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RESUMEN

En el presente trabajo se estudi6 y analizé el impacto de distintos tratamientos
térmicos en el rango de los 550 a 850 °C aplicados sobre fibras de hidroxiapatita (HAp),
un material nanoestructurado con potenciales aplicaciones en la nanomedicina, con la
finalidad de obtener una estructura hueca que pueda servir como acarreador en ‘un
sistema de liberacién controlada de sustancias quimicas, en particular farmacos. Esto.se
llevé a cabo primero sintetizando HAp mediante el método hidrotermal asistido por
microondas, el cual permiti6 la obtencion de fibras de HAp con un perfil hexagonal.
Posteriormente se realizaron seis diferentes tratamientos térmicos y se seleccion6 la mejor
muestra para ponerla en contacto con el farmaco modelo, siendo este la'Quercetina, un
flavonoide de gran interés en el drea. Finalmente se analizaron los resultados de este
procedimiento experimental, mediante distintas técnicas de caracterizacién como lo son
la difraccion de Rayos X, termogravimetria, microscopia electréonica de barrido vy
espectroscopia infrarroja, para asi comprobar el estado final de las nanoestructuras y su
interaccion con el farmaco. Los resultados arrojaron informacion relevante en cuanto a la
generacion del hueco en el interior de las fibras, una elevada estabilidad térmica y gran
calidad cristalina. Aunado a esto y como punto crucial en la investigacion, se pudo
corroborar mediante espectroscopia IR, la interaccién de los componentes del sistema
HAp-Quercetina.

Palabras clave: Biomaterial, Hidroxiapatita, Nanomedicina, Sistema acarreador
de farmacos.



SUMMARY

In the present work, the impact of different thermal treatments in the range of
550 to 850 °C applied on hydroxyapatite fibers (HAp), a nanostructured material with
potential applications in nanomedicine, in order to obtain a hollow structure was studied
and analyzed. that can serve as a carrier in a controlled release system for chemicals,
particularly drugs. This was carried out first by synthesizing HAp using the microwave-
assisted hydrothermal method, which allowed obtaining HAp fibers with a_hexagonal
profile. Subsequently, six different thermal treatments were carried out and the best sample
was selected to put it in contact with the model drug, this being Quercetin, a flavonoid of
great interest in the area. Finally, the results of this experimental procedure were analyzed,
using different characterization techniques such as X-ray diffraction, thermogravimetry,
scanning electron microscopy and infrared spectroscopy, in order to verify the final state of
the nanostructures and their interaction with the drug.. The results yielded relevant
information regarding the generation of the gap inside the fibers, high thermal stability and
high crystalline quality. In addition to this and as a crucial point in the investigation, it was
possible to corroborate by means of IR spectroscopy, the interaction of the components of
the HAp-Quercetin system.

Key words: Biomaterial, Hydroxyapatite, Nanomedicine, Drug carrier system
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1. INTRODUCCION

1.1. JUSTIFICACION

La medicina moderna requiere cada vez mas de tratamientos y métodos de
diagnéstico mds eficientes, certeros y faciles de hacer. Ante esta demanda por ofrecer
tratamientos mas a la vanguardia y que permitan mejorar la calidad de vida de los
pacientes que reciben dosis regulares de farmacos, y que por tanto, estén expuestos a
aflicciones derivadas de esto, principalmente la toxicidad sistematica (Pazhayattil &
Shirali, 2014), surge la necesidad de proponer sistemas de liberacion controlada de
farmacos que sean sencillos de elaborar, selectivos, que puedan acarrear el'-mayor ndimero
posible de sustancias y que al final, el recipiente acarreador sea facilmente procesable por
el cuerpo humano y no genere efectos secundarios en él. De esta necesidad surge la idea
de emplear nanofibras de hidroxiapatita (HAp) tratada térmicamente como un potencial
bioacarreador. La afinidad de la HAp con varios productos farmacéuticos y su facil
metabolizaciéon por el cuerpo humano (Ye, Guo, Zhang & He, 2009), lo hacen un
candidato ideal para esta aplicacion.

Adicional a esto se menciona la implicacién que puede significar,
econémicamente hablando, hacia el bolsillo de los pacientes o de las instituciones de
salud encargadas de cubrir estos gastos necesarios, ya que cuando se habla de liberacion
controlada mediante sistemas nanométricos se consideran idealmente sistemas de bajo
costo comparados con los que se cuenta actualmente y a su vez, el uso de estos sistemas
también implica una mayor  biodisponibilidad del fdrmaco, lo que tiene como
consecuencia que no serd necesario estar recibiendo grandes cantidades del mismo para
satisfacer la dosis terapéutica necesaria (Vega-Vasquez, Mosier & Irudayaraj, 2020).

Se busca'y desea lograr concebir el sistema acarreador propuesto de tal manera
que sea posible explotar una serie de caracteristicas clave que ayuden a cumplir con los
objetivos planteados, entre las que destacan: el poseer una alta especificidad hacia
ciertos tejidos o areas dentro del organismo, un sistema que sea biolégicamente activo,
con capacidad de carga y una buena interaccién entre el excipiente y el cargo;
resumiendo esto en contar con un recipiente que permita transportar y liberar sustancias
en el tejido blanco de la manera mas eficiente posible.
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1.2. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

Actualmente nos encontramos en la era de la medicina moderna, sin embargo,
se cuenta con sistemas poco “desarrollados”, es decir, sistemas acarreadores de farmacos
que no poseen una alta selectividad, y por otra parte, no todos son capaces de ser
asimilados o metabolizados por el organismo humano y por supuesto, con efectos
secundarios minimos o nulos, y que cumplan de forma eficiente, su funcién como un
vehiculo de carga de farmacos.

Resulta indispensable satisfacer esta necesidad de sistemas novedosos y con
ventajas Unicas para el tratamiento de aflicciones o enfermedades que atanen a la
sociedad. Por ello, en el presente trabajo se propone el uso de las fibras de HAp
nanoestructurada como acarreadores de farmacos. La HAp tiene mucha afinidad con un
nimero considerable de productos farmacéuticos, es biocompatible y como posee una
composicion quimica similar a la fase inorganica presente en el tejido 6seo humano, es
facil de procesar y sus iones constituyentes pueden ser reaprovechados por el cuerpo
humano. Aunado a esto, la cantidad de informacién reportada en la literatura haciendo
uso de fibras huecas de HAp para acarrear farmacos en su interior es limitada, por lo que
se esperaria generar una nueva posibilidad con este sistema, usando Quercetina como
biomolécula modelo para identificar las condiciones de interacciéon con la HAp y analizar
su liberacion utilizando ensayos in vitro.

1.3. HIPOTESIS

Como se ha reportado en trabajos previos del grupo de investigacion (Rivera-
Muhoz, 2018; Alanis-Gémez et al., 2016), las fibras de HAp estan formadas por un
conjunto de nanofibras, estas nanofibras tienen una seccién transversal hexagonal, y al
unirse, transfieren dicho perfil hexagonal a las fibras, como un conjunto de lapices [Figura
1]. A través-de tratamientos térmicos, se buscard que las nanofibras del centro de la
estructura salgan y se liberen dejando un hueco en el centro, el cual serd utilizado como
recipiente para los farmacos. La afinidad de la HAp con algunos productos farmacéuticos
hard posible que sean contenidos y transportados por el recipiente hecho de la fibra
hueca.

13



Figura 1.1 Representacion grafica de como se forma el perfil hexagonal en las
fibras de HAp utilizando lapices que a su vez tienen seccién transversal hexagonal.

Nota. Tomada de: DHgate. (https://es.dhgate.com/product/eco-friendly-natural-
wood-pencil-hb-black/477998289.html)

Las condiciones mds adecuadas de temperatura. y del tiempo del tratamiento
térmico, permitiran la obtencién de la micro-estructura hueca de las fibras, sin deteriorar
la estructura cristalina de la HAp conservando su. calidad cristalina y orientacion
preferencial y evitando también, la aparicion de otras fases cristalinas derivadas de la
exposicion al calor de la HAp.

1.4. OBJETIVOS
1.4.1.0bjetivo General

Sintetizar y_modificar mediante tratamientos térmicos, la micro-estructura de
las fibras de hidroxiapatita nanoestructurada para adecuarlas como recipientes para su
aplicacién potencial como contenedores y para el transporte de sustancias farmacéuticas.

1.4.2.0bjetivos Especificos

Encontrar las condiciones de temperatura y el tiempo idoneo del tratamiento
que permitan desarrollar una metodologia para la obtencién de la micro-estructura hueca
en las fibras de HAp nanoestructurada.

Evaluar que el tratamiento térmico de las fibras de HAp genere un espacio que
posteriormente pueda ser aprovechado para acarrear sustancias de nuestro interés.
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Evaluar la interaccién entre el acarreador (HAp) y la sustancia activa
(Quercetina).

Evaluar la velocidad de liberacién del farmaco por parte del acarreador.

