa en la teoria de la
informacion y maneja un compromiso entre la bondad de ajuste y la complejidad
del modelo. Su objetivo radica en seleccionar el modelo con la distribucion mas
cercana a la distribucién verdadera y que tenga el menor nimero de parametros
desalentando el sobreajuste. Considerando el conjunto de datos, el AIC esta
determinado por:

AIC = 2k — 2In (L) (2.39)

Donde k es el numero de pardmetros del modelo y es L el logaritmo de la
maxima verosimilitud del modelo estimado. Teniendo en cuenta este criterio y un
conjunto de modelos candidatos, el modelo seleccionado sera el que tenga un

AIC minimo.

e) Intervalo de Confianza Bootstraping

La validacion del modelo es el paso posterior a la estimacién de los parametros
requeridos del modelo seleccionado. La validacion se realiza a través de criterios
estadisticos, dichos criterios atienden a la construccién de intervalos de confianza

(IC), donde el principal objetivo es validar las predicciones obtenidas en el modelo.

El Bootstrap es una técnica de remuestreo de datos que permite resolver
problemas relacionados con la estimacion de intervalos de confianza. La

denominacion de remuestreo se debe a que la metodologia que aplica se basa
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esencialmente en la extraccion de un gran nimero de muestras repetidas de los
propios datos, y sobre esta base se realizan inferencias estadisticas [78]. Este
enfoque requiere de un ordenador capaz de simular un proceso de remuestreo

aleatorio de los datos.

El Bootstrap puede ser aplicado para estimar IC y para diagnosticar
modelos o evaluar la replicabilidad de los resultados de un estudio. Su descripcion
consiste en: crear un gran numero de submuestras con reposicion de los mismo
datos y calcular para cada muestra resultante el valor del estadistico en cuestion,
con ello se obtienen una aproximacion a la distribucion de muestreo del

estadistico, a partir de la cual podemos construir un IC para dicho estadistico [79].

f) Criterio de Cramér-von Mises

El criterio de Cramér-von Mises es utilizado es estadistica para juzgar la bondad
de ajuste de una funcion de distribucion acumulada F comparada con una funcion
de distribucién empirica F,, utilizando la estimacion de distancia minima [80]. Se

define como,
W2 = [ [F(x) — F]dF (x) (2.40)

La prueba de bondad de ajuste se basa en la suposicion de que la hipotesis
nula es verdadera bajo la comparacion de los resultados muestrales observados
con los resultados esperados. Para ello, sean x4, x,, ..., x,, los valores observados,

en orden creciente. Entonces el estadistico es,

2i—1
2n

T=—+ ;;1[ - F(xi)]z (2.41)

Si este valor es mayor que el valor tabulado, se puede rechazar la hipotesis nula

de que los datos provienen de la distribucion F [81].



2.2.6. Planes de Prueba de Degradacion Acelerada

Un plan de prueba es disefiado antes de realizar un ADT y requiere determinar el
tipo de esfuerzo, los niveles de esfuerzo, el nUmero de unidades a ser probadas,
los tiempos de medicion y un modelo aplicable que relacione los tiempos de falla

a condiciones aceleradas a aquellos a condiciones normales [68].

Un plan de prueba puede proveer informacion precisa sobre la vida util del
producto y lograr ahorros en tiempo y costos de las pruebas. Los ahorros se logran
analizando los datos antes de que todas las unidades hallan fallado [65].

Hay tres tipos de pruebas ADT en la préactica, los cuales son: ADT de

esfuerzo por pasos, ADT de esfuerzo progresivo y ADT de esfuerzo constante.

El ADT de esfuerzo por pasos es un plan de prueba econdémico y flexible.
El esfuerzo aumenta en pasos bajo un ADT de esfuerzo escalonado. Como
resultado, el ADT de esfuerzo por pasos no requiere un gran tamafo de muestra
y puede evitar choques de esfuerzo que conducen a una falla repentina del

producto.

El ADT de esfuerzo progresivo es similar al ADT de esfuerzo por pasos,
excepto que el esfuerzo de la prueba aumenta con el tiempo a una velocidad
constante. Sin embargo, aumentar el esfuerzo a un ritmo especifico es dificil. Por

lo tanto, hay muchos problemas en la aplicacién de ADT de esfuerzo progresivo.

Por su parte, en el ADT de esfuerzo constante, se dividen en varios niveles
de esfuerzo, y cada nivel requiere varias muestras. Para nuevos productos en
desarrollo, no es una tarea facil determinar los niveles de esfuerzo adecuados.
Por lo tanto, realizar un ADT de esfuerzo constante puede requerir de varias

muestras.
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Para materiales de reciente creacion estudios actuales han adoptado un
ADT de esfuerzo constante en la evaluacion de la confiabilidad basado en proceso
Wiener aplicando planes compromiso que se encuentran dentro del esfuerzo
constante, estos constan de tres a cuatro niveles de pruebas con diferentes
proporciones de unidades en cada uno, donde principalmente en el nivel de
esfuerzo bajo corren mas muestras que a un nivel alto y este tipo de plan puede

proveer estimaciones precisas [12].

Los pasos para el disefio de planes de prueba compromiso son:

+ Determinar los parametros del modelo mediante las probabilidades de falla

en los niveles de esfuerzo.
»  Definir el nivel de esfuerzo alto, mediano y bajo.

+ Determinar la proporcién de unidades a colocar en cada nivel de esfuerzo.
Algunos disefios utilizan un arreglo 4:2:1, es decir, una proporcién de
unidades de 4/7, 2/7 y 1/7, en los niveles de esfuerzo bajo, medio y alto

respectivamente si se trata de un estudio de tres niveles.

+ Obtener el disefio del plan de prueba con los valores que minimizan la

varianza aproximada del cuantil de interés.
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3. METODOLOGIA

En este capitulo se discuten los recursos que fueron aplicados en la realizacion
de este proyecto de investigacion, en primer término, se presentan los materiales,

los que anteceden a los métodos.

3.1. Materiales

Las GNP@LA se sintetizaron utilizando: solucién de cloruro de oro al 1%, polvo
de borohidruro de sodio 298%, acido (+) -a-lipoico titulacion minima del 99%,
alcohol etilico 96% y agua ultrapura> 18 MQ-cm. Para promover la aglomeracion
se utilizaron cloruro de sodio (NaCl) 99.8% y PBS 1.X. Para la prueba de
citotoxicidad los materiales utilizados fueron: hematoxilina, eosina 99%, PBS 1.X,
glutaraldehido Grado Il 25% en H20 y dimetilsulféxido DMSO = 99.9%. Para la
prueba ADT se utilizé NaCl 99.8% y la fabricacion de 50 muestras de GNPs@LA

en solucién coloidal.

En cuanto a equipo se utilizaron el agitador de laboratorio PC 410
(Corning®), balanza analitica (Ohaus®), sistema de purificacion de agua
(WaterPro PS, Labconco®), evaporador rotativo con bomba de vacio y
controlador (Buchi R-3 Rotavapor), espectrofotometro UV / Vis 190-1100 nm + 1
nm (Grupo Zhejiang Holdwell), espectrémetro infrarrojo (M 530, Buck Scientific),
espectrometro Raman (HoribaJobin HR 800), microscopio electrénico de
transmision (JEOL JEM-ARMZ200F), microscopio de fluorescencia 100x (Zeiss N-
Achroplan) y espectrofotdmetro de microplacas (Benchmark Plus). Por ultimo, los
softwares aplicados tanto para la caracterizacion como para el ADT fueron:
MetaSpecPro, Zen blue, OriginPro 2017 y R.
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3.2. Métodos

Esta seccion expone los métodos, la forma en lo que los recursos fueron
aplicados, iniciando en la caracterizacion y finalizando en el analisis de

confiabilidad.

3.2.1. Caracterizacion de GNPs@LA

La caracterizacion de GNPs@LA se realiza a través de un proceso de varias

etapas, siendo las siguientes:

e Etapa 1. Preparacion de nanoparticulas de oro desnudas y nanoparticulas
de oro estabilizadas con &cido lipoico.

e Etapa 2. Analizar la estabilidad, morfologia y composicién de las muestras
fabricadas.

e Etapa 3. Ensayo de citotoxicidad en diversas concentraciones.

En lo que corresponde a la etapa 1, con base en la metodologia "de abajo
hacia arriba" y especificamente en el método coloidal reportada en Cornejo et al.
[82], se sintetizaron y estabilizaron nanoparticulas de oro con un tamafio menor
de 5 nm usando cloruro de oro como precursor, borohidruro de sodio como
reductor y acido lipoico como estabilizador. Para preparar 700 ml de solucién
coloidal acuosa, se afiadieron 6,3 ml de solucion de cloruro de oro a un matraz
Erlenmeyer bajo agitacion vigorosa; una vez que se mezclo la solucion, se
afadieron 85 mg de borohidruro de sodio mezclado con 7 ml de agua. Hasta este
paso, se sintetizaron nanoparticulas de oro desnudas (GNPs). Aproximadamente,
30 segundos después de la adicion de borohidruro de sodio, se afiadieron al
coloide 100 mg de acido lipoico (LA) mezclado en una solucion de 7 ml de etanol-
agua (1:1 v/v) para obtener nanoparticulas de oro estabilizadas con acido lipoico
(GNPs@LA).
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En la etapa 2, para probar la estabilidad de las nanoparticulas de oro
desnudas y estabilizadas, se utilizaron tres promotores de aglomeracion
diferentes: NaCl, PBS y evaporacion del agua. Se afiadio NaCl al coloide a una
concentracion de 10% m/v, PBS a 50% v/v y el agua del coloide se elimin6 para
obtener polvo. Para la morfologia y composicion muestras de GNPs@LA fueron
analizadas mediante TEM y FT-IR respectivamente. Asimismo, para la
caracterizacion de Raman algunas muestras fueron enviadas al Centro de

Investigacion y de Estudios Avanzados del I.P.N. para ser analizadas.

