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Resumen

Los sistemas de liberacion modificada basados en biopolimeros y/o nanoparticulas de
metales bioactivos, han sido de mucho interés durante décadas y ampliamente usados; esto,
debido a que facilitan un mejor efecto terapéutico y menores efectos toxicoldgicos que los
convencionales. En el presente trabajo, se desarroll una matriz basada en dos sistemas como
un solo composito como sistema de liberacion para la amoxicilina (AMX): el primero basado
en nanoparticulas de ZnO funcionalizadas con dcido humico (HA) y la segunda en una esponja
basada en colageno tipo I (HCG) y polivinil alcohol (PVA). La metodologia estuvo enfocada
en la sintesis de las nanoparticulas (Nps) de ZnO mediante método sol-gel, seguido de la
modificacion superficial con dcido humico (HA) mediante ultrasonicacion-agitacion. Por otra
parte, la extraccion del colageno anidnico desde el tendon de bovino a través de hidrolisis
alcalina. Finalmente, la incorporacion del sistema nanoparticulado en la matriz polimérica
para la posterior preparacion de los compositos hibridos mediante proceso de liofilizacion.
Las nanoparticulas (ZnO, ZnO-HA), HA, HCG, PVA, AMX y compositos hibridos fueron
caracterizados usando diferentes técnicas, tales como: FTIR, DRX, Raman, SEM, DLS, DSC,
peso molecular por viscosimetria, grado de hinchamiento y porosidad. Asi mismo, los
estudios de liberacion de la AMX fueron realizados mediante técnica espectroscopica UV-
Visible. Los resultados mostraron que, las Nps de ZnO y ZnO-HA presentaron un tamafio de
cristal en el rango de 30-39 nm y un didmetro hidrodindmico medio entre 92-130 nm. Por otra
parte, el colageno exhibié un peso molecular medio de ~369 kDa y una Tp de 58.8 °C. Los
compositos hibridos como sistema portador de AMX, exhibieron un buen desempefio, con

perfiles de liberacion de una eficacia media entre al 90-94 % durante el tiempo de estudio.

Palabras clave: Esponja, composito, nanoparticulas de ZnO, coladgeno, liberacion.
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Abstract

Modified delivery systems based on biopolymers and/or bioactive metals
nanoparticles, have been of great interest for decades and are widely used. This, due to they
provide a better therapeutic effect and fewer toxicological effects than conventional ones. In
the present work, a matrix based on two systems was developed as a single composite as a
delivery system for amoxicillin (AMX): the first, based on ZnO nanoparticles functionalized
with humic acid (HA) and the second on a sponge based on type I collagen (HCG) and
polyvinyl alcohol (PVA). The methodology was focused on the synthesis of ZnO
nanoparticles (Nps) by sol-gel method, followed by the surface modification with humic acid
(HA) through ultrasonication-agitation. On the other hand, the extraction of anionic collagen
from the bovine tendon was carried out through alkaline hydrolysis. Finally, the incorporation
of the nanoparticulate system in the polymeric matrix for the subsequent preparation of the
hybrid composites through the lyophilization process. Nps (ZnO, ZnO-HA), HA, HCG, PVA,
AMX and composites were characterized using different techniques, such as FTIR, DRX,
Raman, SEM, DLS, DSC, the molecular weight by viscometry, the swelling degree and
porosity. Moreover, the AMX release studies were carried out using the UV-Visible
spectroscopic technique. The results showed that, the Nps of ZnO and ZnO-HA presented a
crystal size in the range of 30-39 nm and an average hydrodynamic diameter between 92-130
nm. Otherwise, collagen exhibited an average molecular weight of ~369 kDa and a Tp of 58.8
°C. Composites were examined as an AMX carrier system, exhibiting a great performance,

with release profiles of an average efficacy between 90-94%, throughout the study time.

Key words: Sponge, composite, ZnO nanoparticles, collagen, delivery.
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Prologo

El presente trabajo, tesis para obtener el grado de licenciatura, titulado: “Liberacion
de amoxicilina desde esponjas de compdsito de colageno/alcohol polivinilico, conteniendo
nanoparticulas de 6xido de zinc funcionalizadas con acido htimico”, fue desarrollado con la
motivacion de hacer un aporte a la investigacion cientifica del Pert y especialmente, en
agradecimiento a la Universidad Nacional de Ingenieria y a la Facultad de Ciencias; la cual,
me cobijd y orient6 al mundo de la ciencia, brindandome todo lo necesario para mi educaciéon

profesional.

En la presente investigacion, se aborda el desarrollo de una matriz compuesta por dos
sistemas simples como un posible portador de AMX: una basada en colageno / PVA y otra
inorganica referente a Nps de ZnO modificadas con HA. Para ello, el trabajo ha sido dividido
en 8 partes: La primera, consta de una critica revision bibliografica sobre sistemas de
liberacion de farmacos, la problematica relacionada al uso de la AMX y otros biomateriales;
ademas de los antecedentes, las razones principales de la investigacion, la hipdtesis y los
objetivos generales y especificos del trabajo. En la segunda parte, se presentan los principales
conceptos teoricos asociados al trabajo, tales como definiciones respecto a FFLM,
biomateriales (propiedades y aplicaciones), entre otros. En la tercera parte, se aborda
detalladamente los materiales, métodos experimentales y las técnicas de caracterizacion

utilizadas durante la ejecucion del trabajo.

En la cuarta parte, se analizan y discuten los resultados obtenidos tanto de la sintesis
de Nps de ZnO y su modificacion superficial con HA; ademas, de la obtencion de colageno
anionico tipo I, la preparacion de las matrices compuestas y los perfiles cinéticos de liberacion
de la AMX desde estas matrices. En la quinta parte, se hace una conclusion sobre los
principales resultados obtenidos y discutidos. En la sexta parte, se presentan algunas
sugerencias o recomendaciones a tomar en cuenta en posibles trabajos relacionados con la
presente investigacion. Posteriormente, en la séptima parte se exhibe la recopilacion
bibliografica de todos los articulos y libros utilizados como bases para el desarrollo del
presente trabajo. Finalmente, en la octava parte, se muestran una serie de anexos con

informacion complementaria, comentadas a lo largo de la tesis.
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Capitulo 1. Introduccion

En las ultimas décadas, se ha desarrollado un creciente y notorio interés en el uso de
diferentes biomateriales, puesto que estos han reportado poseer excelentes propiedades
biocompatibles, baja toxicidad e incluso propiedades antifiingicas (Festas et al., 2019). Estos
materiales han ganado tanta relevancia que hoy en dia han abierto un nuevo horizonte en areas
como la industria alimentaria, la industria textil, la industria farmacéutica, entre otras (Vasif
Hasirci, 2018). De hecho, debido a los nuevos avances tecnologicos y a la busqueda por
mejorar el cuidado de la salud humana, estos han obtenido mayor relevancia en diversas areas
de la medicina, ya sea como sustitutos en implantes de ciertas areas u 6rganos danados del
cuerpo, o como materiales adecuados para el disefio de nuevos sistemas de liberacion de
farmacos o algin agente bioactivo (Radulescu et al., 2022). Es dentro de este campo
farmacéutico, donde se sigue buscando potenciar su utilidad, ya que estos sistemas han
mostrado mejorar la farmacocinética mediante el control de los niveles de liberacion y

absorcion de un farmaco (Jacob et al., 2018).

Sistemas o formas farmacéuticas de liberacion modificada (FFLM) basados en
biomateriales tales como nanocargadores, esponjas, scaffolds, entre otros (Basel et al., 2020);
han resultado ser uno de los métodos mas beneficiosos para la mejora posologica de un
farmaco. Esto debido a que alteran factores como la farmacocinética, metabolismo, excrecion,
toxicidad, entre otros. Por otro lado, se han realizado considerables esfuerzos por implementar
estos tipos de sistemas, debido a las barreras bioldgicas que limitan la liberacion efectiva del
principio activo. Esencialmente porque muestran una mejor eficacia en la liberacion de una
variedad de compuestos farmacéuticos como anticuerpos, enzimas, vacunas, farmacos, entre

otros (Fenton et al., 2018).

Dentro de los diferentes biomateriales que se usan en la actualidad para el disefio de
FFLM, los polimeros de origen natural tales como el quitosano, alginato y en especial el
colageno, son los que han obtenido una mayor atencidon sobre sus analogos, los sintéticos.
Esto gracias a que exhiben excelentes propiedades biodegradables, baja inmunogenicidad,

buena biocompatibilidad, actividad antibacteriana, entre otras (Jacob et al., 2018).



Por otro lado, también existe un gran interés en los compositos poliméricos, asi como
las nanoparticulas de metales bioactivos como el cobre, zinc, entre otros (Deepali and Karan,
2018); especialmente por la alta area superficial que poseen y la facilidad que permiten para
ser incorporados en sustratos poliméricos como FFLM. Ademads, estas incorporaciones
inorgéanicas pueden conducir a un mejor desempefio en las propiedades mecanicas, fisicas y
quimicas; asi como también de las estructurales, hinchamiento, entre otras de las matrices a

base estos materiales (Hezma et al., 2019).

Considerando lo mencionado, en el presente trabajo se abordara el desarrollo de una
matriz hibrida en forma de esponja. Para lo cual, se usara coldgeno anionico en gel y polivinil
alcohol (PVA) como base de la matriz polimérica hibrida. Ademads, se incorporard
nanoparticulas de ZnO funcionalizadas con HA, sobre las cuales sera cargado el fairmaco
penicilinico, amoxicilina. Posteriormente, se evaluara la liberacion para mostrar si es posible
el uso de la matriz hibrida y si mantiene un mejor control farmacocinético de la amoxicilina

en el tiempo.



1.1. Descripcion del problema

La administracion de farmacos penicilinicos como la amoxicilina, antibiotico
bactericida, suele ser utilizado especialmente en el tratamiento y prevencion de ciertas
infecciones gastrointestinales, de la piel, respiratorias como la neumonia, entre otras
(Alazzawi et al., 2021). Sin embargo, estos tipos de antibidticos estan limitados a ciertos
tratamientos médicos para terapias contra patogenos como la V. cholerae, M. tuberculosis,
Staphylococcus aureus, entre otras (Gowri et al., 2020; John E. Bennett, 2020); esto debido a
que B-lactamasas o penicilinasas bacterianas como estas, inactivan completamente esta clase
de farmacos, mediante la ruptura del enlace amida en el anillo B-lactdmico. Asi mismo, esta
ineficaz actividad farmacolodgica ocurre esencialmente cuando son suministrados de forma
convencional o como principio activo quimicamente puro (Thambavita et al., 2017), motivo
por el cual se suele suministrar en combinacion con algin inhibidor de B-lactamasas como el
acido clavulanico o algun otro farmaco (Burch and Sperling, 2018). Por otro lado, debido a
las formas de dosificacion periddica (en general cada 8 o 12 h y en dosis triple o doble de
entre 250 mg-1g, dependiendo de la infeccion a tratar), estos antibidticos a menudo causan
efectos secundarios como enrojecimiento de piel, célicos y a veces contraindicaciones muy
severas como la anafilaxis (John E. Bennett, 2020). Consecuentemente, estas
contraindicaciones se suelen producir principalmente debido a la ausencia de un buen control

cinético en la liberacion del principio activo (Akhilesh Kumar et al., 2020).

La efectividad en la administracion de un farmaco ya sea via oral, subcutdnea,
superficial, entre otras, es de gran importancia y existen para ello diferentes sistemas a base
de biomateriales como los cerdmicos, polimeros o nanoparticulas a base de 6xidos metalicos,
que se suelen utilizar (Naidu et al., 2021). Sin embargo, muchos de ellos a veces llegan a
conferir una carga adicional de toxicidad al organismo o bajos niveles terapéuticos. Mas aun,
si el principio farmacologicamente activo no es lo adecuadamente eficiente para alcanzar su
lugar objetivo (Fenton et al., 2018). En consecuencia, es preciso disefiar una matriz mas
adecuada que sirva como vehiculo portador y sistema de liberacion de la AMX, de tal forma
que al utilizarlo permita aprovechar sus propiedades y caracteristicas unicas que faciliten una
mejor efectividad farmacologica y consecuentemente una reduccion en las contraindicaciones
secundarias. Por tanto, ;serd posible disefar la matriz que sirva como vehiculo portador de
AMX y con una alta eficiencia de cargado? ;La matriz serd capaz de sostener una liberacion

prolongada en el tiempo y superior a las 12 h, con una alta efectividad de salida del fArmaco?



1.2. Estado del arte

Durante los ultimos afios, se han reportado una variedad de investigaciones que buscan
un método mas adecuado y efectivo que facilite administrar un farmaco, metabolito o
cualquier sustancia con alguna actividad bioldgica. Dentro de esa busqueda, son las diferentes
formas farmacéuticas de liberacion modificada (FFLM); los cuales son disefadas
esencialmente a base de una gran variedad de biomateriales tales como metales, ceramicos o
polimeros de origen natural y/o sintético (Troy et al., 2021). Dentro de estas nuevas FFLM se
encuentran una variedad de matrices tales como los films, scaffolds, esponjas, nanoparticulas
poliméricas y/o metalicas, entre muchas otras, que segin Fenton (2018) han ido
evolucionando con el pasar de los afios; dado a que se han encontrado nuevas rutas de
preparaciéon y formulacion como sistemas portadores de farmacos. De hecho, se han traducido
en sistemas de liberacion que son clinicamente comercializadas con agentes activos, tales
como la encapsulacion de hormonas o farmacos que pueden ser administradas a través de la

ruta oral, subcutdnea, pulmonar, entre otras.

Segun Furtado et al. (2022), diferentes matrices (film, esponjas, etc.) basadas en
colageno, han reportado gran facilidad para absorber exudantes de heridas y como sistemas
de liberacion, vehiculos con grandes capacidades para la administracién en la terapia con
farmacos individuales, liberacion controlada, sostenida, entre otras. Asi mismo, como matriz
en forma de film han sido probadas con la ampicilina y tetraciclina como farmacos
antibacteriales y antifungicos. No obstante, también han sido usadas como sistemas para la
regeneracion de tejidos, en la sanacion de heridas con la incorporacion y liberacion de
clorhidrato de L-cisteina tanto en films como en esponjas. Por otra parte, Di Martino et al.
(2019) sostiene que, sistemas como films basados en mezclas de coldgeno-quitosano pueden
representar una atractiva alternativa a la administracion local de anestésicos individuales o
combinados. Asi mismo, que la matriz polimérica basada en esta mezcla experimente mejores
propiedades fisicoquimicas tales como el hinchamiento y propiedades mecéanicas. Ademas,
que el cargado de anestésicos como la lidocaina, benzocaina y tetracaina no influye en el
grado de hinchamiento ya que su liberacion se da mediante la difusion desde el sistema hacia

el medio y en un tiempo mas amplio, superior a las 24 h.

Por otro lado, alcanzar una alta capacidad de cargado y una eficaz liberacion
farmacoldgica sostenida en el tiempo, no es tan sencillo y como se ha visto en varios trabajos
revisados, existen varias FFLM. Dentro de esa exploracion, Duan et al. (2017), menciona que

las estructuras macroporosas tales como scaffolds y/o esponjas se presentan como una de las
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mejores alternativas, sobre todo por el alto volumen de poro, la alta 4rea superficial y la
excelente porosidad. Esto debido a que son factores que facilitan un alto cargado de activos
farmacologicos y otros materiales como nanoparticulas organicas e inorganicas con
prominentes propiedades bioactivas. De acuerdo con Wells et al. (2018), sostienen que las
estructuras porosas como esponjas a base de quitosano son buenos sistemas de liberacion local
para farmacos, especialmente para el tratamiento de infecciones bacteriales. Asi mismo, estas
matrices porosas también facilitan la liberacion simultanea de dos farmacos combinados tales
como la ciprofloxacina y rifampicina que mostraron buena actividad inhibitoria in -vitro a la
proliferacion de la cepa Pseudomonas aeruginosa. Ademads, argumentan que estos sistemas
con farmacos antibacteriales pueden ser una alternativa potencial al tratamiento de infecciones
en heridas quirargicas o traumas muscoesqueléticas de origen militar. Segun Alagha et al.
(2020), quienes disefiaron una bio-esponja a base de quitosano/colageno tipo I con el fin de
evaluar la liberacion de la dexametasona (DEX), reportaron que la matriz presenta una mejor
farmacocinética sostenible en el tiempo (10 h) en comparacion a sistemas simples de solo
colageno (5 h), en el cual la liberacion de la dexametasona fue mucho mas rapida. Asi mismo,
debido a las propiedades adhesivas o a la diferenciacion celular del colageno y mucoadhesivas
del quitosano, sostienen que esta bio-esponja compuesta seria una buena alternativa al

tratamiento de la mucosa oral ulcerada.

Dentro de las FFLM, también se encuentran sistemas a base de nanocargadores, sobre
todo aquellos de buena biocompatibilidad, que seguin Chamundeeswari et al. (2018) pueden
transportar un farmaco hacia el sitio objetivo y mantener un mayor periodo de circulacion a
través de una liberacion sostenida. Sin embargo, aunque existe una gran variedad, no todos
son capaces de transportar un firmaco. Entre nanocargadores orgdnicos e inorganicos, los
organicos presentan una mayor variedad y utilidad; sobre todo porque son mas variados y de
menor toxicidad, ademads tienen la habilidad de conjugar una gran variedad de agentes activos.
Por otro lado, los nanoportadores inorganicos en comparaciéon con los anteriores, estan
limitados a unos cuantos metales bioactivos y a la modificacion superficial de estas. Sin
embargo, dependiendo del sitio objetivo, suelen ser mas efectivas, como por ejemplo en el
tratamiento de células cancerigenas y patogénicas. Dentro de estos sistemas de
nanocargadores, Martinez-Carmona et al. (2018) plantearon las estructuras de ZnO como
sistemas de liberacion, esencialmente porque presentan buena bioactividad y baja toxicidad.
A causa de estas caracteristicas y a la alta actividad antibacteriana, mds la capacidad para

atravesar las paredes celulares, es que Martines-Carmona presenta al ZnO como un excelente



nanosistema a ser usado en el tratamiento de infecciones bacteriales, el cancer o como
portador de agentes activos tales como la insulina, hormona utilizada en el tratamiento de la
diabetes. Segiin Leone et al. (2019), las nanoestructuras de ZnO se presentan como una gran
alternativa para el cargado y liberacion de fArmacos como el ibuprofeno obtenido mediante
proceso de impregnacion con CO; en estado supercritico. El estudio prueba que las diferentes
nanoestructuras de ZnO son capaces de trasportar al ibuprofeno con una capacidad de cargado
de hasta 14 % m/m y una eficiencia de 68 % de liberacion. Ademads, presentaron una buena
actividad antibacteriana frente a cepas de bacterias grampositivas tales como Staphylococcus
aureus 'y Klebsiella pneumoniae. En la misma linea, Murugesan et al. (2018), desarrollo un
nanosistema de ZnO funcionalizado con dcido hiimico (HA) con el fin de mejorar la actividad
antibacteriana del clorhidrato de ciprofloxacina. Probaron que el nanosistema posee una
eficiencia de encapsulamiento a través de método de emulsion cercana al 99 % y una
liberacion in-vitro entre 87-98 % para un pH en el rango de 2.5-8. Ademas, también demostré
que el nanoportador con la ciprofloxacina es sensible al pH, asi mismo que es una buena
alternativa para tratamiento de infecciones bacteriales ya que el nanosistema mostro alta
actividad contra bacterias grampositivas y gramnegativas. Segun Ali et al. (2020), la
resistencia de los carcinomas a multiples fArmacos como la doxorrubicina, ha conducido hacia
nuevas alternativas de tratamiento con nanoparticulas metalicas modificadas
superficialmente; tal como su propuesta basada en Nps de CuO bio-funcionalizada con
extracto de hojas de Eucalyptus globulus (ELE). La investigacion probo in-vitro que las Nps
bio-funcionalizadas (ELE-CuO), son altamente efectivas contra la linea de células de cancer
de mama MCF-7 y Aspergillus flavus. Consecuentemente, plantean que este sistema
bio-funcionalizado, puede ser un potencial agente anticancerigeno y antifingico. Ademas,
debido al alta area superficial y propiedades quimicas, las Nps funcionalizadas pueden alterar
propiedades cruciales de los farmacos cargados en la superficie, tales como la solubilidad,
estabilidad in-vivo, farmacocinética, bio-distribucion, entre otros. Dentro del mismo contexto,
L. Li et al. (2020), sostienen que una de las formas més excepcionales de liberar un farmaco
es mediante sistemas de nanocargadores modificados superficialmente, ya que permiten un
mejor control farmacocinético, mejor interaccion con las moléculas bioactivas, entre otros
factores. Por tanto, propusieron un sistema basado en nanotubos de TiO; funcionalizado con
polidopamina, como un sistema para la liberacion local de ibuprofeno. Los resultados
mostraron que el 28.16 % del ibuprofeno se libera en la etapa mas rapida para el nanoportador

funcionalizado, mientras que el 55.3 % para el nanocargador solo. Ademas, también se



demostr6 que los nanotubos funcionalizados contribuyen a reducir la repentina liberacion y

una mayor prolongacion en el tiempo de liberacion.