1.5. ESTRUCTURA DE LATESIS

En el capitulo siguiente se aborda brevemente la historia en" cuanto al
surgimiento, desarrollo y uso de los biomateriales; se menciona también la.clasificacién
de los mismos y sus propiedades generales, centrandose finalmente en los biomateriales
cerdmicos, especificamente, en la hidroxiapatita. Posteriormente se ‘describe este
biomaterial de manera detallada, haciendo mencién de sus propiedades fisicoquimicas y
los métodos para su obtencion en el laboratorio. Adicional a esto, se describe también a la
quercetina, el farmaco modelo a utilizar. Finalmente se abordan los estudios vy
aplicaciones existentes de la hidroxiapatita en el drea dela nanomedicina como parte de
un sistema acarreador de farmacos.

En el capitulo 3 se describe detalladamente el proceso de sintesis de las fibras
nanoestructuradas de HAp, asi como su posterior tratamiento térmico para generar el
material hueco, y la introduccién de la droga modelo para formar el sistema acarreador de
farmacos. Por otra parte, en el capitulo 4 se detallan los métodos de caracterizacién
utilizados para caracterizar el sistema propuesto.

En el capitulo 5 se lleva a cabo un andlisis detallado de los resultados de las
diferentes técnicas de  caracterizacion utilizadas tanto en el sistema acarreador de
farmacos como en sus componentes individuales, y se puntualizan las conclusiones.

2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Historia de los biomateriales

Durante los dltimos anos, el area de los biomateriales ha ido recibiendo una
mayor atencién por parte de la comunidad cientifica; sin embargo estos han acompanado
a las civilizaciones incluso desde hace mucho tiempo atras a pesar de que no se les
identificara como tales. Sus primeros usos datan desde la civilizacién egipcia, donde sus
antiguos médicos disefiaron proétesis de madera para ayudar a sus pacientes enfermos
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(Dorozhkin, 2013). También dentro de las primeras aplicaciones de biomateriales se tiene
una de ellas que se remonta a la antigua Fenicia, donde para solucionar el problema de
dientes sueltos, estos se unian con alambres de oro para sujetar los artificiales a los
dientes vecinos. Cada uno de los usos que se les daba siempre llevaba implicito, de
acuerdo con el contexto histérico de la época, el anhelo por parte de los seres humanos
de mantener en el mejor estado posible su cuerpo y su salud, lo que resultaria en una
calidad de vida 6ptima.

En la década de los anos de 1860 un acontecimiento histérico permitié. que, lo
que en un futuro se conoceria como el drea de biomateriales, se pudiera desarrollar ain
mads y de una manera mucho mas segura y confiable. La razén fue que en esta década el
cirujano britanico Joseph Lister desarroll6 la primer técnica para cirugia aséptica,
permitiendo asi que no se presentaran infecciones al trabajar con-implantes, contrario a lo
que ocurria previamente cuando por ejemplo se implantaban alambres y clavijas hechos
principalmente de metales.

A través de la historia es posible percatarse facilmente de como este tipo de
materiales han estado en constante evolucion, han generado un gran interés en el dmbito
cientifico y han podido adaptarse a las necesidades humanas, pasando de ser simples
sustitutos de algin miembro perdido a'incluso tratar de ser lo mas semejantes,
fisicoquimicamente hablando, al tejido a reemplazar, como por ejemplo lo planteado en
el ano de 1920 por Albee y Morrison, quienes fueron pioneros en el estudio de
compuestos de fosfato de calcio (CaP) y cuyo trabajo experimental consistié en inyectar
fosfato tricalcico (TCP) en animales'y evaluar su eficacia como sustituto 6seo.

No cabe duda de que esta ha sido y es un area llena de ventanas de
oportunidad con potenciales aplicaciones en distintas ramas de la ciencia y que a su vez
ha despertado un' creciente interés a nivel internacional por comprender y tener certeza
del alcance de dicha area, para asi tratar de establecer un lenguaje comin que permita
tener una idea colectiva clara en cuanto a la terminologia y fundamentos del area de los
biomateriales.

La Unién Internacional de Sociedades de Ciencia e Ingenieria de Biomateriales
(IUSBSE, por sus siglas en inglés) llegd a un consenso en el ano de 2018 para definir el
término de biomaterial como “un material disenado para tomar una forma que pueda
dirigir, a través de interacciones con sistemas vivos, el curso de cualquier procedimiento
terapéutico o de diagnostico” (Williams & Zhang, 2019). Con anterioridad este término ha
sido definido de distintas maneras (Williams, 2009; Ratner & Bryant, 2004), sin embargo,
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las distintas definiciones tienen siempre en comun el hecho de que este tipo de materiales
estan orientados hacia organismos vivos y como consecuencia su finalidad es hacer el
bien y por tanto, no interferir con el correcto funcionamiento del organismo huésped sino
que promover exclusivamente el mejoramiento del mismo.

Un concepto realmente interesante que abarca estas dos ultimas caracteristicas
y que incluso es posible considerarlo como uno de los pilares dentro del estudio.y
desarrollo de los biomateriales es el de la biocompatibilidad. Este concepto nos habla
sobre la capacidad de un material de generar una respuesta favorable del huésped en una
aplicacién especifica (Williams, 1999), lo que a su vez implica que no genera toxicidad.
Por lo tanto, es prudente mencionar que, si se desea incursionar en esta darea,
forzosamente se deberd de tener esta consideracion en mente.

2.2. Tipos de biomateriales

Actualmente el area de los biomateriales es muy amplia y no se ve limitada
solo a ciertas aplicaciones en especifico, sino al contrario ya que existe un amplio
catalogo de materiales para un gran nimero de aplicaciones, cada una con un enfoque
distinto que las otras [Tabla 1].

Tabla 2-1. Distintas aplicaciones de biomateriales reportadas en la literatura.

Ao Aplicacion Referencia

2006 Magnesio y sus aleaciones como  (Staiger, Pietak, Huadmai & Dias,
biomateriales ortopédicos. 2006)

2008 Andamio inyectable de hidrogel

: iy oy (Kim et al., 2008)
para ingenieria de tejido seo.

2016 Microesferas porosas de HAp (Li et al., 2016)
para entrega celular.
2019 Peliculas de quitosano cargadas
como material para el vendaje de (Colobatiu et al., 2019)
heridas.
2020 Nanoparticulas de alginato-

quitosano cargadas como
sistemas biocompatible de (Sohail & Abbas, 2020)
liberacion de farmacos contra
cancer.
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De acuerdo con la fuente de obtencién es posible clasificar a los biomateriales
dentro de cinco grupos principales, los cuales son: (1) materiales naturales, (2) cerdmicos,
(3) metales, (4) polimeros y (5) compuestos. Cada una de estas categorias con
caracteristicas Unicas que le brindan ventajas y desventajas al compararse unas con otras.

2.3. Biomateriales ceramicos

De manera general la categoria de los cerdmicos destaca principalmente
debido a que incluye materiales altamente inertes, rigidos, resistentes a la compresion,
estables y resistentes contra el calor y la conductividad eléctrica (Hasirci & Hasirci, 2018).
Sin embargo, es posible también definir, desde la perspectiva-de.los biomateriales
implantables, el término de biocerdmicos. Este grupo de materiales presenta
caracteristicas a destacar como lo es su reactividad superficial que, entre otras cosas,
permite a los materiales tener la habilidad de unirse al hueso.mediante enlaces quimicos y
mejorar la regeneracion de tejido 6seo (Dorozhkin, 2010). Entre los distintos tipos de
biocerdmicos es posible encontrar al grupo de los ortofosfatos de calcio, el cual esta
constituido de una amplia lista de materiales, entre los que destaca la hidroxiapatita,
biomaterial en el que se centra el presente trabajo.

2.4. Hidroxiapatita

Es posible encontrar y obtener la hidroxiapatita de distintas fuentes, entre las
que se encuentran las naturales. Este grupo a su vez se puede subdividir en tres clases:
fuentes animales, como por ejemplo el tejido 6seo bovino; fuentes acudticas, como las
estrellas de mar o conchas; y finalmente de plantas, encontrandose en la céscara de las
papas o de naranjas. Sin embargo, es necesario aclarar que el principal inconveniente que
se presenta al tratar de recuperar la hidroxiapatita de alguna de estas fuentes, son los
elementos traza presentes, es decir, se obtiene un producto con un grado de pureza
menor. Es por eso que la contraparte de la hidroxiapatita natural, conocida como
hidroxiapatita sintética, ha ido recibiendo cada vez mas atencion para distintas
aplicaciones (Mohd Pu’ad, Koshy, Abdullah, Idris & Lee, 2019).

La hidroxiapatita sintética (HAp), con férmula quimica Caio(PO4)s(OH)2, es un
biomaterial cuya estructura y composicién quimica es similar a la fase inorganica que
forma al tejido 6seo natural, ademds de poseer una estructura cristalina hexagonal con
una simetria P63/m. Entre sus caracteristicas principales, posee una excelente
biocompatibilidad y una alta bioactividad, motivos por los cuales se ha aplicado
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ampliamente en campos relacionados con la salud, principalmente como material de
reemplazo, en la reconstruccién 6sea o implante en la restauracion de huesos o dientes
danados (Chetty, Du Preez, MK, YE & RM, 2013).

