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Resumen

El titanio es un metal el cual ha tenido gran impacto en la medicina, este ha sido utilizado en
implantes ortopédicas asi como en proétesis debido a que es inerte en el cuerpo, en los dltimos
afios este material ha sido nanoestructurado en su forma de nanotubos, estos han sido probados
anteriormente por nuestro grupo de trabajo en prétesis in vivo y han demostrado una
optimizacidon de propiedades, a su vez las enzimas han sido estudiadas mds a fondo en los
dltimos afios dando como resultado el descubrimiento de grandes propiedades utiles en la
biomedicina. La enzima bromelina ha destacado debido a sus propiedades desinflamatorias,
reductoras de tumores, asi como anti cancerigenas, como resultado de lo anterior en este
proyecto se plantea el uso de nanotubos de aleacién de titanio (Ti24ZnioNb2Sn) como sistema
de encapsulacién y liberacién de la enzima bromelina con posibles aplicaciones en el drea

biomédica.

Introduccion

En los ultimos afios la importancia de encontrar un dispositivo eficiente que esté funcionalizado
como liberador de farmacos ha sido una parte crucial en la investigacion biomédica, esto debido
a la creciente demanda de tratamientos eficaces, rdpidos y no invasivos para enfermedades
comunes, cronicas y degenerativas que se presentan con mayor frecuencia debido al crecimiento

exponencial de la poblacién a nivel mundial.'~

Uno de los métodos mds frecuentemente buscados en la investigacién biomédica ha sido la
liberacién de formacos por diferentes medios.*” Debido al auge de la nanotecnologia se busca
adaptar y optimizar diferentes métodos de liberacion de farmacos, entre ellos el uso de
nanotubos. Los nanotubos se han utilizado para optimizacion y funcionalizacién de materiales,
asi como en el area biomédica siendo portadores y liberadores de moléculas para uso
terapéutico.®’ Las aleaciones de titanio han sido ampliamente utilizadas para la fabricacién de
protesis articulares ortopédicas metdlicas y cirugias de placas Oseas esto debido a su alta

resistencia y su biocompatibilidad.!%!?

La bromelina ha sido estudiada en el dmbito médico debido a que muestra propiedades de
regeneracion Osea asi como propiedades antiinflamatorias, reductoras de tumores Yy

anticancerigenas las cuales han sido demostradas anteriormente.'*!'* En este trabajo de



investigacion se pretende demostrar la eficacia de la enzima bromelina encapsulada en

nanotubos de titanio como un método innovador en la liberacion de la enzima bromelina.

1. Antecedentes

Los nanotubos son nanoestructuras las cuales se caracterizan principalmente por su forma

cilindrica y su gran relacién drea volumen como se observa en la figura 1.'°

e g
‘ ’.:.'&"—".\ 2 ‘0;\'
ERL R R R SRl
2.‘:3'-:'-'::"2'2 BT

Fig. 1 Nanotubo de carbono de pared miltiple (Posgradoeinvestigacion UADEC, s.f.)

Este tipo de morfologia es lo que ha permitido a los nanotubos ser utilizados en multiples
escenarios. Las propiedades de los nanotubos varian principalmente en el material del cual estén
hechos, esto debido a que muchas de las propiedades fisicoquimicas de estos dependen del

material.'®

Algunos de los usos que se les ha dado a los nanotubos han sido en celdas solares, como
fotocatalizadores, utilizacién en membranas y como liberadores de farmaco.!”!® Por su parte las
aleaciones de titanio han demostrado a lo largo de las dltimas décadas caracteristicas que les
permiten interactuar de una manera eficiente con el cuerpo humano, este tipo de aleaciones han
sido estudiadas y han demostrado biocompatibilidad en la superficie del material, esta es una de
las principales razones por las cuales el titanio ha sido utilizado ampliamente en el drea
biomédica, mds especificamente en protesis articulares (Rodillas y cadera), prétesis dentales asi

como en liberaciéon de medicamentos y stents.
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1.1 Aleaciones de titanio y su uso en biomedicina

Las aleaciones de titanio constan de una mezcla de metales y otros elementos quimicos. Al igual
que todas las aleaciones estas se disefian con la finalidad de mejorar considerablemente las

propiedades fisicas del material y que este pueda tener distintas aplicaciones.

Las aleaciones de titanio han sido ampliamente utilizadas para la fabricacion de protesis
articulares ortopédicas metélicas y cirugias de placas 6seas. Normalmente se fabrican a partir
de piezas de barras forjadas o fundidas por CNC, CAD o por produccién metaldrgica como se

observa en la figura 2.

Un ejemplo de aleaciones que han sido utilizadas en biomedicina son:

e TisAl:Nb: Es una aleaciéon de titanio de alta resistencia y con excelente
biocompatibilidad utilizada en implantes quirdrgicos. Usado para reemplazar las

articulaciones de cadera, ha estado en uso clinico desde principios de 1986."°

Fig. 2 Protesis articular de rodilla utilizando aleacion de titanio para su fabricacién. (depositphotos, s.f.)

1.1.2 Nanotubos de titanio, sintesis y variables de control
Se denominan nanotubos a las estructuras tubulares (cilindricas), cuyo tamafio se encuentra
dentro de la escala nanométrica.’ Los nanotubos han adquirido importancia en las

investigaciones debido a sus multiples propiedades entre ellas: propiedades electronicas,
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Opticas, mecdnicas, térmicas, etc. las cuales, dependiendo el material en el que se encuentren

pueden ser expresadas.

En los tltimos afios, la liberacion de farmacos utilizando matrices compuestas por nanotubos ha
sido un tema de gran interés a nivel mundial esto debido la demanda de la poblacién por una
mejor calidad de vida, al progreso en el conocimiento de nuevos farmacos y sobre todo al avance
que la nanotecnologia en conjunto con la biotecnologia han presentado a lo largo de esta tltima

década.

Para lograr el objetivo de tener una 6ptima liberacién de firmaco y asi mismo presente la menor
cantidad de inconvenientes al paciente, en los ultimos afos se ha investigado principalmente en
el uso de matrices de nanotubos como portadores y liberadores de firmaco de titanio por
presentar caracteristicas fisicas notables, asi como biocompatibilidad e indices de toxicidad

bioldgica bajos.?!?

Power supply
-
1
Ti sheet
(anode)
Pt foil
(cathode)
Tio,
film
Electrolyte

Fig. 3 Esquema del método de sintesis anodizado electroquimico (LOPEZ, 2015)

Los nanotubos pueden ser sintetizados por distintos métodos, sin embargo el anodizado
electroquimico es uno de los més utilizados, esto debido a la simplicidad del método asi como
a que esta técnica permite tener un control completo en la morfologia final de los nanotubos, en

la figura 3 podemos observar de manera grifica las piezas que lo conforman.”* Este método
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consiste en la utilizacion de una corriente eléctrica la cual en combinacién con un electrolito y
un contraelectrodo inerte al electrolito los cuales fuerzan la oxidacion de la fase mds superficial
de la muestra a anodizar lo cual produce una picadura en la superficie del material y a su vez

promueve el crecimiento de nanoestructuras tubulares.>*

Modificando las variables de control se pueden obtener distintas morfologias de nanotubos

como se muestra en la figura 4.

Residuo éxido
pl{ " . d
= . ~ Voltaye
Tempo de fhdnn.l.‘
i Velocidad de bamido

[y —
% de agua t

|
| Temperatura |
I\'oha;c |

i+ Electrolito yF l
| Sodeagua |

r

[ Lavado v modizado '
[ Electrolito y pH — *{\'Dllljc y Velocidad de lnmio;;
Concentracion F Efecto del Cation
[ % de agua } Temperatura ]

fhmmo de Oxxdacwn1

Fig. 4 Variables de control y efectos de estas en la morfologia de los nanotubos de titanio.

1.1.3 Aleacion Ti24Zn1oNb2Sn

Gracias a las propiedades del titanio este se utiliza ampliamente en aleaciones, las cuales presentan
propiedades interesantes, entre ellas las aleaciones base niquel destacan por su superelasticidad y su
resistencia a la temperatura, sin embargo, el niquel presente en altas concentraciones se ha reportado
como un potencial agente alérgico y carcinogénico en el cuerpo. Los iones niquel tienden a acumularse

en las células afectando su metabolismo celular por ejemplo la sintesis en el ADN.

