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RESUMEN

Las plumas de ave poseen grandes cantidades de queratina a pesar que son
consideradas uno de los mayores desechos dentro de la industria avicola. No
obstante es una base mas sencilla para la obtencién de extracto de proteina a
diferencia de otro tipo de fuentes como cabello, y el bajo costo de estos desechos
lo hace muy atractivo para una aplicacion biomédica. La queratina fue extraida a
partir de la metodologia de Kakkar. Hidrogeles queratina-silice (HQS) fueron
sintetizados usando tetraetilortosilicato (TEOS) como precursor mediante el método
Sol-Gel a diferentes relaciones ratio of 1:1, 1:4 and 1.7 (p/p). HQS fueron
caracterizados mediante espectroscopia FTIR, Raman, MEB, EDS, pruebas de
hinchamiento y ensayos de hemolisis. Los espectros infrarrojos mostraron 3 bandas
en especifico: Amida A (3385-3337 cm-1) Amida | (1644-1640cm-1) TEOS (1087-
1086cm-1), ambas bandas amida corresponden a la estructura de la queratina
mientras que la banda de TEOS se atribuye a enlaces Si-O-Si. A pesar que el
espectro no muestra un enlace covalente entre la queratina y el silice, esto da a
entender, que existe una interaccion fisica entre ellos. Ademas las micrografias
MEB exhiben una microestructura porosa, las pruebas de hinchamiento demuestran
una capacidad de absorcion de ambos geles con 126% para la relacion 1:4y 113%
para la relacién 1:7, por ultimo los ensayos de demuestran un bajo porcentaje de
hemolisis por lo que da indicios de biocompatibilidad del material .En conjunto estos
resultados dejan entrever que este tipo de materiales puede ser usado para la
fabricacion de hidrogeles.

(Palabras clave: Queratina, Silice, Hidrogeles, Sol-Gel, Biopolimeros, Proteinas)



ABSTRACT

Feather keratins are derived from chicken feathers, which are considered to be the
major waste in the poultry industry, nevertheless the quality of feather keratin is
easier to control than that of human hair keratin due to human hair perming and
colouring-dyeing (Wang et al., 2017) and low cost source therefore the development
of feather keratin for biomedical applications is very attractive. Hydrolyzed Keratin
was extracted according to Kakkar methodology. Keratin-Silica hydrogels (KSH)
were fabricated using tetraethyl orthosilicate (TEOS) as a precursor by Sol-Gel
method, with a ratio of 1:1, 1:4 and 1:7 (w/w). KSH were characterized using FTIR,
Raman spectroscopy, SEM, EDS, swelling tests and hemolysis assays. FTIR
spectra showed 3 specific bands: Amide A (3385-3337 cm-1) Amide | (1644-
1640cm-1) TEOS (1087-1086cm-1), both amides corresponding to the keratin
structure, TEOS band corresponding to Si-O-Si bonds. Moreover the spectra’s no
indicate in particular any covalent bond between keratin and silica, hence it seems
to be a physical interaction. Furthermore SEM images exhibit remarkably porous
architecture, swelling studies showed the relationship between ratio and swelled
percentage with 126% for ratio 1:4 and 113% for 1.7, and hemolysis assays
demonstrate a low percentage of hemolysis hence biocompatibility of this composite
.Collectively these results showed promising properties of KSH for being employed
as materials for producing hydrogels.

(Key words: Keratin, Silica, Hydrogels, Sol-Gel, Biopolymers, Protein)
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CAPITULO |

1.1 INTRODUCCION

La nanomedicina se define como la rama de la nanotecnologia que se encarga de
emplear el uso de materiales nanoestructurados, para el uso de las ciencias de la
salud[1]. Su irrupcidon en los ultimos afios ha dado lugar al desarrollo de
herramientas para diagnosticar, prevenir y tratar enfermedades en estados poco
avanzados o en el inicio de su desarrollo[2]. Las investigaciones en este campo
dardn lugar a sistemas de diagndstico temprano y oportuno y tratamientos
terapéuticos de mayor eficiencia que los procedimientos existentes frente a
enfermedades dificiles de detectar a una etapa primaria como es el cancer[2]

De acuerdo a datos de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) 14 millones de
personas fueron diagnosticadas con cancer en el afio 2015, la mayoria de estos
casos fueron diagnosticados en paises subdesarrollados, de los casos detectados
8 millones murieron a causa de ello siendo la sexta causa de muerte a nivel
global[3]. Se estima que para el 2030 existan alrededor de 23.6 millones de
casos[4]. Dentro de estas estadisticas el segundo con mas incidencia a nivel global
es el cancer de mama siendo que este es el tipo de neoplasia mas comuan entre las
mujeres[4],[5]con 1.67 millones de casos anualmente y un total de 522,000 muertes.
Sin embargo, la tendencia de la mortalidad es ascendente debido al envejecimiento
poblacional y la poca capacidad de respuesta de los sistemas de salud en paises
subdesarrollados[3][6].

Por otro lado la estructura de las glandulas mamarias esta conectada tanto como

adentro como afuera, teniendo contacto hacia el exterior por medio de diferentes

conductos que desembocan en el pezon[7][8], siendo que existe una correlacién

entre las secreciones mamarias y el entorno celular presente en las células de las

glandulas mamarias; dentro de la vasta variedad de moléculas presentes en las
17



secreciones se encuentran biomoléculas como proteinas y estrogenos. Se ha
observado que una alta produccion de estrogenos es un indicador clave en el
desarrollo de cancer de mama, esto relacionado a un cambio en la metabolizacion
de los estrogenos[9]. En este caso las catecol quioninas de estrogeno al formarse
en exceso inducen a la depuracion del ADN y por consiguiente a la iniciacion de la
neoplasia[10]. Al haber una cantidad excedente de catecol quioninas, en especial
del 4 catecol, ésta fluye desde los conductos de la mama hasta el pezoén, por lo que
esta molécula puede ser usada como analito para la deteccion temprana de la
enfermedad. Dentro de la amplia gama de materiales nanoestructurados con los
qgue trabaja la nanomedicina, los hidrogeles son materiales poliméricos que se
caracterizan por su capacidad de absorber un liquido sin disolverse en agua[l1].
Por lo cual, la parte medular de este proyecto es sintetizar un hidrogel a base de
gueratina-silice que pueda absorber secreciones mamarias para su posible

aplicacion en sistemas de deteccion temprana.
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CAPITULO I
2.1 ANTECEDENTES

El primer uso del término “hidrogel” data de un articulo en 1894 por Lee, Kwon y
Park[11]. Sin embargo, ellos no realizaron un hidrogel como se conoce en la
actualidad, sino un gel coloidal hecho con sales inorganicas[11]. Para remontarnos
hacia el primer estudio y desarrollo de un hidrogel, fue en el afio 1960, cuando
Witchterle y Lim polimerizaron y entrecruzaron el 2-hidroximetil metacrilato (HEMA)
[12], descubriendo que este material tenia una alta afinidad hacia el agua ademas

de ser translucido, el cual fue utilizado para la fabricacién de lentes de contacto[11].

A partir de este descubrimiento se dio paso a la primera generacion de hidrogeles.
Esta generacion se desarrolld a finales de las décadas de los 50’s y 60’s; las
investigaciones se centraron principalmente en perfeccionar matrices poliméricas
de polimeros sintéticos[11][13], como lo es el polivinil alcohol (PVA), o el
polietilenglicol (PEG). En 1958 Danno obtiene el primer gel de PVA entrecruzado
mediante la radiacién de rayos gamma([13][14],y Kingy Ward (1970) sintetizan un

gel de PEG usando el mismo tipo de radiacion[13][15].

Posteriormente dentro de la década de los 70’s y 80’s, se dio paso a la segunda
generacion de hidrogeles. En 1980 Yannas y colaboradores incorporaron polimeros
naturales como colageno y cartilago de tiburon para la fabricacion de
hidrogeles[11][13]; en este periodo las investigaciones de hidrogeles se enfocaron
en cambiar de redes macromoleculares poliméricas que solo absorbian agua a
hidrogeles capaces de tener alguna especie de reaccion o respuesta frente a un
cambio en el medio en que el material se desempefia, dichos estimulos pueden ser
el pH, la temperatura o la concentracion de biomoleculas[11][13]. Entre las
aplicaciones que se buscaba en estos hidrogeles radicaban en la oftalmologia y la
liberacion de farmacos[13]. Pero fue hasta la década de 1990 cuando se dio un

avance en este tipo de hidrogeles y se realizaron diferentes descubrimientos; aqui
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nace la tercera generacion de hidrogeles, esta generacidon se enfoca en la
investigacion y elaboracion de técnicas para la elaboracion de materiales

estereocomplejos e hidrogeles entrecruzados con otras interacciones fisicas[11].

En 1990 Otaka y col. obtuvieron un hidrogel entrecruzado de poli n isopropilamida
(PNIPAAmM) via reaccion redox mediante polimerizacion de radicales[13][16]. En
1993 Sawhney y col. sintetizaron un hidrogel de PVA y PEG entrecruzado mediante
la técnica de foto polimerizacion[13][17]. Después en el afio de 1995 Cascone y col.
obtuvieron un hidrogel hibrido entre polimeros naturales y sintéticos [13][18].
Posteriormente en 1997, Jeong y col. consiguen un hidrogel a base de PEG-PLA
con respuesta en funcion de la temperatura[13][19]. Consecutivamente en 1998,
Petka y col. desarrollaron un hidrogel a base de proteinas auto ensambladas

artificialmente, en este caso leptina[13][20].

En el afio 2000, Jong y col. elaboraron un hidrogel estereocomplejo a base de
dextrano[13][9]. En esta década se profundiz6 en el estudio de nuevas formas de
entrecruzamiento quimico; por ejemplo en el 2001 Hubell y col. entrecruzaron un
hidrogel a base de PEG mediante el método de adicion tipo Michael usando PEG-
multiacrilato y PEG-ditiol[13] [21]. Después en 2006, Ossipov y col. logran
entrecruzar un hidrogel a base de PVA mediante la técnica de quimica click[13][22].

Actualmente en esta década los hidrogeles a base de biopolimeros, que son
aquellos polimeros que son generados dentro del organismo como DNA, proteinas,
celulosa, etc. Estos han sido ampliamente estudiados, aunque desde los afios 80
se viene trabajando con biopolimeros como el coldgeno y la celulosa, se busca que
estos geles sean “inteligentes”, es decir que ante cierto estimulo, estos den una
respuesta determinada, dentro de esta gama de biopolimeros usados se encuentra
la queratina. En 2008, Sierpinski y col. lograron disefiar un hidrogel a base de
gueratina extraida de cabello humano, demostrando que el material era
neuroinductivo y a su vez que permitia la regeneracion del nervio[23][24]. En 2013
Park y col. disefiaron un hidrogel de queratina extraida a partir de cabello humano
y lana por medio de foto polimerizacion[25], luego Park y col. (2015) evaluaron el

efecto de los hidrogeles de queratina en el proceso de sanacion de heridas en
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Vivo[26], en el mismo afio Nakata y col. los evaluaron como sustrato celular y su

habilidad para la liberacion de farmacos[27].

Posteriormente en 2016 Ma y col. realizaron un estudio de membranas de queratina
derivadas de las plumas de los pollos[28]. Consecutivamente Kakkar y Madhan
utilizaron silice como entrecruzante, consiguiendo un material con alto grado de
hinchamiento y buena viabilidad celular[29]. Es importante remarcar que
previamente se habian realizado estudios para evaluar a la silice como un
entrecruzante. Xie y col. (2009) obtuvieron un nanocomposito de celulosa vy silice,
dando como resultado que la silice como entrecruzante proveia al material
estabilidad térmica[30], después en 2011, Pirzada y col. sintetizaron peliculas
delgadas a base de PVA/Silice mediante la técnica sol-gel y electrospinning,
reportando que al usar la silice como un entrecruzante este le provee al sistema un
aumento en la estabilidad térmica ademas de que reportaron que el entrecruzado

volvid al sistema estable en un medio acuoso[31].

Recientemente en el afio 2017, Wang y col. realizaron un hidrogel a base de
queratina para la curacion de heridas evaluando su efecto en la sanacion de las
heridas y su biocompatibilidad, dando como resultado un material desprovisto de
inmunogenicidad siendo un material candidato para la curacion de heridas[32]. En
el mismo afio Peralta Ramos y col. obtuvieron un hidrogel de queratina inteligente
el cual es capaz de responder a diferentes valores de pH, determinando que entre
el pH de 6 y 8 es cuando el hidrogel tendia a absorber mas agua[33]. En el afio
2018, Esparza ,Ullah y Wu estudiaron el mecanismo molecular y gelacion de los
hidrogeles de queratina, obteniendo que la gelacion ocurrida en el pH de 3 resulté

mas rigida que en los pH 5, pH 7 y pH 9[34].

Visto anteriormente este material se encuentra dentro del estado del arte en el
campo de los hidrogeles; lo cual ofrece una oportunidad para estudiar sus

caracteristicas y encausarlas hacia otro tipo de aplicaciones biomédicas.
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2.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo a datos recientes del Instituto Nacional de Cancerologia (INCan) en
México 15 mexicanas mueren diariamente a causa del cancer de mama,
representando la primera causa de muerte en mujeres mayores de 25 afnos[6][35].
El aumento en el nimero de casos y la mortalidad se atribuye de manera
considerable a la tendencia de la mortalidad es ascendente debido a una mayor
incidencia de la enfermedad, el envejecimiento poblacional y la poca capacidad de
respuesta de los sistemas de salud en paises subdesarrollados[6][35], por lo que lo

convierte un problema importante en materia de salud publica.

Actualmente existen diferentes métodos de diagnéstico como lo son la mastografia,
tomografia, quimica sanguinea, etc.[36]. Sin embargo estos no proporcionan un
diagnéstico temprano en la enfermedad si no que estos detectan estadios de la
enfermedad en etapas medianamente a ampliamente avanzadas, y esto contribuye
a que la tasa de mortalidad aumente. Se ha comprobado que la deteccién temprana
de esta enfermedad en estadios tempranos aumenta la tasa de supervivencia al
cancer de mama. Por ejemplo, en la etapa 0 hay 95 % de probabilidad de
supervivencia; en la etapa | es de 88 %[37], a pesar de ello a medida que se avanza
en el estadio de la enfermedad disminuye la probabilidad de supervivencia pasando
a un 66% en la etapa Il; y descendiendo a un 36 % en la etapa Ill y de apenas 7 %

en la etapa IV[37].