Debido a las numerosas aplicaciones de la HAp y su gran importancia dentro
del drea de los biomateriales (Dorozhkin, 2009), se ha buscado la obtencién de HAp
haciendo uso de distintos métodos de sintesis para obtener el material que mejor se
adapte a las necesidades del investigador [Tabla 2]. Resulta interesante destacar que
trabajos recientes reportan la obtenciéon de fibras hexagonales de HAp con un alto grado
de cristalinidad y una marcada orientacion preferencial, la cual tiene un impacto directo
en las propiedades mecdnicas del material (Alanis-Gémez et al., 2016).

Tabla 2-2. Distintos métodos de sintesis para la obtencion de hidroxiapatita.

Nota. Adaptado de “HAp Nanofibers Grown. with. Crystalline Preferential
Orientation and Its Influence in Mechanical Properties of Organic-Inorganic Composite
Materials” por Rivera-Muinoz, 2018.

Tipo de reaccion Tiempo de Caracteristicas Temperatura de Morfologia
reaccion de la reaccion reaccion obtenida
Sol-gel 24-120 h Un poco de 25-45 °C Nanoparticulas
energia disponible Nanocables
dentro del reactor
Reaccion de Varias horas Dificultades de 25-1250 °C Nanoparticulas
estado sdlido difusion, se
requiere de un
proceso de
calcinacion
Hidrotermal Varios minutos Temperatura no 170 °C Nanoparticulas
convencional homogénea dentro Nanocables
del reactor Nanofibras
Nanoplacas

La sintesis mencionada previamente tiene como base el método hidrotermal
asistido por microondas, el cual tiene de beneficio una temperatura mas homogénea en
todo el volumen de la mezcla de reaccion, lo cual favorece el control del crecimiento
cristalino. Ademds, es posible comprobar que se produce una alta orientacion en las fibras
de HAp, morfologia de fibra con seccién transversal hexagonal y un alto grado de pureza,
cualidades que a su vez aportan considerablemente para tener una elevada resistencia
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mecanica al compuesto. Todo esto en contraste con los otros métodos de sintesis
presentados, los cuales ofrecen un crecimiento heterogéneo con propiedades distintas.

2.4.1.Estructura HAp

De acuerdo a lo previamente mencionado se sabe que la hidroxiapatita esta
constituida quimicamente de calcio, grupos fosfato y grupos hidroxilo. Ahora bien, en esta
seccion se explica de manera detallada la estructura molecular de este material,
exponiendo asi la conformacion espacial de cada uno de los grupos que lo constituyen y
a su vez, se abordan de manera breve las propiedades superficiales que surgen como
consecuencia de ello.

Para comenzar es indispensable mencionar que el grupo espacial al que
pertenece la hidroxiapatita es al P63/m, el cual habla. de una estructura cristalina
hexagonal, y a su vez deja claro la manera general en que los constituyentes se
distribuyen y forman arreglos en el espacio. Con respecto a la disposicion de los atomos e
iniciando con el calcio, en este material se distinguen dos tipos de dtomos de calcio, los
cuales para fines practicos se nombran utilizando la notacion Ca(1) y Ca(2), indicando asi
el calcio tipo 1 y tipo 2 respectivamente. Esta distincién es necesaria ya que, a pesar de
ser atomos iguales, estdn rodeados. por. diferentes configuraciones de 4tomos vy
consecuentemente, sus poliedros de coordinacién no son los mismos. Sin embargo, en
ambos tipos de calcio, los atomos vecinos son oxigeno. En la Figura 2.1 se muestra la
estructura de los mismos y se observa que al Ca(1) le corresponde la figura geométrica de
un prisma trigonal triapuntado, mientras que el Ca(2) estd representado por una
bipiramide pentagonal.

Calciotipo1  Calcio tipo 2

Figura 2.1 Representacion geométrica de los dos tipos de calcio presentes en la
hidroxiapatita.
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Por otra parte, el fésforo se encuentra rodeado de 4 atomos de oxigeno,
configuracion caracteristica que da lugar al grupo fosfato (POs)-3, formando un arreglo
tetragonal. Finalmente, se encuentra el grupo hidroxilo (OH-1) el cual posee una densidad
de carga con simetria casi esférica. En la Figura 2.2 se muestran ambos arreglos de estos
aniones.

Grupo Fosfato
PO

Figura 2.2 Representacion geométrica de los grupos fosfato e hidroxilo.

Una vez presentados los distintos componentes de manera individual es
necesario ensamblarlos, para asi generar la estructura cristalina del sistema. Comenzando
con los grupos OH-1, estos se disponen a lo largo de un eje localizado en el centro de la
seccion circular, y que se desplaza paralelamente a la altura de un cilindro, dichos grupos
hidroxilo estan orientados -alternadamente hacia arriba o hacia abajo con cierta
regularidad, tal y como se observa en la Figura 2.3 (a). Tomando ahora los dtomos de
Ca(2), estos se disponen formando arreglos hexagonales, se puede observar que estos
altimos consisten en la unién de atomos de oxigeno entre vértices de diferentes atomos de
Ca(2) y también aristas de un mismo atomo de Ca(2), teniendo asi un total de tres atomos
de Ca(2) interviniendo en la formacién de este arreglo, asi como se logra observar en la
Figura 2.3 (b).
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Figura 2.3 Representacion geométrica superior y'lateral de la estructura
cristalina de la HAp. Modificado de Campa et al., 2007.

Malla hexagonal
Bipiramide alla hexag0I{
pentagonal
\ _ Oxigenos fuera de
= la malla hexagonal

o\ :
o.‘f
Grup/(; ° 3
OH- PO,

Figura 2.4 Representacién geométrica de la malla hexagonal y el acople de los
grupos fosfato. Modificado de Campa et al., 2007.

Posteriormente y ubicando ahora los grupos fosfato (PO4)3 en la estructura,
estos' se encuentran cumpliendo una funcién como “puente”, ya que unen dos
bipiramides pentagonales de Ca(2) compartiendo una arista con una y un vértice con la
otra. Esta Ultima estructura se muestra en las Figuras 2.3 (c) y 2.4.

Con respecto a los &tomos de Ca(1), que forman prismas trigonales

triapuntados, estos se apilan uno sobre otro compartiendo las bases de cada prisma, dicha
configuracion se observa en la Figura 2.5. Aunado a esto, es necesario también mencionar
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que una de las aristas de los tetraedros correspondientes a los grupos fosfato, forma parte
del borde de una cara que comparten dos primas trigonales triapuntados.

Prisma trigonal —_ " ¢ Grupo OH-

Ampliamiento de
Prismas trigonales

tripuntados " Malla

& 5& 7% hexagonal
L

Figura 2.5 Apilamiento de los prismas trigonales. triapuntados correspondientes

a calcio tipo 1. Modificado de Campa et al., 2007.

Figura 2.6 Representacion del arreglo en conjunto de toda la estructura y su

simetria-hexagonal. Modificado de Campa et al., 2007.

Finalmente, habiendo ensamblado todos los componentes individuales, en la

Figura 2.6 se muestra la vista superior de la estructura cristalina de la HAp.
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2.5. Hidroxiapatita como sistema de liberacion controlada de farmacos

Todo el conjunto de caracteristicas estructurales y quimicas que posee la HAp
producen las propiedades necesarias para su uso dentro del area de la medicina, y con la
llegada de la nanotecnologia también se ha ampliado su uso a lo que ahora se conoce
como el area de la nanomedicina, que de acuerdo a lo establecido por la Fundacién de
Ciencia Europea, se entiende a la nanomedicina como “la ciencia y tecnologia para
diagnosticar, tratar y prevenir enfermedades y lesiones traumadticas, para aliviar el dolor y
para preservar y mejorar la salud humana, utilizando herramientas moleculares y
conocimiento molecular del cuerpo humano” (Kreyling, 2005). Dentro de este campo se
encuentra la subdisciplina hacia la cual se orienta este trabajo, la de sistemas de
liberacion controlada de farmacos.

El desarrollo e implemento de sistemas de liberacion de farmacos se debe
principalmente a la blsqueda constante por contar con materiales aptos para mas y
mejores sistemas de este tipo, buscando de manera especifica sistemas que permitan una
liberacion controlada. A diferencia de la liberaciéon convencional, con la liberacion
controlada es posible entregar el componente activo con una tasa controlada con la que
este serd liberado. Adicional a esto, se han venido desarrollando numerosos sistemas de
liberacion controlada que ademds estan funcionalizados superficialmente, logrando dirigir
de manera especifica nuestro sistema hacia el sitio de interés favoreciendo asi el tener una
alta concentracion de lo que se desea entregar, exclusivamente en el tejido afectado. Esto
dltimo teniendo un impacto 'benéfico directo sobre lo que se conoce como
biodisponibilidad, que no es‘mds que el grado fraccionario del farmaco que finalmente
llega al sitio de interés donde se desea que actie (Brunton, Chabner, Goodman &
Knollmann, 2005).

