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RESUMEN

Areli Abigail Molina Paredes Fecha de graduaciéon: Mayo 2019
Universidad Autéonoma de Nuevo Leon
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio: Evaluacion de la degradacion por luminiscencia de un
compdsito (fibroina de seda/hidroxiapatita) mediante el uso
de compuestos de boro.

Nimero de paginas: 82 Candidato para el grado de Doctorado en
Ciencias con Orientacion en Quimica de
los Materiales.

Area de estudio: Quimica de los Materiales

Propoésito y Método de estudio: Gracias a las excelentes propiedades de la fibroina de
seda como biomaterial (biocompatibilidad, biodegradacién, propiedades mecdnicas y
maleabilidad) y sus diferentes aplicaciones médicas se ha buscado la mejora de las
funcionalidades de los biomateriales mediante la integraciéon de diversos materiales
como es un hidroxiapatita y compuestos luminiscentes. Sin embargo, los materiales
usados hasta el momento son por métodos de sintesis en multipasos y en condiciones
inertes, teniendo como resultado compuestos costosos; ademds de la importancia de ser
materiales no citotéxicos. Es por ello por lo que en el presente trabajo se reporta la
sintesis, caracterizacion espectrométrica, espectroscopica, propiedades fotofisicas y
evaluacién de la citotoxicidad de tres nuevos compuestos de boro para ser utilizados en
un composito de fibroina de seda e hidroxiapatita.

Conclusiones y contribuciones: En el presente trabajo, se reporta la sintesis de 3
nuevos compuestos de boro derivados de bases de Schiff, mediante un método de
sintesis verde (sintesis por microondas), los cuales presentaron mejores resultados en
comparacién al método de sintesis tradicional de hasta 96 veces menos en el tiempo de
reaccion; asi como la mejora de los rendimientos quimicos. Los compuestos fueron
caracterizados por diferentes técnicas (RMN 'H, '*C, "B, EMAR, UV-Vis vy
fluorescencia) y se evalué su efecto citotoxico al ser incorporados en una matriz
polimérica natural (fibroina de seda) con un material cerdmico (hidroxiapatita), los
cuales presentaron propiedades interesantes como es su excelente viabilidad celular
mayor de 70% para su potencial aplicaciéon médica.

FIRMA DEL ASESOR:

Dra. Blanca M. Muiioz Flores

IV



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Esta tesis se realizé en el Laboratorio de Materiales III, en el drea de posgrado de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autonoma de Nuevo Leon, bajo la

direccion de la Dra. Blanca M. Muiioz Flores.

Este proyecto fue financiado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYyT) 304610 y fue complementado con una estancia corta con la colaboracién
del Dr. Hernane da Silva Barud, en UNESP (Universidade Estadual Paulista)/UNIARA

(Universidade de Araraquara), en SP, Brasil.




Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

DIVULGACION DEL PROYECTO Y ESTANCIA REALIZADA

El estudio realizado en esta tesis fue presentado en un congreso Internacional y tres mas
en colaboracién; ademds de un articulo como producto de la tesis realizada, dos mds en

colaboracién en revistas indexadas, y dos mas de divulgacion:
Congresos:

Areli Abigail Molina Paredes, Blanca M. Mufioz Flores, Victor M. Jiménez Pérez,

Hernane da Silva Barud, Jesus Alfredo Lara Cer6n. Evaluacion de la degradacion por
luminiscencia de un compdsito (fibroina de seda/hidroxiapatita) mediante el uso de
compuestos de boro. IV Congreso Internacional de Quimica e Ingenieria Verde,

Monterrey, Nuevo Ledn, realizada a cabo del 6-8 de septiembre de 2017.

Congreso en colaboracion:

Blanca M. Muiioz-Flores, Abigail Molina-Paredes, Victor M. Jiménez Pérez, Alberto

Gomez, and Rosa Santilldn, “Luminescent silk fibroin: Synthesis, characterization, and
photophysical studies of new organoboron compounds”. 2016 Southwest Regional

Meeting (SWRM), November 10-13, 2016, Galveston, TX, USA.

Jesus Alfredo Lara Cerdén, Victor M. Jiménez Pérez, Blanca M. Muifioz Flores, Areli

Abigail Molina Paredes, Hernane da Silva Barud. Fibroina de seda luminiscente con

compuestos organoestaiio derivados de bases de Schiff con potencial aplicacion en
ingenieria de tejidos. IV Congreso Internacional de Quimica e Ingenieria Verde,

Monterrey, Nuevo Ledn, realizada a cabo del 6-8 de septiembre de 2017.

Jesas A. Lara Ceron, Areli A. Molina Paredes, Victor M. Jiménez Pérez, Blanca M.

Muiioz Flores. 52° Congreso Mexicano de Quimica, 36° Congreso Nacional de
Educacién Quimica, Puerto Vallarta, Jalisco, realizada del 26-29 de septiembre de
2017.

VI



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Articulos:

Areli A. Molina-Paredes, Victor M. Jiménez-Pérez, Jesis A. Lara-Cerén, Ivana

Moggio, Eduardo Arias, Rosa Santilldn, Mario Sdnchez, Alma Suacedo-Yafiez, and
Blanca M. Muioz-Flores. Fluorescent boron Schiff bases dyes for staining silk fibroin:
Green synthesis, structural characterization, DFT, and photophysical properties. Applied
Organometallic Chemistry. 2019, 33, 1-13.

Articulos en colaboracion:

Jessica C. Berrones-Reyes, Blanca M. Muiioz-Flores, Abigail Molina-Paredes, Marisol
Ibarra Rodriguez, Alejandro Rodriguez-Ortega, H. V. Rasika Dias, Victor M. Jiménez-
Pérez. Fluorescent organotin compounds as dyes in silk fibroin (Bombyx mori):
Synthesis, Chemo-Optical Characterization, Cytotoxicity, and Confocal Fluorescence

Microscopy. New J. Chem. 2019, 43, 5150-5158.

J. A. Lara-Cer6n, V. M. Jiménez-Pérez, A. A. Molina-Paredes, H. V. Rasika-Dias, A.
Chévez-Reyes, H. R. Paudel, M. E. Ochoa, and B. M. Mufioz-Flores. Luminescent Silk

Fibroin with Organotin Compounds from Amino Acid Schiff Bases — Microwave-
Assisted Synthesis, Chemo-Optical Characterization, Cytotoxicity, and Confocal
Microscopy. Eur. J. Inorg. Chem. 2017, 2818-2827.

Articulos de divulgacion:

Alejandro Rodriguez-Ortega, Victor Manuel Jiménez-Pérez, Blanca Margarita Mufioz-
Flores, Maria Concepcion Garcia-Lopez, Rodrigo Chan-Navarro, Jesds Alfredo Lara-

Cer6n, Areli Abigail Molina-Paredes y Rosario Melina Barrén-Yénez. Fibroina y

sericina de capullos de Samia Cynthia ricini Drury, 1779 (Lepidoptera:saturniidae) y
Bombyx mori Linnaeus, 1758 (Lepidoptera:bombycidae), y tincion intrinseca de larvas

con compuestos de estaiio. Entomologia mexicana. 2016, 3, 136-141.

VII



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

B. M. Muiioz Flores, A. Molina Paredes, J. Lara Cerén and V. M. Jiménez Pérez.

Recent advances of synthesis of Boron derivatives and their applications in bioimaging.

International Journal Of Advances In Medical Biotechnology. 2018, 17-21.

Se realizo una estancia corta:

20 de febrero — 26 de agosto 2017 en los laboratorios de (Universidade de Araraquara)
and UNESP (Universidade Estadual Paulista), ambos en la ciudad de Araraquara, San

Paulo, Brasil. Bajo la direccion del Dr. Hernane da Silva Barud

VIII



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

CONTENIDO

1. INTRODUCCION

2.  ANTECEDENTES

2.1.

2.2.

Biomateriales de fibroina de seda-hidroxiapatita

Visualizacién por luminiscencia de la degradacion de biomateriales

3.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.2.

3.3.

Objetivo general:

Objetivos especificos:

4. METODOLOGIA GENERAL

4.1.

4.2.

4.3.

4.3.1.

4.3.2.

4.3.3.

4.3.4.

4.4.

44.1.

4.4.2.

4.4.3.

45.