La relacion del cancer de mama con los estrégenos esta claramente establecida.
Los estrogenos, junto a la predisposicion genética, constituyen los elementos de
mayor peso en la génesis de este cancer[38]. El metabolismo de los estrogenos se
realiza por dos vias: a) hidroxilacion para la formacion de los estrogenos 2- y 4-
catecol; b) hidroxilacion en la posicion 16-alpha[39]. En la primera ruta ocurre una
oxidacion adicional en las semiquinonas y quinonas dando como resultado el
estrogeno catecol 3-4 quinona. En este proceso la oxidacion que se produce en las

quinonas presentes en los estrégenos es normal. Sin embargo, cuando este
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proceso se ve alterado se forman cantidades excesivas de catecol-quioninas da pie
a un proceso de depurinacion o una deaminacion de las bases nitrogenadas
presentes en el ADN, lo que dichas mutaciones en el cédigo genético conllevan a
un iniciacién del cancer[38]. Por su parte las secreciones mamarias son
secreciones que normalmente estdn compuestas de leche, galactorrea neo natal,
galactorrea, etc.[40]. Las secreciones mamarias se encuentran altamente
relacionadas con el fluido que se encuentra presente dentro de las unidades
secretorias, por lo que cuando hay una excesiva cantidad de catecol, este fluye por
los conductos de mama hasta llegar al pezén. Actualmente no existe un dispositivo
gue use estos estrogenos para detectar el cancer de mama Por lo que es
imprescindible elaborar un material capaz de absorber las secreciones mamarias y

su futura aplicacion como un sistema de deteccion temprana.

2.3 JUSTIFICACION

Este trabajo contribuira al avance en la elaboracién de sistemas de diagndstico
temprano, en este caso la deteccion de estrogenos asociado al cancer de mama.
La importancia del estudio de estos nuevos sistemas de diagnostico yace en la
posibilidad de disminuir la tasa de mortalidad de la enfermedad. De las 522,000
muertes a nivel mundial que reporta la OMS en 2012, 324,000 se dieron en paises
subdesarrollados y 198,000 en paises desarrollados[3], atribuyéndose
principalmente a que los diagndsticos no se hicieron en un etapa temprana si no
en estadios muy avanzados, y en algunos casos la falta de accesibilidad a los
métodos de diagndstico; lo que se busca en esta investigacion es contribuir hacia el
desarrollo de un sistema de deteccion temprana y accesible, por lo cual se propone
la elaboracién de un hidrogel a base de queratina-silice con capacidad de absorber

secreciones mamarias.

La queratina es una proteina estructural presente en los seres vivos vertebrados.
Posee diferentes caracteristicas que lo hacen un candidato idéneo para la
fabricacion de hidrogeles, es biocompatible, biodegradable y propiedades
fisicas[32]. Ademas que se ha demostrado que tiene altas propiedades de absorcion
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de alrededor de un 600% de su masa[29][33]. Aunado a esto este material es de

facil obtencion y procesamiento a un bajo costo.

Por otro lado la silice es un material que posee propiedades de estabilidad térmica,
se ha comprobado que a diferentes compositos usando la silice como entrecruzante
aumentan su estabilidad térmica y mecanica[29][30][31]. Por otra parte el método
de para la obtencién de silice es relativamente sencillo mediante la catélisis del
precursor TEOS[31].

La técnica de Sol-Gel es ampliamente conocida y practicada para sintetizar nuevos
geles hibridos biocompatibles para una amplia gama de aplicaciones[29].Cabe
resaltar que el proceso no es costoso y los geles producidos no son toxicos[29]. La
ventaja de emplear el método de sol-gel para producir materiales hibridos es que
combina propiedades inorganicas y organicas. Ademas, que este método ofrece la
posibilidad de obtener materiales hibridos homogéneos a una baja temperatura, lo
que proporciona la posibilidad de incorporar una variedad de compuestos[29]. En
Su conjunto este sistema representa un avance hacia el proceso de elaboracién de

sistemas de deteccion temprana de enfermedades.
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2.4 HIPOTESIS

El hidrogel de silice-queratina a partir de un extracto gallus gallus domesticus
presentara una relacion inversamente proporcional entre la degradacion hidrolitica

y el porcentaje de hemolisis.

2.5 OBJETIVOS

2.5.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar y determinar la relacion entre la degradacion hidrolitica del hidrogel de

queratina-silice y el proceso de hemolisis.

2.5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Sintetizar hidrogeles de queratina-silice mediante la técnica Sol-Gel.

-Evaluar la degradacion de los hidrogeles de queratina-silice por medio de

pruebas de degradacion hidrolitica.

-Determinar porcentaje de hemolisis en los hidrogeles de queratina-silice mediante

un ensayo de hemoaolisis.

-Establecer una relacién entre la degradacion y el porcentaje de hemolisis de los

hidrogeles queratina-silice.
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CAPITULO I
3.1 MARCO TEORICO

3.1.1 HIDROGELES

Un hidrogel es una red polimérica tridimensional compuesta por un polimero
hidrofilicos, o0 una mezcla de polimeros[41]; la matriz polimérica es resultado de un
entrecruzamiento entre interacciones fisicas entre las moléculas del polimero o
entrecruzamiento quimico mediante enlaces covalentes[42]. Generalmente al
menos el 10-20% de la composicion del gel es agua. Cuando un hidrogel es secado
se le denomina xerogel o hidrogel seco; al momento en que se pone en contacto
con un medio acuoso este tiene la capacidad de absorber grandes cantidades de
agua e hincharse isotrépicamente es decir de manera uniforme [41], pero
manteniendo su forma hasta alcanzar un equilibrio fisicoquimico[43]. . Su afinidad
al agua radica en la presencia de grupos funcionales afines al agua como: -NHz, -
COOH, -OH, -CONH2, - CONH -, and -SOsH [44]. En recientes afios se les ha
considerado como biomateriales inteligentes, debido a que algunos de ellos
responden variando su volumen a estimulos externos en el ambiente en que se
desarrollan tales como cambios de pH, temperatura, concentracién de especies,
radiaciones, etc. [45].

Debido a la fuerte presencia de agua en su estructura y su semejanza con las
propiedades de los tejidos naturales los hace candidatos idoneos para diversas
aplicaciones biomédicas[46]. Fue en la décadas de 1960 cuando Witchterle y Lim
desarrollaron un gel a base de 2- hidroxietil metacrilato (HEMA) para su aplicaciéon
en lentes de contacto[46]. Prediciendo que este tipo de materiales eran altamente
biocompatibles con el tejido vivo[47]. Los hidrogeles han mostrado un gran potencial

en diferentes disciplinas, entre ellas la ingenieria tisular, siendo que su aplicacion

26



reside en vehiculos para el transporte de farmacos, células y proteinas ademas de

la liberacion controlada de farmacos[47].

Este material posee caracteristicas natas que lo convierten en la opcién para

aplicaciones biomédicas, por ejemplo[47]:

e Habilidad de retener agua dentro de la matriz del gel, presentando asi un
ambiente semi-hiumedo que se asemeja a los tejidos naturales (Figura 1).

e Capacidad de incorporar ligandos bioactivos que promuevan la interaccion
del gel con células encapsuladas.

e Habilidad de proveer superficies inertes, previniendo una adsorcién no
especifica de proteinas evitando interaccion con biomoleculas que no son de
interés.

e Capacidad de controlar tanto propiedades fisicas y mecénicas ajustando la
densidad del entrecruzado y el tipo de polimero/molécula usada como
entrecruzante.

e Habilidad de permitir la difusién de nutrientes y gases dentro y fuera del gel.

-
|
J

- Hinchamiento
\ -

Entrecruzamiento

7

Figura 1 Esquema de un hidrogel antes y después de un hinchamiento [48].
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Los hidrogeles en general pueden clasificarse de la siguiente manera:

a) Hidrogeles permanentes (geles quimicos): Son denominados asi ya que
estos estan entrecruzados covalentemente. Poseen un estado de
hinchamiento en equilibrio el cual depende de la densidad del entrecruzante
y la interaccion entre el polimero y el agua[49].

b) Hidrogeles reversibles (geles fisicos): Son llamados asi ya que la red
polimérica del hidrogel esta unida entre si por medio de enredos moleculares
dados por interaccion inter e intramoleculares[49].

A lo largo de este capitulo se explicara a detalle la mecanica de este tipo de

entrecruzamientos.

3.1.1.1 POLIMEROS USADOS PARA LA FABRICACION DE HIDROGELES

De acuerdo a la aplicacion que se quiera llevar a cabo, se puede elegir entre una
amplia gama de polimeros [50]. En primer lugar tenemos los polimeros naturales,
estos abarcaron una gran cantidad de materiales, desde matrices extracelulares de
mamiferos (colagenos, gelatina, fibrina, acido hialuronico), a polimeros derivados
de plantas, como algas (Alginatos)[50]. Sin embargo este tipo de polimeros tienen
una capacidad de gelificacion débil, por lo que si se desea usar para aplicaciones
en la ingenieria tisular, se debe realizar modificaciones quimicas (entrecruzamiento

quimico) para aumentar la estabilidad mecanica y quimica[50].
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Tabla 1 Hidrogeles con polimeros naturales[51]

Estructura quimica Modificaciones/ Entrecruzamiento
Coldzeno Entrecruzamiento fisico inducido por temperatura;
Gelatina entrecruzamiento quimico con glutaraldehido o
carbodiimidas.

Polipéptido triple helicoidal, componente principal
estructural de matriz extracelular, varios tipos y
derivados.

Proteinas parcialmente hidrolizadas derivadas del

L Proteina involucrada en coagulacion de la sangre colageno
F,'bf””a Entrecruzamiento fisico después de activacidn
Acido enzimatica
. OH o L -
laluronico OH Entrecruzamiento fisico y modificaciones quimicas
. o HO 0 por entrecruzamiento gquimico
(8]
HO
OH
Alginato — - Entrecruzamiento fisico mediado per cationes
et divalentes; entrecruzamiento guimico con aminas
a = ]
o
=1
1|
o a
e —
Quitosano OH Entrecruzamiento fisico mediado a través de
aniones; entrecruzamiento quimico con
- 0 glutaraldehido
HO 0
HO
NH, NH -
0‘4\ L

Después se encuentran los polimeros sintéticos, estos han sido desarrollados para
ofrecer una alternativa en la elaboracion de hidrogeles frente a los polimeros
naturales[50]. Este tipo de polimeros ofrece un conjunto de propiedades ademas de
la particularidad de mejorar las caracteristicas del hidrogel resultante[50], esto se
debe en gran medida en que este tipo de polimeros tienen propiedades fisicas
qguimicas y biolégicas que pueden ser facilmente reproducibles[46]. Entre ellos
destacan: Polivinil Alcohol (PVA), Polietilenglicol (PEG), Poliacrilamida,
Polimetilmetacrilato (PMMA), Acido poli lactico (PLA), etc. [46][50].
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Tabla 2. Hidrogeles con polimeros sintéticos [51]

Estructura Modificaciones/ Entrecruzamiento

Copolimero de dcido polilactidico Entrecruzamiento quimico de los

n = enlaces dobles insaturados con
iniciacion radical (temperatura o
o O = 0 /ﬁ\/
.;f\T' o’ﬁ.[ ~"To \I’ o luz UV}
L] Q 0
¥ - ¥

Copolimero de polipropileno fumarato

H[W%iﬁ{,mwim,ﬁﬁ N

Paolietilenglicol acrilato Entrecruzamiento qguimico de los
enlaces dobles insaturados con
iniciacion radical (temperatura o

’f\‘lr"'ovh“‘o ,,j\f luz UV}

o

b
Oligo (polietilenglicol fumarato)

"{0’\']Z°H°““°ﬂj

Alcohol polivinilico Entrecruzamiento fisico;
entrecruzamiento quimico con

L HO glutaraldehido y otros
e . A entrecruzantes divalentes
HO ] OH

Poli(hidroxi etil metacrilato)

ot/ %
—0
J x

Sin embargo, no todos los hidrogeles sintéticos son biodegradables y, a menudo,
inducen inflamacion local y toxicidad por compuestos quimicos traza producto de la
descomposicion del polimero [52]. Los hidrogeles a base de biopolimeros han
cobrado relevancia en los Ultimos afios, estos provienen de plantas o
macromoléculas derivadas de organismos, en general, son biodegradables, ya que
interactdan con las enzimas presentes en el cuerpo[52]. A continuacion se hablara
del porqué este tipo de biomateriales es usado como una alternativa para la

elaboracion de hidrogeles.
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3.1.2 BIOPOLIMEROS

Los biopolimeros son biomoléculas poliméricas que contienen unidades
monoméricas las cuales se encuentran unidas covalentemente para formar
moléculas mas grandes. El prefijo “bio”, hace referencia que son materiales
biodegradables producidos por organismos vivos [53], como los materiales
producidos a partir de la sintesis quimica de fuentes bioldgicas como aceites
vegetales, azlcares, grasas, resinas, proteinas, aminoacidos, etc.[53] En
comparacion con los polimeros sintéticos que poseen una estructura mas simple y
aleatoria, los biopolimeros al tener conjuntos moleculares complejos, adoptan
formas y estructuras tridimensionales precisas y definidas. Esta es una propiedad

importante que hace que los biopolimeros sean moléculas activas in vivo[53].

Estos se clasifican de diferentes maneras en diferentes escalas. Por ejemplo en
funcion de su degradabilidad, los biopolimeros se pueden dividir en dos grandes
grupos, si son biodegradables y no biodegradables, si su composicion es de base
bioldgica [53]. Otra forma de clasificarlos es de acorde a la naturaleza de la unidad
de repeticion de la que estan conformados; estos se clasifican en tres grupos: 1) los
polisacaridos conformados de azUcares (por ejemplo, la celulosa que se encuentra
en las plantas, almidén presente en la mayoria de los tubérculos, acido hialuronico,
etc.), 2) las proteinas constituidas de aminoacidos (por ejemplo, mioglobina que se
encuentra en los tejidos musculares, colageno presente en la matriz extracelular,
zeina presente en el maiz, etc. y 3) los acidos nucleicos los cuales estan hechos de
nucledtidos (ADN, material genético de un organismo dado). En el siguiente

esquema se observan las diferentes clasificaciones de biopolimeros (Figura 2).
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Biopolimeros

Basados en unidades repetitivas

Biodegradable No
biodegradable

Polisacaridos Proteinas  Acidos nucleicos

Base biolégica  Base no bioldgica

Figura 2 Organigrama con las diferentes clasificaciones de los biopolimeros [53].