Dentro de los diversos sistemas que se han estudiado como posibles portadores
farmacoldgicos, estdn también las matrices hibridas complejas basadas en compuestos
inorganicos como nanoparticulas metalicas y polimeros. Segin Ahmadian et al. (2018),
hidrogeles nanocompuestos basados en PVA y Nps de CuO, son un potencial sistema para el
cargado y liberacion de farmacos como el ibuprofeno. Ya que los resultados mostraron que
los hidrogeles nanocompuestos permiten un mayor cargado de fairmaco que los hidrogeles
puros. Ademads, la incorporacion de las Nps incrementa el radio de hinchamiento y asi mismo
reduce la velocidad de liberacion del fArmaco. De acuerdo a Vedhanayagam et al. (2018), los
scaffolds basados en coldgeno y Nps de ZnO funcionalizadas, son una gran alternativa para
el tratamiento de cicatrizacion de heridas, dada la excelente bioactividad que han mostrado,
asi como también a las buenas propiedades antibacterianas. Ademds, como sistemas
portadores de farmacos presentan altos grados de hinchamiento superiores a 800 % y una
velocidad de cicatrizacion de 50 % mas rapido que la forma convencional. Asi mismo, Neacsu
et al. (2019), mostro que hidrogeles a base de colageno y Nps ZnO también pueden ser usados
como apositos y/o rellenos para tratar laceraciones en la piel ya que muestran excelente
actividad inhibitoria contra lineas de bacteria como la S. Aureus, C. Albicans y la E.coli. Segin
Khani et al. (2018), hidrogeles hibridos basado en compuestos inorganicos como las
nanoparticulas de ZnO y polimeros como el quitosano y el alcohol polivinilico. Han mostrado
tener una alta porosidad de hasta 90 %, caracteristica muy importante para estos tipos de
sistemas como portador de farmacos. Asi mismo, también reportaron que las nanoparticulas
de ZnO como parte de matrices compuestas lograron mejorar las propiedades mecénicas y
térmicas del sistema. Ademas, mostro que el sistema complejo presenta buen perfil de
liberacion para la heparina de hasta 5.9 ug cm™. En la misma linea, de acuerdo con Bal-Ozturk
et al. (2019), los sistemas nanoestructurados en forma de esponjas a base de quitosano, acido
alginico y Nps de ZnO, son una propuesta alternativa para el tratamiento y control de
hemorragias, asi como portador para la DEX. Segin los autores, la matriz puede
desempefiarse también como un adecuado hemostatico, que de acuerdo a las pruebas en ratas
no mostraron una toxicidad dentro de las 24 h; sino todo lo contario, mostraron una buena
biocompatibilidad y actividad antibacteriana. También se desempefian como un buen sistema

para la liberacion de la DEX con una eficiencia de 88.7 % en un periodo de 3 dias.



Prasanna & Venkatasubbu. (2018), mostraron que el composito de nanoparticulas de
hidroxiapatita (HAP) recubierta capa a capa con PVA y alginato, son una excelente matriz
portadora de especies bioactivas como la amoxicilina (AMX). Sobre todo, porque reportaron
buena actividad antibacterial y una eficiencia de liberacion mayor a 93 % durante 30 dias de
ensayo. Por lo cual, considerando las propiedades biocompatibles de la HAP, su superficie,
las caracteristicas de cada constituyente en el composito y los resultados encontrados. Este
puede ser usado como sistema de liberacion de fArmacos en el tratamiento de infecciones en
huesos. De forma similar, Taghzouti et al. (2019), plantearon un sistema hibrido para la
liberacion del mismo farmaco, pero a base de 6xido de grafeno (OG) e HAP. Segln los
autores, sostienen que combinar las propiedades ventajosas del OG y la HAP permitiria
obtener una adecuada matriz para liberar antibioticos como la AMX. De hecho, reportaron
que el compdsito tuvo una eficiencia de cargado mayor al 45% y que dependiendo de la
concentracion del OG, puede promover la regeneracion del hueso, motivo por el cual podria

ser usado para tratar infecciones de huesos; sobre todo, aquellos de origen quirurgico.

Los hidrogeles combinados son una de las FFLM mas versatiles y ampliamente usadas
en la biomedicina. Estos sistemas como el desarrollado por Y. A. Khan et al. (2021), basados
en quitosano y alginato facilitan la encapsulacion y liberacion de mas de un agente activo. Es
asi que reportaron que los hidrogeles cargados con vancomicina, ciprofloxacina y amoxicilina
trihidratada, pueden inhibir el crecimiento de las bacterias entre 6 a 12 % mas que los fArmacos
libres. Esto debido a la sinergia producida entre ellos y el hidrogel. Asi mismo también
mostraron que el sistema tiene una eficiencia de cargado de 91-95 % seglin la combinacion
de los antibioticos y una liberacion mayor al 80 % en 10 dias de andlisis. Por ende, plantean
que el sistema podria ser utilizada en la terapia combina de alguna infeccion. Por otro lado,
Gholamali & Alipour. (2020), disefiaron un hidrogel nanocompuesto como sistema de
liberacion de la AMX, el cual esta basado en carboximetilquitosano/Almidon/ Nps de CuO.
Segtn los autores, el composito mostro ser un sistema adecuado que permite controlar las
caracteristicas de liberacion de la AMX, ya que se encontrd que esta depende del contenido
de Nps de CuO. Tanto asi que, si el contenido es mayor, el tiempo de liberacion se reduce, asi
como también la eficiencia de cargado del farmaco. Por otro lado, demostraron que la
eficiencia para la liberacion del farmaco a pH 1.2 y 7.4 fue menor a 70 % durante las 10 h

estudiadas.



1.3. Justificacion

Durante muchos afios, ha existido un gran interés por encontrar o disefiar un sistema
que permita suministrar farmacos penicilinicos como la amoxicilina, con apropiadas
concentraciones terapéuticas. Tal enfoque surge a consecuencia de los problemas generales
asociados a los sistemas de administracion convencional, ya que estos suelen generar
contraindicaciones o efectos adversos muchas veces severos, ademads, presentan baja eficacia
terapéutica y toxicidad adicional; en consecuencia, producen un mayor trabajo para el
organismo, debido a que este tiene que excretar tanto los materiales residuales del portador,
asi como también la parte del farmaco no procesado (Duan et al., 2017). Por tanto, una de las
grandes alternativas y de mucho interés en la comunidad cientifica, es la generacion de
sistemas a base de biomateriales como el coldgeno, quitosano, alginato, entre otros; ya que
permiten mitigar la carga de toxicidad adicional. Ademads, por su naturaleza han reportado
poseer excelentes propiedades biocompatibles, baja toxicidad, biodegradabilidad,
antifiingicas y sobre todo que son de bajo costo (Vasif Hasirci, 2018). No obstante, estos tipos
de sistemas con el tiempo se estan volviendo mas esenciales porque permiten regular la
velocidad de distribucion de los farmacos en diferentes partes del cuerpo (Alazzawi et al.,
2021), asi como también minimizar los efectos secundarios y disminuir el nimero de dosis

requeridas (Ponciano et al., 2021).

El colageno, un biomaterial que presenta excelente biocompatibilidad al cuerpo
humano, propiedades regenerativas y caracteristicas tnicas (Krishnamoorthi et al., 2017), se
presenta como una de las mejores alternativas, ya que es uno de los materiales mas versatiles
(Lin et al., 2018) y con importante actividad bioldgica (Avila Rodriguez et al., 2017). Ademas,
al combinarse con otros biomateriales como el alcohol polivinilico (PVA), polimero
termoplastico de bajo costo y toxicidad (Aslam et al., 2018), pueden formar compositos
hibridos que permitirian desarrollar matrices, tales como films, scaffolds o esponjas con altas
propiedades mecanicas. Asi mismo esta matriz podria servir de base para estudiar el cargado
y liberacion de farmacos como la amoxicilina; facilitando asi que se pueda alcanzar los niveles

terapéuticos adecuados del farmaco y un mayor tiempo de residencia con mejor efectividad.

Los nanoportadores inorganicos como las Nps de metales bioactivos (cobre, zinc, etc.)
o derivados metal-organico han sido extensamente estudiados. Ya que, se ha reportado que
estos sistemas proveen las condiciones Optimas para la encapsulacion de agentes terapéuticos;
sobre todo, de aquellos poco solubles. No obstante, estos sistemas también son capaces de

protegerlos contra la degradacion fisiologica (Saghazadeh et al., 2018). Por otra parte, en la
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actualidad, siguen generado un tremendo impacto en la medicina, debido a que pueden
adaptarse a si mismas y producir una efectiva interaccion frente a pequenas biomoléculas de
similar tamafio (Zachary 1. Stryker, 2020). Mas aun, son capaces de romper las barreras
bioldgicas, ya que pueden atravesar la piel e incluso las membranas y paredes celulares. Lo
cual, los vuelve un sistema adecuado para la administracion de farmacos y en el tratamiento
de infecciones bacteriales y cancerigenas (Saghazadeh et al., 2018; Zachary I. Stryker, 2020).
No obstante, las modificaciones superficiales de tales sistemas, dependiendo del agente
modificador como el &cido humico, no solo llegan a producir una alteracion en la disposicion
biofarmacéutica del principio activo; sino que también pueden alterar la distribucion,
velocidad de absorcion e incluso potenciar las propiedades antibacteriales del farmaco. Asi
mismo, permiten una mejor dispersion de las Nps en medio acuoso (Ajit S. Narang, 2020;

Lallo da Silva et al., 2019).

El desarrollo de diversas matrices basadas en coldgeno, ha sido de mucho interés y ha
crecido arduamente durante los Ultimos afios, tanto asi que se han realizado combinaciones
hibridas con polimeros sintéticos y materiales inorganicos como las nanoparticulas metalicas.
No obstante, han sido con aquellas de baja toxicidad y buenas propiedades antibacterianas,
tales como las nanoparticulas de o6xido de cobre, zinc o polimeros biocompatibles y
biodegradables como el PVA, entre otros; con las que se ha encontrado la mayor relevancia
para aplicaciones biomédicas. Estas conjugaciones hibridas han mostrado mejoras en las
propiedades fisicoquimicas, propiedades mecanicas, mayor actividad antibacteriana y muchas
otras; las cuales justifican el creciente interés de los investigadores en estos tipos de sistemas
(G. Murugesan et al., 2018; Saghazadeh et al., 2018). Adicionalmente, sistemas hibridos
basados en polimeros biocompatibles y Nps modificadas superficialmente, pueden ser buenos
portadores farmacéuticos, ya que podrian modificar la cinética de liberacion de principios
activos con el fin de mejorar la posologia y haciendo que se pueda obtener concentraciones

terapéuticas mas efectivas y perdurables en ¢l tiempo.

En consecuencia, en el presente trabajo se pretende desarrollar un sistema de
transporte para la liberacion de AMX, empleando colageno, PVA y Nps de ZnO
funcionalizadas con HA. Por ende, se sintetizaran y modificaran las Nps de ZnO y se obtendra
colageno anioénico tipo I, que serdn usados para preparar los compdsitos hibridos de
HCG/PVA y HCG/PVA/ZnO-HA. Posteriormente, sera evaluado su potencial uso como

medio de transporte mediante la incorporacion del farmaco modelo.
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1.4. Hipotesis

En el presente trabajo, se desarrolla un sistema basado en esponjas de colageno —
PVA, conteniendo Nps de ZnO funcionalizadas con HA, del cual se espera que se desempeiie
como buen sistema portador para el farmaco AMX; ademas, que facilite alcanzar una optima
capacidad de cargado, alta capacidad de absorcion de agua y una alta porosidad. Por otro lado,
debido a las caracteristicas de las Nps modificadas y, con el farmaco encapsulado en su superficie
e incorporadas en la matriz polimérica, se presume que la cinética de liberacion de la AMX sea

ampliamente mas sostenible en el tiempo y de alta eficacia.
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1.5. Objetivos

1.5.1.

1.5.2.

Objetivo general

Liberar amoxicilina desde esponjas del compdsito basado en colageno hidrolizado

(HCG) tipo I/PVA, conteniendo Nps de ZnO funcionalizadas con 4cido humico.

Objetivos especificos

Sintetizar nanoparticulas de ZnO mediante el método sol-gel.

Modificar superficialmente las Nps de ZnO con acido humico y determinar la

eficiencia de funcionalizacion.

Realizar el cargado de la AMX en las Nps modificadas y determinar la eficiencia

de cargado mediante curva de calibracion.

Obtener colageno aniodnico tipo I desde el tendoén de bovino mediante hidrolisis

alcalina.

Determinar el rendimiento de obtencion mediante gravimetria y la masa molar

viscosimétrica del colageno.

Preparar las matrices compdsito de HCG/PVA, HCG/PVA/ZnO-HA,
HCG/PVA/AMX, HCG/PVA/AMX/ZnO-HA, HCG/PVA|ZnO-HA/AMX 'y
HCG/PVA/AMX]|ZnO-HA/AMX, mediante proceso de liofilizacion.

Determinar el grado de hinchamiento en buffer de fosfatos y la porosidad

mediante inmersion en etanol de las matrices HCG/PVA y HCG/PVA/ZnO-HA.

Caracterizar las muestras obtenidas y preparadas mediante técnicas

instrumentales tales como FTIR, DLS, RAMAN, DRX, SEM y DSC.

Evaluar la liberacion in-vitro de la amoxicilina desde las esponjas del compésito,

mediante espectroscopia UV-Visible.
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Capitulo Il. MARCO TEORICO

2.1. Sistema de liberacion modificada

Uno de los principales desafios que se ponen en juego durante la administracion de
sustancias farmacologicas, es prolongar la duracion de accidon de un farmaco con el fin de
obtener un tratamiento mas efectivo. Sin embargo, esto no es tan sencillo, ya que involucraria
cambiar la velocidad de liberacion del principio activo a través de la forma en que este se
administre. No obstante, uno de los métodos generalmente planteados, es la modificacion de
la forma de liberacién, lo cual causa que el farmaco sea absorbido gradualmente por el
organismo (Pitt Kendall, 2022). Las formas farmacéuticas de liberacion modificada (FFLM),
son todas aquellas disefiadas de tal manera que alteran la velocidad de absorcion del farmaco
y/o el sitio de liberacion. Esto con el fin de lograr posibles beneficios terapéuticos tales como
una mejor eficiencia de administracion y disminucion de efectos adversos. Asimismo,
permiten alcanzar un mejor desempeiio y un rendimiento clinico optimizado en ¢l paciente
con una mayor selectividad en la actividad farmacolégica (Siamidi, 2020). Por otra parte,
dentro de las FFLM, se incluyen también las modificaciones en la formulacién o en el proceso
de produccion de un firmaco; esto con el objetivo de alterar la velocidad, el tiempo o el lugar
de liberacion, todo con la finalidad de alcanzar mejores niveles terapéuticos en el lugar de

accion y mantenerlos a lo largo del tiempo (Pitt Kendall, 2022).

Un factor muy importante en el disefio de un sistema de administracion farmacologica,
es liberar y mantener la concentracion del farmaco dentro de una ventana o nivel terapéutico
durante un periodo de tiempo prolongado. La Figura 1, muestra la diferencia entre el nivel
terapéutico y los niveles toxico y subterapeutico, que generalmente alcanzan la administracién
de un farmaco. En esta se observa que cuando se administra una primera dosis, la
concentracion aumenta rapidamente por encima de la ventana subterapeutica e incluso logra
superar el nivel toxico. Nivel en donde el farmaco suele comenzar a causar efectos secundarios
que muchas veces son nocivos o indeseables. Aunque, por lo general, se administra una
segunda dosis en algin punto después de alcanzar un nivel subterapeutico e incluso una
tercera. Sin embargo; predecir el momento preciso de esta segunda dosis u otra posterior
puede ser dificil sin un control adecuado de la concentracion del farmaco (Basit, 2018). Este
es uno de principales motivos por la cual surge la necesidad de desarrollar nuevas FFLM, ya
que estas presentan numerosas ventajas respecto a las formas farmacéuticas convencionales

(S. Murugesan et al., 2020; Siamidi, 2020), entre las que se encuentran:

13



» Mantienen la concentracion de la sustancia activa en la sangre dentro de los niveles

terapéuticos durante un periodo de tiempo mas largo en comparacion a métodos

convencionales.

» Reducen los efectos secundarios relacionados con dosis elevadas.

» Permiten disminuir las fluctuaciones de los niveles plasmaticos y tener un efecto

terapéutico mas uniforme.

» Permiten al paciente recibir un menor numero de dosis.

Figura 1

Perfil de administracion de un farmaco en dosis multiple versus tiempo.
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Sin embargo, también existen ciertas limitaciones respecto al uso de las FFLM, entre

los que se puede recalcar (Dominguez, 2008; Siamidi, 2020):

» Limitada o escasa relevancia clinica y en muchos casos, un alto costo.

» Posible sobredosificacion debido a la liberacion inmediata e incontrolada de la dosis.
» Dificultad en el ajuste de la dosificacion.

» Dependencia del tiempo de transito intestinal en las formas de administracion oral.

» Retraso en el inicio del efecto terapéutico con posible riesgo de acumulacion del

farmaco y en consecuencia la necesidad de ajustar las pautas posologicas.

Las limitaciones mencionadas si bien muestran una desventaja en el disefio de nuevos
sistemas de liberacion modificada, también son nuevos desafios que investigadores de la
comunidad cientifica busca solucionar. Esto con el fin de mejorar indirectamente la calidad
de vida las personas a través de sistemas con mejores pautas posoldgicos, de bajo costo y facil

acceso.
2.1.1. Clases de FFLM

Las FFLM se pueden clasificar en base a la forma en que se libera un farmaco o bien
en base al mecanismo que gobiernan la liberacion. Por ende, considerando la mayoria de las
tecnologias farmacéuticas, estas se agrupan en cuatro clases principales; quienes a su vez se
subcategorizan en otras, como es el caso de los sistemas de liberacion diferida que contiene a
los sistemas pulsatiles y retardadas, o en los sistemas de liberacion prolongada, a la que se le
adjuntan los sistemas de liberacion sostenida y controlada (Figura 2). Por tltimo, también se
tiene a los Sistemas flotantes y bioadhesivos (Gujral et al., 2018; Priyanka et al., 2021; Sarah
J. Trenfield, 2020)

a) Sistemas de liberacion acelerada o inmediata: Son formas orales liofilizadas, que en
general se trata de formas solidas que se disuelven instantdineamente en la cavidad bucal
sin necesidad de administracion de liquidos. Dentro de estos tipos de sistemas se pueden
encontrar ciertos comprimidos o tabletas que no necesitan de liquidos, sino que les basta
con entrar en contacto con la saliva para que el principio activo sea liberado

inmediatamente.
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b) Sistemas de liberacion diferida: Son sistemas de cubierta entérica, gastro resistentes

y de liberacion pulsatil o secuencial, en la cual las dosis de un farmaco se liberan en
uno o mas pulsos secuenciales. En algunos casos, una dosis se libera inmediatamente,
mientras que la liberacion de las dosis posteriores se retrasa. Es decir, se produce un
periodo de tiempo en la cual no hay liberacion (tiempo de retraso), seguido
posteriormente de una liberacion répida y completa del medicamento (liberacion
secuencial). Asimismo, estos tipos de formas de liberacion farmacéutica, son utiles para
la administracion de medicamentos destinados a tratar ciertas enfermedades que

producen sintomas con ritmo circadiano (Ashlee D et al., 2019; Priyanka et al., 2021).

Por otro lado, dentro de este este grupo también se incluyen los sistemas disefiados
para liberar un farmaco de forma retardada, los cuales, sin prolongar el efecto
terapéutico, permiten modificar el tiempo o el lugar donde se va a producir la liberacion.
Sin embargo, una liberacion farmacoldgica como esta no mantiene los niveles
uniformes del fairmaco en la sangre y sobre todo dentro del rango terapéutico (Gujral et
al., 2018).

Sistemas de liberacion prolongada o controlada: Son todos aquellos sistemas
disefiados principalmente con el fin de prolongar la liberacion del farmaco a lo largo
del tiempo y asi mantener el efecto terapéutico o bien disminuir los picos de
concentracion caracteristicos de los sistemas convencionales, quienes producen una
liberacién inmediata del farmaco, tal como se presenta en la Figura 2. En esta se
muestran tres niveles: la concentracion minima efectiva (MEC), la minima toxica
(MTC) y la ventana terapéutica, sobre la cual se debe mantener la dosis farmacologica
deseada de un farmaco a lo largo del tiempo y mediante un sistema de liberacion
prolongado. Asi mismo esta ventana terapéutica, es variable y propia de cada farmaco
ya que, en algunos casos puede llegar a ser mas amplia o angosta. Por ende, conocer
dicho rango es muy importante ya que para una administracién convencional la ventana
terapéutica es muy estrecha; lo cual causa que la dosis total del farmaco se libere
rapidamente y no se obtenga la concentracion farmacoldgica deseada (Juergen

Siepmann, 2013; S. Murugesan et al., 2020).
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d) Sistemas flotantes o espacial y bioadhesivos: Son sistemas disefiados de tal forma
que permiten controlar el aumento y la disminucion de la concentracion plasmatica del
farmaco, asi como la residencia gastrica. De otro lado, estos sistemas se suelen utilizar
en principios activos que presentan resistencia a los jugos géstricos y con procesos de
liberacién y/o absorcion para los que el sistema supone una ventaja respecto a la

biodisponibilidad del principio farmacolégico (Kumari, 2018).