En la etapa 3 se determind la citotoxicidad de los GNP@LA mediante el
método de prueba establecido en la norma ISO 10993 asi que para el analisis en
la reduccion metabdlica de los fibroblastos al reactivo MTT los pasos esenciales
fueron colocar diversas concentraciones en una placa asi como un control con los
cuales se sembraron e incubaron con soluciones y células de fibroblastos de
raton, el producto de formazéan resultante se analiz6 y por ultimo se utilizé la
tincion para el examen morfoldgico. A continuacion, se explica con mas detalle el

proceso realizado.

Para realizar esta prueba, se colocaron concentraciones de: 20, 40, 60, 80,
100, 250, 500, 750, 1000 (ug / mL) de GNPs@LA en una placa de 24 pocillos, asi
como un control, donde se sembraron e incubaron con 20,000 células de
fibroblastos de ratén en D-MEM suplementado con suero fetal bovino (FBS) y
penicilina-estreptomicina. Después de 24 horas, se retir6 el medio de incubacion
y se afadieron 200 ul de solucion D-MEM, que contenia 10% de FBS, 1% de
antibiético y 50 ul de MTT (5 mg / ml en PBS). Luego, se incub6 a 37°C durante 2
horas. El producto de formazan resultante se disolvio en dimetil sulfoxido y se
midio la absorbancia a 570 nm usando un espectrofotometro de microplacas
Benchmark Plus. Las GNPs@LA cultivados con fibroblastos se tifieron con

hematoxilina y eosina para el examen de la morfologia celular.
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Con lo anterior, esta investigacion confirmara que el LA no solo actia como
agente de proteccion si no que nos aporta caracteristicas que pueden ser utiles
en el ambito médico, también se presentara el estudio de citotoxicidad para tener
conocimiento de las concentraciones no toxicas a nivel celular abriendo puertas a

futuros estudios clinicos.

3.2.2. Analisis de Confiabilidad

El analisis de confiabilidad tuvo como objetivo, obtener el modelo de degradacién
acelerada que estimara la proporcién de falla en funcién del factor acelerante con
el cual se estimé la vida util de GNPs@LA, para ello se llevaron a cabo las

siguientes etapas:

e Etapa 1. Fabricacion de varias muestras de GNPs@LA.

e Etapa 2. Determinar el factor de aceleracion y ejercer diferentes niveles de
esfuerzo en funcion de él, dentro de las muestras fabricadas.

e Etapa 3. Establecer un plan de prueba ADT de estrés constante.

e Etapa 4. Caracterizacion de datos de degradacion.

e Etapa 5. Ajuste de datos de degradacion a un modelo de degradacion
acelerada basado en el proceso estocastico Wiener no lineal, con efectos
aleatorios, medidas de error y con distintos modelos acelerados en la
covariabilidad.

e Etapa 6. Estimacion de parametros de los modelos de degradacion
acelerada propuestos.

e Etapa 7. Evaluacion y validacion de los modelos.

e Etapa 8. Seleccion del modelo y estimacion de vida util de GNPs@LA.

Para realizar la degradacién primero se tuvieron que fabricar alrededor de
50 muestras coloidales de GNPs@LA quedando definidas como la poblacion total
para el estudio de confiabilidad. Se consideré como factor de aceleracion el NaCl

presentando una degradacion a través de tiempo. Dicha degradacion se vio
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reflejada en la agregacion de nanoparticulas con las cuales se llegd a la

aglomeracién de alguna de ellas.

Los niveles de prueba de esfuerzos fueron basados en un estudio
exploratorio previamente hecho. Considerando 1gr equivalente a 1ml de nuestras
sintesis fabricadas y un plan ADT de esfuerzo constante, quedaron planteados
dos planes piloto de prueba tipo compromiso, plan Ay plan B. El plan A utilizo tres
diferentes niveles de esfuerzo para tres poblaciones distintas, la poblacién 1 fue
de 23 muestras para el 12% NaCl, 15 muestras para el 16% de NaCl y 12
muestras para el 20% de NaCl. Plan B utilizo la misma proporcion de muestras,
pero en tres diferentes niveles de esfuerzo siendo estos, el 8%, 12% y 16% m/v
con NaCl para cada poblacién de sintesis. Las mediciones se llevaron a cabo cada
tercer dia generando un numero de mediciones que muestran sefales de

degradacion para el nivel bajo, medio y alto respectivamente.

Para la obtencion de datos de degradacion de GNPs@LA bajo un ADT se
utilizaron las sefiales de degradacién obtenidas a través de las mediciones con
las cuales se condujo a un analisis de estabilidad, considerando como
degradacion la agregacion del material que, en base a su absorbancia, longitud
de onda y consistencia del material se puede determinar por sus propiedades
caracterizadas en un dominio cerrado de 450 a 550 nm en la longitud de onda a
través de la espectroscopia UV-Vis, utilizando un analisis con el programa

MetaSpecPro.

Asimismo, utilizando el analisis del programa, se puede definir el umbral de
falla con la ubicacién del pico maximo caracteristico del oro considerando que
este tiene influencia en el analisis de tamafio y estabilidad del material. Por lo
tanto, para este estudio se consider6 como falla la aglomeracion de las
nanoparticulas a través del desface del pico en la zona de plasmon después de
525 unidades.
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Por ultimo, este trabajo propone estimar la proporcion de falla de GNPs@LA
aplicando un ADT de esfuerzo constante el cual fue elaborado a través de
estudios exploratorios y con ello se obtuvieron sefales de degradacién. Por lo

tanto, se puede definir lo siguiente:

v Los niveles del porcentaje de NaClcomo k =1,...,K,
v Las muestrascomoi=1,..,N,y

v' Los tiempos de medicion j = 1, ... , My;.

Una vez definidas las sefiales de degradacion como datos de degradacion,
se procede a obtener la configuracion del modelo de degradacion acelerada que
describa las trayectorias de degradacion. Por lo tanto, este trabajo propone el
Proceso Wiener con parametro de deriva, efectos aleatorios, errores de medicién
y diferentes funciones de enlace en la covariabilidad. Como resultado, el modelo

propuesto asume:

v' El parametro de deriva donde los tiempos transformados explican la no
linealidad de los datos y esta dada por wy;; = A(tyi;) = (trij)®-

v Efectos aleatorios, asumiendo que diferentes unidades tienen diferentes
parametros de deriva mientras que todos los parametros de difusion tienen
el mismo valor bajo un cierto esfuerzo. Entonces, tenemos n; ~ N(u,, 07 ).

v Errores de medicién con &,;; ~ N(0,02).

v" Con covariabilidad donde el modelo acelerado se encuentra inmerso en el
Proceso a través de la funcién de enlace ¢,. Asimismo, se resalta que
fueron evaluados tres modelos acelerados, potencia inversa, modelo lineal

y el modelo cuadratico.

Por lo tanto, suponiendo que la degradacion sigue una distribuciéon normal
con Aw y varianza 3w y aplicando los modelos acelerados, la deriva y la difusion
estaran dadas por

Ak =16k, (Ug)k = KCk
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Donde ¢, es analizada por Potencia Inversa ¢, = exp(—pf In(S;)), un Modelo
Lineal ¢, = exp(-4(S,) ) y un Modelo Cuadrético ¢, = exp(-B(S,) + B,(S,)?). Ahora,
proponiendo el ADT de esfuerzo constante y el proceso Wiener con las
caracteristicas mencionadas, el proceso de degradacion puede formularse en
general como la formula (2.29) con n; ~ N(uy,, 02) Y &xij ~ N(0,02). Generando

tres distintos modelos a evaluar los cuales son presentados en la Tabla 2.

Tabla 2. Modelos con Distinta Funcién de Enlace

Covariabilidad Asumiendo Potencia Inversa

M1 =y (0wi|Sk) = niskwrij + JrskB(wkij) + €xij
donde ¢, = exp(—p1In(Sy))

Covariabilidad Asumiendo Modelo Lineal

M2 = }’kij(wkij|5k) = NS Wrij + +/ KCkB(wkij) + Ekij
donde ¢, = exp(—f(Sk))

Covariabilidad Asumiendo Modelo cuadratico

M3 =y (0r|Sk) = nisrwi; + N K6 B(wpij) + &xij
donde ¢, = exp(—=B;1(Sk) + B2(Sk)?)

Originando con ello un vector de parametros a estimar © = {yn,a,?,;c, B, 63}

en cada uno de los modelos, siendo estos:

1y, 07 : la media y la varianza del pardmetro aleatorio 7;.
G2: es la varianza no atribuible al Movimiento Browniano ni a la deriva,

correspondiendo a los errores de medicion.
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B: es un factor que determina la influencia del porcentaje de NaCl. Para el
caso del modelo cuadratico M3 se encuentra también el parametro g = {,,8,} por
estimar.

k. es la constante asociada a la volatiidad o difusion del movimiento

estocastico.