Las proteinas en este caso se encuentran presentes en animales y plantas, su
extraccion es posible a partir de los subproductos y desechos de la industria agricola
y de cria. Un ejemplo en concreto son el coladgeno, queratina, zeina y soya , debido
a que se encuentran en estos subproductos su obtencion es de bajo costo[54]; su
potencial como un biomaterial es muy prometedor debido a su excelente
biocompatibilidad, biodegradabilidad, no toxicidad y baja respuesta inmune por
consiguiente, en la actualidad se estudian hidrogeles basados en proteinas para

aplicaciones biomédicas [54].

3.1.2.1 QUERATINA

La queratina es una proteina que conforma la mayor parte de las estructuras
epiteliales y epidérmicas citoplasmas. Por lo tanto, es abundante en pelos de
animales, uias, lana, cuernos y plumas[32][54]. Esta se clasifica en dos grupos: a)
queratina blanda y b) queratina dura. La queratina epidérmica, se conoce como
gueratina blanda y contiene 1% de azufre, mientras que la queratina dura contiene
aproximadamente 5% de azufre y se encuentra en pelos, ufias, cuernos y

plumas[55]. Dentro de la queratina se pueden encontrar dos tipos de

32



conformaciones en queratina: hélice-a y lamina-B. Los cabellos humanos estan
estructurados principalmente por dos subtipos de a-queratinas, que interactdan
entre si y se convierten en una hélice levogira heterodimera[56]. Mientras que la

lamina-B primariamente forma parte de una estructura protectora en la cuticula[57].

Hay 14 tipos de aminoacidos presentes que conforman la queratina en donde la
cisteina varia entre el 7 y 20% del total de residuos de aminoacidos.[54]. Estos
residuos en su mayoria interacttan con otros residuos de cisteina formando puentes
disulfuro [58], los puentes disulfuro tanto intermoleculares como intramoleculares
tienen un rol muy importante en las altas propiedades mecanicas que posee la
queratina[58]. En el caso de la queratina dura su alta durabilidad y dureza se debe
al alto contenido de cisteinas en su estructura[54].

Otro punto a destacar es que la degradacion in vivo causada por enzimas
proteoliticas para proteinas comunes no aplica de igual manera en la queratina,
basicamente porque, los mamiferos no tienen queratinas u otras enzimas que
degradan la queratina[59]. Por lo tanto los hidrogeles a base de queratina tienen
tambien la propiedad de ser estables en un largo periodo de tiempo sin ser

degradados por enzimas[54].
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Figura 3 Estructura de la queratina [60], se observan dos cadenas polipeptidicas, dentro de ellas se observa la unién de

algunos aminoacidos propios de la queratina y las interaccion intermoleculares e intramoleculares.
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3.1.3 SINTESIS DE HIDROGELES

Los hidrogeles se sintetizan mediante diferentes métodos de polimerizacién usando
rutas de entrecruzamiento fisico y quimico [61], copolimeros de injerto, y
entrecruzamiento por radiacion [49]. Tanto los polimeros naturales como las
proteinas o los polimeros sintéticos como el PVA con una alta afinidad por el agua
pueden entrecruzarse y asi implementarlos para la elaboracion de hidrogeles[61].
Se pueden llevar a cabo diferentes métodos de entrecruzamiento para el disefio de
un hidrogel, todo depende de la aplicacion en la cual el material se va a desempeniar,
de hecho en los ultimos afios se ha descubierto que estos métodos de sintesis
permiten mejorar las propiedades mecanicas, y viscoelasticas, las cuales son de

vital importancia para las aplicaciones biomédicas[49].

3.1.3.1 ENTRECRUZAMIENTO DE HIDROGELES

El entrecruzamiento es una técnica de estabilizacion quimica en un polimero, el cual
conduce a una ampliacion multidimensional de las cadenas poliméricas, dando
como resultado una estructura en forma de red[61]. Este proceso permite la unién
de una cadena polimérica a otra, siendo de manera iénica o covalente[61]. Los
hidrogeles requieren de un entrecruzamiento adicional y modificacion quimica para
obtener mejores propiedades[50]. Dentro de las consideraciones que se debe tener
para este proceso, la mas importante es la biocompatibilidad de los productos
quimicos elegidos para entrecruzar y de la reaccién de entrecruzamiento, que

determina la supervivencia de las células dentro y fuera del hidrogel[50].

Basados en los métodos de entrecruzamiento tenemos dos diferentes sistemas de
hidrogeles, el primero es el entrecruzamiento fisico, en este tipo de
entrecruzamiento, las cadenas poliméricas se encuentran unidas mediante
interacciones secundarias, como lo son las fuerzas de Van der Waals, interacciones
dipolo-dipolo e interacciones electroestaticas entre iones divalentes y las cadenas
del polimero[50], la relevancia de este sistema es que no incorpora moléculas

entrecruzantes a partir de la sintesis[62], y tambien la facilidad para su
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elaboracion[49]. Por otro lado tenemos el entrecruzamiento quimico el cual consiste
principalmente en moléculas entrecruzadas entre largas cadenas poliméricas
mediante enlaces covalentes[50]. Actualmente el interés en los hidrogeles
entrecruzados quimicamente se debe a la buena resistencia mecéanica que estos
poseen[62], aunado a esto ofrecen la posibilidad de elegir entre una amplia gama
de entrecruzantes siendo que este sea degradable o no degradable, una cualidad

de relevancia para las aplicaciones en la ingenieria tisular[50].

Hinchamiento @ E
—
—~—
Deshinchamiento ? @
a

Hinchamiento

——
T ——

Deshinchamiento

Figura 4 a) Hidrogel entrecruzado fisicamente, b) Hidrogel entrecruzado quimicamente. [50].

3.1.3.1.1 ENTRECRUZAMIENTO FiSICO

En todos los entrecruzamientos fisicos el resultado seran enlaces débiles y no
permanentes entre las cadenas del polimero, aunque sea un gel muy sencillo, este
tipo de entrecruzamiento comprende la formacion de un enredado de las cadenas
del polimero[50]. La longitud o ramificacion del polimero controla las propiedades
mecanicas de los geles hasta cierto punto; aunque, este tipo de los geles siempre
perderan integridad mecanica tras la dilucion, por lo que es extremadamente dificil

aplicarlos in vivo[50].
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Existen diferentes procedimientos para

entrecruzamientos fisicos,

uno de

los mas

utilizados son

la obtencidbn de hidrogeles con

los ciclos de

congelamiento-descongelamiento[63], en el cual una solucién con el precursor es

congelado y descongelado en un medio con agua 0 una mezcla entre agua y un

solvente organico[63]. El producto de este proceso se le denomina criogel; en este

procedimiento durante la formacion del gel, los cristales crecientes van a determinar

el tamafo y la forma de los poros una vez que este se descongele[63](Figura 5).

Sistema inicial

Congelamiento

Sistema congelado

R
" 4

[ g

Descongelamiento
—’

3

Sistema descongelado

5

Figura 5 Esquema de entrecruzamiento fisico de un hidrogel de PVA usando ciclos de congelamiento-descongelamiento[64]

Existen otros métodos por los cuales se puede obtener un entrecruzamiento fisico

como:

a) Calentamiento-enfriamiento: en donde se enfrian y calientan soluciones de

gelatina y carragenina, enredandose en hélices al momento de calentarse, al

enfriarse esta barra en forma de hélice entrecruza

poliméricas[49].

b)

las cadenas

Interaccion ibnica; este se logra mediante la adicion de contraiones

divalentes o trivalentes usando el principio de la gelacion de una solucién

polielectrolitica como el alginato(Na*) con iones multivalentes de cargas

opuestas[49].

Unién por puentes de hidrogeno: esto se puede obtener disminuyendo el pH

de la solucién acuosa de los polimeros acarreando grupos carboxilo para

gestar el entrecruzamiento[49].
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Aunqgue los hidrogeles entrecruzados fisicamente son obtenidos sin necesidad de
utilizar una molécula entrecruzante, o algun tipo de modificacidbn quimica. Esta
ventaja se ve contrastada respecto a diversas variables como lo es el tiempo de
gelificacion, el control sobre el tamafio del poro del gel, su funcionalizacion quimica
y su degradacion; lo que conlleva a que el rendimiento in vivo de este sistema sea
incierto [65].

3.1.3.1.2 ENTRECRUZAMIENTO QUIMICO

Los hidrogeles entrecruzados quimicamente implican la insercion de monémeros en
la cadena principal de los polimeros o de agentes o moléculas entrecruzantes para
unir dos cadenas poliméricas[49]; obteniendo como resultado una red polimérica de
moléculas ramificadas unidas covalentemente[63]. El entrecruzamiento de los
polimeros naturales y sintéticos se puede lograr por mediante la reaccion de sus
grupos funcionales (tales como OH, COOH y NH2) con moléculas entrecruzantes
como aldehidos (por ejemplo, glutaraldehido, acido adipico dihidrazida). Hay una
serie de métodos reportados en la literatura para obtener hidrogeles permanentes

entrecruzados quimicamente [49]. Dentro de estos métodos se encuentra:

a) Entrecruzamiento por moléculas pequefias: en este tipo de entrecruzamiento
un polimero y una pequefia molécula entrecruzante interactian en un
disolvente apropiado, las moléculas poseen al menos dos grupos funcionales
reactivos que permiten la formaciobn de puentes entre cadenas
poliméricas[65].

b) Redes hibridas poliméricas: Esta tipo de entrecruzamiento se produce entre
una unidad estructural de una cadena polimérica y un mondémero de otra
cadena polimérica. Por lo tanto, los polimeros deben estar pre-
funcionalizados con grupos funcionales reactivos para permitir enlaces
covalentes[49][65].

c) Foto-entrecruzamiento: Depende en gran medida de la presencia de grupos
funcionales fotosensibles (Ej. grupos amino). El entrecruzamiento se obtiene

al unir un grupo funcional foto sensible a un polimero que se desea
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entrecruzar, permitiéndole formar enlaces entrecruzados tras la irradiacion
con luz, tal como la luz Ultravioleta, haz de electrones, radiacion
gamma[49][65].

Una ventaja de este tipo de hidrogeles es que permiten la absorcion de agua y
componentes bioactivos insolubles lo que contribuye en una liberacion de farmacos
mediante la difusion[65]; otra aplicacion de este tipo de sistema es en la fabricacion
de sensores quimicos. Esto se debe en gran parte al capacidad de atrapamiento
que tiene este sistema, siendo que el gel es biocompatible y la matriz es lo
suficientemente holgada para permitir la penetracion de pequefias biomoleculas

moléculas ( Ej. oligonucleoétidos, enzimas ) que son analitos de interés [42].

3.1.3.1.2.1 SILICE

La silice es usada como abreviatura del diéxido de silicio en todas sus formas, ya
sea como material cristalino, amorfo, hidratado e hidroxilado, se expresa con una
formula general: SiO2 o SiO2-H20[66]. Esta conformado por matrices tetraédricas
de SiO4 interconectadas entre si (Figura 6). Por otro lado en su superficie, la
estructura termina en un grupo siloxano (Si-O-Si) con el oxigeno en la superficie o
en una de varias formas de grupos silanol (Si-OH)[66]. Los grupos silanol y siloxano
gue se crean en la superficie de la silice, conducen a la naturaleza hidrofila de las

particulas[67].

Posee una superficie extremadamente grande, lisa y no porosa, lo que promueve
un contacto fisico fuerte entre la carga y la matriz del polimero[67]. Las superficies
de la silice tipicamente terminan con tres tipos de silanol: a) silanoles libres o
aislados con grupos OH libres, b) silanoles enlazados con hidréogeno tambien
denominados silanoles puenteados o asociados; se producen cuando dos grupos
silanol unidos a diferentes atomos de silicio estan lo suficientemente cerca para

formar un enlace de hidrégeno y silanoles germinales (Figura 7) [67].
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Figura 6 Estructura del silice[68]
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Figura 7 Diferente tipos de grupos silanol presentes en la estructura de la silice: libres/aislados(lzquierda),

enlazados(centro), germinales(derecha) [67]

Existen dos maneras para la sintesis de la silice, a) por Sol-Gel y b) micro-emulsion,
siendo el Sol-Gel el mas utilizado debido a su proceso en baja temperatura, menor
costo y mejor control de la morfologia[29][69]; en este proceso se utiliza el
tetraetilortosilicato (TEOS) como precursor su obtencion. El cual en presencia de un
medio acuoso (Agua) y usando un acido inorganico como catalizador (HCI) o una
base (NaOH) se produce una hidrolisis que conduce a la formacién de la silice[29].
Dada su habilidad para enlazar moléculas (Figura 8), este material ha sido
ampliamente estudiado como entrecruzante quimico de hidrogeles, debido a que le
confiere estabilidad térmica al sistema, lo vuelve insoluble ante el agua, y mejora

las propiedades mecénicas como la rigidez[31][70].
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Figura 8 Formacién del entrecruzamiento quimico entre dos cadenas poliméricas de PVA y moléculas de silice [31].

3.1.4 METODO SOL-GEL

Las reacciones sol-gel se han estudiado ampliamente durante varias décadas como
un método para preparar precursores de ceramica y vidrios inorganicos a
temperaturas relativamente bajas. La principal ventaja de este proceso es que se
utilizan condiciones simples, como temperatura y presiones relativamente bajas,
algo de mucha utilidad en la sintesis y procesamiento de ceramicos[67][71]. En las
Ultimas décadas, el proceso de sol-gel se ha utilizado ampliamente para crear
nuevos materiales compuestos organicos-inorganicos (hibridos)[68] . Estas
combinaciones facilitan el disefio de nuevos materiales con diversas propiedades
enfocado hacia una amplia gama de aplicaciones. Las aplicaciones biomédicas
requieren el disefio de nuevos biomateriales, y esto se puede lograr fusionando la
quimica y la bioguimica sol-gel[68], teniendo el potencial de proporcionar

combinaciones Unicas de propiedades que otros materiales no pueden lograr[67].