Como alternativa a las aleaciones base niquel se busc6 una aleacién la cual cumpliera con la funcién de
tener una stper elasticidad comprobable similar a las aleaciones base niquel y ademas fuera similar a la

elasticidad 6sea, tomando esto en cuenta y distintas aleaciones las cuales presentaban ciertos niveles de
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siper elasticidad se llegé a la aleacién Ti24Zn10Nb2Sn, cuya superelasticidad se ha comprobado por
nuestro grupo de investigacion y fue explicado por la recristalizaciéon en {001} , {110} . Ademas esta
aleacién presenta excelentes propiedades de recuperacion a la tensién cuando se aplican tratamientos
térmicos alcanzando una recuperacién de hasta el 7% lo cual es el doble que otras aleaciones libres de

niquel.”

Esta aleacion también ha sido de estudio en nuestro grupo de trabajo el cudl ha obtenido como resultados
la fabricacién de una pelicula nanocompuesta las cuales se realizaron con la aleacién Ti24Zn10Nb2Sn
en conjunto a una pelicula de chitosan y por medio de anodizado electroquimico de manera similar a lo
que se propone en esta tesis, dando como resultado después de la evaporacién del solvente una pelicula

combinada con nanotubos como se observa en la figura 5. %
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Fig. 5 (a) Muestra la vista en seccion transversal del nanocompuesto de quitosano / nanotubos
desprendidos de la superficie de la aleaciéon, (b) muestra la composicion elemental, (c) y (d) muestra los
nanotubos fracturados (Ldopez Pavon L)
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1.2 Enzimas

Las enzimas son una clase especifica de las proteinas las cuales tienen como objetivo acelerar
la velocidad de las reacciones quimicas que ocurren dentro de una célula. De acuerdo a lo
anterior se les conoce méds ampliamente como catalizadores bioldgicos. Las enzimas tienen un
papel fundamental ya que ayudan a los procesos esenciales tales como: La digestion de
alimentos, el metabolismo, la coagulacién sanguinea y la contraccion muscular. EI modo de
accion es especifico ya que cada tipo de enzima actia sobre un tipo particular de reacciéon y
sobre un sustrato especifico, lo cual nos lleva a tener distintos tipos de clasificaciones de

enzimas. 2°

Ademads de lo antes mencionado en la industria quimica son ampliamente utilizadas en la
formulacion o fabricacion de productos de uso diario tales como: quitamanchas, detergentes,
blanqueadores, lavavajillas, etc. Gracias a esto han adquirido una amplia aceptacién en el

mercado y su uso a su vez ha provocado una investigacion en el uso de ellas.

1.2.1 Clases de enzimas
A continuacidn, se describe la clasificacion de las enzimas asi mismo se puede observar en la

figura 6.

v" Oxidorreductoras: Son las encargadas de la catalizacién de reacciones
oxidorreductoras, por ejemplo, de la transferencia de hidrogeno (H) o electrones (e-) de
un sustrato a otro, dependiendo la reaccién en general

v Trasnferasas: Su funcién principal es la catélisis de la transferencia de un grupo

quimico (distinto del hidrégeno) de un sustrato a otro

Hidrolasas: Principales catalizadoras de las reacciones de hidrélisis

Liasas: Catalizan reacciones de ruptura o unioén de sustratos

Isomerasas: Catalizan reacciones de iSOmeros.

AR NEENEEN

Ligasa: Catalizan la unién de dos sustratos con hidrolisis simultdnea de un nucleétido

trifosfato (ATP, GTP, etc.)
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Fig. 6 Clasificacion de las enzimas (Lafayette W)

1.2.2 Propiedades de las enzimas como catalizadores naturales
Las enzimas son catalizadores naturales biolégicos esto ya que aceleran las reacciones multiplicando su

velocidad en factores de 10¢ a 10'? veces, las cuales trascurren bajo ciertas condiciones de

temperatura, presion atmosférica y en un rango de valores de pH.

1.2.3 Importancia de la encapsulacion enzimatica

La encapsulacién enzimdtica es un proceso mediante el cual las enzimas se introducen en una
matriz de un determinado material para impedir que pierdan su estructura tridimensional una
vez que son extraidas de su medio ambiente natural. En otras palabras se puede decir que la
encapsulacion nos ayuda a poder mantener las propiedades de las enzimas bajo condiciones
fisicoquimicas de un medio de reaccién que en otras circunstancias serian nocivas para su

funcionamiento.

La importancia de la encapsulacién enzimdtica proviene principalmente de las ventajas

obtenidas las cuales se dan a continuacion:

v" Dar proteccién al material activo de la degradacién por el medio de reaccién (Calor, luz
solar, cambios de humedad, presion, aire, etc.)

v El material encapsulado tiene una liberacién controlada
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v Se puede modular las propiedades fisicoquimicas de las enzimas encapsuladas.
v’ La encapsulacién de enzimas puede prevenir reacciones secundarias no requeridas.
v’ Estabiliza la estructura tridimensional de las enzimas bajo condiciones de pH vy

temperatura adversas.

1.3 Uso de enzimas en una matriz de nanotubos de titanio

Las interacciones que existen entre nanotubos de titanio y enzimas han sido estudiadas con
anterioridad para poder determinar la viabilidad de estos como modelo encapsulador de enzimas

y la viabilidad de ser utilizados sin que estos dafien o modifiquen las enzimas.

El desarrollo de matrices de nanotubos de titanio en combinacién con las enzimas ha sido
utilizado principalmente para el desarrollo de biosensores en los cuales la enzima queda atrapada
de manera permanente dentro de los nanotubos de titanio. Esto es posible ya que la estructura
de los nanotubos de titanio es ideal para poder almacenar y mantener inmovilizadas las enzimas,
esta inmovilizacion permite el mantener la estructura compleja de las enzimas aunado a que el

titanio favorece la bioactividad de estas.?’

El uso de nanotubos de titanio como parte esencial de la inmovilizacién enzimatica ha sido
demostrado utilizando diversas enzimas entre ellas la glucosa oxidasa y la peroxidasa de rabano
picante ademads de proteinas como la BSA como se observa en la figura 7, asi mismo se demostré
que otro tipo de proteinas, asi como enzimas de mayor importancia como el ARN son viables

de inmovizar utilizando este tipo de matrices.?” %
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Fig. 7 Inmovilizacion de Glucosa Oxidasa en nanotubos de titanio (Tian, 2014)

1.4 Bromelina

La bromelina es una enzima de origen vegetal extraida de la pifia y es utilizada a nivel industrial
principalmente como ablandador de carne y en la fabricaciéon de productos alimenticios como
quesos, harinas y aclarador en cervezas al hidrolizar las proteinas solubles de esta.*® En los
ultimos afios esta enzima ha destacado debido a recientes investigaciones sobre su uso como

potencial regenerador 6seo y como un posible tratamiento de osteoartritis.

Aligual que la familia proteasa la bromelina presenta una forma tridimensional compleja la cual
se puede observar en la figura 8, gracias a esta forma tridimensional esta enzima puede llevar a

cabo su accion proteolitica.
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Fig. 8 Estructura tridimensional de la enzima bromelina (Drugbank, s.f.)

1.4.1 Propiedades bioquimicas de la bromelina

El extracto acuoso crudo del tallo y el fruto de la pifia se conoce como bromelina. Es una mezcla
de diferentes tiol endopeptidasas y otros componentes como fosfatasas, glucosidasa,
peroxidasas, celulasas, glicoproteinas, carbohidratos y varios inhibidores de la proteasa. La
actividad enzimadtica de la bromelina comprende un amplio espectro teniendo un rango de pH
de 5.5 a 8.0 dentro de este rango la enzima puede funcionar de una manera correcta y sin
presentar degradacion. La bromelina se prepara a partir de jugo de piia refrigerado y esto se

realiza por medio de las técnicas de centrifugacion, ultrafiltracién y liofilizacion.