Todo lo anterior fue programado en el software estadistico R siguiendo lo
propuesto por Li Sun et al. [67] donde se aplicd la estimacion por maxima
verosimilitud para la obtencion de parametros. En la Figura No. 4 se muestra la
metodologia propuesta para la estimacion de parametros a través de MLE, asi
como la evaluacion y validacion de cada modelo hasta obtener la proporcion de

falla en cada uno de ellos.

Con , §, a”, fijos se Con los estimados y,, 02,
Parametros iniciales ) maximiza la funcion de m) | S€ maximiza |a funcién o)
K, 3, 0%, verosimilitud con respecto verosimilitud con respecto
a los parametros y,, a2, x, B, 62,
Tenemos un modelo bajo el proceso
Iteracion para Parametros estimados Wiener no lineal que asume
parametros mejor :> por maxima verosimilitud I::} * Efectos aleatorios
estimados (] ={,u,?, azn, K, B, 0%} * Errores de medicion
* Diferente covariabilidad
Modelos en Competencia
A traves de la funcion » Modelo Wiener sin covariabilidad
de enlace, los modelos « Modelo Wiener con covariabilidad ::> Seleccion del
propuestos con distinta :> Asumiendo como funcién de enlace: Modelo usando el
covariabilidad son = M1con Potencia inversa Criterio AIC
comparados. * M2 con Modelo lineal
* M3con Modelo cuadratico

Validacion de los Modelos Distribucion de
) + IC— Bootstraping =) X

L . Vida
¢ Criterio Cramer-von Mises

Figura 4. Metodologia para la Estimacion de Parametros del Modelo Propuesto, asi como
su Evaluacion y Validacion para la Estimacion de Vida Util.
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Como se aprecia en la Figura 4, se obtiene un modelo bajo el proceso
Wiener no lineal con efectos aleatorios, errores de medicion y distintos modelos
acelerados en la covariabilidad. Para la seleccion, evaluacion y validacion de los
modelos propuestos, se determinara cual es el modelo con la distribucion mas
cercana a la distribucion verdadera utilizando el criterio AIC. Asimismo, para la
evaluacion y validacion se hara uso de los parametros estimados del modelo y se
calcularad la distribucion Bootstraping con la construcciéon de intervalos de
confianza, también se juzgara la bondad de ajuste utilizando el criterio Cramer-

von Mises para la seleccion del modelo.

Por ultimo, considerando los parametros se establece a w como el umbral
de fallay la distribucion de vida estara determinada por la formula (2.28). Con ello
se obtiene la proporcion de falla en funcién del factor acelerante y se estima la
vida util de GNPs@LA.

Con lo anterior, esta investigacién propone una metodologia y un modelo
de andlisis para estimar la tasa de falla y vida util de GNPs@LA basado en
pruebas de degradacion acelerada y proceso de Wiener no lineal incorporando
efectos aleatorios, medidas de error y covariabilidad. El esquema propuesto
emplea tres funciones de enlace diferentes en covariabilidad utilizando los
modelos de potencia inversa, lineal y cuadratica los cuales seran juzgados y se
proporcionara el modelo mas adecuado que permita determinar la vida util del

material.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente capitulo se da a conocer los resultados obtenidos tanto del
desarrollo conceptual de GNPs@LA para obtener sus caracteristicas, asi como la
metodologia de prueba y andlisis ADT para obtener su vida Util, en cada apartado
se interpreta y analizan los resultados de este trabajo. Cabe destacar que dichos
resultados de caracterizacion se publicaron inicialmente en Cornejo et al. [82], en
marzo del 2020 en la revista Nanobiomedicine and Nanopharmaceuticals.

4.1. Caracterizacion de GNPs@LA

Para poder obtener el desarrollo conceptual, se fabricaron GNPs@LA basados en
la metodologia de “abajo hacia arriba”, reportada en Cornejo et al. [82] y Cornejo
et al. [43], a su vez para determinar su caracterizacion se utilizaron espectroscopia
UV-Vis, FT-IR, Raman, TEM y un evaporador rotativo para analizar su estabilidad,
composicién y morfologia. Conjuntamente, la citotoxicidad de las nanoparticulas
de oro se evalu6 mediante el ensayo MTT. A continuacién, se presentan los

resultados.

4.1.1. Estabilidad

En este apartado se presentan los resultados de las pruebas de estabilidad cony
sin promotores de aglomeracion. Para ello se hace una comparativa a través de
las fotografias de las soluciones coloidales, los espectros de UV-Vis, asi como los
resultados de la redispersion de las GNPs@LA.

a) Soluciones Coloidales

Como se puede ver en la Figura 5, las GNPs muestran un color rojo anaranjado
caracteristico, en contraste, los GNPs@LA tienen un color magenta. Con el fin de
analizar su estabilidad, se usaron los promotores de aglomeracion con los cuales
se pudo observar que las GNPs se desestabilizan rapidamente con la adicion de

NaCl, PBS o ambos, siendo apreciable debido al cambio de color de rojo-naranja
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a azul-gris en comparacion con las GNPs@LA donde se puede ver que no hay
cambios significativos en el color de los coloides. Es decir, las nanoparticulas de
oro estabilizadas con LA son mas resistentes a la aglomeracion, demostrando su

alta estabilidad en la consistencia firme del coloide.

GNPs GNPs+NaCl GNPs+PBS GNPs+NaC1+PBS GNPs@LA GNPs@LA+NaCl GNPs@LA+PBS GNPs@LA+NaCl+PBS
[ — ~ — o ﬂ 7 p—
}
1
— — Wntasa pe—— .~ .o -—‘7.

Figura 5. Fotografia de las Soluciones Coloidales

b) Espectroscopia UV-Vis

En los resultados de la espectroscopia UV-Vis se puede apreciar en la Figura 6a
que las GNPs muestran un pico caracteristico en la banda del plasmén superficial
alrededor de 496 nm. Usando el modelo propuesto por W. Haiss et al. [47], [83],
el tamafio de particula estimado de los espectros UV-Vis es inferior a 3 nm.
Después de la adicién de LA, en la Figura 6b las GNPs@LA tienen un pico
caracteristico alrededor de 498 nm moviéndose a longitudes de onda mas alta, lo
gue indica que el acido lipoico fue absorbido en la superficie de las nanoparticulas

de oro y el tamafio sigue siendo menor a los 3 nm.

Para analizar la estabilidad de los coloides, se usé NaCl y PBS para promover
la aglomeracion; comparando los espectros de GNPs+NaCl, GNPs+PBS,
GNPs+NaCIl+PBS frente al espectro de GNPs hay una diferencia muy
significativa, NaCl y PBS desestabilizan casi instantaneamente las nanoparticulas
de oro desnudas, En comparacion con las GNPs@LA con GNPs@LA+NaCl,
GNPs@LA+ PBS y GNPs@LA+NaCl + PBS, no hay diferencia entre los espectros

lo que indica que LA estabiliza las nanoparticulas de oro y evita la aglomeracion.
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a —ocnps b ——GNPs@LA C ——GNPs@LA
—— GNPs+NaCl l—— GNPs@LA*NaCl —— GNPs@LA (Redispersada en agua)
GNPs+PBS GNPs@LA+PBS
GNPs+NaCl+PBS GNPs@LA+NaCl+PBS

Absorbance
Absorbance
Absorbance

400 500 600 700 800
Wavelength (nm)

400 500 600 700 800 400 500 600 700
Wavelength (nm) Wavelength (nm}

Figura 6. Espectros UV-Vis de Nanoparticulas de Oro Coloidales, a) GNPs y GNPs con Promotores
de Aglomeracion, b) GNPs@LA y GNPs@LA con Promotores de Aglomeracion, y c) GNPs@LA
versus GNPs@LA Redispersados en Agua Después del Secado

Ademas, como podemos ver en los resultados del UV-Vis, en la Figura 6¢
el pico caracteristico del oro permanece en la misma posicion, mostrando que el
polvo de GNPs@LA se puede redispersar facilmente en agua sin un efecto

relevante sobre las propiedades de las nanoparticulas.

c) Polvo de GNPs@LA

El polvo de GNPs@LA y GNPs@LA+NaCl se obtuvo usando el evaporador

rotativo. Los polvos mostraron un color marrébn oscuro, como se aprecia en la

Figura 7.

Figura 7. Fotografias de a) GNPs@LA y b) GNPs@LA+NaCl Ambas en Polvo

El polvo de GNPs@LA era como una pasta pegajosa y mas oscura, Como

se puede apreciar en la Figura 7a. En contraste, en la Figura 7b el polvo de

GNPs@LA+NaCl era mas facil de manejar.
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Ambos polvos se redispersaron en agua sin ningun esfuerzo y sin efecto
perceptivo sobre sus propiedades, mostrando nuevamente la alta estabilidad de
GNPs@LA.

4.1.2. Morfologiay Tamafio

Para el analisis de morfologia y tamafio de GNPs@LA, en la Figura 8, se puede
visualizar los resultados de las micrografias usando TEM, con el cual se pudo
determinar que tenemos nanoparticulas de oro ultrapequefias y con forma
esféricas. Asimismo, se puede apreciar claramente que las GNPs@LA son
dispersas, no aglomeradas, y con un tamafo promedio de 2.5+1.10nm. Estos
tamafios corresponden con las dimensiones obtenidas en la espectroscopia
UV-Vis.