Figura 2

Perfil de concentracion de un farmaco vs tiempo, segun tipo de liberacion.
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Un caso que merece especial mencion en la actualidad sobre estos tipos de sistemas
de liberacion, son las capsulas, que se trata de matrices lipidicas, hidrofilicas o polimeros
insolubles que permiten la difusion o liberacion del principio activo de manera mas
uniforme y prolongada. Todo ello, en virtud a su remarcado disefio y popularidad, ya que
satisfacen las caracteristicas ideales para la administracion adecuada de un farmaco

(Fassihi, 2018).
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Por otra parte, dentro de todos los sistemas de liberacion modificada mencionados,

existen algunos que son mas ventajosas que otras. Sin embargo, ello depende en su mayoria

de las caracteristicas del medicamento que se desea suministrar. En la Tabla 1 se muestra

ciertos farmacos comerciales usados en la actualidad y las principales caracteristicas segin

los tipos de FFLM, mediante las cuales se pueden suministrar, como son la liberacion

acelerada, que es la forma mas comunmente usada, la diferida, la cual agrupa a los sistemas

retardados y pulsatiles. También, se remarca a los sistemas controlados, que es uno por los

cuales muchos investigadores han puesto gran interés y finalmente estan los sistemas flotantes

(Gujral et al., 2018;

Tabla 1

Kumari, 2018; LEE, 2014).

Liberacion de farmacos segun los tipos de FFLM y caracteristicas.

Tipos de sistema

de FFLM Caracteristicas Farmaco comercial
¢ Disolucion rapida del farmaco sin e Paracetamol
Sistemas de necesidad de administracion de
liberacion liquidos. e Zofran
acelerada .
e No se prolonga el efecto terapéutico. e Ibuprofeno
e Sistemas retardados: disefiadas para ‘
salvar el pH géstrico o para evitar * Diclofenaco
) gastro lesividad del farmaco. No e Omeprazol
Sistemas de rolongan el efecto terapéutico
liberacién diferida profong peutico. e Amoxicilina
. Slstema.s pulsatlles: liberacion e Dilzem
secuencial del medicamento.
Sistemas de Disefiados para prolongar la * Amoxicilina
liberacion concentracion plasmatica (Cp.) del e Anfetamina
prolongada o farmaco o para mejorar las caracteristicas
controlada farmacocinéticas del medicamento. e Tamsulosina
e Ciprofloxacina
Sistemas flotantes = Disenados para aumentar el periodo de ¢ Riboflavina
y bioadhesivos residencia gastrica. « L-DOPAy
benserazida

Adaptado de (Ashlee D et al., 2019; Kumari, 2018; LEE, 2014)
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La liberacion de principios activos farmacoldgicos como se mencion6 anteriormente
se puede dar de diferentes formas. Sin embargo, los mecanismos de liberacion son
dependientes en gran medida del tipo de sistema de liberacion que se tenga y las caracteristicas
bioactivas de la matriz. La Figura 3 presenta los posibles mecanismos de liberacion de un
farmaco, esto seglin el tipo de sistema tales como: la difusion a través de una membrana
permeable, a lo largo de un cierto material, mediante presion osmotica, por hinchamiento del
material tales como los films, esponjas, scaffolds y entre otras. Asi mismo, la degradacion del
material a granel y por rompimiento de una cadena colgante del polimero que retiene al

farmaco (Basit, 2018; Juergen Siepmann, 2013; Siamidi, 2020).

Figura 3

Mecanismos de liberacion para diferentes sistemas de administracion de farmacos.

L] Firmaco — (a) Material con el firmaco (b)
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Mecanismos de liberacion por: a) difusion a través de una membrana permeable, b) difusion a lo largo del
material, ¢) liberacion por presion osmética, d). por hinchazén del material a granel, e) por degradacion quimica
y f) por escision de una cadena colgante. Adaptado de (Basit, 2018; Juergen Siepmann, 2013; Sarah J. Trenfield,

2020).
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2.2. Biomateriales

Desde sus origenes la sociedad ha enfrentado grandes desafios en cuanto a los
cuidados de la vida se refiere. Dentro de esos desafios estdn la busqueda de materiales que
pudieran reparar o tratar dafios generados en ciertas partes del cuerpo, como dentaduras,
huesos rotos, etc. Sin embargo, los materiales que se solian usar, en muchos casos al corto
plazo generaban mas dafios a la parte del cuerpo reemplazado o tratado. No obstante, a medida
que las sociedades iban evolucionando, se fueron conociendo, desarrollando y usando mejor
los materiales, que luego llegarian a ser conocidos como biomateriales (Yaser Dahman, 2019).
Definir exactamente que son estos materiales es dificil, debido a la constante evolucion con
el avance de las nuevas tecnologias. Sin embargo, se puede decir que son materiales disefiados
de tal forma que sus propiedades se asemejan mucho al sistema biologico. Es decir, pueden
ser lo suficientemente estables que su uso muestra niveles apropiados de bioactividad. No
obstante, estos estan destinados a cumplir ya sea parcial o totalmente ciertas funciones en los
tejidos u 6rganos dafiados o que funcionan inadecuadamente (K.Shanmugam, 2018; Vasif

Hasirci, 2018).

Hoy en dia debido al avance de la sociedad moderna y a la inevitable conexion a las
grandes tecnologias, ha permitido que los biomateriales alcancen grandes aplicaciones en un
sin nimero de disciplinas, siendo el de mayor relevancia la biomedicina. Sin embargo,
también presentan usos en campos como: la industria aeroespacial, la industria alimentaria, el
equipamiento deportivo, la agricultura y muchas otras areas (Biswal et al., 2020; Preetha,
Sreekala et al., 2018). Dentro de la medicina, estos han sido utilizados en una variedad de
problemas médicos tales como en reemplazos articulares, placas éseas, cemento 6seo,
ligamentos y tendones artificiales. Ademas, también en implantes dentales para la fijacion de
dientes, en proétesis de vasos sanguineos, valvulas cardiacas, como tejido artificial, lentes de
contacto e incluso en implantes mamarios (Hossain et al., 2017). Por otro lado, cabe
mencionar que la investigacion y el desarrollo de estos materiales han sido propiciados en
gran medida por el creciente avance de la biologia celular y molecular, la quimica, la ciencia
de los materiales y la misma ingenieria (Hossain et al., 2017; Vasif Hasirci, 2018). Asi mismo
la diversidad de aplicaciones médicas en las cuales han encontrado ser muy utiles han ido
evolucionado con el tiempo y se les ha agrupado en cuatro generaciones: los de primera
generacion, eran biomateriales inertes que se componen en su mayoria de materiales
destinados a sustituir parte de tejido dafiado o como soporte estructural de bajo impacto en el

paciente. Luego estan los de segunda generacion o biomateriales bioactivos que eran los que
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provocaban una reaccion ciertamente controlada con los tejidos, pero que en muchas veces
causaban infecciones. No obstante, con el fin de superar estas desventajas surgio la tercera
generacion de biomateriales, llamados biodegradables ya que eran capaces de degradarse y
ser absorbidos en el organismo. Finalmente, se encuentran los materiales de cuarta
generacion, que no son mas que la extension logica de los materiales desarrollados desde 2010
a la actualidad y que avanzan rapidamente con el objetivo de apoyar y estimular la
regeneracion de tejido funcional o incluso emular estructuras naturales y reparar tejido dafiado

sin causar efectos negativos acorto o largo plazo (Festas et al., 2019).

Considerando las propiedades fisicoquimicas y aplicaciones, los biomateriales se
agrupan en dos clases: Los organicos y los inorganicos, que por su naturaleza pueden ser de
origen natural o sintético (Nasim Kiaie, 2017). Dentro de estos estan los materiales ceramicos,
compositos, algunos metales y sus aleaciones y los polimeros que pueden ser biodegradables
o no. En el caso de los polimeros, estos se pueden degradar mediante un proceso enzimatico
y también no enzimdatico que trae como resultado subproductos que generalmente son
biocompatibles y no toxicos. Ademas, pueden ser metabolizados y excretados por vias
fisiologicas normales. Estos tipos de biomateriales dependiendo de su origen se
subcategorizan en tres grupos: Materiales naturales, materiales semisintéticos y materiales

sintéticos (Biswal et al., 2020).
2.2.2. Ceramicos

Los ceramicos o también llamados bioceramicos, son materiales porosos y
policristalinos que se caracterizan por ser duros, fragiles, inorgdnicos y resistentes a la
corrosion (Yaser Dahman, 2019). Estos materiales se pueden agrupar en tres distintas
categorias: Primero estdn los cerdmicos inertes, materiales estables en ambientes fisiologicos,
resistentes al desgaste y de respuesta biologica minima. Luego estan los bioactivos, que se
caracterizan por ser reactivos a granel; es decir forman un enlace quimico al interactuar con
el tejido vivo. Finalmente se encuentran los ceramicos biodegradables, aquellos que pueden
desintegrarse completamente o disolverse en los fluidos corporales (Kargozar et al., 2019;
Nasim Kiaie, 2017). Actualmente existen una amplia gama de materiales ceramicos y de
vidrio que son utilizados para aplicaciones biomédicas y que van desde lentes de contacto a
implantes para oidos. Ademads, estas ceramicas se utilizan también en funciones estructurales
como en articulaciones, en implantes de tejidos o para remplazar parte de la cadera o rodilla,
asi como en recubrimientos para mejorar la biocompatibilidad de los implantes metélicos

(Nasim Kiaie, 2017; Yaser Dahman, 2019).
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Por otro lado, también se tiene muchos cerdmicos como los vidrios y los
vitroceramicos, materiales de composiciones inorganicas y/o no metalicas que han sido
aplicados como soporte en anteojos, instrumentos de diagnodstico, productos quimicos,
termometros, matraces de cultivo de tejidos y de fibra dptica. Asi mismo, los vidrios como
materiales porosos insolubles han sido utilizados como portadores de enzimas, anticuerpos y
antigenos (K.Shanmugam, 2018). La diversidad de aplicaciones que han encontrado los
ceramicos es amplia y en diversos campos como la biomedicina. Mas aun cada uno de estos
materiales siempre presenta un desafio o carencia en ciertas propiedades que le impiden
alcanzar una aplicacion médica exitosa. Por ejemplo, el biovidrio presenta debilidades
mecanicas y baja resistencia a la fractura. Sin embargo, este problema se ha ido superando
continuamente a través de la experimentaciéon con otros biomateriales tales como los

compositos (Yaser Dahman, 2019).
2.2.3. Polimeros

Los biomateriales han sido usados desde hace mucho tiempo; sin embargo, materiales
basados en polimeros, han sido utilizados en una amplia variedad de campos desde mediados
del siglo XX. Ademas, con el avance de las nuevas tecnologias, estos fueron jugando un rol
cada vez mas importante, especialmente en areas de la medicina. Por otro lado, estos tipos de
materiales dependiendo de su estructura desempefian una cierta funcion, la cual varia
enormemente entre uno y el otro. Sin embargo, en cierta medida comparten alguna
caracteristica en general tales como la solubilidad o estabilidad térmica, entre otras (Yaser

Dahman, 2019).

Hoy en dia existen muchas formas de clasificar estos biomateriales; sin embargo,
dependiendo de su origen se pueden clasificar en polimeros naturales y sintéticos; los cuales
se subcategorizan en polimeros termoestables, biodegradables, elastomeros, entre otros. Por
otro lado, gracias a propiedades unicas como la flexibilidad, resistencia al ataque bioquimico,
la facil produccion en productos con la forma deseada, entre otras; han sido ampliamente

usados en una variedad de dreas de la medicina y en sistemas de liberacion de farmacos (Festas

et al., 2019).
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2.2.3.1. Polimeros sintéticos

Dentro de la variedad de biomateriales, los polimeros sintéticos, los cuales pueden ser
estructuralmente amorfos o semicristalinos presentan grandes ventajas ya que, al ser
producidos en laboratorio, ciertas propiedades segin su aplicacién pueden especificarse
quimicamente mediante un adecuado arreglo de los grupos funcionales de su base estructural
(Donnaloja et al., 2020; Festas et al., 2019). Materiales poliméricos de este tipo pueden ser
biodegradables o no, asi por ejemplo el poliacido glicolico (PGA), el poliacido lactico (PLA)
y sus copolimeros, son considerados biodegradables. Ademas, todos estos mas el alcohol
polivinilico (PVA) son una familia de poliésteres alifaticos lineales que se suelen utilizar con
mayor frecuencia en la ingenieria de los tejidos. Mientras que otros materiales que contienen
metacrilatos en su base estructural no son usualmente biodegradables (Boni et al., 2018). De
otro lado, polimeros biodegradables como los mencionados se encuentran entre los pocos
polimeros sintéticos aprobados por la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados
Unidos (FDA) para ciertas aplicaciones clinicas, debido a que se degradan mediante hidrolisis
de los enlaces éster, generando asi sus bases monoméricas como el acido lactico y glicolico,
que luego se transforman en agua y dioxido de carbono en las vias metabolicas bien definidas
(Boni et al., 2018; Sheikholeslam et al., 2018). Por otro lado, varios estudios han revelado
también que son biocompatibles y que su presencia es bien tolerada in vivo; sin embargo, esta
es directamente afectada por ciertas propiedades tales como el peso molecular, composicion

quimica, solubilidad y seglin su aplicacion por su geometria estructural (Festas et al., 2019).

La amplia diversidad de polimeros sintéticos existentes y el facil control de sus
propiedades fisicoquimicas han permitido que muchos puedan ser utilizados en muchas
subdreas de la medicina, especialmente los polimeros biodegradables (Ebru et al., 2017). Por
consiguiente, son utilizados como dispositivos en implantes, matrices como portadores
farmacologicos, materiales inertes en catéteres, valvulas cardiacas, protesis e injertos

vasculares, entre muchos mas (Ebru et al., 2017; Preetha, V.G. Geethamma et al., 2018).
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2.2.3.2. Polimeros naturales

Los polimeros naturales son una de las clases de biomateriales poliméricos mas
omnipresentes en la medicina y en nuestra sociedad; dado que se obtienen desde fuentes
naturales (Yaser Dahman, 2019). Ademads, son materiales de origen vegetal y animal que
exhiben una excelente compatibilidad mejorada con el organismo humano, sobre todo por la
buena capacidad para exhibir bioactividad y de experimentar biodegradacion. Asi mismo,
como tales muestran mejor desempefio en situaciones donde los materiales sintéticos no han
cumplido con las expectativas clinicas esperadas (Boni et al., 2018). Dentro de esta clase de
polimeros se encuentran ciertas proteinas como el coldgeno y albumina, polimeros derivados
de origen marino como el alginato y polisacaridos tales como el quitosano, el almidén, la
pectina y entre muchos otros. Estos materiales ademds debido a sus propiedades de
biodegradabilidad, biocompatibilidad y resistencia a la traccion pueden ser utilizados en la
fabricacion de diferentes matrices en la ingenieria de los tejidos y/o como sistemas de

administracion de fairmacos y otros agentes bioldgicos (Boni et al., 2018; Festas et al., 2019).

En general dentro de las grandes aplicaciones que tienen los poliméricos naturales,
sobre todo en medicina, han sido usados en protesis oculares, ligamentos y tendones
artificiales, valvulas del corazdn, placas para fracturas, lentes de contacto y especialmente en
sistemas de administracion de farmacos. Ademas, uno de los mas estudiados en la actualidad
para tales aplicaciones biomédicas es el colageno, especialmente por su alta biocompatibilidad
y por la gran cantidad de sitios de enlace que ofrece y que son muy favorables al sistema vivo
(Donnaloja et al., 2020). Sin embargo, también se han empleado otros polimeros tales como
el quitosano, la celulosa, alginato, las fibras de seda o el mismo acido hialurénico, entre

muchos otros (Boni et al., 2018; Sheikholeslam et al., 2018).
2.24. Metales

Los metales y sus aleaciones son materiales que han ido desempefiando un rol muy
importante en los seres vivos, especialmente en la vida diaria de los seres humanos. Son tan
relevantes que gracias a sus propiedades intrinsecas tales como la alta resistencia, fiabilidad
mecanica, elasticidad, buena resistencia a la corrosion, resistencia al desgaste y conductividad
térmica y eléctrica que han alcanzado grandes aplicaciones en diferentes disciplinas como la
construccion, la electronica y sobre todo la biomedicina (Festas et al., 2019). Dentro de esta
drea como biomateriales considerando su biocompatibilidad y baja friccion biologica

(Niinomi, 2019), se estima que aproximadamente el 70-80 % de los de los implantes alrededor
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del mundo son a base de metales (Festas et al., 2019). Ademads, desde el punto de vista
bioquimico, desempenan un rol fundamental en los sistemas vivos, ya que facilitan la funcién

enzimatica, el transporte de oxigeno y ciertas reacciones redox (Kargozar et al., 2019).

En la actualidad el uso de biomateriales metalicos que se utilizan en diferentes areas
de trabajo es supervisada por la Sociedad americana de Pruebas y Materiales (ASTM) y la
Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO). Por otro lado, de la gran variedad de
estos materiales, los mas utilizados por poseer mejores caracteristicas fisicoquimicas y de
menos costo son el titanio y sus aleaciones, asi como también el acero inoxidable y el
combinado de cromo-cobalto. Asi mismo, los metales que se presentan como una de las
alternativas mas atractivas son los considerados biodegradables como lo son el zinc, hierro y
magnesio que por sus propiedades Unicas son utilizados en implantes temporales o en
aplicaciones cardiovasculares y ortopédicas (Festas et al., 2019; Zindani et al., 2019). Los
metales como materiales biocompatibles son ampliamente aplicados en medicina como
electrodos para organos artificiales, materiales de reemplazo permanente con caracteristicas
quimicamente inertes o materiales con propiedades de biodegradabilidad para la regeneracion
de tejidos perdidos o la restauracion de cierta funcion (Zindani et al., 2019). Asi mismo como
materiales de funcion estructural, también son usados en procedimientos quirurgicos
reconstructivos, particularmente ortopédicos o en tejidos no 6seos como los vasos sanguineos

(Preetha, Sreekala et al., 2018).
2.3. Nanoparticulas

La nanotecnologia ha emergido como uno de los campos de la ciencia y la ingenieria
mas excelsos de la actualidad; especialmente porque permite producir materiales de diferentes
niveles, a nano escala y con propiedades unicas (I. Khan et al., 2017). Es tal la importancia de
estos materiales, que se han producido desde precursores orgéanicos e inorganicos e incluso
hibridos y en diferentes formas y tamafos, tales como las nanoparticulas (Nps), que son
particulas solidas coloidales (Seyedsina Moeinzadeh, 2017). Estos materiales dependiendo de

su morfologia, tamafo y propiedades fisicoquimicas se llegan a clasificar en :
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a) Nanoparticulas basadas en carbdn: Dentro de este grupo se encuentra a los fullerenos
y nanotubos como las dos clases principales de Nps basadas en carbono (Ijaz et al.,

2020; Yaser, 2019).

b) Nanoparticulas a base de metal: Estos materiales son hechos a partir de precursores
puramente metalicos, que dependiendo de sus -caracteristicas y propiedades
fisicoquimicas pueden adquirir multiples aplicaciones en areas como la medicina

(Bhasarkar and Bal, 2021).

¢) Nanoparticulas basadas en ceramicos: Son Nps solidas inorganicas no metalicas, que
se suelen sintetizar a través de calor y enfriamiento sucesivo, adquiriendo
caracteristicas destacables con aplicaciones en la catalisis y la fotocatalisis (Yaser,

2019).

d) Nanoparticulas poliméricas: Son Nps basadas en compuestos poliméricos naturales o
sintéticos y son sintetizadas generalmente en forma de nanoesferas o nanocapsulas.
Ademas, debido a sus propiedades como la biocompatibilidad ha atraido mucho interés

en aplicaciones dentro del area de la medicina (Peltonen et al., 2020).

Los diferentes tipos de nanoparticulas como las mencionadas y basadas en sus
propiedades fisicoquimicas, asi como también en su tamafio y la alta area superficial que

poseen, presentan una amplia variedad de aplicaciones tales como en (Khan et al., 2017):

i. Medicina: Es un area donde las nanoparticulas han encontrado grandes
aplicaciones, ya sea como nanoportadores en sistemas de liberacion de fdrmacos
cuyo fin es mejorar la eficiencia terapéutica, asi como también en dispositivos
biologicos, biosensores nanoelectrénicos o biomembrana (I. Khan et al., 2017;

Peltonen et al., 2020).

ii. Manufactura y materiales: La Nps muestran caracteristicas fisicoquimicas unicas,
dado que inducen propiedades eléctricas, mecénicas, Opticas y de imagen, lo cual
los hace extremadamente buscadas en ciertas aplicaciones dentro de los sectores
médico, comercial y ecoldgico, sobre todo en la elaboracion de ciertos dispositivos

electronicos (Ijaz et al., 2020).

iili. Medioambiente: Las Nps por su alta area superficial juegan un rol muy importante
en el tratamiento de ciertos ecosistemas contaminados, ya que estos contaminantes

pueden ser absorbidos en su superficie o quedar atrapados durante la agregacion de
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las mismas. De otro lado, la remocion de dichos contaminantes va depender mucho
de las caracteristicas que presente las Nps, tales como tamafio, estado de agregacion,

composicion, porosidad e incluso su morfologia (I. Khan et al., 2017; Yaser, 2019).

iv. Electronica: El surgimiento de dispositivos con pantallas tactiles y flexibles, ha
dado origen a la electronica impresa que funciona a base de varias tintas que pueden
contener Nps metalicas, organicas e incluso a base de ceramicos. Por tanto, se espera
que esta nueva tecnologia se expanda rapidamente y de inicio a un proceso de
produccion en masa de nuevos dispositivos electronicos, ya que la facil
manipulaciéon de las Nps posibilita su incorporacion en dispositivos no solo

eléctricos sino también opticos (K. P. Jayadevan, 2008; I. Khan et al., 2017).