REACTIVOS Y EQUIPOS
SINTESIS DE COMPUESTOS DE BORO
CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS DE BORO
ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION (EMAR)
DETERMINACION DE PROPIEDADES FOTOFISICAS
ESTUDIO DE FOTOESTABILIDAD Y ESTABILIDAD EN MEDIO ACUOSO
DETERMINACION DE LA CITOTOXICIDAD
OBTENCION DE LOS COMPOSITOS SF/B/HA
SOLUCION DE FIBROINA DE SEDA
EXTRACCION DE LA FIBROINA
PREPARACION DE LA SOLUCION DE LA FIBROINA LIQUIDA

CARACTERIZACION DE LOS COMPOSITOS DE SF/B/HA

IX

10

17

18

18

19

20

21

22

22

23

23

23

24

24

24

25

27



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

4.5.1.

4.5.2.

4.5.3.

4.54.

4.5.5.

4.5.6.

4.6.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO
CAPACIDAD DE ABSORCION
ESPECTROSCOPIA DE IR

DIFRACCION DE RAYOS X EN POLVO
CITOTOXICIDAD DE LOS COMPOSITOS

EVALUACION DE LA DEGRADACION

DISPOSICION DE RESIDUOS

5. DISCUSION DE RESULTADOS

5.1.

5.1.1.

5.1.2.

5.1.3.

5.14.

5.1.5.

5.1.6.

5.1.7.

5.1.8.

5.1.9.

5.1.10.

5.1.11.

5.1.12.

5.1.13.

5.1.14.

COMPUESTOS DE BORO

DIFRACCION DE RAYOS X DE MONOCRISTAL
ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION (EMAR)
RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

PROPIEDADES OPTICAS

FOTOESTABILIDAD Y ESTABILIDAD EN MEDIO ACUOSO
ANALISIS CITOTOXICO DE LOS COMPUESTOS DE BORO
COMPOSITOS SF/B/HA

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)
ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO

DIFRACCION DE RAYOS X EN POLVO

CAPACIDAD DE ABSORCION

CITOTOXICIDAD DE LOS BIOMATERIALES

MICROSCOPIA POR FLUORESCENCIA Y MICROSCOPIA CONFOCAL

EVALUACION DE LA DEGRADACION POR SEM
X

27

27

27

28

28

29

30

31

32

32

35

39

42

44

46

47

48

50

51

52

53

54

55



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

5.1.15. ESPECTROSCOPIA DE IR DE LA DEGRADACION

9.1

9.2.

CONCLUSIONES
SECCION EXPERIMENTAL DETALLADA
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS
ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (METODOLOGIA)

ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (DISCUSION)

XI

56

57

60

63

72

73

73



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Compuestos de boro tetracoordinados. ..........coceereerierienieesieeeereeree et XVII
Figura 2. Clasificacion de 10S biomateriales. ...........ceooueruiiriiriieiiienienie et 3
Figura 3. Principales morfologias de biomateriales de la fibroina de seda. ........c..ccccceveeneereennen. 4

Figura 4. Crecimiento celular en biomateriales de fibroina de seda/hidroxiapatita (esponjas).*!.. 9
Figura 5. Compdsitos de fibrofna de seda/np de hidroxiapatita (10, 20, 30 y 40%).** ................ 10

Figura 6. Degradacién por método de fluorescencia de PLA/PGA por microscopia de

FIUOTESCENCIA Y ...ttt ettt ettt aenene 11
Figura 7. Degradacién de andamios de quitosano.*.................ccoovevevereievererieeeeeeeeeeesee s 12

Figura 8. Degradacion de polimeros sintéticos (PLA y PGA) tefiidos con isotiocianato de

FIUOTESCEITIAY ettt et e et et e e e e et e e et et e eae et et eeee st eaaesaeenen 13

Figura 9. Compuestos tipo BODIPY empleados en células Hela con viabilidad de 90.5%. ....... 14

Figura 10. Compuestos tipo BODIPY con viabilidad de 96%............c.ccccevercvenenecncnenccnenneenn 14
Figura 11. Compuestos de boro mono y bidentados con viabilidad celular mayor del 96%. ...... 15
Figura 12. Serie de compuestos de boro derivados de bases de Schiff...........c.cccoceiviiniiniennins 16

Figura 13. Degradacién de los biomateriales en solucién de PBS bajo condiciones fisioldgicas.29

Figura 14. Estructura de rayos X de monocristal del ligante L1.........c.cccoooviviviiinniiiiniieeieeee. 32
Figura 15. Interacciones intramoleculares y representacion de la no planalidad en L1............... 34
Figura 16. Interacciones intermoleculares para el ligante L.1 en forma de hélice........................ 35
Figura 17. Espectro de masas de alta resolucion para el compuesto 1. .......cccccoceveeveneneeniennene. 37

Figura 18. Comparacién de distribuciones isotdpicas tedricas/experimentales del compuesto 1.38
Figura 19. Espectro de RMN de '"H NMR (400 MHz, CHCl5) para el compuesto 1................... 39

Figura 20. Espectro de RMN de *C NMR (100 MHz, CHCI3) para el compuesto I.................. 40

XII



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.
Figura 27.
Figura 28.
Figura 29.

Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

Figura 36.

Figura 38.

Espectro de RMN de "B para el compuesto 1. ........ccooeirierereiniereiinieieeseeeieeeenens 41

Espectros de absorcién (linea punteada) y emision (linea sélida) de los compuestos de

[ 510) ¢ P PR R RRRPRRRRRRPRRTNt 43

Fotoestabilidad de los compuestos de boro 1-3 en acetonitrilo bajo una irradiacion de

una ldmpara UV de 321 DML ..oooiiiiiiiieece et et 45
Fotoestabilidad de los compuestos de boro 1-3 en solucién acuosa.............ceceeeueeenee. 45

Efecto citotoxico de los compuestos de boro. Células de melanoma B16F10 fueron

tratadas a concentraciones de 0.1 a 10 pug mL " por 24 h...ooveviviieieiicieeciieicee, 46
Compésitos fibroina de seda/boro/hidroXiapatita...........cceeeeveeeeveeerieerieeencieeesieeeneenns 47
Micrografia SEM de los biomateriales a resolucion de 200X. ..........ccccceveeveeneenncnne 48
Espectro de EDS: a) SF/B/HA10% y b) SE/B/HA15%........cccucoimeevinininenicinnene 49
Espectro infrarrojo de los biomateriales y de la HA..........ccoooeiiiiiiiniiiiiiieeee 50

Difractograma XDR de los compésitos a) Control, b) B, ¢)SF/B/HA1%, d)
SF/B/HAS5%, )SF/B/HA10% y £) SE/B/HA15%......cccoveviieieeieeieeie e 51

Capacidad de absorcién de los biomateriales en PBS a pH 7.4 a diferentes tiempos,

EXPreSadO €N POICENEAJC. ..eevveeeurrerireerieeaieeeeteesteeesseeesseeesreessseesseeesssessnseessseeessseens 52

Viabilidad celular (método MTT) de los biomateriales en células GM07492 durante
AN oot e et e ta e et e eabe e be e te e be e taeetaeeabeeabeebeeteeatreeabeens 53

Imagenes de microscopia de fluorescencia de los biomateriales A) Control, B) SF/B,

C) SF/B/HA1%, D) SE/B/HAS%, E) SF/B/HA10%, y F) SF/B/HA15%. ................ 54
Imégenes por microscopia confocal de los biomateriales. ..........cccceeevvrercieerceeennnenn. 54

Iméagenes de SEM de la degradacion de los compdsitos a 200x; a) sin tratamiento, b)

1 semana, ¢) 3 semanas y d) 6 SEIMANAS. .......cccveeeerreerireerireeerreeeieeesreesseeesseeesseesnnnes 55
Espectro infrarrojo de los biomateriales después de 1 semana de degradacion. ........ 56
Curvas de TGA de 10S biomateriales. ...........cceereerierirrieeiieeieeeeste et 74

XIII



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1. Ruta de sintesis de los compuestos de boro por método tradicional y microondas.. 21