El proceso de sol-gel se puede ver como un proceso de formacion de dos pasos, el
primer paso es la hidrélisis de un alcéxido metélico (Ecuacién 1) y el segundo
consiste en una reaccion de policondensaciéon (Ecuacion 2) (Ecuacion 3). La mayor
parte del interés en este método se concentra en los alcoxidos metalicos y

organicos,
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especialmente la silice, ya que pueden formar una red de 6xido en las matrices
organicas[67]. La reaccion se describe de la siguiente manera:

. H* o OH . (Ecuacion 1)[67]
>Si—OR +H,0 >Si—0OH + ROH.

Formacién grupos alquilo

H* o OH"

>Si—OH + OH—Si< >Si—0—Si< + H,0 (Ecuacion 2)[67]

Policondensacién

H* o OH-

>Si—OH + RO—Si< >Si—0—Si< + ROH (Ecuacion 3)[67]

Policondensacién

3.1.5 DEGRADACION DE POLIMEROS

La degradacion es un proceso irreversible que implica cambios en la estructura del
material, normalmente caracterizada por una pérdida de propiedades (peso
molecular, estructura, resistencia mecanica)[72] Existen diferentes tipos de
degradacion de polimeros, como degradacion fotolitica, térmica, mecanica y
quimica[73][74]. Para aplicaciones in vivo; la degradacién térmica no tiene mucha
importancia. La degradacion mecénica afecta a los polimeros que estan sometidos
a estrés mecanico (por ejemplo implantes médicos, suturas, etc.)[74]. Sin embargo,
todos los polimeros biodegradables contienen enlaces hidrolizables que los hacen
mas propensos a la degradacién quimica por hidrélisis o hidrdlisis catalizada por
enzimas[74].

Se han identificado diversos factores que influyen y contribuyen a la degradacion
del polimero. Entre ellos se encuentran la composicion de
copolimero/entrecruzante, la morfologia, la autocatalisis por productos de
degradacion acidos dentro de la matriz, por la presencia de farmacos u otros
excipientes y la técnica de preparacion[74]. Aunque, los impactos de estos
parametros que aumentan o disminuyen la tasa de degradacion no son exactamente
claros y completamente determinantes. Por lo tanto, el estudio de la degradacion

hidrolitica es sumamente importante al considerar el rendimiento de los implantes
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poliméricos o del rendimiento de sistemas poliméricos de liberacion de

farmacos[74].

3.1.5.1 DEGRADACION HIDROLITICA

La degradacion hidrolitica de un polimero es producto del contacto del material con
un medio acuoso, al momento en que el agua entra en la matriz polimérica esta
genera la hidratacion de las moléculas dando como resultado la ruptura de puentes
de hidrogeno presentes en la red, lo que lleva a un hinchamiento de la estructura 'y
finalmente a la hidrolisis de enlaces inestables[74][72]. Este proceso es regido por
diferentes factores, como la cantidad de agua absorbida, la composicién del
polimero, la solubilidad de los productos de degradacion, la temperatura y el pH de
la solucion, etc.[72]. A lo largo de esta hidrolisis, hay una reduccion del peso
molecular de las cadenas poliméricas, esto se debe a las escisiones de cadena al

azar caracteristicas de este proceso[72].

CH,0OH

HO OH

OH

Figura 9 Esquema de degradacion hidrolitica, Se muestra un disacarido, maltosa, (1) que entra en contacto con una
molécula de agua (2), de esta interaccion resultan compuestos mas sencillos, en este caso monosacaridos de glucosa.(3)

Una obtiene un atomo de hidrogeno y la otra un grupo hidréxido [75].
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En consecuencia para que sistema polimérico sea exitoso, independientemente si
su aplicacion se enfoca en la liberacion de farmacos o para algun tipo de soporte,
este no debe causar ninguna reaccion sistema o local de manera significativa[74],
de aqui yace la relevancia de estudiar la biocompatibilidad de las moléculas
resultantes de la degradacion de los polimeros. Para la mejora continua de los

biomateriales y sus aplicaciones.

3.1.6 SECRECIONES MAMARIAS

Las secreciones mamarias son una parte normal de la funcibn mamaria durante el
embarazo o la lactancia. También puede estar asociado con cambios hormonales
menstruales y cambios fibroquisticos[76]. La secrecién lechosa después de la
lactancia normalmente afectara ambos senos y puede continuar hasta dos o tres
afos después de dejar de amamantar[77]. Sin embargo las secreciones mamarias
anormales no lactacionales (es decir, el paciente no esta embarazada o tiene mas
de 2 afios de la ultima lactancia materna), a menudo este tipo de secrecion es
persistente y unilateral, generalmente por un solo conducto[78]. Estas secreciones
son comunmente causadas por afecciones benignas como papilomas introductores,
ectasia del conducto, papilomatosis, mastitis, cambios fibroquisticos, etc.[78] La
incidencia informada de carcinoma de mama en las secreciones mamarias es de 7
a 15%. No obstante la mayoria de los pacientes con cancer de mama que se
manifiestan con secreciones aisladas tienen una enfermedad en etapa temprana

asociada con carcinoma ductal in situ[78].
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Figura 10 llustracién de secrecién anormal en el pezén y estructura general de las glandulas mamarias[76].

El color en las secreciones mamarias es una de las caracteristicas mas directas
tanto para los pacientes como para los médicos, debido a que es un reflejo de las
sustancias quimicas del tejido mamario en cierta medida[79]. siendo el primer
sintoma alarmante para los pacientes[79]. La secrecion del pezén puede ser de
varios tipos: (1) lechosa, (2) multicolor y pegajosa, (3) purulenta, (4) clara y acuosa,
(5) amarilla o serosa, (6) rosada o serosanguinea, o (7) sanguinolenta[79].
Recientes investigaciones apuntan que los pacientes con secrecion del pezén con
sangre podrian tener un mayor efecto relativo al caAncer de mama que la secrecion
del pezén clara / serosa, por lo tanto, los pacientes que presentan sangre en la
secrecion tenian mas probabilidades de ser considerados sospechosos de
malignidad[79]. Si bien las descargas de los pezones requieren una evaluacion
sistematica para determinar la etiologia, la descarga de los pezones con sangre
podria predecir el riesgo de cancer de mama entre los diferentes colores de las
descargas. No obstante, aln se necesitan estudios adicionales intensivos basados
en muestras de mayor tamafio para obtener una evaluacibn mas precisa de la
sensibilidad y especificidad de la secrecion del pezdn con sangre como indicador
del riesgo de cancer de mama. Por lo tanto, los pacientes con secrecién del pezén
como el primer sintoma pueden beneficiarse de tratamientos adicionales

minimamente invasivos pero eficaces[79].
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Figura 11 llustracién de secrecién anormal en el pezén y estructura general de las glandulas mamarias[80].

3.1.7 BIOCOMPATIBILIDAD

La biocompatibilidad es la habilidad de un material de actuar dentro del organismo
sin producir una reaccion desfavorable en el paciente, en una aplicacion
especifica[81]. Dentro de los criterios basicos de la ingenieria tisular es la adecuada
seleccion del material, siendo de vital importancia que este sea biocompatible, no
toxico, quimicamente estable, etc. [82]. Para ello el estudio de la biocompatibilidad
se expresa como la descripcion y caracterizacion de una respuesta reproducible por
parte del tejido biol6gico al estar en constante convivencia con determinado
material[83].Por lo cual la importancia de su estudio, deriva de la necesidad de
conocer la diferencia que existe entre un tejido vivo y un material al estar dentro del
organismo; pudiendo desencadenar tanto efectos beneficiosos como

perniciosos[83].

Dentro de los estudios en la primera fase de evaluacion de los biomateriales y
equipos médicos implantables, los ensayos de citotoxicidad in vitro conforman una
ruta simple, rapida y economica para obtener valiosa informacion acerca de la
biocompatibilidad de los biomateriales[84]. Internacionalmente existe las normas
ISO 10993-4, ISO 10993-5, y la ASTM F756-17, las cuales hablan acerca de la
evaluacion bioldgica en los dispositivos médicos; describiendo las diferentes
pruebas para evaluar la citotoxicidad y porcentaje de hemolisis in vitro de

dispositivos médicos. Estos métodos especifican la incubacion de células cultivadas
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y extraccion de sangre, en contacto con un dispositivo y / 0 extractos de un
dispositivo, ya sea directamente o por difusion. Las pruebas estan disefiadas para
determinar la respuesta biol6gica de células in vitro de mamifero usando pardmetros
biolégicos apropiados[85][86]. Uno los ensayos principales incluidos en la norma
para la evaluacion de la viabilidad celular son los ensayos de hemdlisis y el ensayo
MTT.

8.5.1 ENSAYO DE HEMOLISIS ACORDE A LA NORMA ASTM F756-17

La sangre es un fluido presente en la mayoria de los organismos, cuya funcion
radica en el transporte de nutrientes, oxigeno, productos excretores y endocrinos a
través de ubicaciones definidas del cuerpo[87]. Los diferentes componentes de la
sangre tienen diversas funciones: los globulos rojos transportan oxigeno, los
glébulos blancos combaten las infecciones y las plaguetas ayudan en la coagulacién
de la sangre[87], por lo que el contacto que la sangre dentro del organismo pueda
tener con sustancias ajenas o extrafios al cuerpo, desencadena generalmente una
serie de alteraciones hematoldgicas, tales como: inflamaciones, coagulaciéon y
hemolisis[88]. En términos generales, la falta de hemocompatibilidad es deriva en
la coagulacién de la sangre en presencia de un cuerpo extrafio e implica un riesgo
de trombosis relacionado con esta coagulacién. Al ser parte de la biocompatibilidad,
evaluar la hemocompatibilidad es una prueba de evaluacion inicial para obtener un
efecto biolégico para ambas categorias de dispositivos, comunicacion externa e

implantes que entran en contacto con sangre circulante o no circulante[88].

[ ]
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Figura 12 Esquema de la hemolisis de los eritrocitos, al izquierda de la imagen se observa un glébulo rojo en su estado
normal, a la derecha es un eritrocito que ha sufrido un proceso de hemolisis liberando hemoglobina y otro tipo de
proteinas[89].
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Hablando especificamente de la hemdlisis, este proceso resulta esencialmente del
aumento de la presion osmoética de los glébulos rojos (eritrocitos). Durante la
hemodlisis, se produce la ruptura de los glébulos rojos dando pie a la liberacién de
hemoglobina[88]. El porcentaje de hemoalisis representa la extension de los glébulos
rojos rotos por la muestra en contacto con la sangre total. Cuanto mayor sea el

namero de glébulos rojos rotos, mayor sera el porcentaje de hemolisis[90].

La Figura 13 muestra un esquema general del proceso llevado a cabo para un
ensayo de hemolisis. Primeramente la sangre anti coagulada se centrifuga y se lava
con solucion salina tamponada con fosfato (PBS)/ solucién Alsever tres a cinco
veces en una centrifuga, para extraer completamente el suero y obtener glébulos
rojos. Después, 10 pl de glébulos rojos se transfieren a un micro tubo de 2 ml, se
afora con 990 pl de agua (como control positivo) y buffer PBS/solucion Alsever
(como control negativo), respectivamente. Las muestras se exponen luego a una
suspensioén de glébulos rojos que contiene 10 pl de glébulos rojos y990 pl de buffer
PBS/solucién Alsever, respectivamente[90][91]. Las mezclas anteriores se incuban
luego a 37 ° C durante 30min, seguido de centrifugacion de acuerdo con diferentes
investigadores (10,000 rpm; 3 min. 0 2000 rpm; 5 min. o 2500 rpm; 5 min.)[91].
Luego, el sobrenadante sera analizado mediante espectrofotometria UV-Vis a 415
nm[90]. El porcentaje de hemolisis se calcula utilizando la siguiente ecuacion 8.4.
La norma establece un rango en el cual dependiendo del porcentaje de hemolisis
presente, se clasificara el material en tres categorias 1) no hemotoxico, 2)

ligeramente hemotéxico, y 3) hemotdxico como se aprecia en la Tabla 3[86].

Porcentaje hemolisis = ;‘M‘ﬂxwo (8.4)[90]

cp —AcN
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Figura 13 Esquema ensayo hemolisis de acuerdo a las normas 1SO-10993-4 y ASTM 756-17: [92].

Tabla 3. Clasificacion de hemotoxicidad acorde al porcentaje de hemolisis

Porcentaje de hemolisis Hemotoxicidad
0-<2% No hemotdxico
2-5% Ligeramente hemotoxico
> 5% Hemotdxico
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3.1.8 TECNICAS DE CARACTERIZACION

Las técnicas de caracterizacion nos permiten conocer mas fondo la composicion
quimica y morfologica del material que se esta sintetizando, a continuacion se
describiran los fundamentos de cada técnica de caracterizacion que se llevaran a

cabo a lo largo de este proyecto.

3.1.8.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

En un microscopio electrénico de barrido se barre mediante un rastreo programado
la superficie del solido con un haz de electrones de energia elevada y como
consecuencia de ello se producen en la superficie diversos tipos de sefiales. Estas
sefales incluyen electrones retrodispersados, secundarios y Auger (Figura 14);
fotones debidos a la fluorescencia de rayos X y otros fotones de diversas energias.
Todas estas sefiales se han utilizado en estudios de superficies, pero las mas
usuales son las que corresponden a: (1) electrones retrodispersados y secundarios,
en los que se fundamenta el microscopio de barrido de electrones y (2) la emision

de rayos X, que se utiliza en el andlisis con microsonda de electrones.

A continuacion se presenta un esquema con las partes que tiene un microscopio
electrénico de barrido, este dispositivo emplea un cafidn de electrones ademas de
un sistema de focalizacion de electrones, esta sefial es detectada por un detector
de electrones que envia la sefial al pantalla de rayos catédicos para procesar la

sefal y generar la imagen[93].
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Figura 14 Diferentes tipos de sefiales arrojadas por el material al momento de que el incide el haz de
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Figura 15 Esquema general de un microscopio electrénico de barrido/SEM[93]
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3.1.8.2 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE
FOURIER FTIR

En la espectroscopia infrarroja, la radiacion Infrarroja (IR) pasa a través de una

muestra. Parte de la radiacion infrarroja es absorbida por la muestra y parte de ella

es transmitida. El espectro resultante representa la absorcion y transmision, creando

una huella digital molecular de la muestra. Al igual que una huella dactilar, no hay

dos estructuras moleculares Unicas que produzcan el mismo espectro infrarrojo.