D _=25+110nm

1 2 3 4 5
Tamafio de particula (nm)

Figura 8. Micrografias TEM de GNPs@LA a Diferentes Aumentos. Barras de Escala a) 20
nm b) 10 nm, y ¢) Histograma de Distribucién de Tamarios.

4.1.3. Composicion — Grupos Funcionales

En este apartado se presentan los resultados obtenidos en el FT-IR, asi como los
gue se realizaron en el Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del I.P.N.

en el analisis por Raman.
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a) Espectroscopia FT-IR

El espectro FTIR de GNPs@LA con GNPs@LA+NaCl fueron comparados y se
muestra en la Figura 9. En la comparacion se encontré que las principales bandas
de absorcion estan presentes en ambas muestras, lo que es indicativo de la alta
estabilidad de GNPs@LA. El espectro FTIR muestra seis bandas principales de
absorcion en 3430, 2928, 1571, 1357,1115 y 1050 cm-?.

—— GNPs@LA+NaCl
—— GNPs@LA

Transmittance

1357 1050

3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber (cm™)

Figura 9. Espectros FTIR de GNPs@LA vs GNPs@LA+NacCl

Las bandas presentes en 3430 y aproximadamente 2928 cm!, se pueden
atribuir a la presencia de agua en la superficie de nanoparticulas y enlaces C-H
presentes en hidrocarburos de cadena larga, respectivamente [53], [84]. El pico
gue aparece a 1571 cm? corresponde al grupo carbonilo [85]. El pico
correspondiente al grupo funcional COOH se percibié a 1357 cm! [53]. Los picos

observados a 1115 y 1050 cm™ no fueron identificados.

b) Espectroscopia Raman

Las GNPs@LA se analizaron usando dispersién Raman a 532 nm, para identificar

las vibraciones reales.
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La Figura No.10 muestra dos bandas Raman fundamentales asimétricas
alrededor de 400 y 100 cm™.

Raman Intensity

400 350 300 250 200 150 100

Raman Shift (cm'1)

Figura 10. Espectros RAMAN de GNPs@LA

Dichas bandas se pueden desconvolucionar en siete sefiales de forma de
linea de Lorentz, como se muestra en la Figura 5, que se observan en 314, 310,
266, 236, 149, 127 y 99 cm, principalmente asociado con los modos de
estiramiento y respiracion Au-S debido a la naturaleza diferente de los enlaces
Au-S involucrados. Los modos Au-S han sido asignados tanto experimental como

tedricamente por Varnholt et al.[86].

4.1.4. Ensayo de Citotoxicidad

El efecto de GNPs@LA sobre la viabilidad celular se evalué mediante el ensayo
MTT. A través de la actividad mitocondrial se puede observar en la Figura 11 que
las concentraciones inferiores a 100 (ug / ml) no presentan efectos tdxicos a nivel
celular, lo que nos permite verificar que no hubo afectaciones del metabolismo

celular después de la exposicién a las nanoparticulas.
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Por otro lado, a concentraciones mas altas de GNP@LA hay una reduccion
en el nimero de células viables que muestran un dafio en la actividad

mitocondrial, presentando un efecto toxico de acuerdo con ISO 10993-5 [55].

B 24 horas

Viabilidad celular (%)

© 20 40 60 B0 100 250 500 750 1000
Concentracion de GNPs@LA (ug/mL)

Figura 11. Viabilidad Celular a Diferentes Concentraciones

La Figura 12 muestra imagenes de los fibroblastos, de las diferentes
concentraciones de GNPs@LA, a las 24 horas de cultivo. Se observaron mas
células en el control y concentraciones inferiores a 100 yg / ml, coincidiendo con

los resultados del ensayo MTT.

Figura 12. Morfologia de Fibroblastos a Diferentes Concentraciones Después de 24 horas:
a) Control b) 20 pg / ml ¢) 60 pg / ml d) 100 pg / ml €) 250 pg / ml f) 500 pg / ml g) 750
Mg / ml h) 1000 pg / ml

Por otro lado, en las imagenes de concentraciones de nanoparticulas
superiores a 100 pug/ml, se observan menos células, con cambios en la morfologia
celular y dano de la membrana celular muy evidente a 500 pg/ml.
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Con lo anterior, se cumplieron los objetivos planteados, es decir llevar a
cabo la sinterizacion, fabricacion, caracterizacion y la determinacion de las
concentraciones no toxicas a nivel celular en GNPs@LA. Con lo cual, pudimos
comprobar que tenemos nanoparticulas esféricas, dispersas, altamente estables
con un tamafio menor de 5 nm, funcionales y no toxicas en concentraciones
menores de 100 pg/ml. Estableciendo un material tentativo para llevar a cabo

ensayos clinicos.

4.2. Analisis de Confiabilidad

En esta seccién se presentan los resultados obtenidos en el trayecto para los
modelos de degradacion acelerada con los cuales se concluye el objetivo de
estimar la vida Gtil de GNPs@LA.

4.2.1. Plan ADT de Esfuerzo Constante

Con el objetivo de aplicar un ADT de esfuerzo constante en GNPs@LA, los
resultados del estudio exploratorio indican que el plan A que constaba del 12%,
16% y 20% de NacCl, las muestras al 20% de NaCl no se mezclaban de manera
homogénea, presentando un choque de esfuerzo, debido a eso se opté por
decrecer el porcentaje de sal estableciendo un plan B con un nivel bajo al 8%,
medio al 12% y alto al 16% m/v con NaCl. También se determin6 que 6 muestras
de las 50 elaboradas no estaban bien estabilizadas mostrando una aglomeracion

al instante de colocar el NaCl. Por lo tanto, el ADT se realizé con 44 muestras.

Por consiguiente, el plan de prueba ADT de esfuerzo constante aplicado fue
el siguiente, el nUmero de muestras en cada nivel son: 19 muestras para el nivel
bajo con un 8% de NaCl, 13 muestras para el nivel medio con 12% y 12 para el
nivel alto al 16% de NaCl. Con un tiempo de censura de 69 dias, distinto en
comparacion con el nivel bajo ya que este por condiciones de tiempo restante y
por modificaciones del plan tuvo una censura de 51 dias. Las mediciones de

degradacion se llevaron realizaron cada tercer dia generando un total de 18
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mediciones para el nivel bajo del 8% y 23 mediciones para el nivel medio y nivel

alto respectivamente generando asi sefiales de degradacion en el transcurso del

tiempo.
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Figura 13 Espectros de Medicién Inicial vs Medicién Final del ADT en GNPs@LA

Finalmente, utilizando un andlisis con el programa MetaSpecPro de

absorbancia UV-Vis, las sefales de degradacién fueron obtenidas a través de los
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espectros. En la Figura 13 se presentan graficamente los cambios de los
espectros de manera general comparando la primera medicidon contra la ultima

medicién en el rango de 400 a 800 nm en la longitud de onda.

Asimismo, se observa en las graficas que a través del ADT, en los tres
niveles de degradacion, la amplitud de la absorbancia disminuye y la anchura de
la banda se desplaza originando que el pico caracteristico de la longitud de onda
se recorra ocasionando la agregacion de la nanoparticula que origina un aumento

en el tamano.

También se puede destacar que a mayores porcentajes de NaCl la
degradacion es mas notoria que a porcentajes menores. En las muestras del 16%
de NaCl, por ejemplo, se observé que los ultimos dias de medicion, la consistencia
de la solucion coloidal ya estaba desestabilizada en su totalidad, no solo

presentando agregacion de nanoparticulas si no también una aglomeracion de

estas. En la Figura 14 se presenta una imagen del material aglomerado al 16%

de NacCl.

Figura 14. Consistencia del Material al 16% de NaCl los Ultimos Dias de Medicién

En la Figura 15 se muestra la seccion sombreada de 450 a 550 nm en la
longitud de onda, siendo considerada la zona donde se realiz6 el analisis de datos
la cual presenta el espectro promedio de la medicion inicial contra la medicion

final donde se da a notar una disminucion general en la amplitud de la absorbancia
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del pico caracteristico y un desplazamiento de este, causando un area cada vez

mas pequeiia por debajo del espectro.

Asimismo, se hace énfasis a través de una linea vertical en las 525 unidades
considerada como el umbral de falla en este estudio, es decir cuando el pico
caracteristico cruce esa linea de referencia consideramos a la nanoparticula

aglomerada con un tamafio mayor de 25 nm segun Haiss et al [53].
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Figura 15. Espectros Promedio de Medicidn Inicial contra Medicién Final

Por consiguiente, tenemos sefiales de degradacibn como son la

disminucién de la absorbancia, el desface del pico y la disminucién en el area
originada por la absorbancia y el desface del espectro. Estas caracteristicas, son
aprovechadas para conseguir datos de degradacion los cuales podran sobrepasar

umbrales a partir de la agregacion y aumento de la nanoparticula.