Esquema 2. Proceso de desgomado de seda (Bombix MOFD). .......cccoceeveenoeeniinieeniieieeseeseeseene 25
Esquema 3. Obtencidn de la disolucidn de fibroina de seda. .........coceeveenieniinienienneeneenieneee 25
Esquema 4. Didlisis de fibroina de seda en casetes de didlisis. ........cceevererieercieeenieeniieeenieenieenn 26
Esquema 5. Centrifugacién de la solucion de fibroina de seda..........cooeeeevieieiiiiniiiniieennieenen, 26
Esquema 6. Fragmentos moleculares para los compuestos de boro 1-3.........ccccoeceeieeneeniennenne 36
LISTA DE TABLAS
Tabla 1. Lista de EQUIPOS ¥ SU UDICACION. .....c.cueieiuiiieiieiiiieriieeiteeeiee st eseteeeieeeiaeesteeseeeesesee s 20
Tabla 2. Resumen de propiedades fisicas de los compuestos de boro. ..........ccecuevveerieeneeneeneenne 22
Tabla 3. Disposicion de residuos SENerados. ........cecueerueerieriierierieeieeseeste st see e esee e esaeesaeeeas 30
Tabla 4. Datos cristalinos y pardmetros de coleccion del ligante L1..........cccceccevvviiinciiencieennenn. 33
Tabla 5. Longitudes de enlaces de la molécula L1 (/0%) ................................................................ 34
Tabla 6. Datos de espectrometria de masas para los compuestos de boro en m/z. ...................... 36

Tabla 7. Datos de las propiedades fotofisicas de los compuestos de boro en solucién (ACN). .. 43

XIV



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

LISTA DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

Abreviatura Significado

UV-Vis
Ph,BOH
ACN
HA

PLA

GPa

%op/p

BODIPY

ugmL!

GM07492

CDCls

Ultravioleta visible
Acido difenilborinico
Acetonitrilo
Hidroxiapatita

Acido polilactico

Gigapascal

Porcentaje peso a peso

4-4-diflouro-4-bora-

3a,4a-diaza-s-indacenos

Microgramos sobre

mililitro

Células de fibroblastos

humana

Cloroformo deuterado

Abreviatura Significado

m/z

MW

MeOH

PGA

PLGA

OLED

AISI

mM

B16F10

FT-IR

Aem

XV

Relacién masa-carga
Microondas

Metanol

Acido poliglicélico

Acido poli(lictico-co-

glicolico)

Diodo orgénico emisor

de luz
Acero inoxidable

Milimolar

Células de cancer de

piel-roedor

Espectrometria
Infrarroja con

Transformada de Fourier

Longitud de onda de

emision



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Xabs

MTT

SEM

Yop/v

SF

RMN

CO2

°C
H>SOq4

COSY

ATG

DMSO
CaCl,

H-O

Longitud de onda de

absorcion

Bromuro de 3 (4,5
dimetil-2-tiazoil)-2,5-

difeniltetrazoélico

Microscopio electrénico

de barrido

Porcentaje peso a

volumen
Fibroina de seda

Resonancia magnética

nuclear

Diéxido de carbono
Molaridad

Grados Celsius
Acido sulfiirico

Correlacion de

espectroscopia

Analisis

termogravimétrico
Dimetilsulfoxido
Cloruro de calcio

Agua

EDS

PBS

UV-Vis

ppm

HCI

mL

P.F.

EMAR

mL/min

NaxCO3

MeOH

kDa

Espectroscopia de

energia dispersa

Tampon fosfato salino

Centimetros

Revolucién por minuto

Rendimiento cuantico

Ultravioleta-visible

Partes por millén
Acido clorhidrico
Mililitros

Punto de fusion

Espectrometria de masas

de alta resolucion

Mililitros por minutos

Carbonato de sodio
Metanol

kiloDalton

XVI



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

HOMO Orbital molecular LUMO Orbital molecular no
ocupado de més energia ocupado de més baja
energia
OMe Grupo metilo h Horas
A Angstrom

XVII



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

INDICE DE COMPUESTOS SINTETIZADOS

HO

Figura 1. Compuestos de boro tetracoordinados.

XVIII



Universidad Auténoma de Nuevo Leén Capitulo 1: Introduccién

CAPITULO

1. INTRODUCCION




Universidad Auténoma de Nuevo Leén Capitulo 1: Introduccién

Los biomateriales han mostrado una gran importancia en el drea médica a nivel
mundial, de acuerdo a la Sociedad Europea de Biomateriales, los biomateriales estdn
destinados a interactuar con los sistemas bioldgicos para poder evaluar, tratar, aumentar
o reemplazar cualquier tejido, 6rgano o funcién del cuerpo,! debido a esto necesitan
cumplir con ciertos requisitos como: elevada biocompatibilidad, biodegradabilidad,

buenas propiedades mecanicas ademds de que sean manufacturables.

Los biomateriales se encuentran clasificados en tres grupos principales (Figura 2);
cerdmicos, polimeros sintéticos y polimeros naturales. Cada uno de estos grupos de
biomateriales tiene ventajas y desventajas especificas. Dentro de los biomateriales
ceramicos se encuentran la hidroxiapatita (HA) y fosfato tricdlcico (TCP), estos
biomateriales tienen la ventaja que presentan gran similitud quimica y estructural a la
fase mineral del hueso por lo que son altamente aplicados en la regeneracién Osea.
Dentro de las desventajas que presentan se encuentran: rigidos mecédnicamente,
presentan muy baja elasticidad y de superficie dura y fragil. Por otra parte los
biomateriales de polimeros sintéticos que se ha usado para la obtencion de biomateriales
incluyen al 4cido poliglicélico (PGA:C2H202)s, 4cido polilactico (PLA:C3H402), y 4cido
poli(lactico-co-glicélico) (PLGA:CsHeOu4)n.? Aunque estos materiales han demostrado
mucho éxito, ya que pueden ser fabricados a la medida; sus caracteristicas de
degradacion del polimero tienen algunos inconvenientes que incluyen el riesgo al
rechazo debido a la reduccién de la bioactividad. Ademds, existen preocupaciones sobre
el proceso de degradacién de estos, ya que se degradan por hidrélisis, produciendo
dioxido de carbono y por lo tanto la disminucién del pH local que llega a la necrosis que
es la muerte celular del tejido.> El tercer grupo comiinmente utilizado es el uso de
polimeros naturales; tales como coldgeno, quitosano y fibroina de seda. A diferencia de
los andamios a base de polimeros sintéticos, los polimeros naturales son biolégicamente

activos y tipicamente promueven una excelente adhesion y crecimiento celular.
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GRUPOS DE BIOMATERIALES

e

[

Hidroxiapatita .
m— > Naturales

PGA.- Acido poliglicélico
PLA.- Acido polilictico
PLGA.- Acido poli(lactico-
co-glicolico)

v QL | Liberan CO, I\
t ,’ Necrosis

Quitosano Fibroina de
Seda

Figura 2. Clasificacion de los biomateriales.

La fibroina de seda, cumple con los requisitos necesarios para ser utilizado como un
biomaterial debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad, y excelentes propiedades
mecénicas en comparacién a otros polimeros naturales (médulo de Young: 10-17 GPa).*
Hasta el momento se han podido obtener una serie de biomateriales a partir de fibroina
con diferentes formas (Figura 3), por ejemplo en geles,’ esponjas,®’® tubos,’
microesferas,'® fibras,'"!? y peliculas.!>'* Estos biomateriales tienen potenciales
aplicaciones en el drea médica para realizar una diversidad de andamios, tales como en

piel,'>!1® cartilago,'” y en materiales para sistema de fijacién ésea.'8
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Figura 3. Principales morfologias de biomateriales de la fibroina de seda.

Sin embargo, al obtener dispositivos 100% de fibroina de seda presenta la
disminucién de sus propiedades mecdnicas en comparacion a las fibras naturales de la
fibroina de seda, segiin sea la aplicacién.!”” Para lo cual es necesario reforzar los
biomateriales de fibroina de seda con algin otro y obtener un compdsito el cual
conseguird la combinacion de propiedades mecanicas que no es posible obtener de los
materiales originales.’® Un material adecuado para reforzar biomateriales de fibroina de
seda es la hidroxiapatita (en bajas proporciones), ya que esta es biocompatible, lo que
permite ~ una mejor consolidacién de los tejidos.?! y biodegradable en donde no se
verifica rechazo ni respuesta inflamatoria en los tejidos donde se injerta;**> ademds de
que se encuentra en dientes y huesos, lo cual le confiere propiedades para ser utilizado
en la mejorar de la migracion de células osteoblasticas, las cuales son las encargadas de

la regeneracion de la matriz dsea.