El proceso de liofilizacién produce un polvo amarillento, cuya actividad enzimdtica se
determina con diferentes sustratos tales como caseina (unidades de tirosina), gelatina (unidades

de digestion de gelatina) o tripéptidos cromogénicos.

En la figura 9 podemos observar la estructura quimica de esta enzima, asi como los grupos

funcionales que esta posee.
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Fig. 9 Estructura quimica de la Bromelina (Khalid, 2016)

1.4.2 Usos biomédicos de la bromelina

La bromelina se ha utilizado en la biomedicina presentando distintas propiedades terapéuticas
que potencializan el tratamiento de distintas enfermedades, principalmente aquellas
relacionadas con los huesos. Esta enzima previene o minimiza la gravedad de la angina de
pecho y el ataque isquémico transitorio. Es titil en la prevencion y el tratamiento de la
tromboflebitis. También puede descomponer las placas de colesterol y ejerce una potente
actividad fibrinolitica. Una combinacién de bromelina y otros nutrientes protegen contra la

lesién por isquemia / reperfusién en el misculo esquelético. *!

Aunado a lo anterior la bromelina ha tenido un papel importante en tratamientos relacionados a
la osteoartritis ya que se le identifica como un complemento alimenticio que puede proporcionar
un tratamiento alternativo al antiinflamatorio no esteroideo. Esta a su vez desempefia un papel
importante en la patogenia de la artritis. La bromelina tiene propiedades analgésicas que se cree
que son el resultado de su influencia directa sobre los mediadores del dolor como la bradicinina.
Los primeros estudios informados que investigaron la bromelina fueron una serie de informes

de casos de 28 pacientes con osteoartritis o artritis reumatoide moderada o grave. >

1.4.3 Encapsulacion de la bromelina
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Dado a los beneficios de la bromelina que fueron descritos anteriormente y a la necesidad de
poder mantener activa dicha enzima se han reportado distintos métodos en los cuales la
bromelina ha sido encapsulada. Las nanoesferas han sido estudiadas como un método viable
de encapsulacion enzimatica y se ha reportado que las proteasas incluyendo la bromelina
pueden encapsularse en este medio dando como reaccidon un incremento en la estabilidad

térmica.>’

Asi mismo en estudios reportados por Bernela et al. se ha reportado que la encapsulacién por
medio de nanoparticulas en goma de katira favorece la propiedad anti inflamatoria de la

bromelina encapsulada.>*
1.5 Control de liberacion por medio de un recubrimiento polimérico

Una limitacién principal del uso del uso de nanotubos de aleacion de titanio en aplicaciones de
administracion de farmacos es el efecto de liberacidon repentina o en otras palabras una liberacion
sin control en el que la mayor parte de la carga de farmaco se libera de la capa de nanotubos en
los primeros minutos después de la interaccidon de la prétesis con el medio de liberacion.

En este sentido las membranas de polimeros proporcionan un mejor control en el mejoramiento
de la biocompatibilidad y para reducir el efecto de liberacion de rafagas para aplicaciones in
vivo. Dado lo anterior, se ha informado sobre el uso de revestimientos de peliculas poliméricas
en implantes de stents con el fin de retrasar la liberacion del farmaco y asi tener un efecto de
liberacién mds controlada como se observa en la figura 10."”

Sin embargo, se ha informado que, durante el uso prolongado de estos stents, la degradacion del
polimero puede inducir una respuesta inflamatoria, activando los fagocitos y aumentando la
proliferacion del musculo liso vascular, lo que puede llevar al fracaso del implante.

Como alternativa, las nanofibras han sido muy utilizadas en diversas dreas de la biomedicina
tales como biosensores, portadores de farmacos e ingenieria de tejidos, principalmente debido
a su parecido con la matriz extracelular (MEC) y su gran relacion drea a volumen. Esta
morfologia nanofibrosa ha demostrado ser esencial en la funcién correcta de la estera de

nanofibras en todas las aplicaciones de esta tecnologia.®
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Fig. 10 Pelicula polimérica sobre nanotubos (Cipriano, 2014)

1.6 Electrohilado

Las caracteristicas basicas de la técnica del electrohilado se basan en un electrodo que es
insertado en la solucién polimérica y el otro electrodo al colector, el cual a su vez es conectado
a tierra®®. Cuando un alto voltaje es aplicado, la repulsién de cargas en la superficie del fluido
provoca una fuerza directamente opuesta a la tension superficial del fluido. Cuando el campo
eléctrico se incrementa, la superficie semiesférica del fluido en la punta de la aguja del inyector
se alarga hasta llegar a tomar una forma conica llamado “cono de Taylor”. Un chorro de fluido
cargado es despedido desde la punta del cono de Taylor, cuando la fuerza electrostatica vence
la tensién superficial en un valor critico del campo eléctrico. Una caracteristica observada
durante este proceso es la salida aleatoria del chorro polimérico conocida como “whipping”

como se observa en la figura 11.
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Fig. 11 Representacion grafica de la técnica de electrohilado (Sdnchez, 2013)

La evaporacion del solvente toma lugar desde las fibras poliméricas cargadas hasta el camino al
colector produciendo sobre el colector una estera de fibras no entretejidas. Las principales
ventajas de las nanofibras en comparacién con las peliculas de polimeros son la alta relacion
drea a volumen y la buena interacciéon de este tipo de nanoestructuras en presencia de

biomoléculas debido a su parecido con el ECM.?’

1.6.1 Membranas nanofibrosas poliméricas con potencial aplicaciéon en el control de la

liberacion enzimatica.

Como alternativa a las peliculas poliméricas las nanofibras pueden jugar un rol muy importante
en el control de la liberacién enzimdtica. Las nanofibras son fibras con didmetros en el rango
nanométrico que pueden obtenerse a partir de diferentes soluciones de polimeros mediante
diferentes procesos de sintesis. Las nanofibras poliméricas han sido muy utilizadas en
biomedicina como biosensores, portadores de firmacos e ingenieria de tejidos principalmente
debido a su parecido con la matriz extracelular (MEC) y la gran relacién drea a volumen.?® ¥
Esta morfologia nanofibrosa se puede observar en la figura 12 y ha demostrado ser esencial en

la funcién correcta de la estera de nanofibras en las diversas aplicaciones en donde ha sido

utilizadas.
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El electrohilado es la técnica mds utilizada en la sintesis de nanofibras debido a su configuracion
simple y econémica y su versatilidad en la modulacion de las propiedades finales de las
nanofibras.*” En la figura 12 podemos observar un ejemplo de la morfologia de nanofibras

poliméricas de PVA.

Fig. 12 Morfologia de nanofibras de PVA (www.hindawi.com, s.f.)

Las principales ventajas de las nanofibras en comparacion con las peliculas de polimeros son la
alta relacion drea a volumen y la buena interaccion de este tipo de nanoestructuras en presencia
de biomoléculas debido a su parecido previamente con el ECM. Es importante destacar que, de
acuerdo con nuestra investigacion bibliogréfica, este es el primer informe sobre electrospinning
sobre una aleacién de titanio nanoestructurada en el drea de liberaciéon de medicamentos.
Ademds, debido al parecido de matriz extracelular (ECM) de la estera de nanofibras, se espera
que la biocompatibilidad de la prétesis de aleacion de Ti y otras aplicaciones bioldgicas aumente
exponencialmente y se optimice el rendimiento de la capa de material polimérico. Es importante
destacar que la morfologia de las nanoestructuras, ya sean NNTBS o nanofibras, afecta las

propiedades intrinsecas de los materiales y su biocompatibilidad.*!
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2. Hipdtesis
Es posible utilizar los nanotubos de una aleacion de titanio (Ti24Zn1oNb2Sn) como sistemas de

encapsulacion y liberacion de la enzima bromelina.

3. Objetivo General
En base a la técnica de anodizado se sintetizaran nanotubos de la aleacién Ti24Zn;oNb2Sn, los
cuales se pretende utilizar como sistema de encapsulacion y liberacion de la enzima bromelina,

esto con el fin de crear una plataforma de liberacién con potenciales aplicaciones terapéuticas.