En la Figura 16. Se pueden observar los cambios en absorbancias, picos y
areas en los diferentes niveles de degradacién conforme el tiempo transcurre
originando sefiales de degradacion que pueden ser caracterizadas como datos de

degradacion para el modelo que proporcione la vida util de GNPs@LA.
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Figura 16. Sefiales de Degradacion en Absorbancia, Picos y Areas a Diferentes

Porcentajes

4.2.2. Datos de Degradacion

Se determino la degradacion con la disminucion del area cuantificada por la

amplitud de la absorbancia y el desplazamiento del espectro en un dominio
cerrado de 450 a 550 unidades en la longitud de onda, llegando al umbral de falla

con el movimiento del pico caracteristico hasta sobrepasar las 525 unidades.
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Finalmente, se obtuvieron las areas en las diferentes mediciones
estableciendo datos de degradacion, en la Tabla 3 se presentan las primeras
cuatro mediciones y ultimas tres mediciones del area cuantificada de 10 muestras

en cada nivel.

Tabla 3. Mediciones Iniciales y Finales del Area en el ADT

Areas del Espectro al 8% de NaCl

Dia Muestra 1 Muestra 2 | Muestra 3 | Muestra4 | Muestra 5 Muestra &6 Muestra 7 | Muestra 8 | Muestra 9 |Muestra 10
0 5.50165 5.26665 4.86065 5.3916 5.4005 5.8604 5.62905 5.30895 5.3311 5.6436
3 5.37395 5.0585 4.55985 5.23715 4.8998 5.6091 5.33015 5.1282 5.20905 5.04875
6 5.39295 4.9775 4.52205 4.90345 4.6434 5.64165 5.2187 5.0237 5.1632 5.45635
9 5.33085 4.98375 4.36105 4.91905 4.8535 5.4164 5.47385 5.2269 5.2551 5.33765
42 5.3151 4.4252 4.42795 4.9918 4.66755 5.045 5.2143 4.80885 4.7556 4.9843
45 5.24675 4.17875 4.50515 4.7241 4.36195 5.1335 5.08265 4.97705 4.9289 4.9062
51 5.24305 4.4662 4.33535 4.73645 4.6037 4.9256 4.93335 5.0234 4.64415 4.80265

Areas del Espectro al 12% de NaCl

Dia Muestra 20 | Muestra 21 | Muestra 22 | Muestra 23 | Muestra 24 | Muestra 25 | Muestra 26 | Muestra 27 [ Muestra 28 | Muestra 29
0 3.07395 4.48785 4.3704 5.0452 4.62065 4.3365 4.5837 3.9911 4.95855 4.2544
3 2.3426 3.87775 4.2327 4.6444 4.4027 4.1462 4.5884 3.9262 4.5858 4.3459
6 2.4253 3.90625 4.09915 4.3027 4.34095 4.27135 4.6241 3.69185 4.79905 4.24135
9 2.8924 4.08105 4.01815 4.51425 4.2638 4.08995 4.37755 3.66165 4.48285 4.1931
63 2.2334 3.29735 3.42055 3.5471 3.62975 3.17265 3.4497 2.83575 3.6845 3.4124
66 1.97545 3.4519 3.33725 3.468 3.3263 2.99265 3.3707 2.7686 3.63475 3.2209
69 2.0029 3.1518 3.22275 3.3318 3.42 2.90705 3.2721 2.7587 3.46555 3.16745

Areas del Espectro al 16% de NaCl

Dia Muestra 33 | Muestra 34 | Muestra 35 | Muestra 36 | Muestra 37 | Muestra 38 | Muestra 39 | Muestra 40 | Muestra 41 | Muestra 42
0 3.2792 3.5287 3.38645 3.3131 3.0005 3.3088 2.1062 3.22485 2.643 4.0311]
3 2.66 2.6652 2.6897 2.82615 2.09095 2.49745 1.3983 2.2697 2.2394 3.712
3] 2.4659 2.51375 2.3945 2.66455 1.50165 2.30605 0.9798 1.8095 2.14195 3.6023
12 2.0422 2.10605 2.111 2.50685 1.1791 2.1207 0.58185 1.40755 2.0117 3.435
63 0.87345 1.13295 1.2204 1.50055 0.01545 0.1958 0.184 0.3247 1.21935 2.2911
66 0.89105 1.09925 1.22445 1.38345 0.01775 0.1357 0.15495 0.37575 1.2567 2.2574]
69 0.661 1.0098 1.21885 1.48625 0.0403 0.28175 0.23965 0.2769 1.1511 2.122

4.2.3. Modelo de Degradacion Acelerada

Considerando como degradacion el area cuantificada y para mantener una
notacion acorde al modelado bajo el proceso Wiener propuesto en la formula
(2.32), los incrementos de degradacién fueron las diferencias entre el area
obtenida el primer dia de degradacion con las obtenidas en los dias subsecuentes,

siendo estos los incrementos de degradacion a modelar.
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En la Tabla 4 se presentan las primeras cuatro y Ultimas tres mediciones

del incremento por disminucion del area de 10 muestras de cada nivel.

Tabla 4. Medicion Inicial y Final del Incremento de Degradacién en ADT

Incrementos de Degradacion al 8% de NacCl

Dia Muestra 1 | Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5 Muestra 6 Muestra 7 Muestra 8 Muestra 9 | Muestra 10
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 0.1277 0.20815 0.3008 0.15445 0.5007 0.2513 0.2989 0.18075 0.12205 0.59485
3 0.1087 0.28915 0.3386 0.48815 0.7571 0.21875 0.41035 0.28525 0.1679 0.18725
9 0.1708 0.2829 0.4996 0.47255 0.547 0.444 0.1552 0.08205 0.076 0.30595
42 0.18655 0.84145 0.4327 0.3998 0.73295 0.8154 0.41475 0.5001 0.5755 0.6593
45 0.2549 1.0879 0.3555 0.6675 1.03855 0.7269 0.5464 0.3319 0.4022 0.7374
51 0.2586 0.80045 0.5253 0.65515 0.7968 0.9348 0.6957 0.28555 0.68695 0.84095

Incrementos de Degradacién al 12% de NaCl

Dia Muestra 20 [ Muestra 21 | Muestra 22 | Muestra 23 | Muestra 24 | Muestra 25 | Muestra 26 | Muestra 27 | Muestra 28 | Muestra 29
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 0.73135 0.6101 0.1377 0.4008 0.21795 0.1903 -0.0047 0.0649 0.37275 -0.0915
6 0.64865 0.5816 0.27125 0.7425 0.2797 0.06515 -0.0404 0.29925 0.1595 0.01305
9 0.18155 0.4068 0.35225 0.53095 0.35685 0.24655 0.20615 0.32945 0.4757 0.0613
63 0.84055 1.1905 0.94985 1.4981 0.9909 1.16385 1.134 1.15535 1.27405 0.842
66 1.0985 1.03595 1.03315 1.5772 1.29435 1.34385 1.213 1.2215 1.3238 1.0335
69 1.07105 1.33605 1.14765 1.7134 1.20065 1.42945 1.3116 1.2314 1.493 1.08695

Incrementos de Degradacion al 16% de NaCl

Dia Muestra 33 | Muestra 34 | Muestra35 | Muestra36 | Muestra 37 | Muestra 38 | Muestra 39 | Muestra 40 | Muestra 41 | Muestra 42
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 0.6192 0.8635 0.69675 0.48695 0.90955 0.81135 0.7079 0.95515 0.4036 0.3191

6 0.8133 1.01495 0.99195 0.64855 1.49885 1.00275 1.1264 1.41535 0.50105 0.4288

12 1.237 1.42265 1.27545 0.80625 1.8214 1.1881 1.52435 1.8173 0.6313 0.5961

63 2.40575 2.39575 2.16605 1.81255 2.98505 3.113 1.9222 2.90015 1.42365 1.74

66 2.38815 2.42945 2.162 1.92965 2.98275 3.1731 1.95125 2.8491 1.3863 1.7737

69 2.6182 2.5189 2.1676 1.82685 2.9602 3.02705 1.86655 2.94795 1.4919 1.9091 |

Con ello se presenta una notacion acorde a la propiedad de incrementos
independientes y normalmente distribuidos expuesta en el marco teorico sobre el
proceso Wiener. Bajo esta consideracion se obtuvieron las trayectorias de

degradacion para cada muestra en los diferentes niveles de porcentaje de NaCl.

En la Figura 17 se aprecian las diferentes trayectorias en cada nivel, desde
el comienzo de la degradacion, ademas se puede observar que desde la medicion
cero se tiene un comportamiento no monétono con tendencias de aumento y
disminucién. Asi mismo, la degradacién observada para productos de la misma
poblacién es distinta esto se puede atribuir a factores no observables como son
la concentracion, la variabilidad de unidad a unidad, la aleatoriedad inherente, asi

como la variabilidad de medicion de cada muestra. Por ello, se opta por utilizar el
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modelo estocastico Wiener con sus cuatro variantes ya que la teoria indica que
tiene un gran potencial para capturar la dindmica estocastica ademas es aplicable
a degradaciones no monoétonas proporcionando una descripcion satisfactoria y

flexible a los datos de degradacion.

Trayectorias de Degradacién a Diferentes Porcentajes

Trayectorias de degradacion al 8% NaCl Trayectorias de degradacién al 12% NaCl Trayectorias de degradacion al 16% NaCl
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Figura 17. Trayectorias de Degradacion

Recordando que bajo un modelo de degradacion acelerada el paso central
es configurar un modelo que describa el proceso de degradacién. Para ello se
propone el proceso Wiener no lineal que asume errores de medicion, efectos
aleatorios y diferentes funciones de enlace en la covariabilidad, generando tres
distintos modelos a evaluar con los cuales se tratara de describir el

comportamiento de las trayectorias recopiladas en el ADT.