Esto hace que la espectroscopia infrarroja sea Util para varios tipos de andalisis[95].

El proceso de adquisicidon de la sefial ocurre de la siguiente manera:

1.

La fuente: la energia infrarroja se emite desde una brillante fuente de cuerpo
negro. Este rayo pasa a través de una abertura que controla la cantidad de
energia presentada a la muestra.[95]

El Interferometro: el haz entra al interferometro donde tiene lugar la
"codificacion espectral'. La sefial del interferograma resultante sale del
interferometro[95].

La muestra: el rayo entra al compartimento de la muestra donde se transmite
o se refleja a través de la superficie de la muestra, segun el tipo de andlisis
que se realice. Aqui es donde se absorben las frecuencias especificas de
energia, que son caracteristicas de la muestra[95].

El detector: el rayo finalmente pasa al detector para la medicion final. Los
detectores utilizados estan especialmente disefiados para medir la sefal
especial del interferograma[95].

La computadora: la sefial medida se digitaliza y se envia a la computadora
donde tiene lugar la transformacion de Fourier. El espectro infrarrojo final se
presenta al usuario para la interpretacibn y cualquier manipulaciéon

posterior[95].
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Figura 16 Proceso de adquisicion de sefial espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)[95].
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CAPITULO IV

4.1 DESARROLLO EXPERIMENTAL

A continuacion se describe la metodologia que se llevara a cabo a lo largo de esta
investigacion.

4.1.1 LISTA DE MATERIALES

e Tabletas PBS(Sigma-Aldrich)

e Urea (J.T. Baker)

e 2-mercaptoetanol(Sigma-Aldrich)

e EDTA(Sigma-Aldrich)

e Tris Base (Sigma-Aldrich)

e SnakeSkin Dialysis Tubing, 3.5K MWCO, 35mm dry diameter (ID) x
10.7m (Thermo-Scientific)

e Acido clorhidrico HCI (J.T. Baker)

e Agua destilada

e Tetraetilortosilicato TEOS (Sigma-Aldrich)

e Biofibra de pluma de pollo

e SDS (Sigma-Aldrich)

4.1.2 OBTENCION EXTRACTO DE QUERATINA

Primeramente se peso6 1g de biofibra de pluma de gallo (Gallus gallus domesticus),
se puso bajo agitacion orbital por 12 Hrs a una temperatura de 60°C junto con una
solucion de Urea al 7M, 0.6g de SDS (dodecilsulfato sédico) y 1.5 ml 2-
mercaptoetanol (Tabla 4), posterior a ello, se hizo un proceso de dialisis con agua
destilada cambiando el agua cada 24 Hrs, durante 5 dias, usando una membrana

de celulosa SnakeSkin Dialysis Tubing, 3.5K MWCO, 16 mm dry 1.D, acto seguido
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se congeld la muestra durante 24 Hrs a -20°C , se liofilizé a una temperatura de -
85°C y una presion de 0.175 mbar en un liofilizador marca Labconco Freezone 2.5

Liter Benchtop Freeze Dry System durante un periodo de 24 Hrs.

Tabla 4. Lista de reactivos empleados para la extraccion de la queratina

Reactivos Cantidades
Biofibra de pluma de gallo lg
Urea M

SDS (Dodecil sulfato de sodio) 0649

2 mercaptoetanol 500 pl

9.2.1 CARACTERIZACION EXTRACTO DE QUERATINA

Para la caracterizacion de la Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de
Fourier (FTIR). Se us6 un espectrometro Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR
Spectrometer. Se colocé una pequefia parte de cada muestra (biofibra y extracto de
gueratina) en la parte central de cristal, cada uno de los espectros fueron obtenidos
en un rango de 4000 cm' a 500cm, con un nimero de 128 escaneos a una
resolucién de 4. Se hizo uso de un microscopio HITACHI SU5000 SEM con un
detector EDS Bruker Xflash 6160. Para ello previamente se tom6 una pequefia parte
de la biofibra de pluma de pollo y del extracto de queratina. Ambas muestras fueron
colocadas en porta muestras especifico para SEM con una cinta de carbono de
doble vista, las muestras fueron trabajadas en alto vacio usando con voltaje de
aceleracion de 20kV.
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4.1.3 SINTESIS HIDROGELES QUERATINA-SILICE

Previo a la sintesis del hidrogel se preparé una solucion stock de queratina, usando
como base el extracto de queratina anteriormente liofilizada, se utilizé buffer de
fosfato salino (PBS 1X a pH 7.4) como disolvente, teniendo una concentracion final
de 20mg/ml. Posteriormente se preparo la solucion de Tetraetilortosilicato (TEOS) ,
reactivo precursor para la obtencion de silice. Esta solucion fue preparada con agua
destilada y la cantidad de TEOS esté en funcion de tres relaciones de queratina-
silice desde 1:1, 1:4 y 1:7 (p/p) (Tabla 5). Después se midi6 el pH de la solucion de
TEOS y se acidifico usando una solucién de HCI 1N hasta llegar a un pH cercano a
2.5, por ultimo fue sonicada por 30 segundos en un ultrasonicador (Ultraturrax
Ultrasonic Processor Ultraschallprozessor UP50H Hielscher), para una mayor
homogenizacion. Una vez acidificada la solucion de TEOS, ambas soluciones,
fueron vertidas en un vaso de precipitado de 10mL, y fueron mezcladas el sonicador
por 1 minuto, se verifico el pH y se ajustd hasta un pH de 7 usando una solucién de
NaOH 1M, de nueva cuenta la muestra fue sonicada por 30 segundos y vaciada en
un tubo de rosca para observar su gelacion, en un periodo de 1 hora. En el caso del
hidrogel sin queratina (0:1) Unicamente se preparo la solucion de TEOS agregando
300 pL de TEOS y 1.7 mL de agua destilada, fue sonicada por 30 segundos y acto
seguido fue vertida en un tubo de rosca, hasta observar gelacion, alrededor de 48
horas.

Tabla 5. Disefio de experimentos relacion hidrogeles queratina-silice. A continuacién se explica a detalle la cantidad de
reactivo que se usé para la elaboracién de cada uno de los hidrogeles.

Reactivos 1:1 1:4 1:7 0:1
Queratina 40 mg 40 mg 40 mg Omg
(2 ml PBS 1X)

Soluciéon TEOS 40 mg 160 mg 280 mg 280mg

(2 ml H20O Destilada)
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4.1.3 CARACTERIZACION HIDROGELES QUERATINA-SILICE

Para su caracterizacion en el Microscopio Electronico de Barrido (SEM),
previamente se tomo una porcion de cada uno de los hidrogeles de queratina-silice,
se guardaron en vasos de precipitado de 10mL y se congelaron por 24 Hrs a -20°C.
Posteriormente, para retirar el contenido de agua en el material, y que el gel
conserve su microestructura porosa se procedera a liofilizarlas a -85°C y a una
presion de 0.175mbar durante 4 horas. Acto seguido, los geles 0:1, 1:4, 1:7,
liofilizados fueron colocados en portamuestras especiales para SEM, en una cinta
de carbono de doble vista, las muestras fueron trabajadas en alto vacio y con un
voltaje de aceleracion de 20 Kv. Para la caracterizacion de los hidrogeles mediante
la espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR). Se coloc6 una
pequefia fraccion de cada los hidrogeles queratina-silice en relacién 0:1, 1:4y 1:7,
en la parte central de cristal, cada uno de los espectros fueron obtenidos en un

rango de 4000 cmta 500cm?, con un nimero de 128 escaneos.

4.1.4 PRUEBA DE HINCHAMIENTO

La evaluacion de la perdida de agua en los hidrogeles de queratina- silice, se realiz6
de manera reversa, debido a la naturaleza de estos geles en particular que nacen
hinchados, esta prueba se realiz6 por triplicado. Primeramente se pes6 cada uno
de los geles en ambas relaciones (1:4 y 1:7) antes de iniciar con el estudio, después
cada dos horas se fue tomando el peso de cada una de las muestras. Este
procedimiento se sigui6é repitiendo hasta observar que la medicion peso de las
muestras se mostrara constante. Los resultados obtenidos de esta prueba se

analizaron con base en la siguiente ecuacion (Ecuacion 4):

Grado de hinchamiento = %xmo (Ecuacion 4)
H

Donde Ws es el peso del hidrogel hinchado, Wh es el peso inicial del hidrogel.
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4.1.5 PRUEBAS DE DEGRADACION HIDROLITICA

Las pruebas de degradacion hidrolitica fueron realizadas en una solucion Buffer
Salino de fosfato (PBS) con un pH de 7.4. Se preparé un litro de PBS, del cual
separamos 300 ml de tal, para reducir el pH a 5.4 y otros 300 ml de PBS para reducir
su pH a 6.8. Para reducir el pH del PBS de 7.4 a 5.4 se le agregaron 2.5 ml de acido
clorhidrico 1N, y para reducirlo de 7.4 a 6.8 se le agregaron 1.5 ml de acido
clorhidrico 1N. Se prosiguio a cortar muestras de hidrogel de queratina-silice con
una medida aproximada de 0.5 x 0.5 cm?, se pesaron y fueron expuestas a las
soluciones de PBS con pH de 5.4 y 6.8. Se mantuvieron en degradacion en una
microplaca, a diferentes periodos de tiempo: 1 dia, 2 dias, 4 dias, 8 dias y 16 dias,
tal y como se muestra en la Figura 17. Al término de cada tiempo de degradacion
se peso6 cada muestra para determinar la pérdida de peso en cada una, posterior a

esto fueron caracterizadas.

Hidrogeles
Queratina-silice 1 dia 2 dias 4 dias Bdias 16 dias

68pH | B

=« OOOO0O0
00,0000
e e 000
OO0

68pH | D

Figura 17 Esquema general de prueba de degradacion hidrolitica a hidrogeles de queratina-silice con relaciones de 1:4 y

1:7. Se emple6 una microplaca de 24 pozos, utilizando dos tipos de pH (5.4 y 6.8) durante un lapso de 1, 2, 4, 8 y 16 dias.



4.1.5.1 CARACTERIZACION MUESTRAS CON DEGRADACION

Se colocé una pequeia fraccién de cada uno de los hidrogeles queratina-silice en
relacion 1:4 y 1:7, en la parte central de cristal, cada uno de los espectros fueron
obtenidos en un rango de 4000 cm-1 a 500cm-1, usando un numero de 128

escaneos, a una resolucion de 4cm.

4.1.6 DISENO DE EXPERIMENTOS

A continuacién se presenta el disefio de experimentos que se usara para evaluar
si alguno de los factores es significante en el proceso, para ello se hard uso de un

disefio factorial (Tabla 6).

Tabla 6 Disefio experimental pruebas de degradacién hidrogeles queratina-silice.

Proceso Relacion Tiempo de
Queratina/Silice degradacion
5.4

1:1 1 dia

2 dias

Hidrogeles 1:4 6.8 4 dias
Queratina-Silice 8 dias

17 I e

4.1.7 ENSAYO DE HEMOLISIS

Previamente se prepar6 100mL solucion Alsever a un pH de 6.4 usando los
componentes descritos en la Tabla 7, acto seguido se sacé 2mL de una muestra de
sangre de un paciente sano, se colecto en un tubo para muestras de sangre con
EDTA (anticoagulante natural), posteriormente se pasé a un tubo falcon de 15 mL,
acto seguido se centrifugo la sangre a 3000 rpm por un tiempo de 3 minutos, esto
con el objetivo de separar la sangre y obtener los globulos rojos. Después usando

una pipeta Pasteur se retird el sobrenadante con residuos de plasma, glébulos
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blancos. Luego se realizaron 3 lavados agregando al paquete de glébulos rojos 10
mL de solucion Alsever, se centrifugo a 3000 rpm por 3 minutos. Una vez finalizados
los lavados, se prepararon las muestras para el ensayo de hemolisis en un
microtubo de 2ml, afiadiendo 990 pl de solucion Alsever, 10 ul de glébulos rojos pl
y 2mg de hidrogel en las relaciones 1:4 y 1:7, asi mismo se prepar6 un control
positivo con 990 ul de agua y 10 ul de gloébulos rojos y un control negativo con 990
ul de solucion Alsever y 10 pl de glébulos rojos, realizandose por triplicado (Figura
18). Posteriormente se dej6é incubando en bafio maria a 37 °C a 200 rpm por 30
min, después se centrifugd a 3000 rpm por 3 minutos. Por ultimo se llevo a leer las
muestras a un espectrofotometro UV-Vis Nanodrop 2000 Thermo Scientific usando

5 ul a una longitud de onda de 415nm.

Tabla 7 Lista de reactivos para preparacion solucion Alsever.