4. Objetivos Especificos
O Sintetizar nanotubos de titanio utilizando la técnica de anodizado a partir de la
aleacion Ti24Zn1oNb2Sn.
O Optimizar las condiciones de sintesis de nanotubos para llegar a la morfologia

6ptima para el proceso de liberacion.

o

Caracterizar morfologia y presencia de los nanotubos.
O Utilizar la enzima Albumina de Suero Bovino (BSA) como proteina de pruebas para

establecer condiciones 6ptimas de encapsulacion en nanotubos

o

Encapsular la enzima bromelina en los nanotubos mediante el proceso de dip coating

o

Caracterizar la presencia de la enzima, asi como su posterior liberacion

o

Establecer y optimizar la metodologia para la medicién de la actividad enzimética

de la enzima bromelina en solucion.

O Mediante técnicas de caracterizacion lograr determinar la presencia y funcionalidad
de nanotubos de titanio, asi como de la enzima.

O Utilizar nanofibras como método de modulaciéon y liberaciéon de la enzima

encapsulada en los nanotubos de titanio.

5. Materiales y reactivos

Fluoruro de Amonio marca Jamelk N° A5095-05, Sulfato de amonio marca Jamelk N°A5725-
05, placa de aleacion de titanio (Ti24Zr10Nb2Sn), caimanes eléctricos, Electrodo en rejilla de
platino, Bromelina (Steam bromelain) >3 unidades/mg Sigma Aldrich Numero EC 3.4.22.32,
Poli (vinil alcohol) (PVA) con 87-89% hidrolizado y un peso molecular promedio en (Mw) de
13-23 kg/mol, Poli (vinil alcohol) (PVA) de medio peso en (Mw) 13 kg/mol 99+%



hidrolizado, , tirosina y acido tricloroacético, acido acético grado reactivo ACS >99.7%,
Fosfato de potasio dibasico grado reactivo ACS >98% (P.M. 174.18), albumina de suero
bovino (BSA) polvo liofilizado > 96%, ensayo proteinico Bradford/Bio-Rad reactivo

colorante,

6. Equipos utilizados

Microscopio electrénico de barrido (MEB) modelo FEI Nova Nano Sem Model 200,
espectrofotémetro de ultravioleta-visible (UV/Vis) modelo Perkin Elmer Lambda UV 35, fuente
de alto voltaje de corriente directa marca Gamma, bomba de inyeccion marca New Era
PumpSystems, Modelo No. NE-300, Fuente de voltaje marca BK Precisiéon, Equipo Dip-
Coating, XPS Escalab 250Xi.

7. Metodologia

La metodologia general del proyecto se basa en cinco puntos principales los cuales son: La
sintesis de nanotubos de aleacion de titanio por medio de la técnica de anodizado
electroquimico, ensayos de encapsulacion con la enzima estindar de pruebas BSA en los
nanotubos previamente sintetizados, encapsulacion de la enzima bromelina en los nanotubos de
aleacion de titanio para su posterior liberacion en medio acuoso, pruebas de actividad enzimatica

para determinar el estado de la enzima a lo largo del tiempo de liberacion y caracterizacion de

todas las pruebas por medio de SEM, UV-VIS y XPS.

Aunado a eso dentro de la metodologia se abarca el uso de métodos tales como Bradford como
ensayo colorimétrico de la presencia de la enzima, asi como el método caseinolitico el cual

permite determinar la actividad enzimatica.

En la figura 13 podemos observar un grafico que describe la metodologia completa que se siguid

desde la experimentacion hasta la interpretacion de resultados.
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Fig. 13 Desglose de la metodologia a seguir

7.1 Sintesis de nanotubos de aleacion de titanio por anodizado electroquimico

El proceso electroquimico se utiliza para modificar la morfologia superficial de un sustrato a
partir de la oxidacién-disolucién de una capa de 6xido sobre la muestra de interés.*> Este
método de sintesis es utilizado debido al control de variables que ofrece el cual nos permite
tener como producto final nanotubos de aleacion de titanio con una forma definida y controlada.
Este método consiste en la purificacion superficial de una muestra de aleacion de titanio. Se

tomé una muestra de titanio de un centimetro por un centimetro la cual fue sometida a un
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decapado quimico por un periodo de 5 segundos, posteriormente se limpié con etanol para

eliminar los residuos quimicos.

Seguido a lo anterior la muestra fue lijada hasta mostrar un color gris claro opaco uniforme a lo
cual se le dio un tratamiento de pulido con acabado espejo para dejar la superficie de la muestra
completamente uniforme. A continuacién se procedié a someter la muestra al anodizado
electroquimico, para esto se utilizaron 80 mL de electrolito (NH4)2SO4 + 0.25 M NH4F para
poder hacer que la reaccidn tuviera efecto, ademds cémo contra electrodo se utilizé una rejilla

de platino.

Una vez que se tuvieron listas las muestras y el lugar para hacer la reaccion, se procedié a poner
la muestra de aleacion de titanio frente al contra electrodo a una distancia de 2.5 cm, los valores
de voltaje fueron variaron en una escala de 15 volts a 25 volts con intervalos de 5 volts por
anodizado, el amperaje utilizado para todas las muestras fue de un Amper y el tiempo de
anodizado fue de 30 minutos. Una vez obtenidas las muestras éstas fueron sometidas a un
tratamiento de limpieza el cual consistia en dejarlas en sonicacién por 10 segundos en una
mezcla de agua etanol 50:50 para asi eliminar las sales y residuos producidos por el método

antes hablado.

7.1.1 Quimica del anodizado electroquimico.

Quimicamente hablando lo que sucede durante el proceso de anodizado electroquimico es lo

siguiente**:

1. La capa de 6xido de Titanio es producida por la reaccién de oxidacién en el &nodo dando como
resultado iones Ti** y una desprotonacién de hidroxilos

2. En este caso los iones de F presentes en la concentracién del electrélito reaccionan con TiO-
formando fracturas

3. Se empiezan a formar poros en la superficie de TiO-

4. Empieza la formacion de los Nanotubos de TiO,.



Ti = Ti** + 4e
OH™ = 0% + H*

Ti** + 20% = Ti0,

Ti** + 40H™ — Ti(OH),
Ti(OH), = TiO; + 2H,0
2H.0 = 4"‘ +4de” 4+ (0.

2H,0 + 2¢~ — 20H~ + H;
2H* + 2e~ - H7

Fig. 14 Esquema simplificado de las reacciones que ocurren durante el proceso de anodizado (LOPEZ,
2015)

El proceso se puede ver resumido en la figura 14 y este sucede hasta que la pelicula de 6xido alcanza un
espesor critico que vuelve el proceso de oxidacién mds lento, hasta que este finalmente cesa cuando el

aumento de la resistencia eléctrica de la capa impide el flujo de electrones.

7.2 Encapsulacion enzimatica

Como ya se ha descrito anteriormente la encapsulacion de proteinas, asi como la encapsulacion
enzimadtica apoya para que estas mantengan su estructura compleja por un mayor tiempo ademds
de promover un medio en el cual estas puedan viajar por el cuerpo con la menor degradacién

posible.

7.2.1 Encapsulacion de Albumina de Suero Bobino (BSA)

Encapsulacién de proteina de pruebas BSA en nanotubos de aleacion de titanio: La proteina de
prueba es la BSA, la cual se utilizé para poder determinar los pardmetros de encapsulacion
enzimdtica 6ptimos en los nanotubos de titanio sin tener que hacer uso de un reactivo mucho
mds caro como lo es la enzima. Ademds, se utilizé para observar los efectos de las proteinas

sobre matrices nanoestructuradas de aleacidon de titanio.
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La enzima BSA fue preparada en una concentracion de un miligramo por mililitro utilizando un
buffer PBS a un pH de 8, esta mezcla se dejé en agitacion constante a 180 rpm por media hora
hasta que la mezcla se homogeneiz6. Estas condiciones fueron elegidas debido a la similitud de
las condiciones de trabajo de la enzima bromelina acorde a la literatura sobre el tema, ademas
de que estas condiciones Optimas se encuentran dentro del rango de condiciones de

funcionamiento de la enzima bromelina.