2.4. Nanoparticulas de 6xido de zinc

El 6xido de zinc (ZnO) es un material inorganico funcional, prometedor y ademas muy
versatil, dado a que presenta una amplia gama de aplicaciones, debido a baja toxicidad,
biodegradabilidad. Asi mismo como material nano particulado, a diferencia de otros ha sido
aprobado por la Administracion de Drogas y Alimentos de Estados Unidos (FDA), como un
aditivo alimentario, seguro y no toxico a bajas concentraciones (Cotton et al., 2018; Popko,
2017). Asi mismo, las ZnO Nps poseen una alta actividad catalitica y fotoquimica, con una
alta absorcion oOptica en la region UVA (315-400 nm) y UVB (280-315 nm), que le permite
tener un amplio band gap (~3.3 eV). Ademas de ello, también presenta una energia de enlace
excitoénico (60 meV) a temperatura ambiente (Herrera-Rivera et al., 2017) y propiedades

Opticas, quimicas y eléctricas unicas (Cotton et al., 2018).

Hoy en dia las Nps de ZnO estan siendo evaluadas como agentes antibacteriales tanto
en formulaciones a nivel de microescala y nanoescala. Sin embargo, es sabido que estas
exhiben una fuerte actividad antimicrobial en tamafio nanométrico y lo cual en parte es gracias
a la absorcion optica que presentan (Popko, 2017). De otro lado, debido a las grandes
propiedades que exhibe ha conducido a maultiples aplicaciones en diferentes areas
tecnologicas tales como la industria optoelectronica, como pigmentos, en fotocatalisis, en
medicina, en protectores solares (Herrera-Rivera et al., 2017), pastas dentales y cosméticos,

gracias a su habilidad para absorber radiacion ultravioleta (Iosub et al., 2017) .
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2.5. Colageno

El colageno es una proteina de origen natural que se encuentra principalmente en el
cartilago, piel, tendon y otras zonas del cuerpo de tanto los mamiferos, asi como también de
organismos marinos. Ademas, es considerado como un biopolimero cuya unidad basica es el
tropocolageno. Esta proteina supramolecular pertenece a la familia de proteinas naturales
fibrosas, aunque se subcategorizan seglin su estructura en fibrilares, fibras asociadas y en red.
Su nombre deriva de la palabra griega glue que significa pegamento, la cual originalmente se
usaba para describir los constituyentes de los tejidos conectivos que producian la gelatina
posterior a hervirse. Por otro lado, ademéas de ser un material polimérico basado en proteinas,
ofrece propiedades estructurales Unicas, ya que tiene la ventaja de imitar muchas
caracteristicas de la matriz extracelular. Por tanto, puede conducir la migracion, el crecimiento
y la organizacién de las células durante la regeneracion de los tejidos y la cicatrizacion de
heridas. Mas atn, también es responsable de la resistencia mecanica de los tejidos
interconectivos y de ofrecer la posibilidad de estabilizar las células encapsuladas y/o

trasplantadas (Lin et al., 2018; Sorushanova et al., 2018).

A. Estructura

El colageno como una de las proteinas mas abundantes en los seres vivos existe en
todas las formas y tamafios como una estructura indispensable que mantiene la integridad
bioldgica de la arquitectura de la matriz extracelular y los tejidos conectivos (Lin et al., 2018).
Actualmente se han identificado més de 28 diferentes tipos de coldgeno, los cuales estan
disponibles en grandes cantidades en el tenddn, la piel, la cornea, cartilago y entre otras partes
del cuerpo de los seres vivos. Asi mismo, cada tipo de coldgeno posee una conformacion
estructural y caracteristicas propias, las cuales son descritos en la Tabla 2 en funcién a la
distribucion de las hélices (Lin et al., 2018; Sorushanova et al., 2018). Por otro lado, los
colagenos de tipos I, Il y V son los mas fundamentales, ya que constituyen aproximadamente
el 90 % del colageno total en el cuerpo, con una distribucion del 60 al 80 % del tipo I (Avila
Rodriguez et al., 2017).
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Tabla 2

Caracteristicas de los tipos de colageno, formas y distribucion

Estructura Tipo Foérmula molecular = Forma polimerizada Distribucion de tejidos

Piel, tendones,
ligamentos, cornea
I [ai(D)]2 a2(D) Fibrilar (representan el 80-90%
del colageno total del
cuerpo humano)

Cartilago, disco
I [o:(ID)]3 Fibrilar intervertebral, humor
vitreo en el ojo.

Piel, vasos sanguineos,

Formacion
fibrilar 1 [or(TID)]3 Fibrilar dermis
[a1(V)]2 a2(V)
v Fibrilar (ensambla con Tejido embrionario,
ai(V) ax(V) tipo I) dermis, hueso
as(V)[aa(V)]s

Fibril bl , .
VI a1 (VD) az2(VI) a3(VI) ibrilar (ensambla con Utero, dermis, cartilago

tipo II)
Piel
VI [ (VID)]; Fibrillas de anclaje tel, memmbrana
amniotica
Asociacion lateral con ,
IX a1 (IX) 02(IX) a3(IX) la fibrilla tipo 1. Cartilago
Fib.ras XII o (XID]s Asociaci(’)'n lat.eral con Tegdén, dermis,
asociadas la fibrilla tipo 1 ligamentos
Forma cruzada unida Tendon, dermis
XV XTI ’ ’
[ (XIV)l; por disulfuro Cartilago
[o1(IV)]2 a2(TV)
v as(IV), 0a(IV) Red en forma de hoja Membranas basales
as(IV), as(IV)
Forma de red
Estructura helicoidal
VIl [ (VIID)]» SHuCtUra REACOEaT - ¢lulas endoteliales
interrumpida
X [01(X)]2 Estructura tipo tapete Cartilago calcificado

Modificado de (Lin et al., 2018; Sorushanova et al., 2018).
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El coldgeno juega un rol muy importante en los seres humanos principalmente por las
multiples funciones que desempeiia, ya sea como soporte, elasticidad o integridad y ello radica
principalmente en su conformacidon estructural que se presenta en la Figura 4. Esta se
compone de una estructura jerdrquicamente compleja conformada por tres cadenas
polipeptidicas en forma de hélice (Lin et al., 2018). Mas atn, cada cadena polipeptidica esta
compuesta de aproximadamente 1000 aminoacidos que conforman una a-hélice (Sionkowska
et al., 2016). Estas se caracterizan por estar constituidas por una secuencia repetida de
aminodacidos cuya formulacién general es concordante a [Gly-A-B],; donde la ocupacion de
las posiciones A y B, son ocupadas principalmente por la prolina y la hidroxiprolina
respectivamente. Ademads, cabe mencionar que la presencia de la glicina (Gly) dentro de la
estructura de triple hélice juega un rol muy importante, ya que es el inico aminoacido que se
ajusta bien al espacio interno hidrofobico de las tres hélices. Como consecuencia de ello,
permite que la estructura se estabilice mediante enlaces puente de hidrogeno que se generan
entre el hidrogeno del grupo amino de una glicina y el oxigeno del grupo carbonilo del enlace
peptidico del residuo A de la cadena adyacente (Lin et al., 2018; Sorushanova et al., 2018).
Por otro lado, la estructura tridimensional que sostiene en forma de triple hélice regular, es
muy similar a una cuerda con un peso molecular estdndar de aproximadamente 300 kDa y una

longitud de aproximadamente 280 nm y 1.4 nm de diametro (Sorushanova et al., 2018).

Dentro de su conformacion estructural, en base al colageno tipo I se presenta en mayor
cantidad en los mamiferos. Ademas, muestra una composicion de aminoacidos, de los cuales
los mas caracteristicos son la glicina con una abundancia promedio de 33 %, la prolina con
11 %, la 4-hidroxiprolina con 9 %, la hidroxilisina con 8 % y la alanina con un 11 % (Carvalho
et al., 2018). Ademas, cabe mencionar que dicha composicion es relativa ya que dependera
mucho del origen de la fuente de obtencion. Asi mismo, en la Figura 4 se presenta su
estructura quimica y la de los principales aminoicidos que juegan también un papel

importante en la estructura de las a-hélice.
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Figura 4

Estructura quimica tridimensional del colageno y de los principales aminodcidos.

Gly

Acoplamiento de la glicina en
el centro de la triple hélice

0
4-Hidroxiprolina 5-Hidroxilisina Prolina

NH 0 NH, ;0”

OH
H.N 0
HO OH HZNM )

o 0 .

3-Hidroxiprolina Aspargina Glicina

Modificado de (Botella, 2022)
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A. Propiedades, caracteristicas y aplicaciones

El coladgeno por su conformacion estructural altamente jerarquica y compleja, presenta
buenas propiedades bioldgicas como la adhesividad, diferenciacion celular,
biocompatibilidad, versatilidad, baja toxicidad, baja antigenicidad, alta afinidad al agua y
biodegradabilidad, ademas de cumplir una funcién de soporte y flexibilidad en el tejido dentro
del cual esta presente (Lin et al., 2018). Gracias a todas estas caracteristicas, ¢l colageno se
puede utilizar para fabricar peliculas, discos, geles, esponjas, scaffolds o materiales
compuestos (composites). Por otro lado, también se ha demostrado que el colageno
hidrolizado presenta bioactividades con grandes propiedades antioxidantes, actividad
antihipertensiva, actividad hipolipemiante, asi como propiedades reparadoras para la piel

dafiada (Avila Rodriguez et al., 2017).

Por tanto, debido a las diversas propiedades mencionadas, el coldgeno puede ser
utilizado en una amplia gama de 4reas como la industria alimentaria, la cosmética,
farmacéutica, etc. Sin embargo, es usado con mayor frecuencia en la medicina, en la que se
incluye los sistemas de administraciéon de farmacos, en suturas quirurgicas, en agentes
hemostaticos y en aplicaciones de la ingenieria de tejidos como material de soporte para
estudios in vivo e in vitro. También como andamios o scaffolds de bajo potencial antigénico,
en aplicaciones de regeneracion de piel, huesos y tendones mediante procesos de
esterilizacion para inactivar virus y priones. Asi mismo en el crecimiento de tejidos como los
cartilagos, a partir de andamios electrohilados como apdsitos para heridas temporales o

permanentes (Carvalho et al., 2018; J. Li et al., 2018)
2.6. Alcohol polivinilico

El alcohol polivinilico o polivinil alcohol (PVA), es un polimero sintético
termoplastico, biodegradable, semicristalino y no tdxico. Asi mismo, es un compuesto soluble
en solventes polares como el agua, con un balance hidrofilico-lipofilico (HLB) de 18 (Cortés
et al., 2021; Jain et al., 2017). Esto debido a la presencia del grupo hidroxilo en su unidad
estructural repetitiva (Figura 5); lo cual, ademas le permite ser reticulable debido a que forma
enlaces puente hidrégeno interconectados entre sus cadenas (Patra et al., 2017). Por otro lado,
es un compuesto polimérico que presenta una apariencia de color blanco amarillento y que
llega a descomponerse a 230°C (Cabrera, 2019). Mas aun, se puede obtener mediante
polimerizacion a través radicales desde el acetato de vinilo a poli (acetato de vinilo) (PVAc),
seguida luego de un proceso de hidroélisis, a través del cual se llega a obtener finalmente el

PVA (Afghan, 2016). No obstante, dependiendo del grado de hidroélisis, que suele ser entre
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86 — 89 % (Shakeel. Ahmed et al., 2018), las propiedades fisicoquimicas tales como: tension
interfacial, biocompatibilidad, propiedades reoldgicas en solucidon y solubilidad en agua se

veran afectadas (Cabrera, 2019).

Basado en la gran variedad de propiedades que presenta, tales como:
biodegradabilidad, no-toxicidad, biocompatibilidad, alta fuerza dieléctrica y transparencia, ha
sido usado en diferentes campos como: las resinas, la industria de la construccion, la industria
textil, la industria del papel; asi como también en materiales de empaque alimentario y la
medicina en general. Es en esta tltima en donde ha encontrado renombradas aplicaciones en
una variedad de campos de investigaciéon como en dispositivos biomédicos artificiales, en
sistemas de liberacion farmacoldgica, entre muchas otras (Abd El-aziz et al., 2017; Deshmukh
et al., 2017; Jain et al., 2017). Mas aln, es un polimero que presenta excelentes propiedades
filmogenas y adhesivas. También es un emulsificante altamente efectivo y resistente a varios
solventes organicos (el éter de petrdleo, cetona, etc.), aceites y grasas. Otra de las grandes
ventajas que posee su utilizacion, gracias a su no toxicidad y biodegradabilidad, es que puede
ser empleado como material base en la agricultura o incluso en el tratamiento de aguas

residuales como floculante o captador de iones metalicos (Shakeel. Ahmed et al., 2018).

Figura 5
Estructura quimica del PVA.

. HO 1,

Autoria propia
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2.7. Acido humico

El acido humico (HA) es un compuesto organico complejo de aspecto negro o marron
oscuro, obtenido a partir de la descomposicion de materia organica como residuos de plantas
y animales. Asi mismo, esta sustancia estd presente naturalmente en suelos, turbas (pantanos,
etc.), océanos y agua dulce. No obstante, es la leonardita, un sedimento oxidado, la principal
fuente de su obtencion (Arif et al., 2019; Bhatt and Singh, 2022). A nivel estructural, esta
sustancia contiene pequeias, grandes y polidispersas fracciones de alquilo bencenos, grupos
fenolicos, acidos carboxilicos aromaticos, alifaticos, entre otros; los cuales estan unidos a
través de enlaces covalentes. Sin embargo, atin no existe una estructura definida, ya que se ha
encontrado que est4 en general depende de las fuentes y condiciones especificas de extraccion

(Fatima et al., 2021).

Por otro lado, dentro de las propiedades fisicoquimicas, el HA es insoluble en acidos
fuertes, pero debido a sus caracteristicas acidas, se vuelve altamente soluble bajo condiciones
alcalinas. Asi mismo, gracias a su composicion estructural, presenta propiedades antifiingicas,
desintoxicantes, antisépticas y antioxidantes (Arif et al., 2019; Fatima et al., 2021).
Adicionalmente, también puede desempefiarse como un catalizador orgédnico en diferentes
procesos biologicos, tales como la estimulacion de las enzimas en las plantas (Bhatt and
Singh, 2022). Por otra parte, el HA presenta un amplio campo de aplicacion en areas como la
medicina, la avicultura, la salud, agricultura, entre muchas otras. No obstante, también puede
ser usado en la remediacion de suelos, agua, absorbente de gases, floculante o como un agente
de expansion de catado en baterias (Fatima et al., 2021). Asi mismo debido a su naturaleza
hidrofilica, este es capaz de atraer iones hidrogeno; lo cual, en 4reas como la agricultura
permiten que los suelos aumenten la capacidad de absorcion de agua, asi como también la
supresion de problemas de infestacion, niveles de salinidad y nutrientes (Bhatt and Singh,
2022). Ma atn, este ha sido también ampliamente usado como quelante de iones metalicos
insolubles, 6xidos e incluso hidroxidos. Debido a esta capacidad, muchos investigadores
contintan investigando los efectos que generan en la modificacion superficial de
nanoparticulas metalicas, la estabilidad y liberacion de micronutrientes o agentes

farmacologicos (Rahale et al., 2021).
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2.8. Esponjas poliméricas

Las diversas formas fisicas matriciales que permiten fabricar un polimero tales como
los scaffolds, esponjas, espumas, films y entre otras, es muy variada. Ademas, hoy en dia son
ampliamente investigadas y aplicadas en muchas areas de la biomedicina como la biologia
celular, la ingenieria de tejidos, entre otros (Sorushanova et al., 2018). Sin embargo, son las
estructuras porosas tridimensionales (3D) (scaffolds, aerogels y esponjas), que debido a
propiedades tales como: la baja densidad, elevada porosidad, a la gran facilidad que permiten
la transferencia de masa, a la buena estabilidad morfoldgica y mecanica, asi como también a
sus caracteristicas humectantes y a su alta distribucion jerarquica de poros, las que han atraido

un mayor interés y campo de aplicacion (Jiang et al., 2020; Xu et al., 2020).

Las esponjas poliméricas, denominadas como estructuras macroporosas 3D altamente
interconectadas, son matrices que poseen generalmente un ordenamiento ciertamente local.
Ademas, son materiales que se suelen preparar a partir de soluciones o suspensiones acuosas
mediante procesos de congelamiento y una posterior liofilizacion (Haifei Zhang, 2018). Mas
aun, son matrices que han mostrado grandes ventajas al momento de tratar dafios en la piel
como por ejemplo los diferentes tipos de ulceras; debido a que son capaces de mantener un
ambiente fisiolégicamente humedo y ademds pueden promover la formacion del tejido de

granulacion (Saghazadeh et al., 2018).

De otro lado, diferentes biomateriales, especialmente de origen natural tales como el
colageno, su derivado la gelatina, alginato, quitosano y entre otros han sido utilizados para
producir una gran variedad de esponjas poliméricas con aplicaciones diversas, ya sea como
compositos con otros biopolimeros o con polimeros sintéticos como el PVA. Sin embargo;
son las esponjas basadas en colageno, dada su alta biocompatibilidad, una de las de mayor
interés y utilizacion; ya que poseen buenas propiedades mecanicas y fisicoquimicas
(Saghazadeh et al., 2018). Asi mismo, aunque estan ligeramente limitadas por sus pobres
propiedades antibacterianas, han sido parcialmente superadas mediante la incorporacion de
moléculas bioactivas, tales como los fArmacos, extractos, entre otros (Duan et al., 2017). Por
otro lado, dentro de la gran variedad de aplicaciones que han encontrado, son las matrices
tridimensionales tales como las esponjas y/o scaffolds, las que han sido ampliamente
empleadas como absorbente de disolventes, en cultivos celulares, en la separacion de agua y
aceite, aislamiento térmico y acustico y principalmente como portadores para farmacos y

soportes de catalizadores (Jiang et al., 2020).
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2.9. Amoxicilina

Desde el descubrimiento de la penicilina en 1928, se han desarrollado y descubierto
un sin nimero de diferentes antibidticos con propiedades y caracteristicas similares, los cuales
han sido clasificados como agentes bioactivos penicilinicos (de Marco et al., 2017). Dentro
de esta familia se encuentra a la amoxicilina (AMX), uno de los tantos derivados del 4cido 6-
aminopenicilinico (6-APA) (Promoting the Quality of Medicines (PQM), 2017). Este
compuesto farmacoldgico, es un antibidtico B-lactdmico semisintético con un amplio espectro
y de alta efectividad contra organismos grampositivas y gramnegativas (Aziz et al., 2022;
Thambavita et al., 2017). Por otro lado, a pesar de ser uno de los antibidticos con propiedades
antibactericidas mas antiguos, alin sigue siendo uno de los mas prescritos en el mundo de la
medicina. Asimismo, ha reportado ser mas activa in vitro que la ampicilina, especialmente
contra cepas de bacterias tales como el Enterococcus fecalis, Helicobacter pylori, entre otras;
aunque menos activa contra la Shigella spp (Promoting the Quality of Medicines (PQM),
2017).

Quimicamente la amoxicilina también es conocida como el acido 6- [D (-) B-amino-
p-hidroxifenil-acetamido] penicilinico. Sin embargo, segin la Union Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) se le conoce como acido (2S,5R,6R)-6-{[(2R)-2-amino-
2-(4-hidroxifenil) acetil] amino}-3,3-dimetil-7-oxo0-4-tia-1-azabiciclo [3.2.0] heptano-2-
carboxilico, cuya estructura se muestra en la Figura 6. De otro lado, debido a sus buenas
propiedades antibacterianas, es aplicado para tratar infecciones como las de tracto respiratorio
leve, la otitis media, la profilaxis del endocardio, entre muchas otras. Asi mismo, también es
utilizada como parte del tratamiento en infecciones de la Helicobacter pylori (Thambavita et
al., 2017), o como farmaco de primera eleccion para el tratamiento de la sinusitis maxilar (de

Marco et al., 2017).
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Figura 6

Estructura quimica de la amoxicilina.

HO

Adoptado de (Aziz et al., 2022)

A. Propiedades fisicoquimicas

La amoxicilina como sustancia farmacoldgicamente activa se encuentra disponible en
tres presentaciones distintas: anhidra, sodica y trihidratada (de Marco et al., 2017). Este
derivado del 6-APA, es una sustancia muy soluble en agua, ligeramente en etanol absoluto
(Promoting the Quality of Medicines (PQM), 2017) y anfotera (Thambavita et al., 2017), con
una apariencia de polvo blanco cristalino y un punto de fusién de 194 °C. Mas atin, en forma
trihidratada es parcialmente soluble en agua y practicamente insoluble en cloroformo, éter y
aceites grasos (Promoting the Quality of Medicines (PQM), 2017). Sin embargo, es soluble
en soluciones diluidas de acidos e hidroxidos alcalinos, asi mismo dicha solubilidad puede
verse incrementada con el aumento de la fuerza idnica y la temperatura del medio. De otro
lado, aproximadamente 1.15 g de esta sustancia trihidratada equivale a 1g de su forma anhidra,
con un peso molecular de 365.41 g mol™. Pero en cuanto a estabilidad se refiere, en soluciones
acuosas diluidas, presenta una cinética de degradacion de primer orden o de orden cero,
exhibiendo una tasa minima de desintegracion a pH 6. Sin embargo, para la amoxicilina
trihidratada y en soluciones buffer a concentraciones menores a 5x10~ mol L™, ha mostrado

seguir una degradacion de primer orden (Thambavita et al., 2017).