Reactivos Cantidades
Dextrosa (0.166M) 2.9906 g
NaCl (0.071M) 0.4149¢
Citrato de sodio (0.027M) 0.7941 g
Acido citrico (0.002M) 0.0384 g
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Control negativo
(Solucidn Alsever
990 pl +10 pl GR)

Plasma

Glébules

blancos
Glébulos
rojos (GR)

Sangre extraida Sangre Paquete de 3 lavados con Control positive
entubo con oentrliugad? glébulos rojos b solucidén (990 pl agua +
EDTA 3000 rpm 3min (GR) Alsever 10 wl GR)

3000 rpm 3min

Incubacién Centrifugar a
30 min 3000 rpm por
37°C a 200 P_ .
3 min
—————y
Tomar 5 pl de
sobrenadante

Determinar porcentaje de hemolisis o

Apm= Acn ACN

x100 (
Acp Leer en UV-Vis a 415nm

Figura 18. Esquema general de ensayos de hemolisis

Preparacién muestra
(990 pl solucién Alsever
+10 plGR + 2mg

hidrogel 1:4, 1:7

@

Porcentaje hemolisis =
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4.1.8 ENSAYO DE HEMOLISIS EXTENDIDO

Nuevamente se prepardé 100mL de solucién Alsever a un pH de 6.4 usando los
componentes descritos en la Tabla 8, posteriormente se sacé 4ml de una muestra
de sangre de un paciente sano, se colecto en un tubo para muestras de sangre con
EDTA (anticoagulante natural), acto seguido se paso a un tubo falcon de 15 ml, y
se centrifugo a 3000 rpm durante 3 minutos, Después se retird el sobrenadante y
luego se realizaron 3 lavados agregando al paquete de glébulos rojos 10 mL de
solucion Alsever, y se centrifugd a 3000 rpm por 3 minutos. Una vez finalizados los
lavados, se prepararon las muestras para el ensayo de hemolisis en un microtubo
de 2ml, se afadié 990 pul de solucion Alsever, 10 ul de glébulos rojos pl y 2mg de
hidrogel en las relaciones 0:1, 1:4 y 1:7, asi mismo se prepard un control positivo
con 990 ul de agua y 10 ul de glébulos rojos y un control negativo con 990 pl de
solucion Alsever y 10 pl de globulos rojos, realizandose por triplicado (Figura 18).
Después se dejo incubando en bafio maria a 37 °C a 200 rpm por 30 min, luego se
centrifugé a 3000 rpm por 3 minutos. Por ultimo se llevo a leer las muestras a un
espectrofotometro UV-Vis Nanodrop 2000 Thermo Scientific usando 5 pl a una
longitud de onda de 415nm. Dado que la prueba tuvo una duracion de 8 dias, los
microtubos fueron almacenados a 4°C y se realizé cada lectura en un intervalo de

24 horas, dado como resultado un total de 5 mediciones.

62



CAPITULO V

5.1 RESULTADOS Y DISCUSION
5.1.1 EXTRACTO DE QUERATINA Y BIOFIBRA

5.1.1.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE
FOURIER

En la Figura 19 se observan los espectros resultantes la biofibra pluma de gallo asi
como del extracto de queratina. La Figura 19A corresponde al espectro FTIR de la
biofibra, en donde se encontraron diferentes bandas relativas a grupos funcionales
atribuidos a la proteina queratina: la banda 3288 cm™* esta relacionada con el
estiramiento de enlaces v(NH), tambien denominada Amida A [96]. Las bandas a
2921 cmy 2857 cm, ambas estan asociadas a vibraciones asimétricas del metilo
V(CH3) y vibraciones asimétricas del metileno v(CH2) [97], por otro lado las bandas
encontradas en 1635 cmy 1650 cm se atribuyen a estiramiento del enlace v(C=0)
y es asignada a la Amida 1[96][98], en particular la intensidad de la banda de 1650
cm? se relaciona con respecto a una predominante conformacion de a-hélice[97],
asi mismo se observa una banda 1538 cm* corresponde a la Amida 11[96] la cual
esta directamente relacionada con una conformacion B-laminar; los péptidos y las
proteinas con una estructura anti paralela B-laminar presentan fuertes bandas en
este rango[97], en 1391 cm™ se observa una banda relacionada con las vibraciones
fuera del plano de d(CHs) y &(CH2)[97]. La banda identificada en 1235 cm™
corresponde a la Amida lll, principalmente a las vibraciones de estiramiento de
V(CN), v(NH) y 8(C-O) [96].

Por otro parte en la Figura 19B se observa el espectro FTIR del extracto de la
gueratina, cuyas bandas mostraron una gran similitud con las del espectro de la
biofibra, sin embargo, realizando un anélisis mas detallado se encontraron algunas

diferencias que estan directamente relacionadas con el proceso de extraccion. Se
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observa que se encuentra presentes: la banda 3292 cm (Amida A), 2921 cm? y
2852 cm* (correspondientes a v (CH2) y v (CH?3)) las cuales en comparacion con el
espectro A muestra un aumento de intensidad presente en ambas bandas. 1654 cm-
! y 1645 cm (Amida 1) con una conformacion predominante de a-hélice. 1546 cm-
1y 1538 cm (Amida Il) que estan relacionadas a una estructura anti-paralela de -
laminar, por lo que ambas conformaciones no se vieron afectadas por el proceso de
extraccion. 1388 cm™ (relacionadas a vibraciones de &(CHs3) y &(CHz2)), la
transmitancia de esta banda es mucho mayor en el espectro de la biofibra, esto se
debe a que la intensidad de esta banda esté vinculada a la cercania de enlaces C-
0O[97]. Asi mismo las bandas 1243 cm™ y 1213 cm™ (Amida IIl) mostrando un
incremento en el tamafio de la banda con respecto al espectro anterior

observandose, por lo que dicho incremento explica el tamafio de la banda 1388 cm-
1
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Figura 19 Espectros FTIR de la A) biofibra pluma de gallo y B) extracto de queratina. Ambos espectros muestran la
presencia de bandas caracteristicas de la proteina (Amida A, I, 1l y 11I).
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Figura 20 Espectros FTIR de la A) biofibra pluma de gallo y B) extracto de queratina analizados en la region de 1200 cm™ a
600 cm™. Ambos espectros muestran una similitud en las bandas correspondientes a la metionina sin embargo el espectro
del extracto se aprecian bandas que se relacionan con una conformacion a-hélice y con el proceso de extraccion

En la Figura 20 se observa un analisis de los espectros de biofibra pluma de gallo y
extracto de queratina en una regiéon de 1200 — 600 cm?, en la Figura 20A se
observan tres bandas en especifico 755 cm, 705 cm™ y 665 cm™, las cuales
corresponden a la vibracién de estiramiento de enlaces v(CS)[97]. En la Figura 20B
en general se presenta un mayor niumero de bandas identificadas, primeramente
las bandas 1106 cm™? y 1064 cm™ son atribuidas al mondéxido y diéxido de &cido

cisteico respectivamente, producto de la oxidacion de los residuos de aminoacidos
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de cisteina presentes en la biofibra al momento de la diélisis[97]. Las bandas 963
cmty 930 cm se relacionan directamente con la conformacién caracteristica de la
queratina en a-hélice. Por Ultimo el conjunto de bandas 753 cm™,723 cm,701 cm™?
y 626 cm* de igual manera se relacionan con la vibracién de estiramiento de enlaces
v(CS)[97].

5.1.1.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

En la Figura 21 se puede apreciar las diferentes micrografias obtenidas de la biofibra
de pluma de gallo y el extracto de queratina a diferentes magnificaciones. La Figura
21A, se muestra una micrografia de la biofibra de pluma de gallo a una
magnificacion de 80X, donde se observa una morfologia en forma de fibras con
diferentes tamafios y grosores, asi mismo en la Figura 21B con una magnificacion
de 500X se aprecia que estas fibras estdn conformadas por un conjunto de fibras
con mucho menor tamafio, las cuales se van uniendo unas con otras hasta formar
una mas grande. Por otro lado la Figura 21C corresponde al extracto de queratina
a una magnificacion de 80X, se observa un cambio importe en la morfologia de la
muestra, a comparacion de la biofibra (Figura 21A), presentdndose una morfologia
amorfa en forma de laminas, de igual manera en la Figura 21D, misma
microestructura se observa a una magnificacion de 600X, esto se atribuye a
desnaturalizacion de la proteina, y principalmente a la liofilizacién realizada al final
proceso de extraccion, debido que al momento en que se retira el solvente, este tipo

de muestra adopta dicha morfologia[99].
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Figura. 21 Micrografias de biofibra pluma de gallo y extracto de queratina. A) Biofibra pluma de gallo magnificacion 80X, se
observa una morfologia en forma de fibras. B) Biofibra pluma de gallo magnificacién 500X, es posible apreciar que la
conformacion de cada una de estas fibras reside en la union de fibras mucho méas pequefias. C) Extracto de queratina
magnificaciéon de 80X, a diferencia de la biofibra no se observan fibras definidas, si no con una morfologia en forma de

laminas producto de la liofilizacion D) Extracto de queratina magnificacion de 600X.
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10.1.4 EDS

En la Figura 22 se observa un analisis de EDS realizado a la biofibra pluma de pollo,
con los diferentes elementos presentes en la muestra: carbono(C) 72%,
nitrogeno(N) 9%, oxigeno(O) 18% y azufre(S) 1%, todos los elementos presentes
se encuentran en la mayoria de las biomoleculas y en particular los aminoacidos,
unidades estructurales de las proteinas, ademas la presencia de azufre
corresponde a los residuos de cisteina, uno de los aminoacidos con mayor
presencia dentro de la secuencia polipeptidica de la queratina. Asi mismo en la
Figura 23 se muestra el analisis al extracto de queratina dando como resultado los
siguientes elementos: carbono(C) 73%, nitrdgeno(N) 6%, oxigeno(O) 18% azufre(S)
2% y calcio (Ca) 0.68%. El calcio presente en el EDS del extracto (Figura 23) se
atribuye principalmente al agua empleada en la didlisis para la extraccion de la
gueratina. Ambas muestras presentan una distribucion similar de composicién
elemental, no obstante se observa una pequefia diferencia entre el porcentaje de
nitrégeno y azufre, de ambas muestras, esto debido a la ruptura de enlaces

intermoleculares en la desnaturalizacion de la queratina.

cps/eV
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25 E # Oxigeno
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5 E Carbono
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o

4
Figura 22 EDS de biofibra de pluma de gallo. El EDS realizado indicé la presencia de carbono, nitrégeno, oxigeno y azufre

en la biofibra de pluma de pollo.

69



20
18
16
14
12
10

o N B O o

cps/eV

Azufre
2% Calcio

0.68%

Nitrogeno
6%

Oxigeno,
18%

Carbono
73%

2 4

Figura 23 EDS de extracto de queratina. Las pruebas de espectroscopia de rayos X de energia dispersa demostraron la

presencia de carbono, nitrégeno, azufre y calcio en extracto de queratina.
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5.1.2 GELES QUERATINA SILICE 1:4 Y 1:7

5.1.2.1 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

La Figura 24 muestra los espectros FTIR resultantes de los hidrogeles de queratina-
silice con relacidén 1:4 y 1:7. El espectro de la relacion 1:7 (Figura 24A) presenta las
siguientes bandas: 1641 cm, asociada con el estiramiento de v(C=0) en
correlacién Amida 1[29][96] .1553 cm* atribuida principalmente la Amida 11[97]. 1083
cm?® y 986 cm™ relacionados con enlaces (Si-O) y (Si-O-Si) con vibraciones
asimétricas y simétricas respectivamente[100][101]. Estas bandas corroboran la
formacion de la matriz de silice en la estructura del hidrogel[29]. Asi mismo en la
Figura 24B el espectro de la relacién 1:4 presenta las siguientes bandas: 1647cm*
(Amida 1), 1541 cm?, (Amida Il) 1086 cm™? (Si-O) y 980 cm? (Si-O-Si),
presentandose una similitud entre ambos espectros debido a que solo se cambio la

relacion.

Sin embargo las bandas de la Amida |, Amida ll el espectro de la relacion 1:4 (Figura
24B) se observan con una mayor transmitancia con respecto al espectro de la
relacion 1:7 (Figura 24A), asi mismo las bandas relacionadas a enlaces Si-O y Si-
O-Si presentan una menor transmitancia con respecto relacion 1:7 (Figura 24A),
esto se atribuye principalmente a la cantidad de entrecruzante presente en los
hidrogeles. Los espectros no muestran un tipo de banda relacionada a algun enlace
formado entre la queratina y la matriz de silice por lo que se infiere que la interaccion
entre los dos materiales esta dado por interacciones fisicas. La Figura 25 muestra
el espectro de la relacion 0:1, donde se aprecia a mayor detalle, las bandas
caracteristicas de la silice: 1083 cm™ atribuida a estiramientos simétricos de los
enlaces Si-O, de doble degeneracion [102], 959 cm™? y 789 cm™ asociados a
estiramientos simétricos de los enlaces Si-O-Si presentes en la

microestructura[102].
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Figura 24 Espectros FTIR del A) Hidrogel queratina-silice 1:7 y B) Hidrogel queratina-silice 1:4. La relacién de entrecruzante

influye en la intensidad de las bandas concernientes a la queratina.
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Figura 25 Espectro FTIR del hidrogel silice 0:1. Se aprecia las dos bandas caracteristicas de la silice

73



5.1.2.2 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

En la Figura 26 se presentan las diferentes micrografias realizadas a los hidrogeles
con relaciones de 1:4 y 1:7, la Figura 26A muestra una microestructura homogénea
y porosa del hidrogel queratina-silice con relacién 1:7 a una magnificacion de 130X,
sin embargo a una magnificacion de 350X (Figura 26B) se observa que el tamafio
de estos poros es reducido y no tiene un tamafo uniforme. Por otro lado, en la
microestructura de la relacion 1:4 (Figura 26C) a una magnificacién de 130X, y a
una magnificacion de 250X se aprecia una microestructura homogénea y mas
porosa a diferencia de la relacion 1:7 (Figura 26A), aunque sin tener un tamarfio de
poros definido, ademas los puntos blancos que se aprecian a lo largo de toda la
imagen corresponden a cristales de sales asociadas al PBS en el que fue preparada

la solucion stock de queratina, empleada para la elaboracion del hidrogel.