7.3 Método de carga para la encapsulacion enzimatica

Para la realizacion de la carga enzimdtica de la bromelina, asi como de la proteina de prueba
BSA en los nanotubos de aleacion de titanio se utilizo la técnica de dip coating (autoensamblaje).
Para cargar la enzima se cargé un programa en el cual se tomé en cuenta el tiempo de descenso,
la exposicién de la matriz de nanotubos en la solucién y su posterior secado en la miquina la

cual se muestra en la figura 15.

Fig. 15 Maquina utilizada para realizar Dip Coating
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Los pasos a seguir fueron los siguientes:
e Se fija por medio de un sujetador la muestra a cargar.
e Se pone un vaso con suficiente solucion enzimatica para que al bajar el brazo se cubra
por completo la muestra.
e Los pardmetros a seguir toman como referencia la carrera completa de la maquina y el
tamafio de muestra

e Se realizan un total de 24 ciclos en 24 horas

7.4 Preparacion de buffer de fosfato PBS

La preparacion del buffer de fosfatos a pH 8 fue de la siguiente manera: se pesaron 37.98 mg de
acido y 299.74 mg de base (KH>PO4 fosfato monobésico de potasio como acido) y (KoHPO4
Fosfato dipotasico como base) estos se mezclaron en agua desionizada y se pusieron en agitacién
constante por un periodo de 1 hora a temperatura ambiente hasta que la mezcla se observé
completamente homogeneizada.

Para la medicién del PH del buffer se tomaron tres muestras de buffer y se midieron por medio
de tiras medidoras de PH marca Macherrery-Nagel posteriormente se comprobé utilizando tres

muestras distintas del mismo buffer las cuales se midieron con ayuda de un PH metro.

Encapsulacién de encima de Bromelina en nanotubos de aleacion de titanio:
La enzima bromelina fue encapsulada por medio de la técnica de dip coating sobre una matriz
de nanotubos de titanio, ademds se utiliz6 para observar los efectos de las enzimas sobre

matrices nanoestructuradas de aleacidon de titanio.

La enzima Bromelina fue preparada en solucion utilizando como precursores bromelina (stem
bromelain) en polvo solubilizdndola en buffer de fosfatos PBS pH 8 en una concentracion de un
miligramo por mililitro; Las condiciones anteriores fueron utilizadas debido a que fueron
reportados en la literatura como dentro del rango 6ptimo de actividad para asi conservar la

enzima por un tiempo mds prolongado.**

7.5 Método Bradford



El ensayo de Bradford, un ensayo de proteina colorimétrica, se basa en un cambio de
absorbancia del colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 el cual cambia su tonalidad en

presencia de proteinas.

El colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 existe en tres formas: anidénica (azul), neutral
(verde) y catidnica (roja). En condiciones dcidas, la forma roja del tinte se convierte en su forma
azul, uniéndose a la proteina que se estd ensayando. Si no hay proteinas para unir, entonces la
solucién permanecerd marrén. El colorante forma un complejo fuerte y no covalente con el
grupo carboxilo de la proteina por la fuerza de Van der Waals y el grupo amino a través de
interacciones electrostdticas. La union de la proteina estabiliza la forma azul del colorante; por
lo tanto, la cantidad del complejo presente en solucién es una medida de la concentracion de
proteina, y se puede estimar mediante el uso de una lectura de absorbancia como se observa en

la figura 16 .4
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Fig. 16 Procedimiento del método Bradford donde a) Se observan los materiales a utilizar, b) Se afiade
Bradford a una muestra con bromelina y después de un tiempo cambia de color, c¢) Caracterizacién por
UV-vis

7.6 Actividad enzimatica

34




La evaluacion de la actividad de la bromelina se realizé mediante el procedimiento caseinolitico
en el cual se puede ver graficamente en la figura 17.

Para la realizacion de este método se tomaron 3mL de muestra y se pusieron en un tubo de
ensayo con 1.0 mL de buffer de fosfato 0.05 M con un pH de 8.0. Posteriormente se afiadieron
2.0 mL de PBS 0.01 M conteniendo 2 mM de EDTA y 5 mM de cisteina. La mezcla de reaccion
se puso en un bafio de agua a 35 °C por 5 minutos, esto con la finalidad de activar la enzima, en
este paso se reducen los enlaces disulfuro de la cisteina del centro activo. Una vez que pasaron
los 5 minutos se afiadid 1 mL de caseina al 2 % peso/volumen. La mezcla se dejé en reaccion
por 20 minutos en un bafio de agua a 35 °C en agitacién. Posteriormente se afiadié 1 mL de
acido tricloroacético al 15 % peso/volumen para detener la reaccidon. Al afadir el acido
tricloroacético la reaccion se detuvo formandose un precipitado, se centrifugd a 9000 rpm por
30 minutos para separar la parte soluble del sélido obtenido.*’

En la parte soluble de la mezcla de reaccidn se produjo la tirosina, la concentracion de la tirosina
se evalu6 obteniendo la absorbancia a 280 nm en un espectrofotdémetro UV-visible,
posteriormente la absorbancia se relacioné con el coeficiente extincion molar, usando la

ecuacion de la ley de Lambert-Beer.

a) - - b) c)
—— | ROC
d) e) f)

Fig. 17 Procedimiento del método caseinolitico para medir la actividad enzimatica a) Adicion del EDTA y
Cisteina a la muestra con enzima b) Mezcla sobre agua para mantener temperatura c) Adicion de la
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caseina d) Adicion del acido tricloroacético e) Centrifugado f) Medicion de absorbancia por medio de UV-
Vis

7.6.1 Disoluciones utilizadas para medicion de la actividad enzimatica
Para poder medir de manera correcta la liberacion enzimdtica se utilizaron las siguientes

disoluciones:*’

e Disolucién de 4cido tricloroacético: Se pesaron 7.5 g de 4cido tricloroacético, se
disolvieron con H>O desionizada a 40 °C y posteriormente se aforaron a 50 mL para
obtener una disolucién al 15 % peso/volumen.

= Disolucién de caseina: Se pesaron 2 g de caseina y se disolvieron en agua desionizada y
20 gotas de NaOH 1 M, calentando a 40 °C, después se afor6 a 100 mL con agua
desionizada.

» Disolucién de cisteina-EDTA: Se pesaron 0.0585 g de cisteina y 0.0606 g de EDTA y
se disolvieron en PBS pH 8 0.01 M calentando a 40 °C, después se aforé a 100 mL.

7.7 Liberacion enzimatica y calculos de liberacion

La liberacidon enzimaética se realiz6 de la siguiente manera:

1. Se sumerge completamente la matriz de nanotubos ya cargada con enzima en 3 mL de
buffer PBS pHS.

2. Setoma una alicuota de la solucién de 100 pL. como muestra cada hora y estas se ponian
en celdas para su posterior medicidn.

3. Posteriormente se agregan 100 pL. de buffer pbs para recuperar el volumen extraido y
asi poder mantener la concentracion.

4. Una vez extraidas las muestras a estas se le agrega 1 ml de ensayo Bradford para cada
una de las muestras y se deja en reposo ente 5 a 10 min

5. Ya que las muestras pasaron el tiempo de reaccion se llevan a medicacion por medio de

UV-VIS a para realizar su correspondiente lectura a 595 nm.*®

Para realizar los calculos de la liberacion enzimatica se utilizé una curva de calibracion de la

bromelina a partir del método Bradford antes descrito *°.



Para la realizacion de la curva de calibracion se propusieron valores de concentraciéon de 2
mg/ml hasta 0.25 mg/ml de bromelina solubilizada en PBS y se midi6 la absorbancia para asi
poder realizar en base a la ecuacion de la curva obtenida una comparacion con los valores de

absorbancia obtenidos al momento de realizar la medicion de la liberacion.
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Fig. 18 Curva de calibracion de la enzima Bromelina en solucion.