Como acarreador de farmacos, el uso de la HAp ha destacado principalmente
de tres maneras: (1) medicamentos cargados con andamios de HAp implantados, (2)
particulas ‘granulares de HAp/nHAp porosa, y (3) particulas de HAp/nHAp con
recubrimientos poliméricos. El empleo de la HAp como acarreador de farmacos presenta
unaserie de ventajas, entre las que destacan las siguientes:

e Tiempos de degradacion largos.

e Facilidad para su funcionalizacion.

e Estabilidad en cuanto a las condiciones de pH y temperatura presentes en el
medio.

e Similitud con el tejido blanco, tratdndose este Gltimo del hueso.
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e Versatilidad en cuanto a las posibles morfologias y tamanos que le dotan de
propiedades especificas.

Por lo que, a partir del uso de la HAp dentro del area médica, se han ido
desarrollando numerosas investigaciones que no estan limitadas a un problema en
particular, sino al contrario. Por mencionar algunos ejemplos, se encuentra el area de
estudio relacionada con el cancer, un problema que atafie a una gran parte de la
poblacién y cuyos tratamientos pueden llegar a ser, ademas de costosos, altamente
agresivos hacia el organismo, y es por tales motivos que se ha buscado. generar
acarreadores de medicamentos que presenten una mayor eficacia y un ‘menor riesgo.
Verma y colaboradores formularon en el aino 2020 un sistema basado en nanoparticulas
de HAp conjugadas con &cido félico y DOX, un medicamento contra el cancer, capaces
de anclarse a ciertos receptores de las células de cancer y sugiriendo finalmente que es
posible ofrecer un tratamiento focalizado contra distintas lineas celulares de cancer.

Por citar otro trabajo destacado, en 2010 Ye y colaboradores desarrollaron un
sistema basado en nanoparticulas de hidroxiapatita huecas en su interior para encapsular
vancomicina, un antibiotico cominmente utilizado contra bacterias como el estafilococos
aureo o el neumococo. Para ello disefiaron” un método de templado de micelas
poliméricas que permitié obtener la estructura deseada y entre cuyos resultados se destaca
una relacién de carga de vancomicina.del 16.01 % peso. Adicional a esto y mediante el
uso de 4cido citrico, se formularon también nanotubos de hidroxiapatita huecos en su
interior. En ambos casos, las muestras fueron sometidas a un proceso de calcinacién que
consistié en una temperatura.de 300 °C durante 3 horas, lo que favoreci6 el incremento
del hueco en la estructura, por ejemplo en los nanotubos este paso de ser de 13.3 a 15.6
nm, lo cual l6gicamente habla de una posibilidad mayor de carga del farmaco utilizado.

Finalmente cabe destacar el gran campo de oportunidad que se tiene para
abordar distintas problematicas actuales desde distintas perspectivas empleando uno de

los biomateriales por excelencia: la Hidroxiapatita.

2.:6. Quercetina

La Quercetina, es un flavonoide derivado natural, y serd el farmaco modelo
utilizado para evaluar la potencial capacidad de las fibras de HAp, tratadas térmicamente,
como acarreador de sustancias.

25



El término de flavonoide, designa de manera general a una serie de metabolitos
secundarios producidos por plantas. Estos se clasifican cominmente en seis categorias, de
acuerdo a las isomerizaciones y los grupos funcionales que les son adicionados (Li, Yao et
al., 2016), y las cuales se muestran en la Figura 2.7.

Flavonoles

Clasificacion

de los
flavonoides

JELILEN

Flavandioles
condensadas

Antocianinas

Figura 2.7 Clasificacion de los distintos grupos de flavonoides presentes en la
naturaleza

Dentro de la categoria de los flavonoles se encuentra la quercetina, la cual ha
cobrado una gran relevancia en las Gltimas décadas debido a sus numerosas propiedades,
entre las que destacan el ser antioxidante, antibacterial, antiinflamatorio y antineopldsico
(Tang, 2020). Este flavonoide se encuentra en una gran variedad de frutas y verduras como
lo son cerezas, mango, cebolla roja 'y brécoli, entre otras, y por tal motivo es facilmente
accesible para la dieta del ser-humano.

El nombre asignado para la quercetina por parte de la Unién Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, por sus siglas en inglés) es 3, 3’, 4/, 5, 7-
pentahidroxiflavona, y esto nos habla de que la quercetina posee grupos OH unidos en las
posiciones 3, 5, 7, 3"y 4”. La estructura quimica de la quercetina se muestra en la Figura
2.8.

Figura 2.8 Estructura molecular de la quercetina.
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Con respecto a sus caracteristicas fisicas y quimicas, la quercetina se encuentra
en forma de polvo amarillo, es soluble en alcohol y lipidos, mientras que presenta una
muy baja solubilidad en agua. Como consecuencia de esto Gltimo, las terapias clinicas
basadas en el uso de quercetina presentan una baja biodisponibilidad de la misma al ser
ingerida de forma oral (Khursheed, Singh, Wadhwa, Gulati & Awasthi, 2020). Por lo que
las investigaciones en torno a este compuesto, no se ven limitadas exclusivamente al
aprovechamiento de sus propiedades especiales, sino que también a buscar la manera
mas eficiente, para que una vez dentro del organismo, este pueda ser absorbido y actte
de acuerdo a la aplicacién especifica que se le desee dar. Por tal motivo, se han reportado
en la literatura numerosos trabajos, los cuales se abordardn a continuacién, que tienen
como finalidad hacer mas accesible este compuesto hacia el organismo.

Vergara-Castafieda y colaboradores formularon un sistema hibrido basado en
nanoparticulas de silice conjugadas con quercetina, esto mediante el proceso sol-gel
modificado, con la finalidad de aprovechar la actividad biolégica del componente
organico mientras se mantienen las propiedades del compuesto inorganico. Por medio de
observacién visual diaria y la técnica de espectroscopia UV-Vis, pudieron corroborar que
la solubilidad en agua es distinta para la quercetina libre y el sistema hibrido (SiNPs-QC).
Para ello tomaron alicuotas de las dos soluciones de manera diaria durante 15 dias,
después de estos 15 dias la quercetina libre exhibié una disminucién en el valor de su
absorbancia en un 69%, mientras que la quercetina conjugada a las particulas de silicio
solo se redujo en un 33%, esto ultimo indicando una mayor presencia del compuesto
organico en la solucién.

Por otra parte, en el ano 2017 Abd-Rabou y colaboradores plantearon en su
investigacion el uso de nanoparticulas poliméricas como vectores para el transporte de
diversos compuestos, entre ellos la quercetina, con potencial aplicacién en la prevencion
y tratamiento de cancer. Partieron de la idea de desarrollar un sistema polimérico basado
en 4cido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) decorado con quitosano (CS) y polietilenglicol
(PEG) , el cual fuera biocompatible y biodegradable, que sirviera para encapsular
compuestos organicos y dotara de estabilidad quimica a los mismos. La actividad del
sistema formulado fue examinada in vitro contra dos lineas celulares de cancer, siendo
estas. las de carcinoma hepatocelular (HepG2) y céncer colorrectal (HCT 116). Los
resultados obtenidos mostraron una considerable eficiencia de encapsulacion, siendo esta
del 70%. A su vez, la estabilidad del sistema fue evaluada mediante las técnicas de
dispersién dindmica de luz y de potencial zeta. Finalmente, también fueron evaluados los
perfiles de liberacion de la quercetina encapsulada a un pH fisiolégico de 7.4, donde
observaron un claro contraste entre la quercetina libre, la cual fue liberada de manera
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total en 1 hora, y la quercetina encapsulada, la cual mostr6 apenas una liberacién del
57% pasadas las primeras 24 horas. Con respecto a la actividad de la quercetina
encapsulada contra el crecimiento de las células de cancer, se observd una actividad
mucho mayor en contraste a su forma libre, donde el posible mecanismo de accién no
solo indicé muerte celular por apotosis, sino también por necrosis, dando lugar a futuros
estudios mucho mds detallados para la evaluacién de estos mecanismos y la viabilidad de
su aplicacion.

Con respecto al uso de materiales basados en fosfatos de calcio (CaP), Patra y
colaboradores formularon un sistema basado en nanoparticulas de fosfato. de calcio
(CPNPs) cargadas con quercetina para evaluar sus propiedades " antioxidantes vy
dependientes del pH, entre otras. Ellos partieron del método de precipitacion para la
generacion del sistema e hicieron uso de técnicas fisicoquimicas para su posterior
caracterizacion. Entre ellas, podemos destacar el estudio de su capacidad antioxidante,
para lo cual se recurri6 a medir su capacidad neutralizante de la toxicidad oxidativa
inducida por HO: en células de neuroblastoma de ratén. Esto dltimo consistié en
exponer este tipo de células a distintas concentraciones de peréxido de hidrégeno , H.O»,
debido a su fuerte naturaleza oxidante y efectos nocivos para la célula, logrando asi
estandarizar las concentraciones medias inhibitorias (IC50), siendo esta de 40 pM H,O»
en 24 horas. Posteriormente, se dio un'tratamiento previo a las células con varias
concentraciones de las nanoparticulas cargadas con quercetina (0-40 uM), y luego fueron
expuestas nuevamente al peréxido de hidrégeno (40 uM). Sin embargo, ahora observaron
una muy pequena cantidad de células muertas, dependiente de la concentracién de
nanoparticulas cargadas con quercetina. Al ser previamente tratadas con una
concentracion de 30 uM de nanoparticulas cargadas con quercetina, se obtuvo la mayor
disponibilidad celular pasadas las 24 horas, siendo esta del 85%, demostrando la gran
capacidad antioxidante de la quercetina como parte de este sistema.