Universidad Auténoma de Nuevo Leén Capitulo 1: Introduccién

Hablando de biodegradacién, es importante conocer el mecanismo de
degradacion de estos biomateriales, el cual puede ser monitoreado observando cambios
respecto al tiempo; en la disminucién de propiedades mecdnicas, alteraciones en la
morfologia, generacién de subproducto, pérdida de masa, y recientemente estudios por
luminiscencia, el cual se basa en la visualizacion directa de la pérdida de la
luminiscencia respeto a la degradacién del material, esto con ayuda de técnicas de

microscopia.

Es por ello que en los dltimos afios, mayores esfuerzos se han dirigido en la
incorporacién de compuestos luminiscentes en biomateriales en general, como por
ejemplo en biomateriales de quitosano, coldgeno y polimeros sintéticos, sin embargo,
hasta el momento no existen reportes donde describan la incorporacion de materiales
luminiscentes en compdsitos de fibroina de seda empleados en la fijacién 6sea, donde el
proceso de degradacién del biomaterial puede ser monitoreado, conociendo asi la

interaccion que se presenta entre el biomaterial y los tejidos.

Los compuestos luminiscentes empleados para la evaluacién de la degradacion
de un biomaterial son principalmente derivados de la rodamina, sin embargo, la
toxicidad de los compuestos debe ser cuidadosamente controlada (<30 uM)* para
futuras aplicaciones médicas. Por otra parte, los compuestos luminiscentes derivados de
bases de Schiff especificamente los compuestos organoboro han mostrado gran interés;
estos grupos imina o azometino, se obtienen de reacciones de condensacién de una
amina primaria con cetonas y aldehidos para la formacién de un doble enlace C=N.?* las
bases de Schiff se han estudiado ampliamente debido a que el enlace azometino actia

como un excelente agente quelante,”> generando compuestos estables?%?’

y una rdpida
preparacién,®® atrayendo la atencién para aplicaciones quimicas y biolégicas. Dentro de
sus aplicaciones mas relevantes de los compuestos de boro derivados de bases de Schiff
se encuentran en diferentes dreas, como sensores fluorescentes, OLEDs (diodo organico
emisor de luz), y dispositivos fotovoltdicos orgédnicos. Dentro de las aplicaciones

médicas mds relevantes se encuentran actividad anticancerigena,” sensores de metales
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0

de interés bioldgico,*® sensores fluorescentes sensibles al pH,*! y como marcadores

celulares los cuales han mostrado baja o nula citotoxicidad.??3

Debido a sus importantes aplicaciones, es necesaria su obtencién mediante una
sintesis verde y sostenible como es la sintesis asistida por microondas para este tipo de
compuestos, sin embargo, cabe resaltar que existen pocos reportes en la literatura sobre

este tema.>*

Las propiedades de compatibilidad, estabilidad en condiciones ambientales, y el
fenémeno de la luminiscencia, hacen que los derivados de boro sean candidatos
prometedores en aplicaciones médicas, en especifico, para realizar evaluacion de la
degradacion de un biomaterial. Cabe mencionar que dentro del grupo de investigacion
tiene experiencia en la sintesis de compuestos de boro aplicados en el drea médica, para

la obtencion de bioimégenes.

Con base en lo anterior, en el presente proyecto se presenta en la sintesis de tres
nuevos compuestos de boro tetracoordinados derivados de bases de Schiff que presenten
el fendmeno de la luminiscencia, para ser aplicados en la evaluacion de la degradacion
de un composito fabricado de fibroina de seda reforzado con hidroxiapatita a
concentraciones diferentes (1, 5, 10 y 20% p/p) y poder obtener un biomaterial

prometedor para su aplicacién biomédica.
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2.1. Biomateriales de fibroina de seda-hidroxiapatita

En la actualidad los biomateriales utilizados en el drea médica han tomado gran
interés,® gracias a las ventajas que estos tienen, como es su buena biocompatibilidad,
son biodegradables ademds de que tienen buenas propiedades mecdnicas, en
comparacion de los materiales utilizados en la actualidad como es el acero inoxidable
AISI 316L (Instituto Americano del Hierro y Acero), entre otros. Es por ello que la
demanda de uso de biomateriales se ha incrementado buscando como alternativas
materiales biocompatibles con el cuerpo humano y que sean biodegradables, para

reducir la necesidad de retiro de los dispositivos metalicos.

Una excelente alternativa para remplazar los materiales metélicos es la fibroina de
seda, este material, el cual es natural cumple con los requisitos necesarios para ser un
biomaterial (biocompatible, biodegradable y con buenas propiedades mecanicas),
ademds de que ha tomado mayor interés para aplicaciones médicas como es a través de
su uso en suturas quirdrgicas utilizadas en cirugias orales, ojos y en el tratamiento de

heridas de la piel.>

En el 2013 Kaplan et al. obtuvieron biomateriales de fibroina de seda para ser
aplicados como fijacién Osea in vitro e in vivo, en donde estos biomateriales fueron
capaz de ser utilizados como un material de fijacion actual; sin embargo estos materiales
presentaron disminucion de sus propiedades mecdnicas después de ser implantados, esto
debido a la interaccién con los fluidos del tejido; por lo cual para la mejora de las
propiedades mecdnicas se propone que es necesario reforzar la fibroina de seda, con
algin otro material que le pueda mantener o mejorar sus propiedades mecdanicas y

puedan ser aplicados."”

Es por ello que se ha utilizado la obtencién de compdsitos de fibroina de seda con

37 6xido de

otros materiales tanto sintéticos como naturales; como son: el quitosan,
titanio (Ti20),*® alumina,® hidroxiapatita,40 entre otros. Del cual la hidroxiapatita se ha

destacado por ser un mejor material biocompatible?! y biodegradable,?? gracias a que se
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encuentra presente en dientes y huesos confiriendo una mejor migracion de las células

1.*' obtuvieron

osteobldsticas para poder regenerar la matriz dsea. Novakovic, et a
compositos de fibroina de seda con hidroxiapatita a 0, 1.6, 3.1 y 4.6% en peso y cloruro
de sodio como agente pordgeno a 0, 1.5, 3 y 4.5% en peso para obtener un biomaterial
poroso (esponjas), disefiadas para inducir y apoyar la formacién de la matriz dsea por las
células madres mesenquimatosas humanas (hMSC) (Figura 4). Estos compdsitos

presentaron estructuras porosas, las cuales son capaces de inducir al crecimiento y

generacién de hueso.

0% HA 1.6% HA 3.1% HA 4.6% HA

Day 0

Week 10

Figura 4. Crecimiento celular en biomateriales de fibroina de seda/hidroxiapatita
(esponjas).*!

Mis adelante, en el 2014 Ryu, et al. reforzaron la fibroina de seda con
nanoparticulas de hidroxiapatita obtenidas por el método de electrohilado a diferentes
concentraciones (10, 20, 30 y 40%) en peso (Figura §), con potencial aplicacién en la
ingenieria de tejidos, demostrando que los compdsitos menores de 20% de peso de
hidroxiapatita obtuvieron mejores propiedades mecénicas, esto se debe al incremento de
poros (o defectos), lo cual causa directamente la ruptura de los compdsitos durante sus

pruebas de traccién.*?
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Figura 5. Compésitos de fibroina de seda/np de hidroxiapatita (10, 20, 30 y 40%).**

2.2. Visualizacion por luminiscencia de la degradacion de biomateriales

Por otra parte, el estudio de la degradacion de estos biomateriales ha tomado gran
interés con la finalidad de conocer su tiempo de degradacion, la modificacién de sus
propiedades mecanicas, forma y subproductos. Como se sabe hasta el momento existen
diferentes métodos de degradacion en el cual se puede conocer el comportamiento de los
materiales a través del tiempo, ya sea por microscopia, pérdida de peso, la evaluacién de
sus propiedades mecdnicas y luminiscencia.’’ De los cuales la luminiscencia tiene la
ventaja de observar la interaccion del biomaterial con las células en tiempo real, ademas

de poder tener una rdpida visualizacién de este, mediante la microscopia confocal.!

Cabe mencionar que actualmente existen escasos reportes del estudio de
degradacion por luminiscencia para biomateriales; en especifico, de fibroina de seda,

hasta el momento no hay reportes de este tipo de estudio. En el 2005, Yang, et al.