En la figura 18 podemos observar la curva de calibracién de la enzima bromelina de la cual se
obtuvo una desviacion estdndar de 0.991 y un factor de correlaciéon de 0.995 como se observa
en la tabla 1, una vez obtenida esta curva se obtuvo la ecuacion de los valores utilizados en la
gréfica la cual se puede apreciar en la figura 18. La ecuacién que describe la gréfica obtenida se
despejo y se utilizé para poder convertir las absorbancias obtenidas a valores de concentracion

y a su vez a unidades de tirosina.
Tabla 1
Factor de correlacion en la curva de calibracion de la enzima bromelina

Factor de correlacion

Concentracion Absorbancia

Concentracion 1
Absorbancia 0.995514623 1

7.8 Electrohilado sobre nanotubos
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El montaje para la ejecucion de la técnica de electrohilado, consta de un capilar a través del
cual debe ser expulsada la solucidn polimérica (aguja, cono, etc.); una fuente de alto voltaje que
posee dos electrodos, los cuales deben conectarse uno (positivo) al lugar de salida de la solucion
y otro (negativo) directamente al plato colector aterrizado(lamina de aleacién de titanio
nanoestructurada con nanotubos de la misma aleacién con un drea superficial de 1 cm?) donde
se depositardn las nanofibras después de la evaporacién del disolvente. La bomba de infusiéon
se utilizé para liberar la solucién de PVA con una concentracion determinada de enzima a un
flujo constante de 0.65 ml/h utilizando una corriente de 15 kV, utilizando una distancia de 8 cm
entre la aguja y el colector metdlico. El procedimiento de electrohilado mencionado se puede

observar a detalle en la figura 19.

e) d)

Fig. 19 Representacion grafica del hilado sobre nanotubos desde el proceso de a) Muestra de titanio
pulida, b) Proceso de anodizado, ¢) Muestra anodizada, d) Acercamiento donde se demuestra la presencia
de nanotubos, ) Electrohilado polimérico sobre la matriz nanoestructurada, f) Resultado final del
electrohilado sobre nanotubos de aleacion de titanio

7.9 Medicion de nanofibras y nanotubos.
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Para poder realizar las mediciones del didmetro de las nanofibras electrohiladas asi como de los
nanotubos de la aleaciéon de Ti durante la experimentacion se utilizé el software Fiji app al cudl se le
adiciond un plugin que permite la mediciéon de imigenes por medio de una comparacion o linea guia y

transformando los pixeles de la imagen a unidades de medicién (micrémetros).

Al poder generar distintas mediciones se pudo trabajar con los datos para poder tener una mejor nocién

de los elementos a trabajar, asi como de los resultados.

8. Resultados y discusion

Tomando en cuenta los puntos anteriores se procedié a efectuar la experimentacion

correspondiente en la cual se obtuvieron los siguientes resultados:
8.1 Anadlisis morfolégico de los nanotubos de titanio

Se analizaron las muestras de titanio anodizado por medio de MEB (Microscopio electrénico de
barrido). En el andlisis correspondiente de las micrografias resultantes se pudo observar que a
partir de una muestra de aleacidn de titanio y llevando a cabo la sintesis por medio de anodizado
electroquimico existe un crecimiento uniforme en toda el drea superficial de estructuras
tubulares tal y como se observa en la figura 20. Estas estructuras estdn reportadas de acuerdo a
la literatura como nanotubos de titanio ya que su didmetro se encuentra dentro del rango

nanométrico y estas fueron sintetizadas a partir de aleacién de titanio.'’



Fig. 20 Muestra anodizada a 15v en la cual se pueden ver los nanotubos asi como la capa superficial de
ellos en desprendimiento

Este tipo de nanoestructuras forman una matriz porosa en la superficie del titanio lo cual es muy
deseable debido a que dentro de estos poros es posible encapsular o inmovilizar distintos tipos

de sustancias terapéuticas de interés tales como medicamentos, enzimas o proteinas.'>23-3

Para poder realizar esto es sumamente necesario que los poros tengan un tamafio adecuado y
que estén libres de cualquier obstrucciéon. Sin embargo como podemos observar en las
micrografias de las muestras anodizadas a distintos voltajes (figura 21 (a,b)), se puede apreciar
la presencia de cimulos o nubes de residuos de 6xido después del proceso de anodizado, los
cuales de acuerdo con la literatura se deben a la reacciéon que se lleva a cabo en la superficie de

la aleacién y la accién del electrolito en esta.*°

Este tipo de suciedad fue tratada por distintos métodos de limpieza poniendo la muestra a
sonicacion rdpida por tiempos cortos de entre 5s a 10s utilizando un liquido como solvente;
siendo el método m4s efectivo la sumersion de la muestra en una mezcla de etanol-agua 50:50.

En la experimentacién correspondiente, al sumergir las muestras dentro del solvente del medio

[ a0 L



de reaccion y activando la sonicacién se pueden observar particulas blancas las cuales salen de

la superficie anodizada.>

Fig. 21 Muestras anodizadas a 15v y 25v antes y después de limpieza a) Muestra anodizada a 15v antes de
limpieza b) Muestra anodizada a 25v antes de limpieza c) Muestra anodizada a 15v después de limpieza d)
Muestra anodizada a 25v después de limpieza

Una vez terminada la sonicacién podemos observar como es que estas nubes o manchas de
contaminacion ya no aparecen en las muestras anodizadas a distintos voltajes (figura 21 (e, d));
por lo tanto podemos concluir que el método de limpieza propuesto es efectivo y nos ayuda a
eliminar agentes externos o residuos que pueden alterar la correcta liberaciéon de la enzima
encapsulada. Al realizar un acercamiento a las muestras se puede observar de manera superficial

la morfologia de los nanotubos asi mismo se pudo medir el didmetro tanto interior como exterior
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dandonos valores que oscilan entre los 50 y 95 nandémetros, esto se puede apreciar mejor en la

figura 22.

Fig. 22 Muestra anodizada a) 15v b) 25v en la cual se presentan nanotubos alineados y sus respectivas
medidas

La morfologia de los nanotubos, asi como los didmetros de los mismos son parte fundamental
de la investigacién ya que dependiendo su geometria y tamafio podremos realizar la
encapsulacion y liberacién enzimdtica de una manera 6ptima, ademds de que estos funcionaran
como un método para poder mantener la estructura tridimensional compleja de la enzima y de

esta manera conservar su funcionalidad una vez extraida de su medio natural.

En la figura 22 podemos observar las medidas de didmetros que tienen los nanotubos
sintetizados por anodizado electroquimico, como podemos observar las medidas varian entre 35
hasta 51.5 nm para los nanotubos anodizados a 15v y medidas de 68 hasta 94 nm para los
nanotubos anodizados a 25 volts ademds se puede destacar que las estructuras observadas tienen
una forma cilindrica bien definida. De acuerdo a la literatura podemos corroborar como es que
el voltaje tiene una gran influencia en el tamafo de los poros de los nanotubos y esto se puede
observar de igual forma en la figura 22 (a,b) donde se observan grandes variaciones entre los

nanotubos anodizados a 15 volts y 25 volts.!
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Fig. 23 Perfil de lectura de XPS en el cual se observan los picos caracteristicos de la aleacion, los cuales
fueron tomados de una muestra recién anodizada.

En la figura 23 podemos observar el andlisis elemental superficial realizado a las distintas
muestras por medio de la técnica de espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS por sus
siglas en inglés). En el andlisis de datos arrojados por esta técnica pudimos constatar los distintos
elementos que componen la aleacion utilizada en este trabajo de tesis. En este sentido se realiz
una comparativa de la aleacién sin modificar (negro), la aleacién anodizada, es decir ya con
nanotubos en la superficie (azul) y la aleaciéon anodizada con nanofibras poliméricas de PVA

sobre la capa de nanotubos (rojo).