B. Mecanismo de accion

Los antibidticos B-lactamicos tales como la amoxicilina, son compuestos bactericidas
que actuan inhibiendo la sintesis del peptidoglicano. Este es uno de los principales
constituyentes de la pared celular bacteriana, cuyo déficit conlleva a la ruptura de su estructura

(Aziz et al., 2022; de Marco et al., 2017). Por otro lado, uno de los principales atributos de los
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antibidticos como la amoxicilina, es la gran capacidad que poseen para unirse a proteinas
especificas fijadoras de la penicilina, llamadas Penicillin-Binding Proteins (PBPs) (de Marco
et al.,, 2017). Las cuales son responsables de inhibir el proceso conocido como
transpeptidacion y cuyo fin es la activacion de las enzimas autoliticas en la pared celular
bacteriana, que traen como consecuencia la ruptura de esta (Akhavan BJ, Khanna NR, 2022).
Si bien la amoéxicilina es un antibidtico B-lactamico, en ocasiones no resiste la accion
hidrolitica de las B-lactamasas de muchas bacterias como los estafilococos, responsables de
infecciones en la piel o tracto urinario. Por tanto, es comun que no se use en el tratamiento de
este tipo de infecciones como farmaco principal, sino que se suele combinar con algin
inhibidor B-lactdmico mas potente tales como el &cido clavulanico (Akhavan BJ, Khanna NR,

2022; de Marco et al., 2017)

C. Farmacocinética

La amoxicilina es un farmaco que presenta buena estabilidad en medio 4cido, asi como
en la presencia de jugos gastricos, razon por la cual es principalmente administrada por via
oral ya que muestra una biodisponibilidad de 70-92 %. Mas atn, es rapidamente absorbida,
alcanzando maximos de concentracioén de plasma entre 1-2 h después de ser suministrada (de
Marco et al., 2017; Promoting the Quality of Medicines (PQM), 2017). Por otro lado, debido
a sus caracteristicas fisicoquimicas puede difundirse adecuadamente en tejidos como el
higado, pulmones, la glandula prostatica y el misculo. Asi mismo, en liquidos sinoviales,
pleural y amniotico (de Marco et al., 2017). Sin embargo, no es capaz de difundirse a través

del tejido cerebral ni del liquido cefalorraquideo (LCR).

Los antibioticos bactericidas como la amoxicilina, son farmacos dependientes del
tiempo ya que su accion terapéutica estd estrechamente relacionada con el periodo durante el
cual la concentracion del farmaco se encuentra por encima de la concentracion minima
inhibitoria (MIC) (Patini et al., 2020). Asi por ejemplo se ha demostrado en estudios
microbioldgicos que la amoxicilina es activa contra la Escherichia coli (MICs0=5 pug mL™),
Clostridium (MICs0-0.1 pg mL™), Lactobacillus (MICs0-0.25 ng mL™) y Streptococcus suis
(MICs0-0.03 pg mL™") (Thambavita et al., 2017). Por otro lado, se ha encontrado también que
es débilmente procesado por el higado, aproximadamente el 30 % del total suministrado.
Mientras que el 50 - 80 % restante es principalmente excretado a través de la via urinaria
dentro de las 6-8 h posteriores a su administracion (Aziz et al., 2022; Promoting the Quality

of Medicines (PQM), 2017)
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Capitulo II1. Desarrollo del trabajo de investigacion
3.1. Materiales
3.1.1. Reactivos

Durante el desarrollo del presente trabajo de investigacion se utilizdo como fuente de
colageno tipo I, el tendon de bovino, obtenido en el centro comercial “Vara de Oro” (San
Juan de Lurigancho - Lima, Carniceria “Narcisa”), hidréxido de potasio (KOH, pureza > 99
%), hidroxido de sodio (NaOH, pureza > 99 %), 4cido borico (H3BOs, pureza > 99 %), sulfato
de calcio dihidratado (CaS04.2H>O, pureza > 99 %), cloruro de sodio (NaCl, pureza > 99 %),
cloruro de potasio (KCI, pureza > 99.65 %), hidréxido de calcio (Ca(OH),, pureza > 96 %),
sulfato de sodio (Na>SOs, pureza > 99 %), acido etilendiaminotetraacético (EDTA, pureza >
99 %), acido acético glacial (CH3COOH, pureza > 99.8 %), sal de acetato de zinc dihidratado
(Zn (CH3COO)2.2H:0, pureza > 99 %), acido humico (HA, pureza > 99 %, CAS:1415936),
polivinil alcohol (PVA, pureza > 99 %, CAS:9032895), etanol absoluto, dimetilsulféxido
(DMSO) y el firmaco amoxicilina (AMX, potencia > 900 mg mg™!, Lot:108M4892V). Todos

los reactivos mencionados fueron obtenidos desde Merck-Sigma Aldrich.
3.1.2. Equipos

Los equipos utilizados en la realizacion del trabajo, ya sea como parte del proceso o
en la caracterizacion fueron: liofilizador (Macrom-Labconco, modelo 117A65312906),
ultracongeladora (Binder, modelo UF-V500) , espectrofotometro infrarrojo con transformada
de Fourier (FTIR-ATR, Bruker, Alpha II), equipo de calorimetria diferencial de barrido -
termogravimetria (Perkin Elmer, serie 016070105,STA-6000), ultrasonicador de punta
(Branson SFX-250, modelo:102C (CE) /Convertidor), Schiller ( Daihan Scientific-Bath
Circulator, Modelo: Maxircu CR-8), espectrofotémetro UV-Visible (Shimadzu, UV-1800),
microscopio electronico de barrido (SEM, Hitachi SU8230), difractometro de rayos-X (DRX,
Philips 1830), espectrometro Raman ( Horiba , Modelo Xplora), un analizador de dispersion
dindmica de la luz, (DLS, Brookhaven 90 Plus) y un equipo de medida viscosimétrica

(Fungilab, Eagle Plus).
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3.2. Procedimiento Experimental
3.2.1. Sintesis de las nanoparticulas de 6xido de zinc

Segun la metodologia adaptada de (Hezma et al., 2019; Manikandan et al., 2018), las
Nps de ZnO fueron preparadas a través del método sol-gel (Figura 7), a partir del precursor
acetato de zinc dihidratado (Zn(CHsCOO):.2H-0) e hidroxido de Sodio (NaOH). Para ello,
primero se preparé una solucion de Zn(CHsCOO)..2H-O 0.2 mol L en etanol mediante
agitacion por un periodo de 30 min. Asi mismo, también se prepard una solucion de NaOH
0.4 mol L! en agua mediante agitacion durante 1 h. Posteriormente, la solucién de NaOH fue
agregada lentamente mediante goteo sobre la solucion de Zn(CHsCOO)..2H-0O, manteniendo
una velocidad de agitacion de 650 rpm. El NaOH se adiciono hasta obtener un sol-gel de
aproximadamente pH 9. Asimismo, el sol se agito luego durante 3 h, manteniéndose una
temperatura durante toda la sintesis de 70 °C. Finalmente el sol fue dejado en reposo para
envejecimiento por un periodo de 20 h, luego centrifugado por 20 min a 4000 rpm y lavado
en etanol-agua por tres veces. El producto final fue secado a 80 °C durante 6 h y calcinado a

500 °C por un periodo de 3.5 h.

Figura 7

Proceso de sintesis de las nanoparticulas de ZnO.

Solucion de Zn(AC)2.2H20
(0.2 mol L' /Etanol)

¢==== NaOH (0.4 mol L'/Agua, 1 h)
* Agitacion, 650 rpm

Sol-gel de Zn(OH)2 y ZnO
en agua-etanol

e Hasta pH:8-9

* Agitacion 70 °C ,3 h

* Enfriamiento, Tamb

* Envejecimiento, 20 h

* Centrifugacion 4000 rpm, 20 min
» Lavado etanol - agua, 2-3 veces

* Secadoa80°C,6h

[ Particulas de ZnO + Zn(OH): ]

* Calcinacion 500 °C, 3.5h

[ Nps de ZnO en polvo ]
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3.2.2. Funcionalizacion de las nanoparticulas de ZnO

La funcionalizacion de las Nps de ZnO se llevo a cabo mediante el proceso adaptado
de (Mahdavi et al., 2018), tal como se presenta en la Figura 8. Primero se preparé una
solucion de HA de 500 mg L!; para lo cual, se disolvio 500 mg de HA en solucién de
hidréxido de sodio 0.1 mol L' a 70 °C mediante agitacion durante 2 h. Luego se dejo enfriar
a temperatura ambiente y se ajust6 el pH a 7 y se almaceno a 4 °C. No obstante, debido a la
ligera precipitacion de la solucion, esta fue agitada y filtrada antes de cada uso.
Posteriormente, 500 mg de ZnO en 30 mL de HA fue dispersado durante 5 min en un
ultrasonicador de punta a 25 °C, luego agitado por un periodo de 15 min a 500 rpm, el proceso
se realizo por triplicado. Subsecuentemente, las nanoparticulas funcionalizadas con HA se
centrifugo a 4000 rpm durante 20 min, haciéndose lavados en etanol - agua por tres veces.

Finalmente, el producto solido (ZnO-HA) fue separado y secado a 60 °C por 6 h.

Figura 8

Proceso de funcionalizacion de las Nps de ZnO.

[ Nps de ZnO (500 mg) ]

-1
¢ 30 mL HA (500 mg L )
e Ultrasonicado — 5 min ] 3
o ) veces
* Agitacion -15 min
* Centrifugacion 4000 rpm, 20 min
* Lavado con agua/Etanol
e Secado 60 °C, 6 h

Nps de ZnO-HA en
polvo

Autoria propia

3.2.2.1. Eficiencia de funcionalizacion de las Nps de ZnO

La determinacion de la eficiencia de funcionalizacion (EEF) de las Nps de ZnO con
HA se llevo a cabo mediante técnica espectroscopica UV-visible y a través de curva de
calibracion (ver anexo 1). Para ello, primero se realizo la curva de calibracion del HA con
seis niveles de concentracion entre 2 — 30 mg L™ y a 236.5 nm. Por otro lado, el remanente
liquido del producto final de la funcionalizacion del ZnO, fue filtrado y luego analizado

mediante ultravioleta-visible por cuadruplicado. Posteriormente, la concentracién fue
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determinada a través de la curva de calibracion. La eficiencia porcentual de

funcionalizacion fue determinada mediante la ecuacion (1):

My, — M
EEF (%) = % £100 eeeeeerreeennn. 1)
0

Donde: Mo, es la masa inicial del HA usado en la funcionalizacién y Mu, la masa

obtenida por UV-Visible del remanente liquido después de la funcionalizacion.
3.2.3. Cargado de la amoxicilina en las nanoparticulas de ZnO-HA

El cargado de la AMX en las Nps de ZnO funcionalizadas con HA, se realizo a través
del método de emulsion aceite en agua (O/W), adaptado de (G. Murugesan et al., 2018)
(Figura 9). Para ello, primero se prepard una solucion de PVA, para la cual se disolvieron
120 mg en 50 mL de agua durante 1 h a 90 °C y se dejo enfriar a temperatura ambiente. A la
par, 500 mg de Nps de ZnO-HA junto a 100 mg de amoxicilina en 50 mL de Dimetilsulfoxido
(DMSO), se ultrasénico durante 5 min en un sonicador de punta a 25 °C, luego agitado por
15 min a 500 rpm, el proceso se repitié dos veces mas. La dispersion de las Nps de ZnO-HA
junto al farmaco fue agregada mediante goteo sobre la solucion acuosa de PVA con agitacion
continua de 500 rpm, posteriormente se agito por 2 h mas. Por ultimo, la mezcla fue
centrifugada a 4000 rpm durante 20 min, obteniéndose finalmente un sélido-pastoso (ZnO-
HA/AMX/PVA), el cual fue guardado para ser incorporado luego dentro de la matriz

polimérica.
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Figura 9
Cargado de la amoxicilina en las Nps de ZnO-HA.

Nps de ZnO-HA (500 mg) ]

s 1)) mg de AMX

¢ 50 mL de DMSO
* Ultrasonicado — 5 min
* Agitacion -15 min

Dispersion de
ZnO-HA y AMX en DMSO
— PVA*

* Agitacion (500 rpm), 2 h
* Centrifugacion, 4000 rpm, 20 min

] 3veces

Solido-pastoso de
ZnO-HA/AMX/PVA

Autoria propia

Nota: *La dispersion de ZnO-HA/AMX se agregé sobre la solucion de PVA por goteo.

3.2.3.1. Eficiencia de cargado de la amoxicilina en las Nps de ZnO-HA

La determinacion de la eficiencia de cargado (EEC) de la AMX sobre las Nps de
Zn0O-HA, se llevé a cabo mediante técnica espectroscopica UV-visible, a través de la curva
de calibracion del farmaco. Para ello, primero se realiz6 la curva de calibracion de la AMX
en buffer de fosfatos a pH 7.4 (ver anexo 2) y con siete niveles de concentracion en el rango
de 4 —40 mg L' ya228.5 nm de longitud de onda. Asi mismo el blanco se prepard mediante
el mismo proceso descrito en el item 3.2.3, pero sin el firmaco. Por otro lado, el remanente
liquido del producto final del cargado del farmaco, fue filtrado y luego analizado mediante
ultravioleta-visible por cuadruplicado. Posteriormente, la concentracion fue determinada a
través de la curva de calibracion. La eficiencia porcentual de cargado fue determinada a

través de la ecuacion (2):

EEC (%) = w* 100 coeeeeeneenne Q)
0

Donde: Mo, es la masa inicial de la AMX usada en el proceso de cargado y M, la

obtenida por UV-Visible del remanente liquido después del cargado del fArmaco.
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3.2.4. Obtencion de colageno anidnico Tipo I

Segun el método modificado de (Chaudry et al., 2017), el colageno se obtuvo por
hidrdlisis alcalina, tal como se muestra en la Figura 10. Para ello, se comenzd a partir del
tendon de bovino (TB) (131.74 g), el cual fue previamente lavado en agua destilada, luego
tratado con una solucidn acuosa de cloruro de sodio 0.9 % y Dimetilsulfoxido (DMSO) 6 %.
Posteriormente se desmenuzo y se paso a realizar la primera etapa de la hidrolisis en una
solucion acuosa que consistio en Ca(OH)2, NaOH, KOH vy sales de Na;SO4, NaCl, KCI y
CaS04.2H>0. Esto durante un periodo de 75 h con agitacion ocasional de aproximadamente
4 veces por dia. Luego, la muestra fue filtrada y colocada en una segunda solucion por un
periodo de 6 h. Esta solucion estuvo constituida por sales de NaSOs, NaCl, KCl y
CaS04.2H>0. La muestra fue filtrada nuevamente y puesta en una solucion de acido bérico
(H3BOs3) 3 % durante 2 h, a fin de remover los residuos de las sales. El proceso se repiti6 hasta
verificar que el pH de la solucion oscile entre 8 — 8.5. Posteriormente se repitié el mismo
proceso con agua destilada y luego con solucion de EDTA 0.3 % ajustado a pH 11 con el
proposito de remover el calcio. Subsecuentemente, la muestra hidrolizada fue lavado con agua
destilada durante 6 veces y con intervalos de 2 a 3 h. Finalmente, el tendon hidrolizado y
lavado fue colocado en una tltima solucién de 4cido acético a pH 3.5, tantas veces hasta que

el pH permanezca constante; finalmente se obtuvo el colageno anidnico en gel (HCG).

44



Figura 10

Proceso de obtencion de colageno anionico tipo 1.

[ Tendon de bovino ]

A. Pretratamiento
* Lavado con agua destilada

e N2 C1 (0.9 %), DMSO (6 %)
* Desmenuzado

|

TB limpio y
desmenuzado

B. Hidrdlisis
e S0lUCION: Ca(OH)z, NaOH, KOH,
Na2804, NaCl, KCly CaSO4.2H20, 75h

Agitacion periodica, 4 veces
* Filtracion

[ Tendon hidrolizado ]

e Solucion: (NaZSO4, NaCl, KCly
CaSO4.2H20), 6h

* Filtracion

Colageno
hidrolizado

<—H3BO3 (3%),2h,pH: 8-8.5

Lavado con agua

¢ ED'TA (0.3 %), 3 veces, 2 h, pH: 11
* Lavado con agua

— CH3COOH, pH: 3.5

|

Colageno en gel
hidrolizado

Autoria propia
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3.2.5. Preparacion de las matrices hibridas

La preparacion de la matriz compdsito, se llevo a cabo mediante el proceso adaptado
de (Wang et al., 2018) (Figura 11). Para ello, primero se disolvi6é durante 48 h y a 400 rpm,
7.400 g de gel de HCG en 100 mL de solucion de acido acético glacial (HAC) a pH 3.5.
Posteriormente, se prepar6 una solucion de PVA de concentracion 0.2 % (m/v), para lo cual
se disolvid 200 mg del compuesto en 80 mL de agua durante 1 h'y a 90 °C, que después de
enfriar a temperatura ambiente fue enrazada a 100 mL. Sucesivamente, 5.7 mL de esta ultima
solucion se mezcld con 13.3 mL de la solucion de HCG, de tal manera que se obtuvo radios
en relacion de masa de 70:30 (HCG/PVA = M1). La mezcla luego fue homogenizada
mediante agitacion a 500 rpm durante 3 h, después de ello se agreg6 cierta cantidad o volumen
de un compuesto especifico (CX), de tal manera que se obtenga seis matrices diferentes, segun
lo descrito en la Tabla 3. Posteriormente, se agito durante 15 min y se ajust6 el pH a 3.5 con
NaOH (1.0 mol L) 0 HCI (1.0 mol L), luego en un baiio de agua a 30 °C se agito el sistema
durante 24 h a 200 rpm; esto con el fin formar la primera red de la mezcla polimérica.
Finalmente, se congelo a -10 °C por 18 h y se descongelo durante 4 h a temperatura ambiente,
el proceso se realizd por triplicado para formar la doble red. Posteriormente, se congelo la

muestra a -70 °C y se liofiliz6 por 48 h a — 50 °C y 0.08 mbar, obteniéndose asi las esponjas.

Tabla 3

Especificaciones consideradas para la preparacion de las matrices en forma de esponja

Compuesto (CX) AMX ZnO-HA ZnO-HA/AMX
COD Esponja (mg) (mL) (mL)
M1 HCG/PVA 0 0 0
M2 HCG/PVA/ZnO-HA 0 5 0
M3 HCG/PVA/AMX 1 0 0
M4 HCG/PVA/AMX/ZnO-HA 1 5 0
M5 HCG/PVA|ZnO-HA/AMX 0 0 5
M6 HCG/PVA/AMX||ZnO-HA/AMX 1 0 5

Nota. Las Nps de ZnO-HA y ZnO-HA/AMX fueron dispersados por ultrasonicacion-Agitacion y 30 segundos
en un ultrasonicador de punta respectivamente a 25 °C y agregado por goteo.
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Figura 11

Proceso de preparacion de las matrices en forma de esponja

[ Gel de HCG (7.400 g) ]

e 100 mL de HAC, pH: 3.5
» Agitacion, 400 rpm, 48 h
* Filtracion

Soluciéon de HCG
(0.2 % m/V)

¢ PVA (0.2 % m/V)

Solucion de HCG/PVA
(70:30)

« Agitacion 3 h, 500 rpm
— CX
* Agitacion, 15 min
* pH:3.5
» Agitacion 24 h, 30 °C, 200 rpm
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HCG/PVA/CX
(1™ Red)

* Congelamiento (-10 °C), 18 h

* Descongelamiento (Tamb), 4h } 3veces

Hidrogel de
HCG/PVA/CX
(29 Red)

» Congelamiento (- 70 °C)
» Liofilizacion (48 h, -50 °C)

[ Esponja hibrida ]

Autoria propia
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3.2.6. Caracterizaciones
3.2.6.1. Espectroscopia Infrarroja

Las mediciones espectroscopicas (FTIR-ATR) se llevaron a cabo con el fin de
identificar los diferentes cambios vibracionales de los grupos funcionales presentes en las
muestras obtenidas, estas se realizaron en el laboratorio de investigacion LABINFIS con
un espectrometro Alpha II - Bruker equipado con un médulo de Platino ATR, en el rango
de 4000 a 400 cm™!. Se registraron un minimo de tres espectros las muestras obtenidas. El
tratamiento y evaluacion de los espectros se realizo a través del programa ORGIN PRO -

2021.
3.2.6.2. Calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido (DSC), se llevd a cabo con el objetivo de
conocer la transicion térmica o temperatura de desnaturalizacion (Tp) del colageno. El
analisis se realizd en el laboratorio de investigacion LABINFIS mediante un equipo de
termogravimetria STA 6000, segun el método de Tan & Chang, (2018) con algunas
modificaciones. Para ello, ~ 5 mg de colageno liofilizado fue rehidratado en una solucién
de 4cido acético 0.1 mol L™ a pH 3.5 durante 4 h. Esto se realizo con el fin de obtener
valores calorimétricos reproducibles tanto para la temperatura como para la entalpia de
desnaturalizacion. La muestra fue colocada en una bandeja de aluminio estandar y

1

calentado en el rango de 35 a 200 °C a una velocidad de calentamiento de 5 °C min™', con

purga constante de nitrégeno de 20 mL min™.
3.2.6.3. Microscopia electronica de barrido