Destacando asi la relevancia actual por la bldsqueda de sistemas que permitan
que las virtudes de este compuesto activo sean explotadas en su totalidad, es decir,
mejorando su solubilidad en agua y tiempo de vida en el organismo, por consiguiente,
una mayor biodisponibilidad.

2.7. Estado del arte

Debido a propiedades como la biocompatibilidad, reabsorcién y una alta
actividad bioldgica, el estudio y aplicacion de la hidroxiapatita en la actualidad es muy
amplio. Por tal motivo se ha buscado darle numerosos usos en diversas areas, entre ellas
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el de la nanomedicina, y especificamente se resalta su uso como un sistema acarreador de
farmacos, mismo que se estudia en el presente trabajo.

Investigaciones como las realizadas por Mondal, Dorozhkin y Pal, se han
encargado de recopilar distintas maneras en que la hidroxiapatita ha sido sintetizada y
posteriormente utilizada. Entre ellas se destaca la hidroxiapatita con una morfologia de
particulas, las cuales posteriormente son funcionalizadas, dotando al sistema de afinidad
hacia una molécula o grupo de moléculas en especifico, y las cuales son obtenidas
cominmente por el método hidrotermal o el método sol-gel. Este amplio repertorio de
rutas de obtencién del material deja claro que, a pesar de ser el mismo compuesto el que
se busca obtener, existen numerosos métodos de sintesis para hacerlo, 'y la eleccién de
una opcion en particular, solo dependerda de las propiedades fisicoquimicas que se
requieran para cierta aplicacién. Ahora bien, con respecto ‘al 'uso de fibras de
hidroxiapatita con morfologia hexagonal y una marcada orientacién preferencial, como
las utilizadas en el presente trabajo, se han reportado pocas investigaciones en la
literatura, y adin son mds escasos los trabajos sobre la-madificacién de fibras hexagonales
para producir una oquedad en su interior por medio. de tratamientos térmicos, con el
proposito de acarrear sustancias, por ejemplo, farmacos. Por estas razones resulta
indispensable plantear nuevas metodologias‘que permitan explotar al méximo las virtudes
de este material en dreas que estdn a la vanguardia de las necesidades y problematicas
actuales.

3. METODOLOGIA

3.1. SINTESIS DE HAP

Las nanofibras de HAp se sintetizaron mediante el método hidrotermal asistido
por microondas, para ello se partié de dos soluciones precursoras; siendo la primera una
solucion de 300-ml en la que se disolvié acido glutdmico (CsH9NO4) y nitrato de calcio
(Ca(NO3)2), 'y la segunda una solucién de 100 ml en la que se disolvié hidréxido de
potasio. (KOH) y fosfato monodcido de potasio (K;HPO4). A continuacién, ambas
soluciones fueron calentadas a una temperatura de 38 °C y tuvieron agitacién magnética
constante y por separado durante 1 hora. Posteriormente las dos soluciones fueron
mezcladas para formar asi una solucién final.

Esta dltima solucion se vertié equitativamente sobre ocho tubos de Teflon, los
cuales fueron llevados al horno de microondas (Synthos 3000 construido por Anton Paar).

29



Se ejecutd el programa necesario para la sintesis, el cual emplea una temperatura de
170°C, 8 bar de presion y y 45 minutos de tiempo de reaccion.

Finalmente, el producto en dispersion se filtr6 utilizando un papel marca
Whatman con un tamafio de poro de 20 p, y el residuo sélido obtenido se dej6 secar a
temperatura ambiente por 24 h.

3.2. CARACTERIZACION DE LAS FIBRAS DE HAP

3.2.1.Difracciéon de Rayos X
Se prepar6 una muestra del producto obtenido previamente y se hizo uso de la

técnica de caracterizaciéon de difraccion de rayos X por pelves, utilizando un
difractémetro de Rayos X D8 Advance construido por Bruker, para el andlisis de su
estructura cristalina, obteniendo un difractograma de la muestra. Se identificaron las fases
cristalinas presentes en la muestra por comparacioén, utilizando el banco de PDF’s
(Powder Diffraction File por sus siglas en inglés) provisto _por el Centro Internacional de
Datos de Difraccion (ICDD por sus siglas en ingles).

3.2.2.Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)
Se llevaron a cabo observaciones de las muestras de Hap por medio del SEM

para analizar su morfologia, empleando. un microscopio electrénico de barrido Jeol
JSM-6060 LV ubicado en el CFATA-UNAM. Para la observacion de las muestras en el
microscopio electrénico fue necesario fijarlas en un portamuestras cilindrico de latén,
previamente pulido y limpio, wtilizando cinta adhesiva de doble cara o pintura de carbén
o aluminio. Las condiciones de observacion utilizadas en el equipo fueron, un voltaje de
aceleracion de 15 kV y se emplearon electrones secundarios para la formando las
imagenes.

3.2.3.Andlisis termogravimétrico (TGA)
Para este estudio se utilizé un calorimetro de andlisis Q500, construido por TA

Instruments: para obtener el perfil de comportamiento térmico, las temperaturas de
degradacion y las correspondientes pérdidas de masa. La muestra consistié en 3 mg de
fibras de HAp y el analisis se llevé a cabo en el rango de temperaturas desde los 25 hasta
los 900 °C, utilizando una velocidad de calentamiento de 10 °C / min. en atmésfera de
nitrégeno (N2).
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3.3. TRATAMIENTO TERMICO DE HAP

Se realizaron una serie de ensayos por separado dentro de una mufla
programable (LabTech 12L). El proceso consistié en tomar 0.1 g de fibras HAp y colocarlas
dentro de un crisol. Posteriormente se programé la mufla con las rampas de calentamiento
y enfriamiento propuestas a lo largo de la investigacion, las cuales se muestran en la Tabla
3. De manera general, se estableci6 primero la temperatura que se deseaba alcanzar, para
lo cual es conveniente aclarar que todas las temperaturas propuestas fueron .alcanzadas
mediante rampas de calentamiento de 10%min. Una vez alcanzada la temperatura
propuesta, se establecié el tiempo en que dicha temperatura permaneceria constante y
finalmente, transcurrido ese tiempo, se dej6 enfriar la muestra hasta una temperatura
ambiente. Al finalizar este procedimiento se recolecté la muestra para su posterior
andlisis. Dicho proceso se ejemplifica graficamente en la Figura 3.1.

Tabla 3-1. Tratamientos térmicos realizados durante la investigacion.

-

Ensayo Temperatura (°C) Tiempo (Hrs.)
1 850 3
2 7;077 7 1.5
3 600 2
4 ~( 7600 1
5 \4 550 3
6 A 550 2

600
550
500
450
400
350
300
250
200
150
100

50

Temperatura (°C)

0 30 60 90 120 150 180 210 240

[
-
o

300

Tiempo (Minutos)

Figura 3.1 Grafica de tratamiento térmico a las fibras de HAp (ejemplo).
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3.3.1.Difraccion de Rayos X
Se llevé a cabo un andlisis cristalografico por medio del difractébmetro de Rayos

X para comprobar que el tratamiento térmico no modificé la estructura cristalina de la
HAp, su calidad cristalina y orientacién preferencial, asi como asegurar que no se
transformo en otra u otras fases cristalinas.

Se prepararon las muestras de HAp tratadas térmicamente y se utiliz6 la téenica
de caracterizacion de difraccion de rayos X por polvos utilizando un difractometro de
Rayos X D8 Advance construido por Bruker. Una vez obtenidos los difractogramas de las
muestras, se identificaron las fases cristalinas presentes, poniendo especial atencién en
cualquier posible alteracién como consecuencia directa de las altas temperaturas a las
que fue sometida la muestra. Esto Gltimo por medio de la comparacién con un banco de
PDF’s (Powder Diffraction File por sus siglas en inglés), utilizandola base de datos del
Centro Internacional de Datos de Difraccién (ICDD por sus siglas.en ingles).

3.3.2.Andlisis termogravimétrico (TGA)
Para este estudio se utiliz6 nuevamente el calorimetro para el analisis

termogravimétrico Q500 de TA Instruments para corroborar la estabilidad térmica de las
fibras modificadas por accién de la temperatura, y.a su vez los porcentajes de pérdida de
peso. La muestra consistié en 3 mg de fibras'de HAp y el andlisis fue conducido en el
rango de temperaturas desde los 25 hasta los 900 °C, utilizando una velocidad de
calentamiento de 10 °C / min. en atmdsfera de nitrogeno (N>).

3.3.3.Microscopia Electronica de Barrido (SEM)
Se realizaron nuevas observaciones al SEM para analizar una vez mas la

morfologia de las fibras, y de manera especifica, observar si se formaron los huecos en las
fibras y determinar si no hubo dafo estructural en las mismas causado por la exposicion a
la energia térmica, para ello se utiliz6 nuevamente un microscopio electrénico de barrido
marca Jeol JSM-6060 LV ubicado en el CFATA-UNAM. Para la observacion de las muestras
tratadas térmicamente, se utilizd el mismo método para preparar las muestras y las mismas
condiciones.en el microscopio antes mencionadas.