Con base en la informacion obtenida en las micrografias de los hidrogeles en
ambas relaciones (1:4 y 1:7), la distribucién en la que los poros se encuentran
presentes corresponde a una porosidad del tipo fractura[103], entre cada uno de las
laminas del extracto de queratina y silice. El cambio en la porosidad entre la relacion
1:4y 1:7 esté relacionado con la cantidad de entrecruzante presente en el material,
entre mayor sea la cantidad de entrecruzante, el tamafio de este poro se vera
disminuido. La Figura 27 muestra micrografia tomada al hidrogel 0:1 a una
magnificacion de 200X, se observa que presenta una morfologia porosa y con
mayor homogeneidad a diferencia de los hidrogeles de relacion 1:4 y 1:7, esto se
atribuye principalmente al proceso de sintesis, ya que en la relacion 0:1 no usa HCI
y NaCl para catalizar la reaccién, se ha reportado que un mayor tiempo de gelacion

permite una estructura mas homogénea y porosa [104]
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300pum  HT-UACJ 20.0kV 11.4mm x350 UVD 30Pa

400pum  HT-UACJ 20.0kV 11.2mm x25

Figura 26 Micrografias Hidrogeles queratina-silice relacion 1:7 y 1:4. A) Hidrogel queratina-silice 1:7 130X, se observa una
morfologia homogénea y porosa B) Hidrogel queratina-silice 1:7 350X, aunque la morfologia presenta porosidad, no se
puede determinar un tamafio de poro en especifico. C) Hidrogel queratina-silice 1:4 130X se aprecia una morfologia con
mayor presencia de porosidad con respecto al hidrogel de relacién 1:7 D) Hidrogel queratina-silice 1:4 250X, se observa con
mas detalle que dicha microestructura no presenta tambien poros bien definidos, ademas de la presencia de sales
distribuidas de manera homogénea en la muestra.
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Figura 27 Micrografias Hidrogel -silice relacion 0:1.
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5.2.1.3 EDS

En la Figura 28 se presenta el andlisis EDS realizado al hidrogel de queratina-silice
con relacion 1:7 mostrando la presencia de los siguientes elementos: carbono (C)
36%, oxigeno (O) 39%, silicio (Si) 16%, nitrdgeno (N) 4%, cloro (Cl) 2% sodio (Na)
2%, azufre (S) 1%, calcio (Ca) 0.36% y potasio (P) 0.28%. La presencia de carbono,
nitrégeno, oxigeno y azufre al igual que en la Figura 22 y 23 corresponde a las
cadenas polipeptidicas que conforman la proteina, no obstante es de resaltar la
presencia considerable de silicio, que en conjunto con la cantidad de oxigeno
presente se asocia a la matriz de silice (SiOz) que conforma al hidrogel. Ademas el
cloro observado en el analisis se atribuye a remantes de cloro producto del HCI
empleado para la fabricacion del hidrogel. Asi mismo la presencia de sodio, potasio
y calcio esta relacionada con el PBS en el cual se disolvié la queratina, aunque
debido a que los porcentajes del potasio y del calcio son menor a 0.5%, de acuerdo

a la literatura no son representativos en el analisis[105].

Por otra parte en la Figura 29 se observa la composicidon elemental del hidrogel
gueratina-silice con una relacion 1:4, mostrando los siguientes elementos: carbono
(C) 45%, oxigeno (O) 34%, silicio (Si) 9%, nitrégeno (N) 5%, cloro (Cl) 3%, sodio
(Na) 3% azufre (S) 1% y calcio (Ca) 0.2%, exponiendo una composicion y
distribucion similar con base a la relacion 1:7. Sin embargo, hay una menor cantidad
de silicio presente al igual que de oxigeno, esto atribuido directamente a una menor
proporcién de silice en el hidrogel. De igual manera tanto el cloro como el sodio
presentes se relacionan con el proceso de fabricacion del material. La Figura 30
muestra el analisis EDS realizado a la relacion 0:1, siendo silicio (Si) con 46% vy
oxigeno (O) 43% los que se encuentran principalmente, asociado directamente a la
estructura de la silice, no obstante cabe resaltar que hay carbono (C) con 11%
presente, posiblemente sea algunos CHs restantes del TEOS, que quedaron

posterior a la reaccion de hidrolisis.
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Figura 28. EDS de Hidrogel de silice-queratina a relacion de 1:7. Se observa la presencia de carbono (C), oxigeno (O),
silicio (Si), nitrégeno (N), cloro (Cl), sodio (Na), azufre (S).
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Figura 29. EDS de Hidrogel de silice-queratina a relacion de 1:4. Se observa la presencia de carbono (C), oxigeno (O),
silicio (Si), nitrégeno (N), cloro (Cl), sodio (Na), azufre (S). A diferencia de la relacién 1:7, el porcentaje de silicio disminuyo a

practicamente la mitad, de la misma manera un aumento en la cantidad de carbono y nitrégeno presente, relacionado con

una menor cantidad de entrecruzante y una mejor distribucién de la queratina en la estructura.
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Figura 30. EDS de Hidrogel de silice-queratina a relacion de 1:4. Se observa la presencia de carbono (C), oxigeno (O),

silicio (Si), nitrégeno (N), cloro (Cl), sodio (Na), azufre (S).

5.2.1.4 PRUEBAS DE HINCHAMIENTO

En la Figura 31, se observan las gréficas resultantes de las pruebas de
hinchamiento, realizadas a los hidrogeles de queratina-silice, a relaciones de 1:4 y
1:7. Ambos hidrogeles dejaron de mostrar una variacion en el peso al cabo de 10
horas, dando como resultado un porcentaje de hinchamiento de 125.96% para el
hidrogel queratina-silice con relacién 1:4 y 113.38% para la relacion 1:7, aunque la
diferencia entre ambos porcentajes no es amplia, la cantidad de silice presente esta
relacionada con la porosidad del hidrogel, tal y como se observa en la Figura 26, al
ser mas porosa la microestructura de la relacién 1:4 esta permite absorber una

mayor cantidad de agua en comparacion a la relacién 1:7.

Asi mismo en la Figura 32 se observa el porcentaje de perdida de agua con respecto
un tiempo siendo un total de 10 horas, observando que la relacién de entrecruzante
no influye en el tiempo en que el material libera el agua. Sin embargo dicha relacion
si influye en el lapso en que transcurren las etapas de la degradacién, para un
analisis mas detallado se graficé la primera derivada de ambas graficas como se

aprecia en la Figura 33. Los dos graficos muestran tres etapas de degradacion, en
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la relacion 1:4 (Figura 33A) se observa que la primera etapa comienza a partir de la
hora cero y se extiende hasta la hora cuatro, la segunda etapa abarca hasta la hora

seis, y por ultimo la tercera etapa concluye hasta la hora diez.

Mismo comportamiento se observa en la relacion 1.7 (Figura 33B) con tres etapas
de degradacion pero con diferente duracion. La primera etapa ocurren entre la hora
cero y hora cuatro, la segunda etapa se extiende hasta la hora 8 y por ultimo la
tercera etapa concluye hasta la hora 10. Haciendo uso de la ecuacion de la recta se
obtuvo la velocidad de pérdida en cada etapa correspondiente a cada una de las
relaciones: relacion 1:4 (Etapa | -32.16 %, Etapa Il -5.57% y Etapa Ill -3.65%) y
relacion 1:7 (Etapa | -34.06, Etapa Il -5.32% y Etapa Il -5.50%).

—— Hidrogel queratina-silice 1:7
— Hirogel queratina-silice 1:4
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Figura 31. Graficas de hinchamiento hidrogeles queratina-silice (1:4 y 1:7) con respecto al tiempo.
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Figura 32. Graficas de pérdida de peso hidrogeles queratina-silice (1:4 y 1:7) con respecto al tiempo.
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Figura 33. Primera derivada de graficas resultantes pérdida de peso hidrogeles queratina-silice A) 1:4 y B) 1:7 con respecto

al tiempo.
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5.2.1.5 PRUEBAS DE DEGRADACION HIDROLITICA

La Tabla 8 muestra los resultados de la prueba de degradacién hidrolitica realizadas
a los hidrogeles queratina-silice en relaciones 1:4 y 1:7 a diferentes pH, en cada
columna se tabulan los diferentes porcentajes de degradacion por el tiempo de
duracion de la prueba. Se aprecia un incremento en la degradacién a medida que
avanzan los dias de la prueba, en cada una cuatro muestras que se analizaron.
Observandose que al finalizar los 16 dias la muestra que presento mayor
degradacion es el hidrogel con relacion 1:4 bajo un pH de 6.8 con un 59.55%, y el
gue presentdé menor degradacion fue el hidrogel con relacion 1:7 sometido a un pH
de 6.8 con 35.84%.

Tabla 8. Porcentaje de degradacién de los hidrogeles queratina-silice a relaciones de 1:4y 1:7.

% Porcentaje de degradacioén
Muestra/Tiempo 1ldia 2 dias 4 dias 8 dias 16 dias
Hidrogel 35.2319436 42.7174472 41.1188811 55.3448276 59.5578674
gueratina silice
1:4 pH 6.8
Hidrogel 36.0510261 39.3187067 42.781457  43.019943 45.6217163
gueratina silice
1:4pH5.4
Hidrogel 11.8003026 17.9966044 30.3030303 31.5104167 35.8440171
gueratina silice
1:7pH 6.8
Hidrogel 9.18293565 36.8582375 37.84237 45.9081836 47.3130194
gueratina silice
1:7pH5.4

Por otro lado en la Figura 34, se observa una grafica con los diferentes porcentajes
de pérdida de peso de los hidrogeles con relaciones 1:4 y 1:7 sometidos a pH de
6.8 y 5.4. Destaca la degradacién que presenta el hidrogel con relacién 1:4 a un pH
de 6.8, perdiendo casi el 60% de su peso en el dia 16, caso contrario, a la relacion
1:7 en contacto con el mismo pH, que fue el hidrogel que menos se degrado de los
cuatro en total que fueron analizados con un perdida de 35.8%, por lo que esto se

asocia principalmente a la cantidad de entrecruzante presente.
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La degradacion a un pH de 5.4 en ambas relaciones la degradacién no presenta
una gran diferencia entre ellas (relacion 1:4 45.62%, relacion 1:7 47.31%), por lo
cual se infiere que independientemente de la cantidad de entrecruzante, el ambiente
acido en el medio, propicia la degradacion de la matriz de silice, esto debido a
esencialmente a los iones hidronio (H*) que se encuentran presentes, estos iones
van a romper los enlaces siloxanos del hidrogel. Ademas se realiz6 un analisis
estadistico mediante un disefo factorial para determinar cual de los tres factores
representa un factor significativo en el experimento, con un factor de significancia
de 0.05, resulto que el tiempo de degradacion y principalmente el pH fueron factores

estadisticamente significativos en la degradacion hidrolitica del material.

Tabla 9 Andlisis de varianza (ANOVA) de las pruebas de degradacion hidrolitica

Andlisis de varianza para % Degradacion, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC Sec SC Ajust CM Ajust F P =(0.05)
Concentracion 1 927.59 927.59 927.59 16.82 0.001
pH 1 25.25 25.25 25.25 0.46 0.511
Dias 4 1409.83 1409.83 352.46 6.39 0.005
Error 13 717.07 717.07 55.16

Total 19 3079.74
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— Hidrogel queratina-silice 1:4 pH 6.8
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y —— Hidrogel queratina-silice 1:7 pH 5.4

Tiempo (dias)
Figura 34 Grafica pérdida de peso a lo largo de la prueba de degradacioén hidrolitica.

En la figura 35 se observa la degradacion hidrolitica del hidrogel queratina-silice 1:4,
a un pH de 6.8, donde claramente se observa las diferentes etapas a las que
transcurre dicha degradacion, la etapa | comienza cuando el material entra en
primer contacto con el medio, por lo que ocurre difusion del medio a través de la
microestructura del hidrogel, dando inicio a la degradacion del material,
concretamente mediante un ataque nucleofilico (OH") a los enlaces siloxano (Si-O-

Si) presentes, provocando su ruptura [106][107], esta etapa se tiene una duracién
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de 0 a 2 dias, posteriormente la etapa Il que ocurre entre los dias 2 y 8; la ruptura
de enlaces da pie la difusion en el medio de oligomeros de grupos silanol (Si-OH) y
acido silicico (Si(OH)s), los cuales auto catalizan la reaccion y dan pie una
degradacion mas profunda.[107], por ultimo en la etapa Il a partir de los 8 dias, la
matriz polimérica se convierte mas porosa, aunado a que el medio llega a un punto
de saturacion en la cantidad de oligomeros, da como resultado un proceso de

degradacion lento y homogéneo[106].
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Figura 35. a) Grafica degradacion hidrolitica hidrogel queratina-silice 1:4 a un pH 6.8 b) Esquema tres etapas degradacion
hidrolitica [106]
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5.2.1.6 ANALISIS ESPECTROSCOPIA INFRARROJA A HIDROGELES
QUERATINA-SILICE.

Las Figuras 36 y 37 se observan los espectros correspondientes realizados a cada
una de las muestras analizadas para monitorear cambios en alguna de sus bandas
a medida que transcurrian las pruebas de degradacion. Las cuatro muestras
analizadas (Figura 36 y 37) en el dia cero presentan las mismas cuatro bandas:
1641 cm(Amida 1), 1553 cm(Amida Il), 1086 cm™(Si-0), y 980 cm (Si-O-Si). Asi
mismo se observa en la totalidad de los espectros que al transcurrir el dia 1, la
banda correspondiente a la Amida Il desaparece y que. Ademas se observa que la
principal banda que se ve afectada por la degradacién es la correspondiente a los

enlaces (Si-O-Si), relacionados a la matriz de silice que conforma el hidrogel.

Por otro lado la Figura 36 muestra una comparacion entre los hidrogeles a una
relacion de 1:4 sometidos a pH de 5.4 y 6.8 respectivamente. A un pH de 5.4 (Figura
33 1) se observa que el tamafio de esta banda va disminuyendo considerablemente
a partir del dia 4, siendo que el dia 16, que la banda en cuestién practicamente no
se observa en el espectro, asi mismo la banda asociada a enlaces Si-O tambien
presenta un menor tamafio con respecto al dia 8. En comparacion con el
comportamiento presentado a un pH 6.8, se aprecia una degradacion mas rapida
de la matriz silice, tal que la banda Si-O-Si, disminuye a partir del primer dia, a
medida que transcurre la prueba, esta banda no se logra divisar con facilidad, para
el dia 8 esa banda ya desaparecio del espectro, por lo que este comportamiento se
asocia directamente a lo observado en la Tabla 8, siendo este hidrogel fue el que
presento la mayor degradacion.
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Figura 36. Espectros FTIR de los hidrogeles queratina-silice 1:4 a pH de 5.4 y 6.8 |) Hidrogel queratina-silice 1:4 sometido
a un pH de 5.4 y Il) Hidrogel queratina-silice 1:4 sometido a un pH de 6.8.