10
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realizaron el estudio para la evaluacion de la degradacién de la mezcla de materiales de
acido polilactico y 4cido poliglicélico a concentraciones diferentes (50/50, 65/35 vy
80/20), los cuales fueron tefiidos con Rodamina B, mostrando por microscopia confocal
la disminucidén de la intensidad de la luminiscencia antes y después de su implantacién

(Figura 6).*

50/50 65/35 80/20

Post-degradation Pre-degradation

Figura 6. Degradacion por método de fluorescencia de PLA/PGA por microscopia de
fluorescencia.*?

Por otro lado, en el 2013, Reis, et al, obtuvieron un andamio de quitosano para su
posible aplicacién en la ingenieria de tejidos (Figura 7), realizaron el estudio de
degradacion por luminiscencia con la tincidon del material con isotiocianato de
fluoresceina, el cual fue observado por microscopia confocal a diferentes tiempos (0, 2,
4, 6, 9, y 16 semanas), mostrando la evidencia de que la pérdida de masa estd
estrechamente correlacionada con la disminucién de la luminiscencia, por desgaste de

erosién en el material.**

11
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&=

Figura 7. Degradacién de andamios de quitosano.**

Mas recientemente, tifieron materiales de dcido polildctico y 4cido poliglicélico
con isotiocianato de fluoresceina por inmersion, comprobando de igual manera que la
degradacion de los materiales estd relacionada con la disminucién o perdida de la
luminiscencia (Figura 8). Sin embargo, es de gran importancia conocer el efecto
citotoxico que tienen los compuestos para evaluar la degradacion por luminiscencia, ya
que los compuestos luminiscentes derivados de la rodamina son materiales toxicos;

siendo asf un material inapropiado para ser utilizado en biomateriales.*’

12
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Figura 8. Degradacién de polimeros sintéticos (PLA y PGA) tefiidos con isotiocianato
de fluoresceina.®’

Por ello la investigacion se ha centrado en la bisqueda de nuevos pigmentos que
no muestren toxicidad, como lo son los compuestos de boro, gracias a que este tipo de
compuestos presentan baja o nula citotoxicidad. Los cuales han sido utilizados para
aplicaciones médicas especificamente como marcador fluorescente en células. Por otra
parte, se ha observado la administracion de farmacos prometedores derivados de
compuestos de boro, que muestran alta actividad de liberaciéon del farmaco.
Adicionalmente tienen potencial aplicacion en imégenes de fluorescencia y
quimioterapia. En el 2015, Liu, et al. realizaron la liberacion del farmaco contra el
cancer, observando un efecto significativo contra células Hela (células de cancer
cérvico-uterino), observadas por microscopia confocal. De igual manera se demostré en
estudios de citotoxicidad el efecto citotoxico, con una viabilidad mayor del 90.5% a una

concentracién mayor a 0.2 ug mL"! después de 48 h de incubacién (Figura 9).*

13
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Figura 9. Compuestos tipo BODIPY empleados en células Hela con viabilidad de
90.5%.

Asi mismo recientes estudios demostraron que los compuestos de boro derivados
del colorante BODIPY (borodipirrometano) fusionado con el naftaleno y antraceno,
sintetizados bajo atmésfera de argén, presentaron viabilidad celular mayor al 96%,

después de la incubacién durante 4 h a 10 mM (Figura X).*’

Figura 10. Compuestos tipo BODIPY con viabilidad de 96%.

14
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En cuanto al grupo de investigacion, se tiene la experiencia de trabajar con dichos
compuestos. En el 2013 se reportd la sintesis de cuatro compuestos luminiscentes de

boro, los cuales presentaron emision de fluorescencia <1%.*8

En el presente proyecto se propuso mejorar la emision de los compuestos de boro,
esto se logré haciendo que el dtomo de boro ocupe una posicién dentro del plano que
incluye al ligante y logrando una mayor fluorescencia a lo ya reportado en el grupo de
investigacion. Por otra parte, se ha reportado la sintesis de una serie de compuestos de
boro con aplicaciones en bioimdgenes, mostrando una viabilidad celular mayor al 98%),
incubadas durante 24 h a 2 pg mL! (Figura 11).* Lo cual comprueba que los

compuestos derivados del atomo de boro son ideales para ser utilizados en aplicaciones

. . o
A
I\ .
tBu/ ‘O\ / \ // \\ o
/B‘\o tBu § O—
- - e | A431
_< c

Figura 11. Compuestos de boro mono y bidentados con viabilidad celular mayor del
96%.

médicas.
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Por lo ya mencionado anteriormente, este trabajo de investigacion estd enfocado
en sintetizar nuevos compuestos luminiscentes de boro (Figura 12), con baja o nula
citotoxicidad, para ser utilizados en la evaluacién de la degradacién por luminiscencia de
un compdsito de fibroina de seda (Bombix mori) con hidroxiapatita, utilizando
concentraciones diferentes (0, 1, 5, 10 y 20% en peso de HA), con la finalidad de brindar
un mejor material biocompatible gracias a la combinacién de las propiedades

(biodegradabilidad, maleabilidad y propiedades mecdnicas) de ambos materiales.

MeO \ — HO \ —

2

Figura 12. Serie de compuestos de boro derivados de bases de Schiff.
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3.1. Hipdtesis
Los nuevos compuestos de boro tetracoordinados derivados de bases de Schiff presentan
el fendmeno de la luminiscencia para su potencial aplicacién en la evaluacién de la

degradacion de un compésito de fibroina de seda reforzado con hidroxiapatita.

3.2. Objetivo general:

Sintetizar nuevos compuestos de boro para ser aplicados en la evaluacién de la

degradacién de un compésito de fibroina de seda reforzado con hidroxiapatita.

3.3. Objetivos especificos:

e Sintetizar nuevos compuestos de boro luminiscentes derivados de bases de Schiff.

e Caracterizar los compuestos mediante técnicas de espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de 'H y ’C y !B, espectrometria de masas de alta resolucién
(EMAR), determinacion de propiedades 6pticas y difraccion de Rayos X de monocristal.
e Determinar la citotoxicidad de los compuestos de boro.

e Obtener el composito de fibroina de seda (Bombyx mori) reforzado con hidroxiapatita
a diferentes concentraciones.

e (aracterizar los compdsitos por diferentes técnicas (FTIR y XDR).

e Evaluar la morfologia por microscopia electrénica de barrido del composito antes y
después de la degradacion.

e Realizar la evaluacion de la degradacion por microscopia confocal.

18
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4.1. REACTIVOS Y EQUIPOS

La realizacion de este proyecto de tesis se llevo a cabo en el Laboratorio de
Materiales III, en el area de posgrado de Facultad de Ciencias Quimicas de la UANL.
Los reactivos que se utilizaron para la sintesis de los compuestos de boro fueron
adquiridos de la casa comercial Aldrich. La caracterizacién molecular de los compuestos
de boro se realiz6 en diferentes equipos localizados en la Facultad de Ciencias Quimicas
y Medicina de la UANL, en el Centro de Investigacién y de Estudios Avanzados del
Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV-IPN). La caracterizacién correspondiente
a los compositos se llevo a cabo en la Universidade Estadual Paulista (UNESP) de

Araraquara, SP, Brasil. En la Tabla 1 se desglosa los equipos y su ubicacidn.