3.4. SINTESIS SISTEMA HAP-QUERCETINA

Las fibras de HAp tratadas térmicamente y la quercetina fueron puestas en
contacto dentro de una solucién de alcohol etilico (C;HsOH) al 50%, en radios molares
de 10:1 respectivamente. La solucién se dej6 sobre una plancha de calentamiento y con
agitacion constante durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, la solucién se vertio
dentro de un tubo Falcon (15 ml) para centrifugadora. Posteriormente, se programé la
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centrifugadora (Universal 320, Hettich Zentrifugen) estableciendo el nimero de
revoluciones por minuto en 6,500 y un tiempo de 15 minutos. Terminado este primer
ciclo, se retir6 el sobrenadante empleando una micropipeta de 1000 uL (ScienceMED) y
luego se afadieron 5 ml de agua desionizada al tubo Falcon. Ahadidos los 5 ml, se llevo
la solucién al Vortex (Vortex-Genie 2), donde fue agitada durante 20 segundos y se
suspendié nuevamente el precipitado en la solucién. La solucion se llevé después al
segundo ciclo de centrifugado, empleando las mismas condiciones de operacién que en
el primer ciclo. Finalmente se retir6 el sobrenadante de la solucién y el precipitado
obtenido se introdujo en una estufa de vacio (Thermo Fisher Scientific), donde permanecié
48 horas para su secado. Se recolect6 la muestra para su posterior analisis (Figura 3.2).

Figura 3.2 Muestra recolectada del sistema HAp-Qrc (color grisaceo
ligeramente tefiido de amarillo).

3.5. CARACTERIZACION DEL SISTEMA HAP-QUERCETINA

3.5.T.IR
El andlisis de las muestras se llevé a cabo por espectroscopia infrarroja con

transformada de Fourier (FTIR) con un filtro de reflectancia atenuada (FTIR-ATR) en un
espectrofotometro Brucker, Vector 33 (EE.UU.). El analisis se llevé a cabo sacando el
promedio de 16 escaneos y colocando las muestras previamente molidas directamente en
el detector, presionando el polvo mediante un tornillo especial; la limpieza entre analisis
se realiz6 con alcohol etilico.

Con esta técnica analitica se estudié la estructura molecular de la HAp
sintetizada 'por el método hidrotermal asistido por microondas, la HAp tratada
térmicamente, la Quercetina por separado y también, el compuesto formado por la unién
de ambos y para éste Gltimo, se determinaron las posibles interacciones quimicas entra las
moléculas del potencial vehiculo (HAp) y el posible transportado (Quercetina).
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4. RESULTADOS

4.1. DIFRACCION DE RAYOS X

Partiendo con uno de los analisis indispensables durante la investigacion, los
resultados de la caracterizacion por difraccion de rayos X fueron de gran relevancia ala
hora de asegurarse de que la materia prima, es decir las fibras de HAp, estuvieran siendo
obtenidas de manera 6ptima y de acuerdo a lo reportado por el grupo de investigacion en
trabajos anteriores. En la Figura 4.1 se muestran dos difractogramas, siendo el primero de
ellos el correspondiente a la HAp sintetizada en el laboratorio mediante el método
hidrotermal asistido por microondas, y el segundo de ellos correspondiente .a'la HAp de
grado comercial (Sigma-Aldrich). Se disponen de tal manera a fin" de’ comparar las
principales diferencias estructurales que existen entre ambos. Es evidente que en ambos
casos se trata de una estructura cristalina. Sin embargo, caracteristicas como las
reflexiones de Bragg mds angostas y mejor definidas, y un-menor ruido de fondo en el

difractograma sirven como indicadores de la mayor calidad cristalina que presenta la HAp
sintetizada en el laboratorio.
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Figura 4.1 Difractogramas correspondientes a las fibras de HAp obtenidas por

el método hidrotermal asistido por microondas (arriba) y HAp comercial (Sigma-Aldrich)
(abajo).
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Figura 4.2 Comparaciéon de los difractogramas obtenidos para los distintos
tratamientos térmicos de fibras de HAp.

Aunado al apartado cristalogréfico, es preciso mencionar que la identificacion
de las fases cristalinas presentes en las muestras fue efectuada tomando como referencia el
PDF # 01-086-1199 contenido en la base de datos del ICDD. Este andlisis permitié
comprobar que existe una marcada orientacion cristalina preferencial en la HAp obtenida
en nuestro laboratorio, ya que esta muestra presenta en su difractograma, la reflexion de
Bragg mas intensa a aquella correspondiente al plano (300), en vez de ser la mds intensa
aquella correspondiente al (211) como lo establece el mencionado PDF. Se puede
observar en la Figura 4.1, que la reflexiéon de Bragg correspondiente al (300) tiene una
intensidad tres veces mayor a la que se observa para el plano (211).

A fin de asegurar la integridad de las fibras de HAp después de los tratamientos
térmicos, se realizaron nuevamente estudios de difracciéon de Rayos X para identificar
posibles cambios estructurales en las muestras como consecuencia directa de su
exposicion al calor. En la Figura 4.2 se disponen los distintos difractogramas obtenidos de
tal forma que es posible observar facilmente la aparicién, ausencia, intensificacién o

35



disminucion de las distintas reflexiones de Bragg presentes en los mismos, tomando como
punto de referencia la hidroxiapatita sintética sin ningin tratamiento térmico. De manera
general se observa que las reflexiones de Bragg caracteristicas para la HAp se conservan
durante los distintos tratamientos térmicos. Sin embargo, existe una evidente pérdida de la
orientacion  cristalina preferencial, siendo asi nuevamente la reflexion de Bragg
correspondiente al plano (211) la mas intensa registrada en los difractogramas
correspondientes a los tratamientos térmicos de 550, 600 y 750 °C. Ahora bien, esto no
implica necesariamente un factor negativo para la investigacion, ya que lo que se busca
primeramente es conservar la fase cristalina de la HAp, sin transformarse en otras fases, y
la orientacién preferencial, aunque es un cambio estructural, no es tan significativo para
nuestros propositos de utilizar a la HAp como acarreador y poder seguir aprovechando
sus destacables propiedades de biocompatibilidad y bioabsorcion.

Aunado a la pérdida de la orientacion cristalina preferencial en la direccién
[300], en el tratamiento térmico de 750 °C durante 1.5 horas se observa la aparicion de
nuevas reflexiones de Bragg en el eje de 20 , especificamente en los valores de 26 de
13.43 , 20.03 , 27.58 y 52.94. mismas que fueron identificadas a partir del PDF #
01-076-8438, que corresponde a la whitlockita, un mineral que, al igual que la HAp,
pertenece al grupo de minerales fosfatos. Esta aparicién e intensificacién de sefales
puntuales en el difractograma no resulta extrana, sino al contrario, ya que trabajos como
el de Kittiauchawal y colaboradores, reportan y discuten tanto las consecuencias de tratar
térmicamente un material cristalino como el fundamento detrds de dicho fenémeno,
siendo una de las posibles causas para la variacién de los parametros cristalogréficos el
que las distancias de enlaces entre atomos sean mas grandes por el suministro de calor e
implicitamente también de energia.
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4.2. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

A partir de las observaciones de las fibras de HAp, fue posible corroborar, tal y
como se observa en la Figura 4.3 (a), el éxito y grado de confianza de la metodologia
propuesta por el grupo de investigacién. La micrografia muestra las caracteristicas fibras
de HAp con seccién transversal hexagonal obtenidas por medio del método hidrotermal
asistido por microondas. Esta morfologia, altamente definida, sirve como evidencia-a la
hora de hablar del alto grado de cristalinidad y pureza del producto obtenido. Finalmente,
es preciso destacar la integridad sélida que poseen las fibras en su interior, lo que
concuerda con la nocién fundamental de que las microfibras estdin compuestas a su vez
de nanofibras, siendo estas ultimas las que permiten que se adopte una conformacion
hexagonal progresiva en el espacio. A manera de contraste, en la Figura 4.3 (b) se muestra
una micrografia de HAp comercial (Sigma-Aldrich), donde se puede observar la clara
ausencia de una morfologia definida (placas irregulares).

20kV X220 100pm 0008 HAp-1

Figura 4.3 Micrografia de SEM en la que se muestran las fibras de HAp
obtenidas por el método hidrotermal asistido por microondas (a) y HAp comercial (b).

Adicionalmente, los andlisis conducidos por medio de la Microscopia
Electronica de Barrido arrojaron informacién sumamente relevante en cuanto al impacto
de los tratamientos térmicos en las fibras de HAp.