Por consiguiente, en la Tabla 5 se muestran los valores kij representados

en este trabajo bajo el plan compromiso obtenido.
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Tabla 5. Valores kij representados en el ADT

Los niveles del porcentaje de NaCl

como k=1,..,3,

k=1,23
ler Nivel 8% de NaCl
2do Nivel 12% de NaCl
3er Nivel 16% de NacCl

i=1,..,N; N; = 19,_-, muestras
Las muestras como i = 1, ... , N i=1,..,N, N, = 13, _, muestras
i=1,..,N; N3 = 12,_3; muestras
j=1,..,M,;  My; = 18 mediciones

Los tiempos de medicionj =1, ... , My;

parak=lypara i =1,..,N;
j=1,..,M,; My; = 23 mediciones
parak=2ypara i =1,..,N,

j=1,.., M, My; =23 mediciones

parak=3yparai=1,...,N;

Asimismo, teniendo presente la metodologia expuesta para la obtencion de
los modelos bajo el proceso Wiener con sus variantes mostradas en la Figura 4 y

las consideraciones de la Tabla 5, suponemos que la degradacién sigue una

distribucién normal con media Aw y varianza cw.

Por lo tanto, el modelo de degradacion acelerada puede formularse como lo

visto en la Tabla 2, generando un vector de parametros a estimar © =

{uy, 071, B, G2}
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4.2.4. Estimacion de Parametros

En este apartado se presentan los resultados de la programaciéon en R
considerando la metodologia expuesta en la Figura 4, para la obtencion de los

parametros optimos del proceso Wiener.

Para ello primeramente se deben determinar los parametros iniciales
cercanos a los estimados, asi como el valor de b en la transformacion del tiempo
estos fueron obtenidos por un paquete preliminar que realiza una regresion
individual utilizando minimos cuadrados para cada trayectoria de degradacion
dando como pardmetros iniciales b = 0.61,k = 0.65, B = —0.8479, 62 =
.01 asumiendo potencia inversa, para un modelo lineal fueron b = 0.61,k = 0.65,
f =-0.18, 62 =.01 y por ultimo un modelo cuadratico siendo estos b =
0.61,k = 0.65, B, = 0.04, B, = 0.1 62 =.01. Estos fueron aplicados inicialmente
para encontrar los valores Optimos, a través de la estimacion de parametros
basados en maxima verosimilitud. Como respuesta a lo anterior se obtuvieron los

parametros 6ptimos los cuales son resaltados en la Tabla 6.

Tabla 6. Parametros Optimos del Modelo de Degradacién Acelerada

M1: Covariabilidad Asumiendo Potencia Inversa

2 2
o K
#17 1 ﬁ Je

4.01E-08| 0.000284| -1.49857| 0.008011

0.002508899

M2: Covariabilidad Asumiendo Modelo Lineal

Uy 0172 K B a?

0.0174058

2.02E-07| 0.00181| -0.1428| 0.00849

M3: Covariabilidad Asumiendo Modelo Cuadratico

2

Ky % K

By a? B>

£

0.043855

6.38E-06

0.004603

0.01413

0.00838

0.006235
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Finalmente, se obtiene un modelo general para el ADT planteado. Los
valores resaltados en la Tabla 6 son los que se encuentran relacionados en el
modelo. Por lo tanto, el modelo propuesto que describe las trayectorias de
degradacion de GNPs@LA obtenida por el ADT con NaCl como factor de
aceleracion bajo el proceso Wiener, esta presentado en la Tabla 7 por el modelo

de degradacion acelerada.

Tabla 7. Modelo de Proporcion de Falla para la Degradacion Acelerada

Modelo de Degradacion Acelerada

Viij(@kif|Sk) = NGy Wrij + ’KQ'kB(wkij) + &
Conn; ~ N(uy, 02) Y &ij ~ N(0,02) donde ¢j, = Funcion de enlace
M1: ¢ = exp(—fIn(Sy))

M2: ¢, = exp(=B(Si))
M3: ¢ = exp(—B1(Sk) + B2(SK)?)

Por consiguiente, tenemos un modelo bajo el proceso Wiener no lineal que
asume efectos aleatorios, errores de medicién y covariabilidad asumiendo

potencia inversa, un modelo lineal y un modelo cuadratico.

4.2.5. Vida Util GNPs@LA y Evaluacion de los Modelos Propuestos

Con los parametros estimados del modelo en la Tabla 7 y estableciendo a w como
el umbral de falla con un valor de 1.51 en el incremento de degradacion. La
distribucién de vida esta dada por (2.28). Por lo tanto, las funciones de densidad
y densidad acumulada para cada nivel de degradacion se muestran en la Figura
No.18.
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M1: Covariabilidad Asumiendo Potencia Inversa
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M2: Covariabilidad Asumiendo Modelo Lineal
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M3: Covariabilidad Asumiendo Modelo Cuadrético
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Figura 18. Densidad y Densidad Acumulada a 4%, 8%, 12%, 16% de NaCl de Abajo hacia
Arriba Respectivamente




En la figura anterior, se observa que a porcentajes mayores la degradacién

es mas notoria, también la masa de probabilidad se concentra mas hacia el cero

a medida que aumenta el porcentaje de NaCl, respondiendo a la prueba de

degradacion acelerada.

Dada la densidad acumulada del modelo, esta se puede evaluar para hacer

inferencias deseadas y asi estimar la vida util en diferentes condiciones. Como

ejemplo de ello, se presenta la Tabla 8 donde se muestran algunas proporciones

de falla basados en la formula (2.28) utilizando como umbral de fallo el incremento

de 1.51 que equivale a un &rea de 2.1 unidades la cual indica un deface de 525

nm en la longitud de onda.

Tabla 8. Proporcién de Falla con Diferentes Porcentajes de NaCl para cada Modelo

Propuesto

M1: Covariabilidad Asumiendo Potencia Inversa
Tiempo Porcentaje de NaCl

en dias 1% 5% 8% 10% 12% 15% 16% 20%

30 2.33E-25 1.75E-12| 1.20308E-05| 0.001451| 0.023435| 0.210993| 0.320997| 0.755936

72 3.07E-18 5.52E-07| 0.01216133| 0.144256 0.457447| 0.852555| 0.916149 0.994221

360| 0.000039458| 0.1034275| 0.8817988| 0.990106| 0.999452| 0.999995| 0.999999 1

720| 0.0023586| 0.5847553| 0.9957677| 0.99992| 0.999999 1 1 1

1080| 0.0125567| 0.8569225| 0.9997475| 0.999998 1 1 1 1

M?2: Covariabilidad Asumiendo Modelo Lineal
Tiempo Porcentaje de NaCl

en dias 0% 1% 5% 8% 10% 12% 15% 16% 20%

30 1.27E-19 1.47E-15 2.58E-10| 2.74E-06| 0.000278| 0.008722| 0.215915| 0.398593| 0.97093

72 2.32E-12 3.30E-09 1.74E-05| 0.005923| 0.073099| 0.346343| 0.886156| 0.960035| 0.999973

360| 0.000916554| 0.02014277| 0.3219994| 0.872437| 0.987258| 0.999627 1 1 1

720| 0.0622949| 0.3145031| 0.8679037| 0.997232| 0.999959 1 1 1 1

1080| 0.2677017| 0.6686216| 0.9804374| 0.999921 1 1 1 1 1

M3: Covariabilidad Asumiendo Modelo Cuadrético
Tiempo Porcentaje de NaCl

en dias 0% 1% 5% 8% 10% 12% 15% 16% 20%
30| 4.0617E-08| 3.4217E-08| 2.42787E-07| 1.04E-05| 0.000228| 0.004944| 0.191372| 0.413277| 0.997983
72| 0.00046749| 0.000420021| 0.001403637| 0.012609| 0.065119| 0.270244| 0.858906| 0.958466 1
360| 0.6224423| 0.6114609| 0.7332443| 0.912606| 0.981237| 0.998643| 0.999999 1 1
720 0.96859| 0.9664739| 0.9852148| 0.998279| 0.999878| 0.999998 1 1 1
1080 0.9972828| 0.9970249|  0.9990339| 0.999944| 0.999998 1 1 1 1
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Los resultados obtenidos por los modelos difieren entre ellos, lo cual indica
gue algunos modelos propuestos en este trabajo pudieran no tener una alta
precision para la estimacion de vida atil, como ejemplo en la Tabla 9 se muestran
los resultados de los modelos, asi como los datos experimentados, donde se

observar que, el modelo M3 estan mas cercano a los valores reales.