Cabe mencionar que es la primera vez que se realiza un ensayo de XPS para conocer los
elementos que componen esta aleacion (Ti24Zn10ONb2Sn) en particular. Como se puede
observar los elementos basicos de la aleacidn tales como el titanio, zirconio, niobio y estafio se
encuentran presentes en todas las fases de la aleaciéon desde el momento en que esta se encuentra
sin modificar hasta el momento en que es anodizada e incluso después de ser combinada con

nanofibras de PVA (figura 23).
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La aparicion del pico del fldor se atribuye al método de anodizado ya que este utiliza iones fldor
en el electrolito para poder llevar a cabo la reaccion de oxidacién en la superficie de la

muestra.’> >4

Para poder apreciar de una mejor manera las tres fases que se encuentran en la muestra se realizé
un andlisis elemental del pico del oxigeno por XPS y los resultados se pueden observar en la

figura 24.
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Fig. 24 Resultados de XPS de un analisis del elemento Oxigeno en el cual se encuentran presentes:
Aleacion sin modificar (Negro), aleacién anodizada (Azul), aleacion anodizada con nanofibras en la
superficie (Rojo).

El oxigeno es esencial para comprobar los cambios por los cuales nuestra muestra se ve afectada
durante los diferentes procesos de sintesis a los cuales fue sometida. El incremento de oxigeno
al momento de ir anodizando se explica debido a la oxidacidn que recibe la parte superficial de
la muestra por el método de anodizado, mientras que el aumento que recibe de oxigeno una vez
que se electrohila se puede describir por la parte orgédnica y la presencia de este elemento en el

polimero presente en las nanofibras electrohiladas.



De acuerdo a la base de datos el oxigeno presentado en el XPS se puede asociar a un oxigeno
metalico o a una posible combinaciéon de elementos oxidados después del anodizado.

(https://srdata.nist.gov, s.f.)

8.2 Liberacion enzimatica

Para la liberacién enzimaética se realizaron ensayos con la proteina de pruebas BSA ya que esta
es ampliamente utilizada en distintas pruebas debido a su bajo precio asi como a su alta

solubilidad en solventes acuosos.”
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Fig. 25 Perfil de liberaciéon acumulado de BSA medido en porcentaje en un periodo de 12 horas

La liberacion enzimatica es una prueba indispensable en los modelos de liberacion ya que esta
establece si nuestra plataforma de liberacion es Optima y cumple con las caracteristicas deseadas
en un determinado contexto. Ademads, nos permite conocer el perfil de liberacion lo cual nos da
una referencia en el modelo de liberacion que estamos manejando y si este cumple las
caracteristicas que se plantean para una posible aplicacion. En la figura 25 se observa el perfil
de liberacion de la proteina BSA como porcentaje acumulado, se puede apreciar como existe

una mayor liberacion en los intervalos que van de 2 a 8 horas y posteriormente este tiene una



tendencia a estabilizarse. Por lo tanto, podemos asumir que la mayor parte de la carga de proteina
encapsulada en los nanotubos fue liberada antes de las 8 horas y posteriormente la carga residual
se liber6 en el intervalo de 8 a 12 horas. Estos datos nos muestran también cémo es que la
plataforma de liberacion a estudiar (nanotubos de aleacidn de titanio) actiia como encapsulador
y liberador de la proteina de prueba BSA. En este caso la muestra de BSA ha sido utilizada
como proteina de pruebas en otras ocasiones en modelos de liberacién con nanotubos como
matriz de encapsulaciéon y liberacion dando como resultado perfiles los cuales dan a los
nanotubos la posibilidad y viabilidad de ser utilizados como métodos de encapsulaciéon y
liberacién de protefnas. °° Se reporta que la enzima BSA ha sido utilizada como modelo estdndar
en la liberacion de medicamentos (Sirolimus, Paclitaxel) dando un perfil de liberacién similar,
sin embargo un tiempo de liberacién distinto, esto se puede atribuir al medio de liberacion, el
tamafo de los nanotubos asi como una matriz de liberacion de un material a base de titanio sin

embargo con distinta composicién de materiales.>>’

Una vez teniendo los datos de referencia de la proteina de pruebas BSA, se procedi6 a analizar
la encapsulacién y posterior liberacion de la enzima bromelina en nanotubos de titanio.
Sometiéndose a un procedimiento de carga enzimatica en los nanotubos de aleacion de titanio,
de acuerdo al procedimiento descrito en la seccidon de metodologia. Se estudi6 la liberacién por
un periodo de 40 horas en buffer (PBS pH 8) como medio de reaccién dando como resultados

la gréfica obtenida en la figura 26.
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Fig. 26 Perfil de liberacion acumulado de bromelina medido en porcentaje en un periodo de 40 horas

En la figura 26 también podemos apreciar cémo es que se lleva a cabo la liberacién y dando
como resultado un perfil de liberaciéon enzimético para este sistema en particular. Este perfil
hace referencia a los tiempos de liberacion demostrando que el sistema tiene una liberacion
mdxima en el intervalo que corresponde entre 5 y 10 horas, posteriormente en el intervalo de 10
a 18 horas se observa una disminucién considerable en la liberacién enzimética dejando asi una

liberacién minima o remanente en el intervalo que abarca de 19 a 40 horas.

Aunado a lo anterior podemos decir que el perfil muestra una similitud a perfiles de liberacion
de farmacos realizados utilizando una matriz de nanotubos de titanio para la encapsulacion de
la droga.’®>° Ademds se observa que aunque el perfil es similar el perfil obtenido de bromelina
presenta un tiempo de liberacion muy parecido a otros estudios de liberacion de farmacos sin la
adicién de alguna pelicula polimérica para extender la liberacién.®® Tomando en cuenta lo
anterior, en nuestro grupo de investigacion el tiempo de liberacion se plantea aumentar en un
futuro mediante el uso de una membrana nanofibrosa como método de regulacion de la

liberacién utilizando nanotubos.®!



Otro dato importante en los modelos de encapsulacion y liberacion de enzimas es conocer la
actividad enzimadtica de la enzima liberada. Ya que el principal objetivo de la elaboracién de
esta plataforma de liberacion es mantener activa la enzima la mayor cantidad de tiempo posible
para que esta pueda llevar a cabo las reacciones quimicas pertinentes de acuerdo a su

clasificacion y uso una vez liberada al medio de reaccion.
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Fig. 27 Perfil de actividad enzimatica en un ensayo realizado durante 24 horas

En la figura 27 podemos observar un perfil de actividad enzimética el cual nos da informacién
del tiempo que la enzima bromelina liberada al medio de reaccién permanece activa y cuando
comienza a decrecer su actividad. Para este perfil mostrado podemos observar que la enzima se
encuentra activa en la mayor parte del tiempo de duracion de este ensayo. Durante el intervalo
de tiempo que comprende de 5 horas a 13 horas podemos ver una estabilidad de la actividad de
la bromelina por lo que se puede llegar a la conclusidon que en un medio simulado de liberacion,
la actividad enzimatica tiene un tiempo promedio de 10 horas con la actividad maxima
comenzando a decrecer a partir de las 13 horas de su liberacion generando una pendiente mas
pronunciada a partir de las 16 horas. Los datos anteriores se obtuvieron manteniendo la

temperatura constante en 24 °C para evitar variaciones en la actividad esto de acuerdo a la



literatura.®> Ademds podemos observar que los perfiles de liberacién obtenidos son muy
similares a otros experimentos realizados liberando distintas sustancias con aplicacion
terapéutica (proteina BSA, asi como distintos medicamentos) usando nanotubos de titanio como

medio de encapsulacién.’’

De acuerdo a la literatura dependiendo el buffer que se esté utilizando se ve modificada la
actividad de la enzima bromelina, esto debido al cambio de pH o temperatura y la reacciéon
buffer-enzima.*®% Ademds podemos ver cémo es que el decrecimiento de la actividad
enzimdtica de la enzima liberada si bien es paulatino, se acelera rapidamente pasadas las 18
horas de su liberacién dando por terminada su actividad después de la liberacidn a las 24 horas.
Este dato es muy importante para posibles aplicaciones de la enzima como agente terapéutico
ya que nos permite conocer las posibles dosis de administracién de la enzima utilizando esta

plataforma de liberacion.