Tabla 1. Lista de Equipos y su ubicacién

Resultados Equipo Ubicacion
Espectros de RMN de 'H, 13C | Bruker advance DPX 400 Facultad de Medicina -
y !'B. UANL
Espectro de masa AB Sciex API 2000™
Sistema LC/MS/MS
- - CINVESTAV-IPN (DF)
Difraccion de Rayos-X Bruker SMART APEX
CCD
Espectros de absorcion UV- | Espectrofotometro: Perkin- | Facultad de Ciencias
Vis Elmer Lambda 365 Quimicas - UANL

Espectros de emision

Espectrofotometro: Horiba
Scientific Fluorolog-3

Facultad de Ciencias
Quimicas — UANL

Microscopia electronica de

Field Emission Scanning

Universidade Estadual

barrido Electron Microscope JEOL Paulista
JSM-7500F
Espectro de IR Perkin Elmer Spectrum 100 | Universidade Estadual

Paulista

Difraccion de Rayos-X en

polvo

Siemens Kristalloflex

Universidade Estadual
Paulista
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4.2. SINTESIS DE COMPUESTOS DE BORO

Los tres nuevos compuestos de boro fueron sintetizados por dos diferentes rutas
de sintesis; por método tradicional y mediante sintesis asistida por microondas por
multicomponentes. Para el método tradicional se realiz6 en dos pasos, primero fueron
sintetizados los ligantes mediante condensacién de un aldehido y la aminopiridina en
acetonitrilo por 2 h; posteriormente se realiz6 la reaccién con el correspondiente ligante
mds el acido difenilborinico en benceno por 48 h a reflujo, utilizando trampa de Dean-
Stark, removiendo el agua formada mediante una destilacion azeotrdpica para la
obtencion de los compuestos de boro. En cuanto a la sintesis asistida por microondas, se
llevd a cabo por multicomponentes en un reactor de microondas marca AntonPaar
Monowave 300® a un poder de 400W y 20 bars a partir de aminopiridina, acido
difenilborinico y el respectivo aldehido, por 30 minutos utilizando acetonitrilo como
disolvente. (Esquema 1). El progreso de la reaccién fue monitoreado por cromatografia
de capa fina cada 12 h para el método tradicional y cada 5 minutos para el método por

microondas. Los datos analiticos de los compuestos de boro se resumen en la Tabla 2.
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Esquema 1. Ruta de sintesis de los compuestos de boro por método tradicional y
microondas.

21



Universidad Auténoma de Nuevo Leén Capitulo 4: Metodologia General

Tabla 2. Resumen de propiedades fisicas de los compuestos de boro.

Rend. Quimico | Rend. Quimico

P.F.
(MW) (Tradicional)

Compuesto Aspecto

Sélido color rojo

1 @ 95 % 48 % 78-80 °C
LB

Sélido color

amarillo
2 < 87 % 62 % 98-100 °C

Solido color

amarillo
3 [ v 83 % 53 % 126-128 °C
5 * f ~ Yy

4.3. CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS DE BORO

4.3.1.ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
(EMAR)

Los espectros de masas de alta resolucién fueron obtenidos mediante una técnica
de andlisis cualitativo, en un equipo de Agilent Technologies, la cual estd basada en la
obtencién de iones (M+H)* a partir de moléculas organicas en fase gaseosa; una vez
obtenidos estos iones, se separan de acuerdo con su masa y su carga, y finalmente se
detectan por medio de una analizador de tiempo de vuelo (TOF), empleando ionizacién

quimica a presion atmosférica (APCI) como fuente de iones.
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4.3.2. DETERMINA CION DE PROPIEDADES FOTOFISICAS

Las propiedades fotofisicas se llevaron a cabo en acetonitrilo (ACN) de grado
espectroscopico de Aldrich a temperatura ambiente. Los espectros de absorciéon UV-Vis
se midieron en un espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 365, con lamparas de
deuterio y de tugsteno. Los espectros de emision se determinaron en un fluorémetro
Horiba Scientifc Fluorolog-3; la longitud de onda de excitacién fue de 10 nm mds baja
que el maximo de absorcion. Los rendimientos cuanticos de fluorescencia (®) se
determinaron en solucién de acuerdo con el procedimiento ya reportado® y utilizando
sulfato de quinina en HoSO4 0.1 M (® = 0.54 a 310 nm) como estandar. Se realizaron
tres soluciones con absorbancia en la longitud de onda maxima inferior a 0.1 para cada

muestra y se promedio el rendimiento cuantico.

4.3.3. ESTUDIO DE FOTOESTABILIDAD Y ESTABILIDAD EN MEDIO
ACUOSO

La evaluacién de la fotoestabilidad de los compuestos organoboro se realizé en
acetonitrilo y la estabilidad en medio acuoso en agua destilada (1% v/v de DMSO) a una
concentracién de  4x10°> M. A lo que corresponde a la fotoestabilidad la muestra en
solucioén se irradi6 con luz UV de 312 nm en un Transiluminador Spectroline TD-1000R
y se obtuvo su espectro de absorcion cada 15 min durante 1 hora. De la misma forma se

llevé a cabo la estabilidad en medio acuoso, sin embargo, en este caso sin luz UV.

4.3.4.DETERMINACION DE LA CITOTOXICIDAD

La citotoxicidad de los compuestos de boro se determiné mediante el ensayo de

azul Alamar, el cual consiste en un reactivo (resazurina) compuesto no toxico,
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permeable a las células y de color azul no fluorescente. Al entrar en las células, la
resazurina se reduce a resorufina, que produce fluorescencia roja muy brillante o rosa,
por reaccion de 6xido-reduccidon que se encuentran principalmente en la mitocondria de
células vivas. Las células viables realizan esta reaccidén, generando asi una medida
cuantitativa de la viabilidad o citotoxicidad. Se sembraron células de melanoma murino
en placas de 96 pocillos a una densidad de 1x10* células por pocillo en 100 uL de medio
y se incubaron durante 24 h a 37°C. El medio fue cambiado y se afadieron los
compuestos a concentraciones de 0,1 hasta 10 pg mL"'. Como controles se usaron
células no tratadas o tratadas con dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich Co, St.
Louis, MO). 24h mads tarde se afiadieron 10 mL de azul alamar (Biosource Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, CA) a cada pocillo. La viabilidad de los cultivos se midi6
como cambio de color de reactivo por espectrofotometria en un lector de microplacas
ELISA (Biotek Multiskan ELX800, BioTek Instruments, Inc, Winooski, VT) a
longitudes de onda duales de 570 y 600 nm de acuerdo con las instrucciones del

fabricante.

4.4. OBTENCION DE LOS COMPOSITOS SF/B/HA

4.4.1.SOLUCION DE FIBROINA DE SEDA

4.4.2. EXTRACCION DE LA FIBROINA

La obtencién de la solucién de fibroina de seda se encuentra estipulada por
Danielle N. Rockwood et al.>! Los capullos de seda producidos por el gusano de seda
Bombix mori fueron desgomados por incubacion en una solucién de Na>CO3 0.02M a
100°C durante 30 min; posteriormente la seda desgomada se dejo enfriar a temperatura
ambiente y se enjuagd tres veces con agua destilada para eliminar los residuos de la

sericina, después se dejé secar a 60°C durante 12h (Esquema 2).
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Esquema 2. Proceso de desgomado de seda (Bombix mori).

4.4.3.PREPARACION DE LA SOLUCION DE LA FIBROINA LIQUIDA

Para la preparacion de la solucion de la fibroina de seda, se inicié colocando la
fibroina previamente desgomada a bafio maria a 85 °C, disolviendo las fibras en una
solucién de CaClo/MeOH/H20 (1:2:8) en una proporcién de 1g de fibroina de seda a 10
mL de solucién; hasta obtener una solucién color dmbar, garantizando el desacomodo

del arreglo cristalino de la fibroina de seda (Esquema 3).

Esquema 3. Obtencién de la disolucién de fibroina de seda.

Posteriormente la solucién de la fibroina de seda, se llevé a cabo su dialisis
mediante casetes de didlisis de membrana de celulosa de 10KDa en agua destilada,
realizando cambios del agua a diferentes tiempos (1, 2, 4, 12, 24 y 48 h), con el objetivo

de eliminar la sal de CaCl, (Figura 4).
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Esquema 4. Diilisis de fibroina de seda en casetes de didlisis.

Consecutivamente de realizar la didlisis de la solucion de fibroina de seda, se
centrifugé a 20000 rpm a 4 °C por 20 minutos para eliminar cualquier particula ajena a
la fibroina de seda (Esquema 5). La concentracién final de la solucién acuosa de la

fibroina de seda fue de 4.5 % (p/v).

Esquema 5. Centrifugacion de la solucion de fibroina de seda.
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4.5. CARACTERIZACION DE LOS COMPOSITOS DE SF/B/HA

4.5.1.MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Las imédgenes de microscopia electronica de barrido (SEM) se obtuvieron con el
uso de un microscopio electrénico de barrido de emisién de campo modelo JEOL JSM-
7500F. Los andamios liofilizados se seccionaron cuidadosamente en el plano horizontal
con una cuchilla de afeitar, se montaron en cinta adhesiva conductora en cobre y se

recubrieron por pulverizacion con una capa de carbono.