Los microgramas SEM de las Nps de ZnO, ZnO-HA y de las matrices composito
en forma de esponja, fueron llevadas acabd con el propodsito de analizar las caracteristicas
morfologicas de las muestras. Los analisis fueron realizados en el centro para el desarrollo
de materiales avanzados y nanotecnologia (CEMAT), en un equipo de microscopia
electrénica de barrido (SEM, Hitachi SU8230). Para la obtencion de los microgramas, en
el caso de las Nps, se depositaron microgotas dispersadas en agua sobre rejillas de cobre
recubiertas de carbono y se permiti6 que el solvente se evaporara; mientras que las esponjas
liofilizadas fueron recubiertas mediante pulverizacion con una capa ultrafina de carbén
(grafito) antes del andlisis microscépico. Por otra parte, todos los microgramas fueron

analizados mediante el programa “ImagelJ 1.53t”.
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3.2.6.4. Dispersion dinamica de la luz

El tamafio hidrodindmico de las Nps sintetizadas se llevdo acabd mediante
caracterizacion por dispersion dinamica de la luz (DLS), en un equipo Brookhaven 90 Plus,
en el laboratorio de investigacion GISMA. Para ello, las muestras de las Nps ZnO y ZnO-
HA de concentracion 50 mg L' fueron dispersadas en un ultrasonicador de punta Branson
SFX-250, modelo:102C (CE) / Convertidor, durante 5 min a 25 °Cy posteriormente agitado
por 15 min, repitiéndose el proceso por triplicado. Finalmente, la muestra se centrifugo a
1000 rpm durante 5 min y se tomo el sobrenadante. Subsecuentemente, la muestra fue

analizada a 658 nm, 90° y con indice real e imaginario de 1.9564 y 0.008 respectivamente.
3.2.6.5. Difraccion de rayos X

Los patrones cristalograficos y el tamafio de cristal promedio de las Nps de ZnO y
ZnO-HA fueron obtenidas mediante difraccion de rayos-X (DRX) en el laboratorio de
investigacion LABINFIS, mediante un equipo Philips 1830. Para ello, aproximadamente
0.5 g de las Nps molidas y secas fueron colocadas en el portamuestras del equipo y realizado
las medidas en un rango 20 entre 25 - 70°, A (Cu-Ka): 0.154184 nm, 30 kV, 10 mA y
velocidad de 3° min™'. No obstante los difractogramas de las Nps ZnO fueron comparados
con el patréon estdndar JCPDS: 96-210-7060 (ver Anexo 5) de la base de datos para
materiales inorgénicos. Por otro lado, el tamafio promedio del cristal para las Nps fue
determinado mediante la ecuacion (3) de Debye-Scherrer (Manikandan et al., 2018):

D KBCOS(0)
A

Donde: D es el tamafio del cristalito en nm, K es el factor de forma que vale 0,94, A

es la longitud de onda de la radiacion de rayos X, B es la mitad de la intensidad maxima de

ancho completo (FWHM) y 6 es la medida del angulo de Bragg.
3.2.6.6. Raman

La obtencion de los espectros Raman se llevaron a cabo en el laboratorio de
investigacion GIEA, con un equipo de espectroscopia Raman (Horiba, Xplora) con fuente
laser de longitud de onda 532 nm y en el rango de 200 a 1200 cm™'. Los anlisis fueron
realizados con el fin de estudiar los cambios vibracionales producidos en la red reticular de

las Nps de ZnO y ZnO — HA como consecuencia de la modificacion superficial.
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3.2.6.7. Masa molar viscosimétrica

La determinacioén de la masa molar del colageno fue realizada en laboratorio de
investigacion LIBIPMET mediante viscosimetria, en un viscosimetro de Oswald (Cannon,
L920) inmerso en un termostato Fungilab-Eagle Plus. Para ello, se prepard una solucion
patron de colageno al 0.15 % (m/V) en solvente 4cido acético 0.15 mol L', De esta, se
prepararon 6 soluciones con diferente concentracion entre 0.02 - 0.12 % (m/V). Las
medidas fueron realizadas por quintuplicado para cada dilucion a 24.8 °C. Asimismo para
la determinacion de la masa molar se utilizo la ecuacion (4) de Mark — Houwink — Sakurada,
cuyas constantes especificas propias de cada polimero o proteinas, toma valores de k:

1.23*10” y a:1.8 para el colageno (Staicu et al., 2015).

Donde: 1, es la viscosidad media de la sustancia y M,,, la masa molar Viscosimétrica

promedio.
3.2.6.8. Capacidad de absorcion en agua o grado de hinchamiento

El grado de hinchamiento (H (%)) para cada una de las matrices hibridas o
composito se determind mediante el monitoreo de los cambios de masa en una solucion
buffer de fosfatos (PBS; pH 7.4), a 37 °C con agitacion suave. Para lo cual, después de cada
cierto tiempo se retird la muestra de la solucion, se elimino el exceso de agua con papel
filtro suavemente y se calculo la absorcion de agua segin el método de Lee y Chen's y
mediante la ecuacion (5) (Coelho et al., 2017; Igbal et al., 2018).

(Mo — My)

H (%) = M
0

£100 eeveeereeeeenene 5)

Donde: My, proporciona el peso inicial de las esponjas y M el peso después de la

absorcion de agua o solucion acuosa (buffer de fosfatos pH 7.4).
3.2.6.9. Porosidad

La porosidad de las matrices (P (%)) fue realizada mediante inmersion en etanol
absoluto hasta alcanzar la saturacion por un periodo de 60 min. Las muestras fueron pesadas
antes y después de la inmersion, por lo cual, luego la porosidad fue determinada mediante

la ecuacion (6) (Khani et al., 2018):
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P (%) = Mo = M1) 100 oo (6)
pPVy

Donde: M, y Mj son el peso de las muestras antes y después de ser inmersas en
etanol respectivamente; Vi es el volumen de la muestra antes de la inmersion y p representa

la densidad del etanol.
3.2.7. Estudio de la liberacion del farmaco desde la matriz compdsito
3.2.7.1. Curva de calibracion de la amoxicilina

Con el objetivo de evaluar la capacidad que tienen las esponjas como sistema de
liberacion farmacologica. Previamente se realizéd la curva de calibracion de la AMX en
buffer de PBS a pH 7.4. Por ende, se preparé una solucion estandar de AMX de una
concentracion de 500 mg L', de la cual se prepard otra de 100 mg L', De esta tltima se
tomaron 7 alicuotas diferentes (Tabla 4) y se vertieron en fiolas con volumen nominal de
10 mL, aforandose luego con solucion buffer. Finalmente, se realizé un barrido espectral a
fin de determinar experimentalmente el punto de méxima absorbancia, siendo 228.5 nm.
Posteriormente, a esta longitud de onda fueron leidos los 7 niveles de concentracion
mediante método fotométrico por espectroscopia UV-Visible y obteniéndose finalmente la

curva la calibracion (ver anexo 2).

Tabla 4

Parametros de preparacion para la curva de calibracion de la AMX

Estandar Volumen de alicuota (mL) Volumen final (mL) Concentracién (mg L)
STD1 0.4 10 4.0
STD2 1.0 10 10.0
STD3 1.6 10 16.0
STD4 2.2 10 22.0
STDS 2.8 10 28.0
STD6 34 10 34.0
STD7 4.0 10 40.0
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3.2.7.2. Liberacion de la AMX desde las matrices hibridas

La liberacion del farmaco AMX fue evaluada desde las matrices M3, M4, M5 y M6
en medio buffer de fosfatos (PBS) a pH 7.4. El estudio fue llevado a cabo a 37 °C, regulado
la temperatura con la ayuda de un Schiller y con agitacion continua (100 rpm) en un Shaker
( Figura 12 (a)). Para ello, las matrices de ~5 cm x 2.5 cm x 0.55 c¢m (largo, ancho y alto),
fueron colocadas dentro de una bolsa pequena, estd dentro de una chaqueta de vidrio en un
volumen de 75 mL de PBS, tal como se muestra en la Figura 12 a), b) y ¢). Posteriormente,
en intervalos regulares de tiempo, se tomo alicuotas de 2 mL desde el medio de liberacion;
los cuales, luego de ser analizados en un espectrometro UV-Visible a 228.5 nm fueron luego
devueltos. Los andlisis fueron realizados por triplicado y las concentraciones fueron

determinadas mediante la curva de calibracion realizada en el item 3.2.7.1.

Figura 12
a) Equipo de sistema de liberacion (shaker y Schiller), b) chaqueta, ¢) Bolsita

para matriz y d) caracteristicas fisicas de la matriz.
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Capitulo IV. Analisis y discusion de resultados

4.1. Nanoparticulas
4.1.1. Sintesis y modificacion

Hoy en dia existen una gran variedad de métodos que se suelen utilizar para obtener
Nps, tales como el método por microemulsion, precipitacion, hidrotérmico, microondas, entre
otros. No obstante, en el presente trabajo se uso el método sol-gel para obtener Nps de ZnO.
Esto debido a que es una de las rutas mas sencillas, de bajo costo e industrialmente viables
para sintetizar Nps a baja temperatura. Ademads, permite tener una alta homogeneidad, un
buen control sobre la composicién quimica, mayor uniformidad estructural y una alta pureza
del producto final (al Abdullah et al., 2017; Manikandan et al., 2018; Naveed UlHaq et al.,
2017). Por otra parte, durante el proceso de sintesis (Ver anexo 3), acontecen una serie de
reacciones quimicas. Donde la sal precursora (Zn(CHsCOO)..2H-20, disuelto en etanol),
reacciona continuamente por la adiciéon del NaOH (disuelto en agua), hasta un pH de 9 y a
70°C; lo cual finalmente resulta en la formacion de un sistema coloidal de ZnO y en pequefias

cantidades de Zn(OH)> de aspecto blanquecino (Hasnidawani et al., 2016).

Los solventes, dentro de los procesos de sintesis de nanomateriales como las Nps,
desempenan un rol crucial; ya que estos proveen el medio de control para la temperatura.
Ademas, dependiendo de las caracteristicas polares, afectan el proceso de nucleacion y
crecimiento del producto final; que en consecuencia definen el tamafio y forma de las Nps
como el ZnO. Por ende, en este estudio se utilizé6 como medio etanol-agua, ya que el etanol
debido a sus propiedades de deshidratacion previene la formacion de hidréxido de Zinc.
Mientras que el agua, evita que la hidrdlisis de la sal precursora sea lenta y consecuentemente
que el exceso de NaOH genere mayor hidroxido intermediario (Zn(OH)). De hecho, se ha
reportado que, en condiciones similares a lo mencionado, la mezcla agua- etanol ha permitido
obtener Nps con muy buen rendimiento y adecuadas caracteristicas fisicoquimicas (Cao et al.,
2019; Ungula and Dejene, 2016). Por otra parte, condiciones como el pH y la temperatura
utilizados, son factores determinantes durante la sintesis de las Nps, ya que en el caso del pH
contribuye con la hidrolisis de la sal precursora. Asi como también en la condensacion durante
la formacion del gel y en la morfologia que conlleva a tener el ZnO. No obstante, la
temperatura, al igual que el pH, es necesaria ya que facilita el movimiento de los iones,
permitiendo asi la obtencion del producto deseado (ZnO) (Siswanto et al., 2017). Finalmente,

la calcinacion a altas temperaturas como la llevada a cabo a 500°C, permite asegurar una alta
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pureza, homogeneidad cristalina y convertir los hidroxidos intermediarios residentes a 6xidos,

entre otros.

La funcionalizacion o modificacion superficial de Nps de ZnO, es un proceso de gran
utilidad, ya que permite darle a estos materiales nuevas y mejores funcionalidades. Asi mismo,
mejorar sus propiedades quimicas y bioldgicas, también, minimizar los efectos toxicologicos,
ya que se ha evidenciado que la interaccion directa de estos con las células, induce a una
mayor citotoxicidad (Ali et al., 2020). En consecuencia, pueden mejorar las propiedades
bioactivas tales como las antibacterianas o incluso servir como sistema para la encapsulacion
de principios activos muy pocos solubles o insolubles en agua. Esto, debido a que la
modificacion superficial facilita una mejor interaccion del farmaco con la superficie de la Nps
(L. Li et al., 2020). No obstante, existen diferentes métodos, tales como el asistido por
microondas, sonicacion, etc. Sin embargo, en el presente trabajo se us6 un método alternado,
entre la ultrasonicacion y la agitacion (ver anexo 4). Puesto que la ultrasonicacion permite
tener a las Nps altamente dispersas y en mejor interaccion con las moléculas del HA; mientras
que la agitacion facilita su ordenamiento sobre la superficie del ZnO. Ademas, la combinacion
de ambos métodos permiti6 obtener una eficiencia de funcionalizacién de 1.79 % (m/m),
mucho mayor en comparacion a resultados de ensayos previos de ~0.60 %, asistido
unicamente por agitacion. Por otra parte, la encapsulacion de la AMX en las Nps modificadas
con HA, se llevd a cabo mediante método de emulsion aceite en agua (O/W). De esta manera,
el método permite tener una mayor area superficial especifica, lo que facilita la eficiente
encapsulacion de una serie de principios activos tales como anticuerpos, antigenos, farmacos,
entre otros (Ming et al., 2022). No obstante, la efectividad del método depende en gran medida
de ciertos factores como el tamafio y homogeneidad de las Nps en la emulsion; puesto que se
ha reportado que particulas mayores a 100 nm no son muy estables y en consecuencia no tan
adecuadas para portar agentes bioactivos. Aunque, es todo lo contrario con particulas menores
a los 100 nm, que son altamente estables tales como las Nps de ZnO, utilizadas en el presente
trabajo. Otro de los factores importantes y que va de la mano con lo mencionado
anteriormente, es el tipo de emulsificante o surfactante; ya que dependiendo del balance
hidrofilico-lipofilico (HLB), facilitan la estabilizacion de las Nps en la emulsion, evitando asi
la coalescencia y agregacion de estas (Golodnizky and Davidovich Pinhas, 2020; Tai et al.,
2020). Por consiguiente, en el presente estudio se utilizé el PVA, con un HLB de 18, ya que
reune las caracteristicas necesarias y es muy soluble en el medio continuo de la emulsion

(agua). En resumen, el método de emulsion O/W, es altamente ventajoso porque permite
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superar diferentes dificultades tales como la estabilidad, la eficiencia de encapsulacion (que

en el presente trabajo fue de 93.1 %) y la rdpida liberacion del fArmaco (Sawant et al., 2021).
4.1.2. Espectroscopia infrarroja

De acuerdo con la Figura 13, el espectro del HA (linea rosada) mostro senales
caracteristicas similares a lo reportado en la bibliografia (Swiech et al., 2017): una ligeramente
débil en forma de hombro, en ~ 1700 cm™' asociado a la vibraciéon de estiramiento del C=0
de las cetonas y 4cidos carboxilicos, otra en 1560 cm™ consecuencia de las vibraciones de
estiramiento simétrico y asimétrico de los grupos C=C (en el anillo aroméatico) y COO",
correspondientemente. Ademds, también se encontrd picos en 1363, 1082 y 1030 cm™,
asociado a las vibraciones simétricas de estiramiento del COO™ en los acidos carboxilicos, al
(C-C, C-OH) de las cadenas alifaticas y al C-O de los fenoles, respectivamente. Por otro lado,
el espectro FTIR del ZnO (linea azul), obtenido por método sol-gel, presento un pico ancho
en 478 cm™!, correspondiente a las vibraciones interatomicas de estiramiento del 6xido de zinc
(Zn-0) (Malathi et al., 2021). No obstante, también se detecté dos bandas de baja intensidad
en 1371 y 870 cm™', asignado a las vibraciones de los carboxilatos en el acetato residual,
incrustados sobre la superficie de las Nps y al cambio en la forma de la estructura cristalina

del ZnO, respectivamente ( Aboorvakani et al., 2020; Jaramillo et al., 2017).

La funcionalizacion o modificacion superficial de 6xidos metalicos, es un proceso
muy ventajoso ya que permite el rapido anclaje de forma covalente entre un grupo de atomos
y la superficie de un sustrato como las Nps de ZnO. Este método es muy util, especialmente
porque mantiene la integridad estructural de las Nps. Ademads, también permite ampliar su
campo de aplicacion, asi como mejorar sus propiedades quimicas (Jaramillo et al., 2017).
Consecuentemente, en el espectro infrarrojo de las Nps de ZnO modificadas con acido hiimico
(linea anaranjada), se encontré una sefial ligeramente fuerte en 1092 cm™, que corresponde al
mismo pico encontrado en HA generado por el grupo C-OH. No obstante, el desplazamiento
hacia mayores numeros de onda es consecuencia de las interacciones hidrogeno originadas
por el grupo hidroxilo presente en la estructura. Asi mismo, también se observaron picos en
1416 y 1575 cm’!, sefiales no identificadas en HA ni en el ZnO. Por tanto, basado en estos
resultados y en la diferencia entre los espectros, se puede indicar que el 4cido htimico ha sido
insertado covalentemente sobre la superficie de las Nps de ZnO; esto mediante el grupo COO"
, asociado a la sefales asimétricas y simétricas antes mencionadas. Ademas, dada la baja
intensidad de las sefiales, se puede especular que la interaccion entre las Nps del ZnO con el

HA dan lugar a la formacion de una monocapa sobre la superficie del 6xido, mediante los
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grupos carboxilato (He et al., 2018; G. Murugesan et al., 2018; Pujari et al., 2014). No
obstante, debido a que Av = V,5(COO") — Vs, (COO’) = 1560 -1363 = 197 <200 cm™' en el HA;
el modo de union covalente con la superficie del ZnO, es principalmente bidentado (Duo et
al., 2018), tal como se muestra en la primera etapa de la Figura 14. Por otra parte, en el
espectro de absorcion IR de la AMX (linea verde), se encontraron picos caracteristicos en
3162 cm™ asociado a la vibracion de estiramiento simétrico del grupo amino (N-H) y OH, en
1773 y 1685 cm™! asignado al estiramiento del grupo carbonilo (C=0), presente tanto en el
acido carboxilico y amida, respectivamente. También se detectaron dos sefiales de alta
intensidad en 1577 cm™ y 1247 cm™ relacionado a la vibracion de flexién del grupo N-H y
C-N, respectivamente (Olaru et al., 2022). Por otro lado, en el espectro de las Nps modificadas
conteniendo el farmaco AMX encapsulado (linea marrén) sobre su superficie, mediante
método de emulsion O/W, se detectdé un pico de fuerte intensidad en 1092 cm, sefial
correspondiente con la también observada en el infrarrojo del ZnO-HA, ya descrito mas
arriba. No obstante, también se encontraron dos bandas de mediana intensidad en 1589 cm™'
y 1419 cm’!, asociada a las vibraciones de estiramiento asimétrico y simétrico de los
carboxilatos sobre la superficie de las Nps funcionalizadas. Asi mismo, el ligero
desplazamiento a mayores frecuencias, es consecuencia de las interacciones hidrégeno
originadas por este grupo con el farmaco. Por tanto, comparando este espectro y el de las Nps
de ZnO-HA, no se observo una diferencia significativa entre sus sefales. Esto, a razon de que
la encapsulacion del farmaco en las Nps modificadas, se produce solo a través de interacciones
quimicas susceptibles, tales como enlaces hidrégeno y fuerzas de Van der Waals (G.

Murugesan et al., 2018).
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Transmitancia (%)

Figura 13
Espectros FTIR del HA, ZnO, ZnO-HA, ZnO-HA/AMX y AMX.
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En la Figura 14, se muestra el esquema representativo del proceso de funcionalizacion
de las Nps con HA, asi como también la encapsulacion de la AMX sobre la superficie
modificada. En la primera etapa se presenta las interacciones producidas entre el HA mediante
los grupos carboxilatos dilucidados desde el anélisis FTIR, mientras que en la segunda parte
se presenta la encapsulacion del farmaco mediante el método de emulsion, en la cual el
farmaco se encuentra atrapado en la superficie a través de fuerzas de hidrogeno y Van der
Waals, producidas entre el firmaco y los grupos carboxilatos del HA presentes en la superficie

de la Nps funcionalizadas.
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Figura 14
Esquema representativo de la funcionalizacion de las Nps de ZnO y cargado de la AMX.

Autoria propia

4.1.3. DRX y RAMAN

La difraccion de rayos X y la espectroscopia Raman, son dos técnicas de
caracterizacion efectivas, ya que permiten estudiar el comportamiento fisico y quimico,
caracteristico de materiales organicos e inorganicos como las Nps de 6xidos metalicos. Por
tanto, la naturaleza cristalina de las Nps ZnO sintetizadas y funcionalizadas (ZnO-HA) fue
determinada mediante medidas DRX, cuyos patrones de difraccion son mostrados en la
Figura 15. El DRX de las Nps de ZnO calcinadas a 500 °C (linea roja), presento picos tipicos
en 20: 31.80°, 34.45°,36.25°,47.55°,56.60°, 62.90° y 67.95°; correspondiente con los planos
cristalinos [100], [002], [101], [102], [110], [103] y [112], respectivamente. Todas las sefiales

observadas, estan claramente correlacionadas con la estructura hexagonal tipo wurzita del
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ZnO de alta pureza, con constantes de celda a = b = 03242 nm y ¢ = 0.5188 nm,
proporcionados en la carta cristalografica estandar JCPDS: 96-210-7060 (linea morada) y
correspondiente al grupo espacial P63mc. Asi mismo, los resultados también son concordantes
al reportado por (Justine et al., 2020; Manikandan et al., 2018). Por otro lado, el DRX de las
Nps ZnO-HA (linea azul), exhibi6 picos similares al del ZnO; aunque con un relativo cambio
en los valores de 20: 36.30°, 56,65° y 68°, asociados a los planos [101], [110] y [112],
respectivamente. Estos resultados pueden ser consecuencia de la modificacion superficial del
ZnO con HA. Ademas, también se observo que los picos son tan intensos y finos como los de
las Nps de ZnO, indicando asi que el anclaje del HA sobre la superficie del ZnO no influye
significativamente en la estructura cristalina de las Nps. Por otro lado, los picos DRX de las
Nps, fueron utilizados para obtener informacidén sobre el tamafio promedio del cristal,
mediante la ecuacion de Debye - Scherrer, obteniéndose un tamafio medio de 31 y 38.1 nm
para el ZnO y ZnO-HA, respectivamente. El incremento en el tamafio de las Nps, se atribuye
a la formacion de una monocapa en la superficie del ZnO, producto de la interaccion con HA.
Asi mismo, el tamafio de cristal es concordante con resultados reportados en la literatura para

sintesis de Nps de ZnO, mediante el mismo método (Delice et al., 2019; Hezma et al., 2019).