La diferencia principal que muestran las micrografias de las fibras tratadas
térmicamente, y que salta facilmente al ojo del espectador, es la apariciéon de un hueco
ubicado en el eje axial de las mismas. Y retomando la idea presentada parrafos atras, se
conoce que el contenido que previamente ocupaba este lugar también consistia de fibras
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de HAp. En la Figura 4.4 se muestran los resultados asociados al tratamiento térmico de
550 °C durante 2 horas, mismos en los que se destaca la integridad del perfil hexagonal
original del producto, a excepcién del hueco previamente mencionado. Aunado a esto, es
importante también recalcar que las terminaciones de las fibras, es decir las “puntas”,
permanecen inalteradas. Finalmente, se puede observar en la periferia de las microfibras,
sefalado con flechas rojas, lo que se sugiere son fragmentos de nanofibras que
previamente llegaron a encontrase en el interior de la estructura principal, pero que
debido a la accién térmica a la que se vieron sometidas durante un tiempo prolongado
fueron expulsadas hacia el exterior, consecuentemente generando la aparicién del espacio
libre en el interior o “hueco”. También, en las micrografias de la Figura 4.4, se puede ver
como las nanofibras ubicadas en la cercania de la superficie de la fibra, se fusionaron por
la accién térmica produciendo una capa exterior que ya no estd formada por varias
nanofibras, sino aparenta ser de una sola pieza.

SkuU XZ,208 18mm

Figura 4.4 Micrografias de SEM correspondientes al tratamiento térmico de 550
°C durante 2 horas de las fibras de HAp.

Por otra parte, en la Figura 4.5 se presentan las micrografias correspondientes
al tratamiento térmico que de igual manera fue conducido a 550 °C, pero durante un
periodo de tiempo.de 3 horas. Si bien la presencia del hueco en las fibras sigue
existiendo, también se observa una ligera degradacion en la estructura de las mismas,
particularmente en los extremos, donde incluso se logra observar que faltan partes de las
paredes exteriores del material. A pesar de esto, la morfologia hexagonal sigue presente y
se distingue facilmente.

Otra observacién importante que permiten estas micrografias es el percatarse
de la profundidad del hueco, es decir, debido a la falta de una pequena porcién del
“cascaron” en el extremo superior de las fibras, se distingue claramente que el hueco no
es superficial, sino que tiene al menos 3um de profundidad, asegurando asi un posible
espacio que el farmaco podria ocupar.
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Figura 4.5 Micrografias de SEM correspondientes al tratamiento térmico de 550
°C durante 3 horas de las fibras de HAp.

Con respecto al siguiente tratamiento térmico, el cual fue.conducido a una
temperatura de 600 °C durante solo 1 hora, se destaca de manera particular lo encontrado
en la Figura 4.6 , donde se muestra uno de los extremos de'las microfibras. Se observa de
manera detallada la composicion estructural de la misma, -al mismo tiempo que se
corrobora la aseveracion inicial de como las nanofibras actdan como “bloques” o
unidades bdsicas para la generacion de la estructura final.

La razén principal por la cual se hace énfasis en la presencia de estos bloques
basicos de construccién, es decir las nanofibras, es debido a que se sugiere que la nocién
fundamental detras de la generacion y presencia de un hueco a lo largo del eje axial, es
consecuencia directa de la vibracién que ocurre dentro de las fibras ocasionada por el
suministro alto y constante de energia a través del tratamiento térmico, lo que lleva
finalmente a que las nanofibras del interior sean expulsadas hacia afuera por esta

“agitacion” a escala micrométrica.

15kU K20, €00

Figura 4.6 Micrografias de SEM correspondientes al tratamiento térmico de 600
°C durante 1 hora de las fibras de HAp.
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Continuando ahora con el siguiente tratamiento térmico, que consistié en
someter las fibras a una temperatura de 600 °C durante dos horas (Figura 4.7), los
resultados observados son descritos de manera similar a aquellos presentados en la Figura
4.5, donde se puede apreciar el efecto deseado de la generacién de un hueco o espacio
libre en el interior de las microfibras. Sin embargo, se percibe un dafio mayor a la
estructura de las fibras como consecuencia de la exposiciéon a una temperatura mayor
durante un tiempo mas prolongado. Los extremos de las mismas presentan danos mads
evidentes a comparacion de los tratamientos conducidos a temperatura de 550 °C, y no
solo eso, sino que incluso la integridad del cuerpo de las fibras comienza a verse afectada
por la aparicién de pequenas grietas, las cuales se sefalan con flechas rojas. Indicando asi
que las condiciones empleadas pueden ser establecidas como una posible cota superior,
que no habrd de ser alcanzada, a la hora de experimentar con nuevos tratamientos
térmicos, ya que durante el presente ensayo, la integridad del recipiente, es decir las fibras
de HAp, comienza a ver comprometida su integridad estructural, que para fines de la
investigacion resulta clave de preservar en condiciones éptimas.

_— P —_— —_—
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Figura 4.7 Micrografias de SEM correspondientes al tratamiento térmico de 600
°C durante 2 horas de las fibras de HAp.

Finalmente se observan las imagenes en las Figuras 4.8 y 4.9, que
corresponden a los tratamientos térmicos de 750 °C durante 1.5 horas y de 850 °C durante
2 horas, respectivamente. En ambas figuras se observan los efectos perjudiciales que tiene
la exposicion de las fibras de HAp a estas temperaturas tan elevadas. Es posible distinguir
la ruptura abrupta de las mismas tanto en los extremos como a lo largo del cuerpo,
destacando a su vez la aparicién de pequefias grietas y un aspecto visual de las fibras
como si estuvieran a punto de desmoronarse. Siendo esto Ultimo totalmente contrario a
uno de los objetivos principales de la investigacion, y lo cual permite descartar a estos dos
ensayos como Optimos para el propésito que se busca.
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Adicionalmente, las micrografias que se muestran en la Figura 4.8 tienen un
punto que juega en su contra, el cual es que no solo muestran la perdida de la integridad
de los extremos de la fibra, sino que se observa la generacién de formas puntiagudas, lo

cual podria ser perjudicial a la hora de que se pone en contacto a las fibras tratadas
térmicamente con el firmaco, ya que al estar expuestas podrian permitir que cierta
cantidad de la droga se deposite en la superficie interna de ellas y consecuentemente
quede desprotegido a la hora de ser acarreado.

S, €88 Srm 2, Hap TT2

Figura 4.8 Micrografias de SEM correspondientes al tratamiento térmico de 750
°C durante 1.5 horas de las fibras de HAp.

Figura 4.9 Micrografias de SEM correspondientes al tratamiento térmico de 850
°C durante 2 haoras de las fibras de HAp.

La relevancia de esta serie de micrografias presentadas radica en que
proporcionan bases sélidas para justificar la eleccién entre los distintos tratamientos
térmicos conducidos, siendo el de 550 °C durante 2 horas el idéneo para la presente
investigacion (Figura 4.4).
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4.3. TERMOGRAVIMETRIA

Los resultados arrojados por este estudio fueron cruciales a la hora de marcar la
pauta con respecto a los distintos rangos de temperatura con los que fue posible trabajar,
esto mediante el analisis de la estabilidad térmica tanto del acarreador (fibras de HAp)
como del farmaco (Quercetina).

Para comenzar, se observa en la Figura 4.10 el termograma correspondiente a
las fibras de HAp sintetizadas mediante el método hidrotermal asistido por microondas. Se
aprecia una primer pérdida de masa que inicia alrededor de los 100 °C y que corresponde
a la pérdida de agua (3%) y posteriormente, la siguiente pérdida de masa corresponde a la
degradacion de materia orgdnica, principalmente el acido glutdmico remanente del
proceso de sintesis. Adicional a esto, se destaca la poca pérdida de masa de la muestra
conforme al aumento de la temperatura, teniendo un porcentaje de pérdida de masa
menor al 6% una vez alcanzados los 900 °C. Estas observaciones concuerdan con una de
las caracteristicas de los materiales cerdmicos mencionada secciones atras (Seccion 2.3),
la cual es su gran estabilidad y resistencia al calor.
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Figura 4.10 Pérdida de masa (%) frente a la temperatura para HAp sintética.
Este primer termograma brinda una mayor certeza en cuanto a descartar una
posible descomposicion o reaccién abrupta del material a la hora de ser sometido a los

distintos tratamientos térmicos propuestos.
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Por otra parte, fue necesario también el estudiar la estabilidad de la quercetina
con respecto al suministro de calor, ya que hay dos factores importantes a considerar.
Siendo el primero de ellos que se trata de un compuesto organico y por regla general se
sabe que tienen puntos de fusion y ebullicién mas bajos que los materiales inorgénicos; el
segundo es que al ser un compuesto con efectos terapéuticos, su integridad quimica no
deberd de verse alterada ya que esto podria provocar la pérdida total o parcial de los
posibles beneficios al organismo. El termograma correspondiente a la Quercetina se
muestra en la Figura 4.11.
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Figura 4.11 Pérdida de masa (%) frente a la temperatura para Quercetina.

La curva de TGA para la quercetina muestra una irrupcién en la estabilidad
térmica que comienza a partir de los 68.19 °C y consiste en la pérdida de un 7% de la
masa total de la muestra al llegar a los 106.04 °C, lo que puede indicar la pérdida de
grupos OH presentes en el compuesto, viéndose asi comprometida la integridad quimica
de la molécula. Por tal motivo se decidié establecer una metodologia donde este
flavonoide no estuviera expuesto a temperaturas mayores a los 40 °C, teniendo asi un
margen seguro para su uso durante la fase de experimentacion.