Tabla 9. Comparacion de Datos Experimentales vs Modelo Propuesto

Datos Experimentales vs Modelos Propuestos al 8% de NaCl

Dias |Experimentado [M1: Pot. Inversa [M2: Mod. Lineal [M3: Mod.Cuadratico
15| 0.000826734 2.46E-09 2.96819E-10 1.80851E-09
30| 0.005574955 1.20E-05 2.74428E-06 0.000010446
45 0.01424884 0.000485821 0.00016033 0.000463049
51| 0.018542765 0.001275171 0.000469182 0.001246791

Datos Experimentales vs Modelos Propuestos al 12% de NacCl

Dias |Experimentado [M1: Pot. Inversa (M2: Mod. Lineal [M3: Mod.Cuadratico
15| 0.004609365 0.000207397 3.52118E-05 1.45504E-05
30| 0.045141355 0.02343532 0.008722226 0.004944342
45 0.1458425 0.133745 0.07256456 0.04818625
69| 0.28057025 0.4219038 0.3115727 0.2398301

Datos Experimentales vs Modelos Propuestos al 16% de NacCl

Dias |Experimentado |M1: Pot. Inversa |M2: Mod. Lineal |M3: Mod.Cuadratico
15 0.40765 0.0251291 0.03409092 0.03859255
30 0.62995 0.3209967 0.39859316 0.41327703
45| 0.80432365 0.6528474 0.74677486 0.75251232
69| 0.88569955 0.9015632 0.95068023 0.94924059

Por consiguiente, para continuar con la seleccién del modelo, asi como para
establecer que la covariabilidad tiene efecto en el modelado, se utiliza el criterio
AIC a través de la comparacion entre ellos. La Tabla 10 muestra los valores AIC

obtenidos en cada uno de los modelos propuestos.
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Tabla 10. Valores del Criterio AIC para Modelos Propuestos

Modelos de Degradacion Acelerada

Criterio Akaike para Modelos de Degradacion

AIC: M1
Pot. Inversa

AIC:M2
Mod. Lineal

AIC: M3
Mod. Cuadratico

Modelo Propuesto con Covaribilidad

-993.771

-997.4386

-998.0174

Modelo Propuesto sin Covariabilidad

-931.703

Con lo anterior, nos queda claro que la covariabilidad debe estar inmersa
en el proceso y también que algunos modelos propuestos tienen un mejor ajuste
entre las trayectorias de degradacion modeladas. Donde la aplicacion del criterio

AIC sugiere que el M3 es una mejor opcion para los datos de degradacion

obtenidos, asi como el uso de la covariabilidad.

Asimismo, para continuar con la valoracion, se hace uso de los parametros
estimados y con ello se procede a calcular los intervalos de confianza a través del

método Bootstrap. Los resultados son mostrados en la Figura 19 para cada

modelo y porcentaje de NaCl.

M1: Covariabilidad Asumiendo Potencia Inversa
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M3: Covariabilidad Asumiendo Modelo Cuadratico
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Figura 19. Resultados del Método Bootstrap en cada Modelo Propuesto

De acuerdo con los intervalos de confianza mostrados en la Figura 19, se
aprecia que en los porcentajes del 8% y 16% los valores empiricos estan cercanos
a los tedricos y dentro del I.C. Por otro lado, se puede destacar que el porcentaje
del 12% en los tres modelos se encuentran varios puntos distantes entre lo tedrico
y lo empirico, no obstante, el M3 pareciera tener mas valores dentro del I.C. como

también cercanos a los teoricos.
Por dltimo, para juzgar la bondad de ajuste de cada modelo y tomar la
decision de cual tiene una mejor estimacion, se utiliza el criterio de Cramer-von

Mises formulas (2.40) y (2.41). Los resultados se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Valores de P-Valor para Modelos Propuestos

Criterio Cramer-von Mises

Error Cuadratico

Covariabilidad 16% 12% 8%| Sum error | P-Value
M1: Pot. Inversa 0.067319| 1.095690689| 0.04488472| 1.207895| 0.000123
M2: Mod. Lineal 0.169103| 0.63026364| 0.049745008| 0.849111| 0.004957
M3: Mod. Cuadratico | 0.05797| 0.301367895| 0.046279548| 0.405617| 0.108437

El estadistico de Cramer -von Mises indican que la hip6tesis nula se ajusta
a un modelo Wiener con distinta covariabilidad segun sea el caso por evaluar,
como resultado tenemos que el M1 y M2 propuestos tienen un p-valor menor de

0.05 lo que indica que el analisis no sigue ese modelo con el proceso indicado y
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la funcion de enlace en la covariabilidad. En contraste M3 tiene un p-valor mayor
de 0.05 con lo cual no tenemos evidencia de rechazo en la hipétesis nula por
consiguiente los datos modelados se ajustan a un proceso Wiener con un modelo
cuadratico en la covariabilidad. Por lo que concluimos que los datos se pueden
modelar mediante el M3 de una manera confiable.

Con lo anterior, se cumplié con el objetivo de obtener la distribucién de vida
de GNPs@LA mediante pruebas de degradacion acelerada con ello se estimo la
vida util del material en funcion del factor de degradacién (NaCl) asimismo se
analizaron los datos y se propuso un modelo de degradacion estocastico Wiener
con el cual se pudieron comprobar las hipétesis de que la vida util si puede ser
estimadas y que la covariabilidad en el modelo debe estar inmersa en él. Por lo
tanto, las condiciones del método de prueba y andlisis de degradacién propuestos

son adecuadas y eficientes.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En este capitulo se exponen las conclusiones del proyecto y las recomendaciones

gue describen las oportunidades para continuar la investigacion.

5.1. Conclusiones

Este trabajo presenta la caracterizacion de GNPs@LA, donde se obtuvieron la
morfologia, tamafio, funcionabilidad, estabilidad y pruebas de citotoxicidad;
confirmando que estas nanoparticulas de oro tienen un alto potencial para
aplicaciones industriales y biomédicas. Asimismo, se desarroll6 una metodologia
para la prueba y analisis de degradacién acelerada obteniendo la proporcion de
falla en funcién del porcentaje de NaCl para la estimacion de vida util de
GNPs@LA, por lo que se logro el objetivo general planteado.

En lo que se refiere a los objetivos particulares se tiene que: Las
nanoparticulas de oro estabilizadas con acido GNPs@LA se caracterizaron,
determinando que LA se une a los GNPs a través de enlaces Au-S, originando
una alta estabilidad y creando grupos COOH. Los resultados de TEM indican que
las GNPs@LA estan bien dispersas, con forma casi esférica, no aglomeradas y
un tamafio promedio de 2.5 nm. Por medio de la espectroscopia UV-Vis, FTIR y
Raman se determind que LA esta actuando como un agente de protecciéon
evitando la aglomeracién temprana de las nanopatrticulas. La evaluacion por el
ensayo MTT permitié determinar que las GNPs@LA no presentan efectos toxicos
a nivel celular en concentraciones inferiores a 100 ug / ml. Estos resultados
indican que se lograron totalmente los objetivos especificos en lo que refiere a la

caracterizacion de GNPs@LA.

También se desarrolld la metodologia y el modelo de andlisis para la
estimacion de vida util de GNPs@LA en funcion del NaCl, se disefio y se realizo
un plan de prueba ADT de esfuerzo constante de tres niveles con 8%, 12%y 16%
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de NaCl con el cual se obtuvieron sefiales de degradacion que fueron utilizadas
bajo el proceso Wiener como datos de degradacion. Asimismo, se determinaron
las trayectorias de degradacién que caracterizaban la degradacion las cuales
presentaron un comportamiento no mondétono con tendencias oscilatorias,
ademas la degradacion observada para productos de la misma poblacion fue
distinta. Motivo por lo que se aplicé el proceso Wiener no lineal incorporando
efectos aleatorios, errores de medicion y distinta covariabilidad. Con lo cual
proponemos tres modelos con distinta funcion de enlace, estos fueron obtenidos
y evaluados. También, con las pruebas de ADT bajo el proceso Wiener propuesto
se puede concluir que el modelo que aplica el proceso Wiener no lineal, con
efectos aleatorios, mediciones de error y una covariabilidad que utiliza como
funcion de enlace a un modelo cuadratico es efectivo y da la proporcion de
degradacion de la vida util de GNPs@LA en funcion del NaCl. Estos resultados
nos motivan a brindar una garantia en GNPs@LA, brindando como herramienta

la metodologia propuesta.

Finalmente, con los resultados obtenidos en ambas éareas, este trabajo
contribuye a que GNPs@LA viabilice su posible introduccién al mercado como un

material nanotecnoldgico con caracteristicas establecidas y vida util garantizada.

5.2. Recomendaciones

Como respuesta a lo anterior, este trabajo ha abierto areas de oportunidad para
seguir investigando tanto en el area de nanotecnologia como en confiablidad.

En el area de nanotecnologia:

e Con esta investigacion se obtuvo informacion para ser descrita en hojas
de seguridad de GNPs@LA, pero aun guedan muchos rubros pendientes
en hojas de seguridad de otros nanomateriales ya en venta, por ello, hay
gue avanzar en el progreso de la regulacion de esta ciencia con mas
investigacion en estudios de acoplamiento y confiabilidad para la

disminucién de riesgos y obtencion de beneficios en la aplicacion.
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En este trabajo también, se observé que aun no estan definidas algunas
vibraciones encontradas en los resultados del FT-IR, motivo por el cual no
fueron identificados algunos picos percibidos como 1115y 1050 cm™ que,
aungue no era el proposito de este trabajo, queda pendiente para otros

posteriores.

Por dltimo, en esta area se considera que las GNPs@LA tienen un gran
potencial en el campo médico, el siguiente paso es la interaccion de este
material con algun otro que sea de interés para la aplicacion médica,
llevando con ello un analisis de acoplamiento para una aplicacion

determinada.