Figura 15
Patrones DRX de las Nps de ZnO, ZnO-HA y el patron estandar.
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La espectroscopia Raman, es una técnica que facilita el estudio a la respuesta
vibracional de las moléculas tales como las Nps de ZnO. Ademas, indica la existencia de
posibles defectos y el desorden presente en la estructura cristalina del material (Aboorvakani
et al., 2020). La Figura 16, muestra el espectro Raman de las Nps de ZnO vy las
funcionalizadas superficialmente con HA. El ZnO, de estructura hexagonal tipo wurzita y
perteneciente al grupo espacial Cg;, (P63mc); presento en el espectro Raman (linea roja), picos
caracteristicos en 322.5, 383, 426.6, 574 y 1071 cm™ que coinciden con los resultados
reportados para la wurzita del ZnO. No obstante, seglin la teoria de grupos, predice que esta
estructura presenta en el area de Brillouin los fonones opticos: A1+ 2B1+ E1+ 2E»; donde los
modos vibracionales A; y Ei, asociados a los atomos de oxigeno, son activos a la
espectroscopia Raman e IR. Ademads, exhiben diferentes frecuencias para los fonones optico
transversal (TO) y optico longitudinal (LO), mientras que el modo B; es inactivo tanto al
Raman e IR, finalmente el modo no polar E> (de alta (H) y baja (L) frecuencia) solo es activo
en el Raman (Aboorvakani et al.,, 2020; Manikandan et al., 2018; Ouni et al., 2022).
Comparando los resultados de la wurzita con los picos experimentales encontrados, se
dilucid6 que la banda encontrada en 322.5 cm™! estd asociada al modo acustico que se derivan
de Eo(H) — E2 (L) y de los modos polares A1 y E1 de alta y baja frecuencia. Por otra parte, las
sefiales identificadas en 383 y 574 cm'!, son asignados a los modos vibracionales asimétricos
polares A1(TO) y Ei(LO), respectivamente. Asi mismo, estos modos vibracionales son
producidos debido a la presencia de vacantes de oxigeno o zinc intersticial en la red cristalina
del ZnO. El pico de alta intensidad y fuertemente dominante identificado en 426.6 cm™, es
correspondiente al modo E>(H); banda caracteristica relacionada a los fanones Opticos de la
fase hexagonal wurzita; la cual indica las vibraciones de los &tomos de oxigeno y zinc en la
red altamente cristalina, tal como fue descrito en el DRX. También se observo una banda de
baja intensidad en 1071 cm™!, asignado al sobretono dptico, producido por la combinacion de
los modos de vibracion Raman A y E1. El Raman de las Nps funcionalizadas (ZnO-HA, linea
azul), mostro un cierto desplazamiento y una clara disminucion en la intensidad e incluso
desaparicion de los picos secundarios; lo cual, esta relacionado a la desactivacion de los
grados de libertad del HA, en el punto de interaccion superficial con las Nps del ZnO. Ademas,
también se observd que el pico caracteristico asociado al modo vibracional E> se ha
desplazado a 475 cm™. Esto denota la presencia de defectos superficiales en la cristalinidad
de las Nps de ZnO; lo cual, junto a los resultados descritos, prueban la interaccion covalente
del HA con la superficie de las Nps, mediante los grupos carboxilatos, coincidiendo con los

resultados IR. Por otro lado, el desplazamiento del modo E> a mayores nimeros de onda esta
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ciertamente relacionado al cambio en el tamafo de la particula, que concuerda con los

resultados DRX.

Figura 16
Espectro RAMAN de las Nps de ZnO 'y ZnO-HA

Intensidad (u.a)

' I ' I ¥ I ¥ I
200 400 600 800 1000
Desplazamiento Raman (cm™)

4.1.4. Analisis DLS

El analisis DLS, es uno de los métodos mas ampliamente usados para medir el tamafo
hidrodinamico de material nanoparticulado, ya que permite determinar la distribucion de
tamafo de particulas en estado coloidal (Gupta et al., 2018). La Figura 17, muestra la
distribucion del didmetro hidrodinamico de las Nps de ZnO y las correspondientes
funcionalizadas con HA. El histograma de distribucion por nimero para las Nps de ZnO
presento asimetria y un tamafio hidrodindmico medio de 92 nm. No obstante, la asimetria en
la distribucién, es debido a que las nanoparticulas dispersas en el agua se encuentran
parcialmente aglomeradas, a causa de las interacciones débiles generadas entre sus superficies
y el medio dispersante, lo cual estarian generando que se obtengan particulas de diferente
tamafo, aunque de buena estabilidad. Por otro lado, las Nps funcionalizadas (histograma de
color rosa), mostr6 una distribucion de tamafio altamente simétrico y con un diametro
hidrodindmico medio ~ 130 nm. La mayor homogeneidad en el tamafo y alta estabilidad, es
debido a que ¢1 HA también estaria actuando como estabilizante para las Nps. No obstante, el

mayor tamafio respeto a las Nps de ZnO puede deberse a mayores interacciones producidas
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en la superficie de las Nps de ZnO-HA, sobre todo tipo hidrégeno, dado a que la estructura

del HA humico consta de varios puntos polares afines al medio acuoso.

Figura 17
DLS de las Nps de ZnO y ZnO-HA.
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4.1.5. Analisis SEM

La microscopia electronica de barrido (SEM), es una técnica instrumental que facilita
informacion sobre la morfologia y el tamafio aproximado de los materiales a escala
nanométrica, tales como las Nps de ZnO y sus variantes (Gupta et al., 2018). La Figura 18
(a-d), muestra los microgramas SEM y las imagenes respectivas para las Nps de ZnO y ZnO-
HA. La imagen SEM (a), presenta a las Nps de ZnO con una morfologia semiglobular. Asi
como también en un estado relativamente disperso con cierto grado de aglomeracion y un
tamafio promedio de 47.57 = 5.47 nm y de apariencia blanca (b). No obstante, las Nps
funcionalizadas (ZnO-HA), de aspecto marréon claro, mostraron caracteristicas morfologicas
similares a las Nps de ZnO; donde las particulas se encuentran aglomeradas entre si. Lo cual,
puede deberse a la alta energia superficial que mantienen, producto de las interacciones
producidas entre los grupos pendientes del HA. Asi mismo, presentaron una buena
homogeneidad con un tamafio promedio de 58.67 + 8.10 nm. Por otro lado, el espectro EDS

(d) de las Nps funcionalizadas, confirmo claramente la presencia del HA sobre la superficie

62



del ZnO; encontrandose sefiales con alta intensidad que muestran la presencia especialmente
de los 4&tomos de carbono (C) en ~ 0.25 keV con un 86.07 % de la masa total atdmica, oxigeno

(O) en ~ 0.5 keV y del zinc en ~1.0 keV, 8.6 keV y 9.6 keV.

Figura 18
Microgramas SEM e imdgenes de: a), b) de ZnOy c), d) de ZnO-HA
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4.2. Colageno
4.2.1. Obtencion

El colageno como una de las proteinas mas abundantes identificada principalmente en
mamiferos, puede ser obtenido mediante diferentes métodos; entre ellos la hidrdlisis alcalina.
Mediante este método, mas barato respecto a otros, se facilita la eliminacion de una gran
cantidad de enlaces covalentes cruzados tipo intramoleculares e intermoleculares; sobre todo
aquellos que principalmente involucra a los residuos de la lisina y la hidroxilisina. Asi mismo,
enlaces éster y otros enlaces con los sacaridos que hacen que el proceso de extraccion sea muy
complejo (Schmidt et al., 2016). En el presente trabajo, antes de la extraccion del colageno
desde el TB, se realizdé un tratamiento rapido con agua destilada, a fin de eliminar las
impurezas o suciedad superficial. Nos obstante, se realizé un tratamiento con NaCl y DMSO,
con la finalidad de eliminar la grasa, color, olor y posibles microorganismos presentes,
respectivamente. Posteriormente, con la finalidad de facilitar el proceso de extraccion, se
realiz6 una reduccion de tamafio, cortando el TB en fragmentos delgados (desmenuzado).
Subsecuentemente, debido a que la fuente de obtencion es un material grueso que requiere
una penetracion muy agresiva, se llevo a cabo un tratamiento quimico en una solucion basica
alcalina (mezcla de sales alcalinas neutras y basicas en solucion), durante 75 h. Esto con el
objetivo de remover proteinas o sustancias no colagenasas, asi como también para romper los
enlaces cruzados que evitan un nivel adecuado de hinchamiento en la fuente matriz y
consecuentemente las facilidades para la extraccion del coldgeno (Matinong et al., 2022;
Suparno and Prasetyo, 2019). Luego de esta primera extraccion (hidrolisis parcial), la muestra
fue tratada con una solucidon alcalina neutra por 6 h, ya que facilita obtener un buen
rendimiento y a la vez mejora la solubilidad del colageno. Sin embargo, durante esta etapa se
requiere tener bastante precaucion con las concentraciones, ya que el exceso de iones cloruros
o sulfatos presentes durante mucho tiempo podria hacer precipitar el colageno (Matinong et
al., 2022; Schmidt et al., 2016). Por ende, a razén de evitar este fenomeno quimico, la muestra
fue tratado con solucion de acido bdrico hasta alcanzar un pH de 8 — 8.5. Luego, se realiz6 un
tratamiento con aguay EDTA a pH 11, con el fin de remover el calcio presente en la muestra
de coldgeno hidrolizado. Finalmente, el HCG, fue lavado varias veces con agua destilada y
luego con acido acético diluido hasta un pH de 3.5. El tratamiento final con acido posibilita
que la estructura del coldgeno hidrolizado tipo I cambie y finalmente facilite su obtencion en
forma de gel, con un rendimiento de 2.70 % (m/m); resultado consistente con la literatura

(Marin et al., 2018), de 2.85 %.
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4.2.2. Espectroscopia infrarroja

Segun la Figura 19, el HCG present6 bandas caracteristicas propias del colageno tipo
I; identificandose una sefial en 3296 cm™, asociado a las vibraciones de estiramiento de los
grupos amino (N-H) e hidroxilo (O-H). Asi mismo, se encontraron sefiales en 3080, 2923 y
2853 cm’!, correspondiente a las vibraciones de estiramiento simétricas y asimétricas de los
grupos CH3 y CH;, respectivamente. Por otra parte, también se identificaron senales intensas
en 1629 cm™!, asignada a la vibracion de estiramiento del C=0 acoplada con la de flexion del
N-H en la amida I, en 1544 cm™ debido a la flexién del N-H y estiramiento del C-N en la
amida II, sefiales responsables ocurridas en la estructura peptidica secundaria. También se

encontré una banda de baja intensidad en 1449 cm’

, consecuente con las vibraciones
estereoquimicas en el anillo de la pirrolidina y flexion del CHa, otra en 1400 cm™ asociado a
las vibraciones de flexion asimétrica del grupo CHs. Finalmente, se observd un pico
pronunciado en 1236 cm!, asociad a las interacciones intermoleculares y que representan las
vibraciones combinadas de la deformacion del grupo N-H con el estiramiento del C-N,
correspondiente a la Amida III (Alagha et al., 2019; Sobhanian et al., 2019); lo cual confirma

la estructura triple hélice del colageno (Krishnamoorthi et al., 2017).

Figura 19
Espectro FTIR del colageno anionico tipo I (HCG).
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4.2.3. Masa molar viscosimétrica

El colageno como proteina fibrosa, mantiene un orden jerarquico tanto a nivel
estructural como funcional. Por ende, existen una variedad de métodos fisicoquimicos y
quimicos que se suelen usar para caracterizarlo. Estos van desde estudios relacionados a la
conformacion estructural de las cadenas polipeptidicas, la estabilidad térmica de la triple
hélice e incluso la asociacion y distribucion molecular de estas (Hong et al., 2019). En la
Figura 20, se muestra la distribucion molecular del colageno determinado mediante método
viscosimétrico. En esta se observé que la concentracion mantiene una relacion lineal respecto
a la viscosidad inherente y reducida. Asi mismo, también se encontrd que el coldgeno tipo I,
aislado desde el tendon de bovino posee una viscosidad intrinseca media de 1.3374 L g’!,
consistente con lo reportado por Sun et al. (2017). Por otro lado, mediante la ecuacion de
Mark—Houwink—Sakurada se estim6 una masa molecular promedio de 368.94 kDa, resultado
comparable al reportado por (Grenlien et al., 2019, 2020) a través del mismo método y al peso
molecular del coldgeno estandar establecido en 300 kDa. Resultado, en el cual se establece
que cada cadena de la triple hélice tiene un peso molecular promedio de aproximadamente

100 kDa (Zhang et al., 2020).

Figura 20

Curva de peso molecular viscosimétrico en funcion a concentracion vs viscosidad.
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4.2.4. Analisis de calorimetria diferencial de barrido

Conocer la estabilidad térmica de moléculas bioldgicas como las proteinas, es un
factor muy importante, ya que define el punto sobre el cual estas pierden su integridad
estructural y su orden jerarquico funcional (Miotto et al., 2019). Para proteinas como el
colageno, la estabilidad térmica se describe mediante la temperatura de desnaturalizacion
(Tp), temperatura que conduce a un desacoplamiento en cada nivel de organizacion de la triple
hélice hacia cadenas polipeptidicas simples. Asi mismo, esta temperatura también refleja la
contribucion entropica y entalpica de la estabilidad térmica de la triple hélice (Meyer, 2019).
La Figura 21 (a), muestra el termograma de transicion térmica del coldgeno extraido,
encontrandose un Unico pico endotérmico en 58.8 °C, consistente a resultados reportados por
Gonzalez. M.et al. (2020) y Schroepfer & Meyer. (2017), de 84 °Cy 60 °C, respectivamente.
Esta temperatura corresponde a la Tp, temperatura a la cual el coldgeno se desnaturaliza y
pierde el orden configuracional en la estructura terciaria, asi como sus funciones bioldgicas.
Ademas, durante este proceso las cadenas alfa de la triple hélice se separan en su totalidad
(Figura 21 (b)), debido a que el calor incrementa la energia cinética; lo cual causa que las
interacciones hidrofobicas y de hidrogeno que mantienen la estructura de la triple hélice, se
rompan; dando origen a fragmentos peptidicos simples conocido como gelatina (Capella-
Monsonis et al., 2018; Hong et al., 2019). Por otro lado, cabe remarcar que la estabilidad
térmica de la triple hélice, esta principalmente asociada al contenido de los aminoacidos
prolina, hidroxiprolina e hidroxilisina, ya que los grupos hidroxilo (OH) presentes en su
estructura dan origen a la formacién de enlaces hidrogeno; lo cual limita la rotacion de las
cadenas helicoidales y mantiene la integridad de la estructura. Ademads, esta estabilidad,
también esta indirectamente relacionada al peso molecular; ya que una masa molar superior
al estandar, facilita el autoensamblaje de las cadenas alfa-peptidicas y en consecuencia un
incremento en la Tp. En resumen, el proceso de desnaturalizacién del colageno ha sido
descrito como un proceso irreversible de velocidad limitada; aunque también como un proceso
reversible de aparente irreversibilidad, debido a la cinética de equilibrio extremadamente lenta
y a que la renaturalizacion de la proteina no implica propiedades quimicas funcionales

similares a la original (Grenlien et al., 2019; Ledn-Lopez et al., 2019; Meyer, 2019) .
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Figura 21

a) DSC y b) proceso de desnaturalizacion del coldageno.
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4.3. Matrices compuestas
4.3.1. Preparacion

Las esponjas al igual que los scaffolds, debido a su versatilidad han ganado mucha
atencion en la biomedicina y el campo farmacéutico; especialmente, porque proporcionan un
microambiente biocompatible, construido mediante hidrogeles. Los cuales, son redes 3D
compuestos por polimeros hidrofilicos reticulados ya sea mediante enlaces covalentes o
sostenidos por interacciones intermoleculares. Ademas, son disefiados de tal manera que se
hinchan en respuesta a sefales provistas por el ambiente que los rodea, tales como el pH,
temperatura, biomoléculas o combinacion de estas (Damiri et al., 2020; Gu et al., 2018;
Heimbuck et al., 2019). Las matrices preparadas en el presente trabajo, estdn basadas en
hidrogeles de doble red; donde la primera esta compuesta por el biopolimero polielectrolitico,
colageno y la segunda integrada por un polimero neutro y de gran resistencia como es el PVA.
La preparacion basada en estos polimeros y las Nps funcionalizadas, cuyo proceso general se
muestra en el esquema de la Figura 22; empieza con la combinacién del HCG/PVA en radios
de masa 70:30, que luego de la homogenizacion se ajustd el pH a 3.5. La relacion de radios
escogida esta basada en la mayor consistencia y uniformidad determinada en estudios previos,
asi como también en estudios similares realizados por Wang et al. (2018). Por otro lado, las
matrices con las Nps cargadas con la AMX o simplemente sin ellas, el ajuste del pH fue
realizado posterior a su incorporacion en la matriz. Ademas, cabe mencionar que la presencia
de las Nps en los hidrogeles no solo afecta a la cinética de liberacion del farmaco, sino también
mejorara las propiedades fisicoquimicas y mecanicas de la matriz (Ahmadian et al., 2018).
Posteriormente, luego del ajuste del pH, la mezcla fue colocada durante 24 h y a 30 °C, con
el fin de generar la primera red del hidrogel (HRS), causada por el autoensamblaje del HCG
que produce un cierto ordenamiento entre sus moléculas, asi como a interacciones HCG-HCG
que involucra enlaces no covalentes, hidrofébicas, hidrogeno, electrostaticas y Van der Waals,
ademas de las interacciones débiles entre moléculas de PVA cercanas, interpenetradas entre
las cadenas del HCG. Finalmente, la mezcla fue sometida a ciclos de congelamiento (CGT) y
descongelamiento (DGT), con el objetivo de generar la segunda red del hidrogel (HDR),
causado por la autoreticulacion del PV A mediante interacciones hidrogeno producidas por los
grupos hidroxilos. Esta etapa es importante ya que define el grado de reticulacion de la matriz,
consecuencia de la interpenetracion entre las redes de los polimeros involucrados (ver anexo
6). Asi mismo, define las propiedades mecénicas y fisicoquimicas que tendré la matriz final

como por ejemplo la velocidad de degradacion (Gu et al., 2018)
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Figura 22

Esquema representativo de la preparacion de la matriz hibrida M35.
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Si bien, las reticulaciones quimicas, ha sido uno de los métodos mds cominmente
utilizados para fortalecer las propiedades mecanicas de sistemas poliméricos, esta no siempre
es la mejor ya que llegan a producir cambios estructurales y reacciones no deseadas. Ademas,
dependiendo del tipo de agente, a veces suelen generar cierto grado de toxicidad sino se realiza
un adecuado control del proceso (Damiri et al., 2020). Por ende, para nuestro caso se hizo uso
de una reticulacion fisica ya que no involucra agentes reticulantes adicionales y solo causa
cambios conformacionales en la matriz. Ademas, es generado por los ciclos de CGT-DGT;
ya que el PVA a bajas temperaturas genera nuevos puntos de enredo. Proceso que, en tales
condiciones, es conducido esencialmente por fuerzas de Van der Waals y enlaces de
hidrégeno originados por los grupos hidroxilos (Wang et al., 2018). Para concluir, una vez
producido el hidrogel de doble red, las muestras fueron posteriormente liofilizadas a fin de
obtener las matrices porosas 3D de ~ 5 cm x 2.5 cm x 0.55 cm (largo, ancho y alto). No
obstante, aunque la obtencion de matrices porosas mediante proceso de liofilizacion, es
aparentemente un proceso sencillo. Es la etapa final mas relevante, ya que define el tamafio
de poro que tendrd la matriz y, depende de la velocidad de congelamiento previo a la
liofilizacion. Es decir, si la velocidad de congelamiento es muy lenta la estructura de la
esponja sera muy débil y puede llegar a colapsar debido al rapido hinchamiento producido y,
puede no ser tan adecuado como sistema de liberacion. Mientras que si se congela
rapidamente dentro de -50 °C a -80 °C de forma controlada, la anisotropia de la matriz se
mantiene, permitiendo obtener una mejor disposicion estructural de los poros. Por lo tanto, el
proceso de congelamiento, es vital porque permite controlar la velocidad de nucleacion y
crecimiento del cristal de hielo; el cual, define el tamafo del poro en las esponjas y el espacio

hueco adecuado para posibles aplicaciones farmacéuticas (Heimbuck et al., 2019; Shukla,

2011).
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4.3.2. Espectroscopia infrarroja

A fin de discernir las interacciones producidas entre los diferentes grupos funcionales
involucrados en las matrices del composito, basados en HCG/PVA conteniendo Nps de ZnO
funcionalizadas con HA y matrices sin Nps. Los espectros FTIR de los materiales puros como
HCG, PVA, Nps de ZnO, HA, AMX y los respectivos compositos preparados, fueron
comparados. En el espectro IR de la Figura 23 (linea negra), se observo que el PVA mostro
bandas muy similares al reportado en la literatura (Sobhanian et al., 2019). Se encontraron
picos en 1420, 1323 y 1087 cm™, los cuales son correspondientes a las vibraciones de flexion
de los grupos C-H, CH-OH vy al estiramiento simétrico del C-O, respectivamente. En el
espectro de las matrices composito como esponja, la de HCG/PVA (M1, linea azul), mostro
tres sefiales de intensidad media en 1649, 1555 y 1239 cm™ que son asignadas a las mismas
vibraciones detectadas en el FTIR del HCG, antes mencionadas en la Figura 19. No obstante,
los desplazamientos hacia mayores niimeros de onda son debido a los enlaces de hidrogeno
originados por los grupos C=0, N-H e hidroxilo presentes en la estructura del coldgeno y
PVA. También se identificaron dos picos en 1406 y 1089 cm™!, el primero es debido al
solapamiento entre la flexién del C-H en el PVA (en 1420 cm™) y la flexién asimétrica del
CH; en el HCG (en 1400 cm™); mientras que el segundo es debido al estiramiento del grupo
C-O en ¢l PVA; el cual confirma la presencia del PVA en la mezcla polimérica. Por tanto, se
puede afirmar que la organizacion estructural de los compuestos en las esponjas no se ve
alterada. Por otro lado, en el espectro de la matriz M2 (Linea morada), se observaron sefales
similares al mostrado en el FTIR de M1, pero en 1629, 1542 y 1238 cm’!; vibraciones muy
parecidas al del coldgeno puro correspondientes a la amida I, amida II y amida III,
respectivamente. Esto muestra que la incorporacion de las Nps modificadas tampoco altera la
integridad estructural ni del HCG ni del PV A ya que también se identifico el pico de vibracion
caracteristico en 1081 cm™. Por tanto, se puede afirmar que las esponjas conforman un

compdsito con ambas matrices ya que no altera su identidad fisicoquimica.