Finalmente, en la Figura 4.12 se muestran las curvas de TGA obtenidas para las

fibras de HAp tratadas térmicamente. Estas muestran resultados interesantes, dentro de los
cuales es posible destacar primeramente la elevada estabilidad térmica de las muestras
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analizadas, siendo el porcentaje de pérdida de peso del 1.3%, 4.6% y 0.7% para los
tratamientos térmicos de 550 °C (2Hrs.), 550 °C (3Hrs.) y 600 °C (2Hrs.) respectivamente.
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Figura 4.12 Pérdida de masa (%) frente a la temperatura para HAp debido a
los distintos tratamientos térmicos efectuados.

Si bien es fundamental para la investigacion el hecho de que se cuente con un
material altamente estable ante los cambios de temperatura, es necesario profundizar
también en el siguiente punto. Las tres curvas de TGA mostradas en la Figura 4.12
presentan_una ganancia maxima de porcentaje de masa en temperaturas especificas del
barrido, siendo estas de 591.55 °C, 612.44 °C y 657.33 °C respectivamente. En la Tabla
4-1 se registran las coordenadas exactas donde se dan estas ganancias maximas de
porcentaje de masa y el valor de las mismas. Resulta imprescindible recordar en todo
momento que se estd trabajando con un material ceramico, esto debido a que la
porosidad superficial e interna del mismo pudo verse modificada como consecuencia de
los tratamientos térmicos a los que fue sometido, tal y como lo mencionan Ye y
colaboradores en su investigacion, donde después de haber sometido sus nanocables de
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HAp hueca a un proceso de calcinacion de 300 °C durante 3 horas, observaron un
aumento en el tamano del hueco y la superficie especifica de 13.3 a 15.6 nm y de 97.76 a
116.8 m2g1, respectivamente. Lo que puede sugerir que la porosidad del material
utilizado en esta investigaciéon también estd siendo modificada por la accién térmica. Por
este Gltimo motivo existe esa ganancia de masa, que puede ser atribuida a la adsorcion
del nitrégeno (N2) por el material, ya que este fue el gas de arrastre utilizado durante los
analisis termogravimétricos, y conforme transcurrié el tiempo de andlisis fue liberado
nuevamente en la cdmara.

Tabla 4-1. Ganancia de masa en las muestras tratadas térmicamente.

Tratamiento Coordenada X (Temperatura°C)  Coordenada Y (% Pérdida de masa)
térmico
550 °C - 2Hrs. (a) 591.55 L 99.45211
550 °C - 3Hrs. (b) 612.44 | 100.0931

600 °C - 2Hrs. (¢) 657.33 99.9888

4.4, ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Finalmente, los resultados obtenidos mediante el analisis de FTIR se muestran
en la Figura 4.13. En el grifico se observan, en orden ascendente, los espectros
correspondientes a las fibras de HAp previas a ser tratadas térmicamente, quercetina,
fibras de HAp tratadas térmicamente (550 °C - 2Hrs.) y el sistema HAp-Quercetina.

Comenzando con la HAp sintética, se observan las sefales correspondientes a
los grupos fosfato (PO4)3 en las bandas alrededor de 1034 y 563 cm-'. Existe una clara
distincién -entra ambas bandas, ya que la primera en 1034 cm-' es muy intensa y
corresponde a la vibracién del grupo fosfato mientras que la segunda banda en 563 cm-
es originada por la deformacién del mismo grupo funcional. En el espectro también se
observa una banda muy pequeia alrededor de 3570 cm (regién del espectro
caracterizada por indicar la presencia de grupos OH"), y recordando la estructura y
disposicion espacial de los &tomos en el material, esta sefal se atribuye a los grupos OH"
aislados en el interior de las fibras. A excepcién de un ligero aumento en esta Gltima
sefal, el espectro correspondiente a las fibras de hidroxiapatita tratadas térmicamente
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(550 °C - 2Hrs.) coincide con aquel obtenido para las fibras previo al tratamiento térmico,
siendo un excelente indicio de la conservacién de la integridad quimica del material
original.
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Figura 4.13 ~ Comparacion de espectros de infrarrojo para HAp sintética,
Quercetina, HAp tratada térmicamente y el sistema HApTT-Quercetina, de abajo hacia
arriba respectivamente.

Por otra parte, se destaca en el espectro de quercetina la presencia de las
siguientes_bandas caracteristicas, que coinciden en su totalidad con lo previamente
reportado en 2012 por Pool y colaboradores: estiramiento del grupo O-H (3700-3300
em-!); absorcion del grupo C=0 (1662 cm-1); estiramiento del enlace C-C (1618 cm-);
flexion C-H (1456, 1383 y 866 cm-); estiramiento de C-O en la estructura del anillo
(1272 cm-); y estiramiento C-O (1070-1150 cm-'). La presencia de una amplia variedad
de bandas en el espectro encaja perfectamente con la clara distincién entre un material
organico (quercetina) y uno inorganico (hidroxiapatita).
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Habiendo sido identificadas las bandas caracteristicas de cada material
individualmente, el Gltimo espectro muestra las bandas presentes en el sistema HApTT-
Qrc. Iniciando el andlisis de izquierda a derecha, se observa en la region sefialada con
azul la aparicién de una banda alrededor de 3600-3250 cm-!, contribucion que puede ser
atribuida a la presencia de los grupos O-H pertenecientes a la quercetina en este sistema.
A diferencia del espectro correspondiente a quercetina pura, en este Gltimo la sefial posee
valores de transmitancia mas elevados y por tanto una menor absorbancia, pudiendo
indicar asi la restriccién de su movimiento como consecuencia de otras interacciones a
nivel molecular con los grupos presentes en la HAp, entre los que se considera
principalmente a los grupos fosfato de esta Gltima.

Una razén importante por la cual se considera que la interaccién entre los
grupos fosfato de la HAp y los grupos O-H de la quercetina puede ser la principal
responsable de la “uniéon” de ambos compuestos es que se debe recordar que el grupo
fosfato consiste en un dtomo de fésforo unido covalentemente a 4 dtomos de oxigeno vy
contiene un enlace P = O vy tres enlaces P-O-. Esto implica también que los atomos de
oxigeno son mas electronegativos que el dtomo-de fosforo, lo que da lugar a enlaces
covalentes polares. Por lo tanto, estos atomos de oxigeno pueden formar puentes de
hidrégeno con grupos funcionales que contengan hidrégeno cercano que también pueden
tener una carga parcial positiva. Si bien las interacciones del tipo puente de hidrégeno no
son consideradas las mds fuertes, debido a su abundancia en el sistema aportan lo
suficiente para que se de una interaccion sustancial entre ambos componentes.

Pasando ahora a la regién en el espectro sefialada con amarillo, se destaca con
un corchete rojo la aparicion de bandas caracteristicas de la quercetina alrededor de
1700-1500 cm-' , siendo-estas la absorcion del grupo C=0O (1662 cm-') y el estiramiento
del enlace C-C (1618 cm-), teniendo asi nuevamente la presencia de bandas
caracteristicas de ‘ambos materiales en este mismo espectro. Esto Gltimo también sugiere
una exitosa“.interaccion de los componentes, ya que hasta este punto las sefales
caracteristicas .no desaparecen ni simplemente se empalman unas con otras, sino que se
suman en el espectro tal y como si se tratase de un tnico material. Las flechas rojas dentro
de la region amarilla y la ligera aparicion de sefales en la regién rosada sustentan esta
idea.
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5. CONCLUSIONES

Los resultados de esta investigacion establecen las bases para el uso de las
fibras de hidroxiapatita en el drea de la nanomedicina, y sugieren consecuentemente que
la obtencién de fibras con un espacio libre en su interior mediante la accién del efecto
térmico es viable.

El impacto de los distintos tratamientos térmicos fue analizado basandose
principalmente en cambios morfolégicos y estructurales, cristalograficos y-la estabilidad
térmica final del material, y de acuerdo al analisis de los mismos, se destaca el tratamiento
térmico de 550 °C durante 2 horas como el mas adecuado para cumplir con los propdsitos
de la investigacion. Siendo este Gltimo el que conserva en un mejor estado la estructura
original de las fibras y a su vez un espacio hueco en el interior,.como si de un cascarén se
tratase. Aunado a presentar la morfologia y estructura deseada, el material cuenta con una
elevada estabilidad térmica, gran calidad cristalina, ‘a* pesar de haber perdido la
orientacion cristalina preferencial en la direccién [300], y la posibilidad de interactuar
con la droga modelo mediante lo que se sugiere serian interacciones del tipo enlaces de
hidrégeno entre los grupos fosfato de la HAp y los grupos O-H presentes en la molécula
de quercetina.

Con este primer adentramiento en el area se encontraron las condiciones
termodindmicas ideales para el establecimiento de una metodologia inicial, que sin duda
podra ser mejorada en trabajos futuros con la modificacion y evaluaciéon de los mismos.
Al mismo tiempo que se podra incursionar con nuevos farmacos o incluso con algunos
similares a la molécula de quercetina para muchas otras potenciales aplicaciones.
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