4.5.2. CAPACIDAD DE ABSORCION

La absorcién de los compésitos se evalué en un dispositivo tipo Enslin—Neff.>?
Las piezas de los andamios se pesaron y se vertieron cuidadosamente sobre el filtro del
embudo; en una solucién salina de buffer fosfato salino (PBS) pH 7.4; para cada
andamio se realizaron tres pruebas para verificar la reproductibilidad. Los cambios de
volumen de liquido fueron medidos por una pipeta graduada del dispositivo; la medicién
de la capacidad de absorcién fue monitoreada a diferentes tiempos (1, 5, 15, 30, 60, 120,
240, 360 y 480 min). La capacidad de absorciéon se calculé mediante la siguiente
ecuacion: capacidad de agua (%)=[(Ws-Wd]/Ws]x100, donde Wd es el peso del
compdsito inicial y Ws es el peso del compdsito después de los diferentes tiempos.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se calcul6 la desviacion estandar.

4.5.3.ESPECTROSCOPIA DE IR

Los espectros FT-IR de los compoésitos se adquirieron utilizando un
espectrometro Perkin Elmer Spectrum 100 en modo ATR. Se cort6 una muestra de los

biomateriales de aproximadamente de 0.5 cm? para su medicién. Los espectros se
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recolectaron en el rango de 4000-600 cm™ con una acumulacién de 32 scans, con una

resolucion de 4 cm! e intervalos de 0.5 cm™..

4.5.4.DIFRACCION DE RAYOS X EN POLVO

Los difractogramas de rayos X en polvo se obtuvieron en un difractometro
Siemens Kristalloflex utilizando radiaciéon de Cu Ka filtrada con niquel de 4° a 36°

(4ngulo de 20), en angulos de Bragg igual a 0.02° y a un tiempo de 3 s.

4.5.5.CITOTOXICIDAD DE LOS COMPOSITOS

La citotoxicidad de los compésitos FS/B/HA, se realizo utilizando lineas
celulares de fibroblastos humanos GM7592 mediante el ensayo de Bromuro de 3 (4,5
dimetil-2-tiazoil)-2,5- difeniltetrazélico (MTT) para evaluar la viabilidad. Primero, las
muestras se cortan en circulos de aproximadamente 5 mm de didmetro y se esterilizan en
luz UV durante 6 h. Después de ser esterilizados las muestras fueron acondicionados en
una placa de cultivo de células de 96 pocillos. Sobre las muestras, se sembraron células
de fibroblastos humanos a una densidad de 5x10* células por pocillo y se mantuvo en
condiciones de cultivo durante 24h a 37°C en una atmdésfera humidificada que contenia
5% de CO2 y 95% de aire atmosférico. Después de las 24h las muestras fueron lavadas
con PBS, y se afiadieron 50 pL de MTT, la placa fue nuevamente incubada a 37°C
durante 4h. Después de 4 h, 100 pL de isopropanol se afiadieron a los pocillos y
homogeneizaron suavemente para la solucién. Los valores de densidad 6ptica (DO) se
obtuvieron a una longitud de onda de 570 nm en los espectrofotometros, y se
convirtieron en porcentajes de viabilidad celular relativa a la muestra control negativo.

Todas las muestras fueron evaluadas por triplicado para comprobar su reproductibilidad.

28



Universidad Auténoma de Nuevo Leén Capitulo 4: Metodologia General

4.5.6.EVALUACION DE LA DEGRADACION

La evaluacion de la degradacion se llevd a cabo por triplicado en diferentes
tiempos (1, 3 y 6 semanas), en una solucién de PBS (pH 7,4) a 37 °C para tener una
similitud con los fluidos fisiolégicos encontrados en el cuerpo humano (Figura 13).
Posterior al tiempo de degradacidn, los biomateriales fueron lavados con agua destilada
y se dejaron secar por 12h a 60°C; posteriormente se llevé a cabo un estudio cualitativo

mediante IR y SEM.

Figura 13. Degradacién de los biomateriales en solucién de PBS bajo condiciones
fisiolégicas.
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4.6. DISPOSICION DE RESIDUOS

La disposicion de residuos generados en el laboratorio fue de acuerdo al
procedimiento de manejo y gestion de residuos peligrosos establecidos en la Facultad de

Ciencias Quimicas como se indica en la Tabla 3.

Tabla 3. Disposicion de residuos generados.

Residuo Tipo Disposicion

Metanol, Disolventes Organicos Contenedor C

Eter, Hexano

Diclorometano Disolventes Organicos Halogenados | Contenedor C
Aminas Aminas Contenedor C
Acidos y Bases inorganicos Acidos y Bases inorganicos Contenedor A
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CAPITULO

S. DISCUSION DE RESULTADOS
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5.1. COMPUESTOS DE BORO

Los compuestos de boro fueron caracterizados por espectrometria de masas de

alta resolucion, resonancia magnética nuclear, UV-Vis y fluorescencia.

5.1.1.DIFRACCION DE RAYOS X DE MONOCRISTAL

Se obtuvieron cristales apropiados para el ligante L1 para determinar su
estructura molecular mediante el andlisis de difraccion de rayos X de monocristal, la
cual se muestra en la figura 14. Los datos cristalinos y pardmetros de colecciéon del
ligante L1 se encuentran en la Tabla 4, lo cual proporciona la informacién de un sistema
cristalino trigonal con un grupo espacial P3. En la tabla §, se puede observar los valores
de las distancias de enlace mds relevantes del ligante L1, para el enlace iminico se
observa un valor de 1.426 (6) A, la cual corresponde a valores caracteristicos para este
tipo de enlace.’® Por otra parte se puede observan una repulsién de los hidrégenos en
posicién 2 y 6 debido a la cercania de ambos dtomos, teniendo una estructura no
coplanar a 40° respecto al anillo del aldehido. Dicha estructura cristalina muestra
interaccion intramolecular por puente de hidrogeno entre el grupo OH y el nitrégeno
iminico (Figura 15); también se puede observar interacciones intermoleculares entre el
nitrégeno del anillo piridinico N1 y el hidrogeno iminico H6 dando como resultado un

acomodo espacial en forma de hélice (Figura 16).

Figura 14. Estructura de rayos X de monocristal del ligante L1.
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Tabla 4. Datos cristalinos y pardmetros de coleccion del ligante L1.

L1

Formula empirica
Peso molecular
Temperatura, K
Long. De Onda
Sistema cristalino
Grupo espacial
a, A
b, A
¢, A

a

B

Y
V,A3
Z
pcalc,mg.cm'3
i, mm'!

20 range for data
Index ranges

No. of reflns collected
No. of indep reflns
[Rint]
Goodness of fit

R1, wR2 (I>20(1))

R1, wR2 (all data)

C2 Ha6 N> O
310.43
293(2)

0.71073
Trigonal
P-3,
16.136(3)
16.136(3)
6.0688(10)
90(2)
90(2)
120(2)
1368.4(6)
3
1.130
0.998

2.524 -26.381°

-20<h <20,
-18 <k <20,
-6<1<7
12540

3479
0.0583
1.019

0.0583
0.0958

0.1085
0.1088
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Tabla 5. Longitudes de enlaces de la molécula L1 (A).

Atomos Longitud de enlace
C6-C7 1.453 (7)
C6-N2 1.268 (9)
N2-C3 1.426 (6)
C8-0 1.333 (9)

Figura 15. Interacciones intramoleculares y representacion de la no planalidad en L1.
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Figura 16. Interacciones intermoleculares para el ligante L.1 en forma de hélice.

5.1.2.ESPECTROMETRIA DE MASAS DE ALTA RESOLUCION
(EMAR)

En el caso de la caracterizacion de los compuestos de boro por espectrometria de
masas de alta resolucion, donde el andlisis de los espectros obtenidos por ionizacién
quimica a presion atmosférica (APCI) en fase positiva; reveld la presencia de los iones
moleculares de los tres compuestos, mostrando el mismo patrén de fragmentacion; los
cuales mostraron primero la fragmentacion debido a la pérdida de masa correspondiente
a los grupos fenilos unidos al 4tomo de boro, dando la estructura correspondiente a los
ligantes en cada caso (Esquema 6). La presencia del pico base de los compuestos de
boro son consistentes con la masa molecular tedrica (1: 474.46; 2: 393.17; 3: 379.16)
como se puede apreciar en la Tabla 6, ya que la masa encontrada mediante el analisis se

encuentra protonadas confirmando la obtencién de los compuestos de boro, con
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pequenos errores en ppm. A manera de ejemplo se presenta el espectro de masas del

compuesto 1 (Figura 17).