Por su parte, las principales recomendaciones referentes a estudios de

confiabilidad son:

Este trabajo ha generado otra vertiente de analisis para proporcionar
garantias en nanomateriales, siendo una herramienta abierta para los

interesados.

Cuando sea necesario determinar un plan de prueba de degradacion
acelerada para materiales de reciente creacion como los nanomateriales,
es méas conveniente aplicar un plan de prueba mas flexible y con muestras
mas pequefias, como el ADT de esfuerzo escalonado ya que este no
requiere de un gran tamafio de muestras, es flexible y evita choques de

esfuerzo.

Es claro que este estudio realizado es parcial ya que solo se analiza con
un factor de aceleracion. No obstante, la metodologia del modelo permite

la incorporacion de mas factores de aceleracion. Por consiguiente, es
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necesario avanzar en esta linea para incorporar informacion que permita el

analisis con mas de un factor acelerante.

Aplicar el modelo propuesto para mejorar la practica industrial y la teoria
de confiabilidad en modelos de aceleracibn en procesos y medios

COIrosivos.
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6. ADENDUM

Existe una intensa investigacion sobre como aprovechar las propiedades Unicas
de las GNPs incluidas las aplicaciones para la terapia del cancer, la obtencion de
imagenes y el diagnéstico médico. Sin embargo, antes de que este material se
pueda aplicar de forma segura en un entorno clinico, es necesario evaluar
cuidadosamente su toxicidad, biocompatibilidad, biodistribucion y biodegradacion.
Estos resultados permiten avalar la seguridad de estos productos para ser usados

en el ambito clinico.

La biocompatibilidad se describe como la cualidad que tiene un biomaterial
de generar una respuesta biologica aceptable durante el tiempo y modo de
contacto de una aplicacion especifica. La ausencia de rechazo de un implante o
de un dispositivo por parte del organismo implica una aceptacion tanto bioldgica,

como quimica y mecanica.

En cuanto a la biodistribucion es importante entender el mecanismo de
absorcion y direccién del material para comprender los posibles efectos adversos,
como ejemplo, la irritabilidad es una propiedad que permite detectar cambios
desfavorables de contacto a través de la sensibilidad protoplasmatica en células.
La irritabilidad se considera como la forma en que los seres vivos mantienen el

equilibrio de bienestar tras la recepcion de distintos estimulos.

La biodegradacion de particulas es otro factor importante que debe tenerse
en cuenta ya que puede ocurrir efectos adversos cuando las particulas no se
biodegradan o eliminan facilmente del cuerpo, en este tipo de ensayos se
necesitan estudios in vivo a largo plazo en organismos ya que aborda las

consecuencias de la acumulacion del material en diferentes 6rganos vy tejidos.

Ademas, también es importante evaluar el impacto en células humanas
primarias para imitar mas de cerca la situacion humana y considerar las

variaciones individuales en la reactividad antes de realizar estudios in vivo.
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En general, comprender las caracteristicas de los nanomateriales disefiados junto
con una evaluacion de seguridad en sistemas biologicos es la clave para el

desarrollo de una implementacioén clinica.

90



7. PRODUCTOS OBTENIDOS

VT

INTERNATIONAL
MATERIALS
RESEARCH
CONGRESS

The Organizing Committee
Acknowledges the Participation of

Betania Sanchez-Santamaria

in the XXVIII International Materials Research Congress

Hebertg/Balmori Ramirez
President of the Sociedad Mexicana de Materiales, 2019-2020.

MATERIALS RESEARCH SOCIETY
MRS

rrollo de la

/\C ‘ UNIVERSIDAD AUTONOMA Comrscinge apoyo Do’
U' J DE CIUDAD JUA Investigaciond
y“Posgrado

oIT

La Universidad Autonoma de Ciudad Juarez

através de

la Coordinacion de Apoyo al Desarrollo de la Investigacion y el Posgrado

otorga la presente

CONSTANCIA

a

C. Betania Sanchez Santamaria

"Por la participacion en el Taller “Desarrollo de Publicaciones Cientifica de Calidad”

Ciudad Juarez Chihuahua
25/octubre/2019

91



FXREN T095- 0780, Nanowr esiogies in Runla, 207%, Fol 74, Mos FT-TZ gp. 607 612 & Pislades Pusisiieg, L, 2005

NANOBIOMEDICINE

AND NANOPHARMACEUTICALS

Facile Synthesis of Ultrasmall, Highly Stable, and Biocompatible
Gold Nanoparticles Stabilized with Lipoic Acid:
Cytotoxicity and Structural Characterization

Delfino Cornejo- Monroy®, Betania Sdnchez - Santamaria®, Erwin Adan Martinez-Gomez®,
Imelda Olivas-Armendariz®, Alfredo Villanueva-Montellanos,
José Sail Arias-Cerdn®, and Victor M. Castafio™*
2 Universidad Autdnoma de Ciudad Judrez, Colonia Partide Romere, Judrez, Chikuahua, C.P. 32310 México
¥ Ceniro de Investigacidn y de Estudios Avanzadas del ILPN_, San Pedro Zacatenco, Ciudad de México, C.P 07360 México
© Universidad Nacional Autdnoma de México, Querdiare, Querétaro, C.P. 76230 México
*e-mail: victor.m.castano@gmail com
Received February 21, 2020; revised February 21, 203, accepted March 25, 2020

Abstract—Using the colloidal method, and lipoic acid as a stabilizer, ultrasmall gold nanoparticles with an
average size of 2.5 nm were synthesized. They are highly stable, have COOH Functional groups, at concen-
trations lower than 100 pg/mL are non-cytotoxic, and the s_',nthcms rouic 1= simple and cconomical. V-
FT-IR, Raman, and TEM spectroscopy were used to analyze their stability, composition and morpholog',
Furthermore,, the cytotoxicity of the gold nanoparticles was evaluated by MTT assay.

DOT: 10,1134/ 5199507801 M0 603X

L INTRODUCTION

Nanogold is probably one of the most fascinating
materials in the nanoscience and nanotechnology
fields due to its physical and chemical properties
[1,2]. More specifically, due 1o its relatively simple
synthesis, resistance o commosion, biocompatibility,
and uncomplicated functionalization, as well as con-
Jugation with a great variety of chemical and biological
entities [3]. Gold nanostructures have shown to have
potential applications in many research areas. In med-
icine [4], ultrasmall nanoparticles below 5 nm have
unigue advaniages in the human body due to their rel-
atively rapid elimination, good uptake, and favorable
interaction with radiation [2, 5]. For instance, gold
nanostructures have been proven as effective sensors
[6]. chemical carriers [7, §], and more recently as ther-
anostic agents [4, 9, 10]. To be successful in any appli-
cation, stability of nanogold has to be strong enough to
resist aggressive conditions, such as laser irradiance,
acid and basic mediums, saliy medium, powder form,
as well as biological conditions [ 11, 12]. Many chemi-
cal or biological entities have been used 1o give good
stability to gold nanoestructures, such as polyvinylpyr-
rolidone (PVP), polvethviene glveol (PEG), xanthan
gum, acacia gum, oleylaming and others [13—18]. In
addition to the high stability, it is desired that the
entity used to produce stability, also create functional

607

groups. The functional groups are very useful tools to
attach biological entities which give additional
extraordinary physical and chemical properties that
are necessary to achieve specific requirements for a
determined application [19]. However, many entities
used to stabilize do not create remarkable functional
groups, and the processes generally require many
steps, hazardous chemicals and they are time consum-
ing [20—22]; all these entail expensive gold nanoparti-
cles [2]. Furthemore, in biomedical applications, the
interactions between surface funtionalized nanoparti-
cles and cells can damage the integrity of the mem-
brane structure [23], affecting viability or cellular
functions [24, 25]. In this paper, a simple and eco-
nomical method is presented 1o stabilize ultrasmall
gold nanoparticles using lipoic acid. Im medicing
lipoic acid (LA) is used to treat many diseases, due to
its antioxidant properties [26]. Our gold nanoparticles
stabilized with lipoic acid (GNPs@LA) are very stable
under different conditions, and have COOH func-
tional groups on the nanoparticle’s surface which can
be used to conjugate biological entities for specific
applications. UV—Vis, FT-1R, Raman spectroscopies,
and TEM were used to analvze their siability, compo-
sition and morphology. Moreover, the cyviotoxicity of
GNPs@ LA at different concentrations was tested at
different concentrations giving favorable resulis.
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Abstract

Accelerated degradation tests (ADT) are widely used in the manufacturing industry to obtain information on the reliability of
components and materials, through degrading the lifespan of the product by applying an acceleration facter which causes damage to
the material. The main objective is to obtain fast information which is modeled to estimate the characteristics of the material life under
normal conditions of use and to save time and expenses. The purpose of this work is to estimate the lifespan distribution of gold
nanoparticles stabilized with lipoic acid (GNPs@LA) through accelerated degradation tests applying sodium chloride (NaCl) as an
acceleration factor. For this, the synthesis of GNPs@LA was carried out. a constant stress ADT (CSADT) was applied, and the non-linear
Wiener process was proposed with random effects, error measures and different covariability for the adjustment of the degradation
signals. The information obtained with the test and analysis allows us to obtain the life distribution in GNPS@LA, the results make
possible to determine the guaranteed time for a possible commercialization and successful application based on the stability of the
material. In addition, for the evaluation and selection of the mode, the Akaike and Bootstraping criteria were used.
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