En la Figura 37 Il se observa que la relacion 1:7 a un pH de 5.4, presenta un
comportamiento similar con respecto a la relacion 1:4 evaluada en el mismo pH
(Figura 36 1) por lo que corresponde a lo observado en las gréaficas de porcentaje de
pérdida de peso (Figura 31). Por ultimo los espectros de la relacion 1:7 a un pH de
6.8 (Figura 37 IV) muestran que la banda relacionadas con la matriz del hidrogel no
presenta un decrecimiento en comparacion a la relacion 1:4, mismo que se

correlaciona con el porcentaje de degradacién reportado (Tabla 8.)
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Figura 37. Espectros FTIR de los hidrogeles queratina-silice 1:7 a pH de 5.4 y 6.8 Ill) Hidrogel queratina-silice 1:4 sometido
a un pH de 5.4 y IV) Hidrogel queratina-silice 1:7 sometido a un pH de 6.8.
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5.2.1.7 ENSAYOS DE HEMOLISIS

Para este estudié se comparé dos tipos de morfologia de los hidrogeles queratina-
silice con relaciones 1:4 y 1:7; la primera morfologia en forma de polvo, producto de
un proceso mayor de liofilizacién y la segunda morfologia con su microestructura
integra. En la primera morfologia (Figura 38) se observa que el porcentaje de
hemolisis obtenido en ambos geles es de 91.62% para la relacion queratina-silice
1:4 y 89.96% para la relacion 1.7, representando un alto porcentaje de
hemotoxicidad de acuerdo a la norma ASTM F756-17 que menciona que a partir de
5 % ya se considera un material hemotéxico (Tabla 3.)[86], este porcentaje se
atribuye a la estructura amorfa de la muestra, esto debido a que existe una relacién
entre la cantidad de grupos silanol (Si-OH) presentes en la superficie y toxicidad en
glébulos rojos[108][109], los grupos silanol interactian y se ionizan con grupos de
fosfatidilcolina  presentes en las membranas de los eritrocitos dando pie
eventualmente a un rompimiento en la membrana[110], aunado a esto, los hidroxilo
(Si-OH) tienden a realizar puentes de hidrogeno con las moléculas presentes en la
membrana, incrementando y flujo y la permeabilidad dentro y fuera de ella[108].
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Figura 38. Resultados de las pruebas de hemolisis a lo hidrogeles 1:4 y 1:7
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En la Figura 36 se observa los resultados de las pruebas de hemolisis a lo hidrogeles
1:4y 1:7 con su morfologia completa, cabe resaltar que de igual manera se analizé
el extracto que se uso para realizar los hidrogeles como queratina en grado reactivo,
obteniendo los siguientes resultados: hidrogel queratina-silice 1:4 (8.60%), hidrogel
queratina-silice 1:7 (9.36%), extracto de queratina (12.62%) y queratina grado
reactivo (2.20%). En comparacion con los porcentajes de hemolisis obtenidos
previamente (Figura 33), se obtuvo un menor porcentaje de hemotoxicidad, esto
corresponde principalmente con la morfologia, debido a que la matriz de silice de
ambos hidrogeles (Si-O-Si) tiene muy pocos grupos silanol (Si-OH) aislados, a
diferencia de una estructura de silice amorfa, repercutiendo en la interaccién con la
membrana, asi mismo esta caracteristica se relaciona el porcentaje de la relacion
1:4 sea ligeramente menor a la relacion 1:7 . Otro factor a tomar en cuenta es la
presencia de la queratina en la matriz del gel, ya que la presencia de proteinas es

un factor para reducir la hemotoxicidad de los grupos silanol[110].

La diferencia entre el porcentaje de hemolisis que presento la queratina grado
reactivo, con respecto a la del extracto se debe principalmente a que el segundo
tiene mas impurezas como residuos de calcio (Figura 23). Aunque los valores
obtenidos de hemolisis de los hidrogeles con morfologia completa son menores con
respecto a los de la morfologia amorfa, siguen siendo valores por arriba del 5%. Sin
embargo recientes investigaciones sefialan que existe una diferencia entre el
comportamiento de los materiales en ensayos in vitro como in vivo[1l1l1l],se ha
comprobado que en un rango del 5 al 25% no representa un peligro, sin embargo si
este es mayor a 50%, muy posiblemente sea perjudicial en las pruebas in
vivo[112][113]. Ademas, este material no estard en contacto interno con el
organismo Si o que su uso seria exterior por lo que no representaria un peligro a

la salud.
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5.2.1.8 ENSAYOS DE HEMOLISIS EXTENDIDO

Este analisis se extendido con el objetivo de observar el comportamiento del
porcentaje de hemolisis de los hidrogeles a relacion 0:1, 1:4 y 1:7 con respecto al
tiempo de duracion del ensayo. La Tabla 10, muestra los diferentes porcentajes de
hemolisis posterior a 8 dias, siendo la relacion 1:4 la que presentd mayor hemolisis
con un 47.58%, esto contrasta directamente con el porcentaje de la relacién 1:7 que
fue de 16.69%, y la relacion 0:1 con 7.89%.

Asi mismo la Figura 37 se observa una pauta ascendente en el grado de hemolisis
a medida que trascurre la duracién de la prueba, este comportamiento lo comparten
las tres relaciones y es indistinto de la cantidad de silice presente. No obstante si
existe una remarcada diferencia en el nivel de hemolisis de cada uno los tipos de
hidrogel, principalmente entre la relacion 1:4 y 1:7. Esto se relaciona directamente
con el pH de la solucion Alsever que tiene un pH de 6.4, con el patrén de
degradacion observado en las pruebas de degradaciéon hidrolitica a un pH de 6.8
(Figura 31), siendo la relacion 1:4 la que resulté con una degradacion de 55.34% en
el dia 8, a diferencia del 31.51% en la relacion 1:7 (Tabla 8).
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Por otro lado disimilitud del grado de hemolisis entre la relacion 0:1 con respecto a
la relacion 1:4 y 1.7 radica en el proceso de sintesis, esto debido a que la relacion
0:1 tiene un mayor tiempo de gelacion ademas que no se usé HCl y NaOH para
catalizar dicha reaccion, produciendo un proceso de nucleacion mas retardado, esto
de acorde a la reaccidn de per Stober[67], esto produce un material con menor
cantidad de impurezas, asi mismo una estructura homogénea y polidispersa[114]

reflejandose en una menor degradacién del material y un bajo porcentaje de

hemolisis.
Tabla 10. Porcentajes de hemolisis hidrogeles 0:1, 1:4y 1:7
% Porcentaje de hemolisis
Hidrogeles Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 4 Dia 8
0:1 2.38 2.89 2.44 3.46 7.89
1:4 10.61 12.83 20.84 29.95 47.58
17 9.65 10.61 11.64 14.93 16.69
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Figura 40 Grafica ensayo de hemolisis extendido hidrogeles 0:1, 1:4y 1:7
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5.2.1.9 CORRELACION ENTRE PORCENTAJE HEMOLISIS Y DEGRADACION
HIDROLITICA

La Figura 38 muestra el comportamiento de la degradacion hidrolitica del hidrogel
queratina-silice relacion 1:4 con respecto al porcentaje de hemolisis. Dada la
duracion del experimento, Unicamente se estdn comparando dos etapas de la
degradacion (etapa | y etapa Il). Dentro que la etapa | de degradacién (0-2 dias) se
aprecia que el porcentaje de hemolisis Unicamente incrementa un 10.23%, sin
embargo en la etapa Il (2-8 dias) demostré un aumento de 26.74%, esto hilado a

los oligomeros de grupos silanol (Si-OH), que estan siendo liberados al medio[107]

Por lo cual principalmente los iones OH™ que interactian con la membrana de los
glébulos rojos, generan dos fendbmenos en concreto: a) amplian la permeabilidad
mediante puentes de hidrogeno con las moléculas de la membrana; dicha
permeabilidad hace que exista un mayor difusién entre el medio y el eritrocito, b) la
ionizacion de grupos de fosfatidilcolina, que conlleva a la ruptura de la bicapa
lipidica. Conduciendo a un incremento del grado de hemolisis a medida que la
microestructura del hidrogel continle degradandose, esto permite establecer una
relacion inversamente proporcional entre el peso producto de degradacion y la
hemolisis. A medida que aumente la cantidad de oligomeros en el medio, producto

de la degeneraciéon de la matriz polimérica, mas eritrocitos seran lisados.

Aunque en esta investigacion Unicamente se esta analizando la lisis de las
membranas de los eritrocitos mediante un porcentaje de hemolisis, se remarca el
hecho que la mayoria de las células de los organismos vivos constan de una
membrana con bicapa lipidica, por lo que esté comportamiento otorga una

aproximacion del comportamiento que tendria el material con otro tipo de células.
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CAPITULO VI

6.1 CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

Se logré extraer extracto de queratina a partir de la pluma de gallus gallus

domesticus mismo que corroborado mediante SEM, EDS, FTIR y

Se sintetizaron hidrogeles queratina-silice usando el extracto de queratina
extraido previamente con tres diferentes relaciones 1:1 1:4 y 1:7, donde
Gnicamente 1:4 y 1:7 presentaron gelacion, lo cual se verific6 mediante SEM,
EDS, FTIR.

Los hidrogeles queratina-silice poseen una microestructura porosa, aunque
sin poros definidos, siendo la relacién 1:4 la que presenta una mayor
porosidad a comparacion de la relacion 1:7, siendo la cantidad de silice un

factor.

El porcentaje de hinchamiento que presentaron los hidrogeles queratina-
silice fue de 125.96% para la relacion 1:4 y para la relacién 1:7 113.38%,
dicha diferencia aunque no es muy amplia, se atribuye a que la relacién 1:4
al ser mas porosa, permite una mayor absorcion de agua en su

microestructura

Las pruebas de degradacién hidrolitica muestran que el primer dia, la
degradacion es mas significativa, siendo las relaciones 1:4 las que
presentaron mayor degradacion a lo largo de 16 dias, a un pH de 5.4 el
porcentaje de degradacion es de 45.62% Yy 6.8 el porcentaje de degradacion
es de 59.55%.
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6)

7)

8)

9)

El analisis de varianza (ANOVA) usando un valor significancia (p<0.05)
realizado a los datos obtenidos de la degradacion hidrolitica, sefiala que el
factor mas significativo es el pH (p = 0.589).

Las pruebas de hemolisis indican una relacidon entre la microestructura y el
grado de hemotoxicidad que el material presente, una microestructura
amorfa dio como resultado un alto porcentaje de hemolisis en contraste al

hidrogel con su matriz integra.

El ensayo de hemolisis extendido mostré que el porcentaje de hemolisis
aumenta a medida que incrementa la duracién del experimento. Este
comportamiento es indistinto en las diferentes relaciones de hidrogel
sometidas a la prueba.

Se observa una relacion inversamente proporcional entre el porcentaje de
degradacion y hemolisis, a medida que el hidrogel comienza a degradarse,
los oligomeros resultantes de esta degradacion, propiciaran la ruptura de las

membranas en los eritrocitos incrementando asi el grado de hemolisis.
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6.2 RECOMENDACIONES

1)

2)

3)

4)

Se recomienda realizar pruebas de hinchamiento y degradacién hidrolitica
con fluido similar a las secreciones mamarias, para tener una aproximacion
del funcionamiento del hidrogel y como interaccionaréa con las secreciones

mamarias.

Sintetizar los hidrogeles con queratina grado reactivo, asi mismo realizar las
pruebas de hemolisis y observar si ejerce un factor en la disminucién del

porcentaje de hemolisis.

Realizas pruebas de viabilidad celular, principalmente con células epiteliales,
ya que el material interaccionara al exterior de la mama seria una
aproximacion de que comportamiento tendra el hidrogel en su futura

aplicacion.

Pruebas de angulo de contacto para tener en cuenta que tan hidrofilico es el
material y un RMN para ver si es posible observar la interaccion entre la

queratina y la silice.
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ANEXOS

Carta de consentimiento informado

Se le esta invitando a participar en el proyecto de investigacion realizado por alumnos de la
Maestria en Ciencias de los Materiales de |a Universidad Auténoma de Ciudad Juarez
(UACJ) donde se desarmollara un hidrogel a base de silice con gueratina el cual tiene como
objelivo Elaborar un hidrogel a base de queratina-silice biodegradable y evaluar &l
efecto de la degradacion hidrolitica en el porcentaje de hemolisis. Las propiedades
estudiadas afectan la elaboracidn de este material compuesto, por lo gue la meta es ulilizar
este estudio para observar el porcentaje de hemolisis que presenta el material y asi seguir
vias de desarrollo para optimizar sus propiedades.

Su participacidn consiste en una toma de sangre para ser empleada en un ensayo de
hemolisis. Mo existe riesgos alguno gue se pueden derivar de esle procedimiento, sin
embargo, la informacidn recaba serd incluida como parte de la discusion de una tesis de
maeslria.

S& me ha explicado que mi participacién es voluntaria y que puedo abandonar el estudio
en &l momento que lo desee sin gue esto afecte mi relacion con la UACJ. S5& me ha
garantizado que mis dalos personales permaneceran en el anonimato v no se ulilizara
ninguna fotografia o audio grabado por mi persona.

Declaro que todo lo gque se& ha mencionado en este documento me fue explicado
verbalmente.

Con fecha 8 de mayo de 2019 y, habiendo comprendido lo anlerior ¥ una vez gue se me
aclararon todas las dudas gue surgieron con respeclo a mi parlicipacion, (en caso de
menores de edad, redactar en relacion a “mi hi’n{a] ylo tutorado legal”), acepto
participar en el estudio antes menconado. .TJ

|
Victor Gomez Flores J |

Mombre, firma yio huella digital delfﬁaciente o responsable legal
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Mombre y firma de participantes menores de edad de 8-17 afios en caso de gue apligue

Mota: En parlicipantes menores de edad, menores de 8 afios firma el padre o tutor legal, en
edades de B-17 afios lambién firma el menor de edad.

NOTA DISPENSA DE CONSENTIMIENTO: En caso de no reguerr & consentimiento
fundamentar el hecho ya gue puede ser un estudio por cbservacion, retrospectivo o sin
riesgo.

Este documento se extiende por duplicado, quedando un ejemplar en poder del sujeto de
investigacién o de su representante legal y el ofro en poder del investigador. Queda
entendido que este documento estara disponible para su consulta y deberd ser conservado
por el investigador responsable durante un minimo de § afios (NOM-004-55A3-2012).

Para preguntas o comentarios comunicarse con la Dra. Perla E. Garcia Casillas
Responsable del Proyecto, al teléfono G568 688 4887 vy correo  electrdnico

pegarciafuac].mx.
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