En el caso de las muestras M3 y M4 que contienen la AMX en mezcla con HCG, PVA
y ZnO-HA, respectivamente; también se pudo observar que la integridad estructural de cada
uno se retiene ya que se identificé en los espectros IR (linea rosada y marron respectivamente),
sefiales muy parecidas a las mencionadas anteriormente tanto para M1 como para el HCG,
PVA 'y ZnO-HA puros. Por otro lado, algo muy similar se observo en el FTIR de M5 (linea
anaranjada), donde la AMX fue cargada sobre las Nps modificadas y luego incorporadas en

la mezcla polimérica. Ademas, la notoria intensidad caracteristica en todos los espectros de
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Transmitancia (%)

las matrices y que hacen referencia a las sefiales del HCG y PVA puros, comparado al de las
Nps modificadas y el farmaco, respectivamente; es debido a que estos se encuentran en mayor
proporcion, razon por lo cual causa que las bandas especificas de la AMX o las mismas Nps

sean solapadas casi completamente y dificiles de identificar en el composito.

Figura 23
Espectros FTIR del PVA, HCG, M1, M2, AMX, M3, M4 y M5.
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4.3.3. Grado de hinchamiento y Porosidad

El hinchamiento y la porosidad, son pardmetros clave que definen muchas veces la
aplicacion de los biomateriales poliméricos en la medicina; especialmente de matrices porosas
tales como las esponjas o scaffolds, que debido a sus caracteristicas macroporosas pueden
absorber grandes cantidades de liquidos a través de su superficie. Asi mismo, en procesos de

liberacion, estos parametros son criticos ya que afectan directamente la velocidad y el
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mecanismo de liberacion del principio bioactivo (Y. A. Khan et al., 2020; Wang et al., 2018).
En la Figura 24 (a), se muestra el perfil de hinchamiento en PBS a pH 7.4 de las matrices de
HCG (linea azul), HCG/PVA (M1, linea roja) y HCG/PVA/ZnO-HA (M2, linea celeste);
encontrandose que la matriz de HCG puro absorbe liquido més lentamente, durante todo el
proceso de las 4 h de estudio y alcanzando un maximo hinchamiento de ~ 950%, donde se
satura completamente. Mientras que las matrices compuestas M1 y M2, mostraron una
absorcion bastante mas rapida, alcanzando un hinchamiento maximo en ~ 3000 % y 1900 %,
respectivamente. La diferencia entre los resultados encontrados, radica en las interacciones
producidas dentro de la red macroporosa; ya que, en el caso de la matriz de coldgeno puro,
una especie tipo anfétera. En condiciones de pH casi neutro, presenta los grupos colgantes de
las cadenas peptidicas en estado de carga positiva y negativa en equilibrio. Por lo cual, el
hinchamiento, solo esta relacionado a las interacciones hidrogeno y Vander Waals que se
producen entre los residuos de aminoécidos que conforman la estructura helicoidal y el medio
circundante. No obstante, la mayor capacidad de hinchamiento de M1 respecto a la de HCG,
es resultado del incremento en las interacciones hidrogeno y Vander Waals que se generan en
la red de la matriz compuesta al contacto con el medio. Ademads, este incremento en el
hinchamiento e interacciones es consecuente a la abundante presencia de los grupos hidroxilo
que conforma el PVA en la matriz; lo cual causa que incremente la hidrofelicidad del sistema
y una mayor movilidad de las cadenas en los polimeros. Por otro lado, el menor hinchamiento
mostrado por M2 respecto a M1, esta probablemente relacionado a la alta presencia de fuerzas
intermoleculares, producidas entre las cadenas del coldgeno y PVA con los grupos
superficiales del HA sobre la superficie de las Nps modificadas. Lo cual, conlleva a la
disminucion en la movilidad de las cadenas poliméricas y a la reduccion parcial de la

hidrofelicidad de la matriz e hinchamiento.

Por otra parte, la porosidad de las muestras M1 y M2 (Figura 24 (b)), presentaron
resultados de 62.1 2.3 %y 54.4 + 1.2 %, respectivamente; valores similares al reportado por
Khani et al., (2018) para hidrogeles de doble red basados en quitosano/PVA. Ademads,
matrices como estas deben su porosidad en gran medida a la mayor cantidad de HCG presente
en el composito, ya que se ha reportado mayor porosidad cuando la relacion de masas para el
HCG/PVA es mayor a 60:40 (Wang et al., 2018). No obstante, la disminucion en la porosidad
de la matriz M2, estd asociada principalmente a la ocupacion de las vacantes presentes en la

red macroporosa por parte de las Nps de ZnO-HA y al incremento en las interacciones débiles
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como Van der Waals que se generan entre las cadenas de los polimeros con los grupos

externos asociados al HA en la superficie de las Nps de ZnO.

Figura 24
a) Grado de hinchamiento y b) Porosidad.

000 a) 5§38 833353
o2
g 2500
; ]
= 2000
E E/i_i_‘_‘—_‘——-——-_!f._-—_i__.—_!
= 1500 -
-
= 1000 o | [ 3
z — L]
= ] g d . -
= d —9=HCG
500 =P HCG/PVA
== 1CG/PVA/ZnO-IIA
0L T T T T T
0 50 100 150 200 250
Tiempo (min)
(b)
01 T SOOI 1 [
£
2
é T | T T L [
=)
=4
=
=
. 1 T T
0_
HCG/PVA ( 70:30) HCG/PVA/ZnO-HA
4.3.4. Analisis SEM

Los detalles morfolégicos de las diferentes matrices hibridas son mostrados en la
Figura 25 (a-f). En esta se muestra la estructura e interconexiones porosas; las cuales, proveen
la capacidad de penetracion del agua a través de las esponjas hibridas. Los microgramas SEM
de M1 (a y b), mostraron que la matriz presenta una estructura morfoldgica irregular en forma
de delgados pliegues superpuestos (paredes de los poros) a una magnificaciéon de x300;
mientras que a x1.0k de magnificacion, se observé una disposicion estructural mas ordenada
con la clara disposicion de los poros en la red de la matriz. Ademas, esta disposicion presento
poros con un tamafio promedio de 87.4 + 5.6 um. Por otro lado, M2 (¢ y d), mostro
caracteristicas superficiales mas rugosas y compactas a una magnificacion de x400, con
paredes porosas mas gruesas tal como como también se observa a una mayor magnificacion
de x1.5k. Donde, se puede notar la disposicion estructural de los poros con una forma mas
regular y de un tamafio medio de 58.3 £+ 10.0 um, tamafio menor a lo encontrado en M1. Esta
diferencia es debido a que M2 contiene dentro de la estructura porosa Nps de ZnO-HA; las

cuales, también se pueden observar relativamente en el micrograma SEM (d) de mayor
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magnificacidon como pequenos puntos blancos distribuidos sobre las redes poliméricas.
Ademas, esta diferencia también se puede observar claramente en la apariencia fisica de las
matrices donde M1 presenta una coloracion blanca y suave con un mayor grosor; mientras
que M2 muestra una apariencia de color amarillenta y mas compacta con menor grosor. El
analisis morfoldgico de la matriz M5 (e y f), la cual contiene Nps de ZnO-HA cargadas con
el farmaco AMX en su superficie, mostraron una superficie rugosa e irregular, tanto a una
magnificacién de x300 como a x0.5k. Lo cual, puede ser debido a las interacciones que se
producen entre el farmaco con la superficie de las Nps y a su vez con la red polimérica, que
fisicamente se puede observar por el color rosa-blanquecina que presenta. Ademas, en
comparacion a M2, no se observa puntos o grumos que indiquen la presencia de las Nps, esto
es porque posiblemente se encuentran interpenetradas mas internamente dentro de las redes

porosas cuyo tamafo promedio es de 51.4 £ 11.3 um.

Figura 25
Microgramas SEM de las esponjas a diferentes magnificaciones: a) x300y b) x1.0k de MI(HCG/PVA);
¢) x400, d) x1.5k de M2 (HCG/PVA/ZnO-HA) y e) x300, f) x0.5k de M5(HCG/PVA||ZnO-HA/AMX).
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4.4. Analisis de la liberacion in - vitro

Estudiar perfiles cinéticos de liberacion para principios activos como los farmacos, no
es tan sencillo como aparenta; ya que estos son afectados por una variedad de factores, tales
como la composicion, método de preparacion de la matriz portadora y en especial el medio
de liberacion. Ademds, también influyen directamente factores como la humectabilidad
superficial de la matriz, la degradacion, hinchamiento y, sobre todo, los tipos de interacciones
fisicas y quimicas que se producen entre los componentes de la matriz y el firmaco, que para
el presente trabajo se basa en HCG, PVA y Nps modificadas (Y. A. Khan et al., 2020). Los
analisis cuantitativos sobre la liberacion porcentual de la AMX, desde las matrices hibridas
(M3, M4, M5 y M6), fueron determinados a través de UV-Visible, en PBS a pH 7.4. Usando
estos resultados, los perfiles de la cinética de liberacion fueron graficadas en funcion del
tiempo; tal como se muestra en la Figura 26 (a-b). Estos perfiles mostraron tres fases de
liberacion para el farmaco AMX. Por tanto, en el estudio de liberacion para dicho farmaco
desde las matrices M3 (HCG/PVA/AMX) y M4 (HCG/PVA/AMX/ZnO-HA); donde el
farmaco esta cargado unicamente en la matriz polimérica mas no en la superficie de las Nps,
se observé que la velocidad de liberacion es aproximadamente el 45 % y 60 %,
respectivamente, durante los primeros 30 min y que representa al farmaco distribuido mas
externamente en la superficie de las esponjas. En la segunda etapa, la liberacion fue
gradualmente mas lenta, durante los proximos 240 min; tiempo en el cual, la cantidad de
farmaco presente en el medio fue de 94.4 % y 84.6 %, respectivamente. Valores de farmaco
que esta asociado a la AMX distribuido mas internamente en la matriz y cuyo camino de
salida es mayor al presentado en la primera etapa. Finalmente, durante la Ultima fase, se
observod una liberacion cuasi estacionaria y estable hasta que se completo el estudio en 6.5 h.
Ademas, donde la eficacia total de la liberacion fue de 95.4 % y 88.7 %, respectivamente. Si
bien los resultados deberian concordar directamente con el grado de hinchamiento; es decir,
a mayor hinchamiento mayor porcentaje de farmaco liberado. Sin embargo, no es el caso ya
que M3 similar a MI(sin farmaco y de mayor hinchamiento), mostro una liberacion
ligeramente mas lenta respecto a M4 de composicion similar a M2 (que no tiene farmaco y
menor hinchamiento que M1). Estas diferencias, estan relacionadas a la intensidad de las
fuerzas intermoleculares producidas en la matriz, ya que en M3, compuesta solo de HCG y
PVA, las interacciones son mas intensas entre las cadenas de los polimeros y el farmaco libre
dentro de la red de la matriz hibrida. Sobre todo, las interacciones tipo hidrogeno, debido a

que ambos polimeros presentan grupos (carboxilicos, hidroxilos, aminos) altamente afines
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con el medio acuoso y los grupos de la AMX;; lo cual causa que la difusion del fArmaco hacia
el medio de liberacion sea parcialmente mas lenta que en M4. Donde las interacciones
disminuyen, debido al entorno generado por la ocupacion de vacantes por parte de las Nps de

ZnO-HA, dentro de la red porosa de la matriz.

Por otra parte, la cinética de liberacion desde las matrices M5 y M6, al igual que en
M3 y M4, presento tres etapas. Sin embargo, la rapidez de liberacion fue totalmente diferente
y mucho mas lenta, ya que la primera etapa mostro una velocidad de liberacion similar en
ambas matrices, durante los primeros 70 min y un ~ 60 % de liberacion. Esta etapa rapida se
asocia al farmaco libre mas externo distribuido en la matriz, que en el caso de M5 representa
a la porcion de farmaco salido desde la superficie de las Nps durante la dispersion por
sonicacion antes de ser agregado a la matriz y para M6 al farmaco libre distribuido en la matriz
y también a la porcion salida desde las Nps durante la dispersion. En la segunda etapa, se
observo una liberacion mas gradual y prolongada respecto al mostrado por M3 y M4 para la
misma etapa, hasta que alcanza un estado cuasi estacionario a partir de los 1340 min (~ 22 h).
Durante esta etapa con cinética de liberacion mas controlada y prolongada en el tiempo, es
debido principalmente a interacciones de fuerzas susceptibles generadas entre la AMX y
ciertos grupos funcionales del HA (Carboxilatos e hidroxilos) no anclados a la superficie de
las Nps; que en primera instancia causan un retraso en la salida del firmaco hacia la matriz y,
lo cual genera que la salida del firmaco sea mas compleja. En el caso de M5, representa a la
AMX que sale desde la superficie de las Nps y atraviesa toda la red porosa; mientras que para
M6 corresponde tanto la porcion gradual de fAirmaco que sale de la superficie de las Nps y
también la porciéon de farmaco libre més interno distribuido en la matriz esponjosa.
Finalmente, durante la tercera etapa se encontrd una liberacion cuasi estacionaria y estable
hasta que se completa el estudio en 26.5 h con ~ 92 % de liberacion total. Por tanto, en base
a todo lo mencionado anteriormente, se observa que la liberacion en M5 y M6 es bastante mas
lenta y sostenida en el tiempo, ya que el farmaco recorre una trayectoria mas compleja que en
M3 y M4; donde la AMX esta libre en la red porosa como una mezcla sola o junto a las Nps

modificadas.
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Conclusiones

En el presente trabajo, fueron preparadas exitosamente esponjas compuestas, basadas en
colageno anidnico tipo I (extraido desde el tendon de bovino), PVA y Nps de ZnO modificadas
superficialmente con HA. Esto con el fin de aprovechar la naturaleza porosa y biocompatible de la
matriz para su potencial uso como sistema portador para el estudio de liberacion del farmaco AMX.
Los resultados FTIR, DRX y RAMAN, demostraron que las Nps de ZnO fueron correctamente
sintetizadas y modificadas superficialmente con HA, ademads, fueron de estructura tipo hexagonal
wurzita con un tamafio de cristal de 31 nm y 38.1 nm. Asi mismo, de un diametro hidrodinamico de
92 nm y 130 nm, respectivamente. Por otro lado, de acuerdo a las imagenes SEM, mostraron una

morfologia semiesférica con un tamafio promedio de 47.57 nm y 58.67 nm respectivamente.

Las caracterizaciones FTIR, masa molar viscosimétrica y DSC, comprobaron que el colageno
extraido presentd un 2.704 % (m/m) de eficiencia de obtencion, corresponde al colageno tipo I, con
sefiales IR caracteristicas, asociadas a la amida I, II y III, ademas, con una masa molar promedio6 de

~369 kDa y una Tp de 58.8 °C.

Por otra parte, los resultados FTIR relacionado a las matrices porosas, mostraron que estas
conforman un compésito hibrido, debido a que el HCG, PVA y Nps conservan su identidad; ya que
no se encontraron cambios significativos en las sefiales IR de cada sustancia pura. Ademas, la
presencia de ligeros desplazamientos en algunas sefiales, es solo consecuencia de interacciones
moleculares o debido a la combinacion de sefiales solapadas entre grupos del HCG y PVA. No
obstante, las esponjas referenciales M1 y M2, mostraron una un grado de hinchamiento maximo de ~
3000 % y 1900 %; también un nivel de porosidad de 62.1 % y 54.4 % respectivamente. Por otro lado,
los andlisis SEM mostraron que las matrices M1, M2 y M5, presentan caracteristicas superficiales

irregulares y con una distribucion estructural de tamafio de poro menor a 100 pm.

Los patrones de liberacion desde las matrices, mostraron un mecanismo trifasico: una inicial
rapida y abrupta, seguida por una mas lenta y controlada, finalmente una cuasi estacionaria y estable
facilitando una eficacia de liberacion entre 88-96 % en 6.5 h para M3 y M4; mientras que una eficacia
de ~92 % en 26.5 h para M5 y M6. Por tanto, tener al firmaco encapsulado en las Nps funcionalizadas
e incorporadas dentro de la matriz no solo permiti6 retrasar la velocidad de salida de la AMX en
comparacion a estar unicamente distribuida en la red polimérica, sino que también se sostiene en el

tiempo y con una alta eficiencia.
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Recomendaciones

Si bien el presente trabajo abre un puente sinérgico, entre la quimica de los
biopolimeros y los nanomateriales basados en metales bioactivos y su aplicacidon en el campo
biofarmacéutico, ain quedan muchas incoégnitas por resolver, dentro ellas esta el estudio de
la cinética de liberacion e hinchamiento, tanto en las condiciones desarrolladas en la presente
investigacion, asi como también en otras condiciones de pH. Lo cual, permita sacarles el

maximo provecho a las propiedades quimicas y biocompatibles del HCG, PVA y Nps.

Por tanto, basado en todo lo descrito y los resultados encontrados, la matriz hibrida
desarrollada, se puede proyectar a futuro como una buena alternativa para ser usada como un
posible bioadhesivo en la proteccion contra bacterias y en la aceleracion de cicatrizacion de
heridas; tanto de origen quirtirgico o de cualquier naturaleza en un grado critico. No obstante,
para ello se recomienda posteriores estudios, tales como la actividad biologica relacionada a
la actividad antibacteriana in-vivo e in-situ, biodegradabilidad de la matriz, propiedades

mecanicas, citotoxicidad de la amoxicilina en uso superficial, entre muchas otras.
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Anexos

Anexo 1: Espectro UV-Visible (a) y curva de calibracion (b) del acido humico
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Anexo 2: Espectro UV-Visible (a) y curva de calibracion (b) de la Amoxicilina.
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Anexo 3: Esquema representativo del proceso de sintesis de las Nps de ZnO.
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Anexo 4: Proceso esquematico de la funcionalizacion de las Nps de ZnO.
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Anexo 5: Carta cristalografica DRX del patron estandar de ZnO.
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Subfiles: User Inorganic
Quality: None ()
Comments
Creation Date: 8/02/2021 17:55:55
Modification Date: 8/02/2021 17:55:55
Publication title: Atomic displacement, anharmonic thermal vibration, expansivity and pyroelectric

coefficient thermal dependences in Zn O.
COD database code: 2107059

References
Structure: Albertsson, 1., Abrahams, S.C., Kvick, A., Acta Crystallographica 8 (39,1983-), 45, 34 - 40,
(1989)

Peak list

No. h k 1 d [A) 2Theta[deg] I [%]
1 1 0 v} 2.80765 31.847 54.5
2 0 4] 2 2.59400 34.550 40.8
3 1 u] 1 2.46925 36.354 100.0
4 1 0 2 1.90530 47.694 23.4
S 1 1 0 1.62100 56.745 36.1
8 1 1 2 1.374¢6¢6 €68.161 28.6
9 2 0 1 1.35509 69.284 14.1
10 0 0 4 1.29700 72.870 2.3
11 2 0 2 1.23462 77.205 4.8
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Anexo 6: Formacion de la doble red en el hidrogel para la obtencidon de las esponjas por

liofilizacion.
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