6 - —n— Porcentaje Liberado / Actividad Enzimatica
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Fig. 28 Comparativa de porcentaje de enzima liberado contra actividad enzimatica

Una vez obtenidos los datos anteriores (perfil de liberacion y actividad enzimatica) estos se

combinaron para obtener un perfil de este método. Haciendo una comparativa entre ambos



perfiles se obtuvo la grifica que se observa en la figura 28. En la cual podemos observar que
durante la primera etapa de liberacion la actividad de la enzima va aumentando hasta llegar a
una actividad estable una vez alcanzada el 30% de liberacion de la enzima. Esta estabilizacion
de la actividad enzimadtica con respecto al porcentaje de liberacion de la enzima dura hasta que
se ha liberado un 80% de la enzima en el medio; es en este punto donde comienza a decrecer la

actividad de manera abrupta.

Al conocer estos datos podemos darnos una idea del funcionamiento del sistema que estamos
proponiendo y podemos observar también los tiempos de duracion de la actividad enzimética
de la enzima liberada al medio de reaccion. El maximo de actividad enzimdtica alcanzada a
bajos niveles de liberacion enzimatica seguido de un periodo de estabilizaciéon determina que la
actividad enzimaética solo se increment6 mientras estuviesen disponibles moléculas de substrato
de caseina para realizar la reaccion caseolitica. La cantidad de moléculas de caseina presentes
en el medio de reaccidon solo alcanzaron a mantener la estabilidad de la enzima para un 80% de
la enzima liberada, después de eso la poblacion de moléculas de caseina en el medio de reaccion
fueron insuficientes para las nuevas moléculas de enzima bromelina liberadas y por lo tanto la
actividad general enzimadtica detectada descendié de manera abrupta por encima de este
porcentaje de enzima liberada. Este tipo de comportamiento es similar al reportado para otras

plataformas de liberacién enzimatica.**
8.3 Electrohilado sobre nanotubos

Los sistemas de liberacién de medicamento, asi como de elementos terapéuticos al cuerpo
siempre han tenido ciertos problemas una vez que se requieren aplicar en protesis, stents o al
querer integrarse al cuerpo debido a que este tipo de sistemas generalmente son reconocidos por

el sistema inmune como un agente externo y dafiino para el cuerpo. %

Una de las grandes ventajas de los sistemas nanoestructurados es que estos por lo general pasan

desapercibidos por el sistema inmune®-%’

, sin embargo esto no es suficiente para que puedan ser
utilizados de manera correcta ya que estos presentan otro tipo de problemas como lo son la
liberacién descontrolada o muy rdpida de la sustancia que se quiere liberar (burst release).”!
Debido a lo anterior nuestro grupo de trabajo propone como un método de control de la

liberacion, el uso de nanofibras poliméricas electrohiladas directamente sobre los nanotubos de



titanio anodizados. De esta manera se creard una barrera difusiva que impedird la liberacién de
manera inmediata de la carga enzimadtica hacia el medio de reaccion. Por otra parte, con la
adicion de las nanofibras poliméricas también se afianzard la biocompatibilidad y la

bioactividad in vivo de estos sistemas de liberacién enzimatica. **

Fig. 29 Nanofibras sobre nanotubos dos fases contiguas

Esta parte del trabajo de investigaciéon presentado si bien no se encuentra dentro de lo
establecido en la hip6tesis de esta tesis, vale la pena mencionarla ya que es parte del trabajo a
futuro de esta linea de investigacion y ademds es la primera vez que se unen estas dos
nanoestructuras (nanotubos de titanio y nanofibras poliméricas) (figura 29), como potencial
aplicacién en la creacion de un sistema de liberacion. Hasta la fecha segin la investigacion del
grupo de trabajo realizada en distintos motores de bisqueda, editoriales, paginas referentes a la
ciencia, etc., no se ha encontrado un sistema de liberacion que haga uso de estos dos tipos de
nanoestructuras para una mejor modulacion de la liberacion de la carga encapsulada en los

nanotubos de titanio.

El tener dos nanoestructuras en fases contiguas contrae una gran variedad de ventajas consigo

ya que las nanofibras poliméricas son conocidas por mimetizar la matriz extracelular y esto
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permite que los sistemas de nanotubos como portadores de sustancias terapéuticas puedan tener
una mayor viabilidad in vivo al disminuir los riesgos que se pueden presentar al entrar en
contacto con el sistema inmunolégico del cuerpo. La membrana de nanofibras también

funcionard como una barrera difusiva para optimizar los tiempos de liberacion.

7
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Fig. 30 Micrografia de MEB de una muestra anodizada a 25v y electrohilada utilizando PVA a 8% como
polimero a) 15s b) 30s c) 45s d) 60s e) 75s.
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En la figura 30 se puede observar la morfologia de la muestra correspondiente a un proceso de
electrohilado a 25 V durante varios tiempos de funcionamiento del proceso de electrohilado
sobre una superficie de nanotubos de aleacion de titanio. En el andlisis de la morfologia de las
dos fases que participan en este trabajo, se observo que a medida que el tiempo de electrohilado
aumenta la cantidad de nanofibras depositadas lo hace proporcionalmente. Ademds, se puede
observar que la fase de las nanofibras presentaba una morfologia con defectos en forma de

cuenta a tiempos mds prolongados de electrohilado.
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Fig. 31 Conjunto de fases metalica/polimérica a) Conjunto de fases nanofibras/ nanotubos b)

Desprendimiento de capa de nanotubos ¢) Red de nanofibras rodeando la capa de nanotubos

Otro efecto interesante que se presenta en este tipo de sistemas es el desprendimiento de la capa
superficial de los nanotubos dando paso a que el electrohilado actiie como una red la cual cubre
estas capas desprendidas como se observa en la figura 31 donde podemos ver en a) el conjunto
de fases de nanofibras con los nanotubos, b) el desprendimiento de la capa superficial de los
nanotubos y que las nanofibras se depositaron en la parte inferior de esta capa y ¢) como es que
una segunda capa de nanofibras se deposita en la parte superior de la fase desprendida de

nanotubos dando paso a una conformacidn tipo sdndwich de nanotubos-nanofibras-nanotubos.

Aunque esta etapa de la investigacion se encuentra en etapas preliminares, ya se presentd una
comunicacién al respecto y se seguird avanzando como trabajo a futuro en esta linea de

investigacion.

9. Conclusiones
Por medio de la técnica de anodizado se pueden sintetizar nanotubos de aleacion de titanio con

una morfologia bien definida y de una manera simple.

Es posible utilizar nanotubos de titanio como un sistema encapsulador y liberador enzimatico

gracias a sus propiedades de biocompatibilidad y tipo de nanoestructura porosa 1D.
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Es posible sintetizar nanotubos de 6xido de la aleacidn TizsZn1oNb,Sn por medio de la técnica

anodizado electroquimico.

Es posible utilizar nanotubos de titanio como sistema de encapsulacion proteinica, es decir
cargar los nanotubos de titanio con proteinas (BSA) para posteriormente ser liberadas como

sistema preliminar en el estudio de liberacion enzimética de bromelina.

Es posible utilizar nanotubos de titanio como sistema de encapsulacion enzimdtica, es decir

cargar los nanotubos con una enzima de interés(bromelina) para posteriormente ser liberada.

Los nanotubos pueden ser utilizados para la liberacién enzimadtica lo cual les abre panorama

para posibles aplicaciones de dosificacién local enzimética.

La encapsulacién enzimdtica en nanotubos logra conservar la estructura compleja de las enzimas
para su posterior liberacion en forma de una enzima activa, lo cual se traduce en los andlisis de

actividad enzimatica.

Como un punto importante planteado en los objetivos de este trabajo de tesis, la actividad
enzimatica de la enzima bromelina liberada sigue presente durante las primeras 24 horas a partir

de su liberacion.

Es posible el electrohilar nanofibras poliméricas utilizando una matriz de nanotubos de titanio
como colector para poder tener una plataforma de liberacion compleja el cual abarca el uso de

dos nanoestructuras para poder modular la liberacién de la enzima hacia el medio de reaccion.

Otra importante aportaciéon de las nanofibras poliméricas las cuales ademds de controlar la
liberacién pueden potencialmente aportar propiedades que mejoren la biocompatibilidad del

sistema.
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