R, ¥ R,
H H
R2 \ — -C6H6 R2 \ +
N N - N \
y N\ / _d
Ry  O—p Ry  O0—B
SERN Ph
Ph\\ Ph
J -BCHs
1: R1: C4Hg, RQ: H, R3: C4Hg Rl
H
2: Ry=H, Ry,=OMe, R3=H R, \
"N\
3: R1= H, R2= OH, R3= H R3 OH

Esquema 6. Fragmentos moleculares para los compuestos de boro 1-3.

Tabla 6. Datos de espectrometria de masas para los compuestos de boro en m/z.

Compuesto Masa Masa Error
Encontrada tedrica
(ppm)
[M+H]
1 475.291656 474.46 0.2844
2 393.176837 392.17 0.1218
3 379.162601 378.15 0.6031
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Figura 17. Espectro de masas de alta resolucion para el compuesto 1.

Ademas, para confirmar que se obtuvo el compuesto de boro se realizd una
ampliacion del ion molecular dentro de los espectros registrados para cada compuesto,
en donde se compararon las distribuciones isotdpicas tedricas y experimentales de los
espectros, en donde se aprecia claramente el mismo patrén isotépico con el mismo valor
de masa/carga, confirmando claramente la presencia de un dtomo de boro (Figura 18).
Cabe resaltar que la presencia de las cuatro sefnales del ion molecular corresponde a la
distribucién isotdpica lo cual permite predecir la masa y la abundancia de los is6topos,

en donde las abundancias se calculan al conocer la abundancia natural.

37



Universidad Auténoma de Nuevo Leén Capitulo 5: Discusién de resultados

FXP- Y AT FNIESE  Booy

zml
10084

L

ol | a7, 4T EEE AT N 461 28 459,

Tetersy, oy
i

P ey i ||- A ]_.I. #il ATH
4728 ATAD  ATAE 74D 4TAS  A/BE  4TAB B0 4TES  arr 4TR5 ATROD ATAS  47AD ATRS  4E00  ABOE  4BLC
- I e

Figura 18. Comparacion de distribuciones isotdpicas tedricas/experimentales del
compuesto 1.
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5.1.3.RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN)

Los espectros de RMN de 'H, °C y !'B para el compuesto de boro 1 fueron
obtenidos en cloroformo deuterado (CDCIl3) en donde se pudo asignar todas las senales
correspondientes a la molécula. Cabe mencionar que la resonancia magnética nuclear
para los compuestos 2 y 3 no fue posible obtener debido a la inestabilidad de los
compuestos en solucion, lo cual se explica en el apartado 5.1.5. Fotoestabilidad y

estabilidad en medio acuoso.

En el espectro del compuesto 1 se observa una sefial simple a 8.3 ppm correspondientes
al protén iminico de acuerdo a lo ya reportado a la literatura, David A. Atwood et. al.
reportan valores de del protén iminico de 7.99 a 8.81 ppm.>* Por otra parte, se puede
observar a frecuencias altas las sefiales correspondientes a los hidrégenos de los anillos
aromadticos; en el drea alifatica se observan 2 sefales simples correspondientes a los

hidrégenos de los grupos terbutilos integrando para 9 hidrégenos cada sefial (Figura 19).

H-16-18,
s, 9H
H-m, p, | H-12-14,
6H i‘ s, OH
H-o, r| "
d 4H]'||| CDCl, ||||
I l|
A
:| ‘ ||| |‘1H-6, |||I'| H-2,
| | | I bl |,|d,2H
| W [
s N o J\
7:4 3 72 71 7.0 619 6.8 6.7
f1 (ppm)
1 e Sl e = _ _x_ll.’l.\m_,__ A

8.0 75 70 6.5 6.0 55 5.0 3.5 3.0 25 20 1.5 10 0.5 0.0

4.5 4.0
f1 (ppm)

Figura 19. Espectro de RMN de 'H NMR (400 MHz, CHCls) para el compuesto 1.
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Dentro de los datos encontrados en el espectro de RMN de !*C se observan todas a las
sefales correspondientes a los carbonos correspondientes a la estructura, mostrando
principalmente la formacién de la base de Schiff a 163 ppm, sefial caracteristica de la
formacion del enlace. A frecuencias altas se observar las sefiales de los carbonos
aromdticos; asi mismo se puede apreciar en el drea alifética las sefiales correspondientes
a los carbonos de los grupos terbutilos, comprobando la existencia del compuesto

(Figura 20).

C-12-14

C-4 C-8

C-9
18 i le

C-1

T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 9 70 60 S0 40 30 20 10 0

0 80
f1 (ppm)

Figura 20. Espectro de RMN de '*C NMR (100 MHz, CHCl;) para el compuesto 1.
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A lo que corresponde al espectro de RMN de ''B se observé una sefial amplia a 6.89
ppm como se puede apreciar en la Figura 21, esto se debe a que el isotopo !'B tiene un
spin 3/2 y presenta un bajo momento quadrupolar con lenta relajacién,> lo cual de
acuerdo a la literatura corresponde a la obtencién de un dtomo de boro tetracoordinado,

confirmando la existencia del compuesto de boro.*’

L T T T T T T T T T T T T T T
25 24 23 22 21 20 13 i8 17 18 15 14 13 12 1

T T
i 10 9
f1 {ppm)

Figura 21. Espectro de RMN de !'B para el compuesto 1.
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5.1.4.PROPIEDADES OPTICAS

Las propiedades fotofisicas de los compuestos de boro se investigaron en
acetonitrilo grado espectroscépico de Aldrich a temperatura ambiente. Los datos se
recopilan en la Tabla 7. Los espectros de absorcion UV-Vis (Figura 22) muestran picos
debido a las transiciones electrnicas, que se encuentra entre 389 a 424 nm segun la
conjugacion de la molécula. En los espectros de fluorescencia (Figura 22) los picos de
emision se desplazan hacia el rojo de 510 a 573 nm, debido a la perdida de energia
cuando sucede la conversion interna del estado excitado, con la misma tendencia

observada en UV-Vis.

Posteriormente se determind el calculo de rendimiento cudntico de fluorescencia
en solucién (¢) los cuales se determinaron con absorbancia menores a 0.1 a una longitud
de excitacion de 10 nm abajo del pico de absorcién de mayor longitud de onda. Se
analizaron tres diferentes soluciones para cada compuesto y se promedid
estadisticamente el valor del rendimiento cudntico, tomando en cuenta el drea bajo a
curva de los espectros de emision, su absorbancia y los indices de refraccién de la
muestra y del estandar. Utilizando como estandar el sulfato de quinina en H>SO4 0.1M
(b= 0.54 a 310 nm). Los resultados obtenidos del rendimiento cudntico de los
compuestos de boro fueron de 9.27% para el compuesto 1, 16.22% para el compuesto 2
y para el compuesto 3 obtuvo 10.36%. Estos resultados fueron mejores a lo previamente
obtenido en el grupo de investigacién (<1%), estos resultados se pueden deber a que el
atomo de boro se encuentra en un acomodo coplanar con respecto al ligante. Por otra
parte, se observa un comportamiento similar para el compuesto 2 y 3 debido a la
similitud estructural; sin embargo, existe una diferencia en el rendimiento cuantico; esto
es debido a que tienen un sustituyente donador diferente (2: OMe y 3: OH) en el cual
tanto en oxigeno como el grupo metilo proporcionan mayor densidad electrénica
presentando asi un mejor rendimiento para el compuesto 2. Ademds, tiene el menor
cambio de Stoke (5967.60 cm™) lo cual comprueba el rendimiento cuéntico de fluorescencia

mas alto de la serie de los tres compuestos.

42



Universidad Auténoma de Nuevo Leén Capitulo 5: Discusién de resultados

Tabla 7. Datos de las propiedades fotofisicas de los compuestos de boro en solucion

(ACN).
Comp. Aabs Aem Av 0}
[nm] [nm] [em ] (%)
1 305, 426 573 6022.17 9.27
2 315, 391 510 5967.60 16.22
3 315, 389 510 6099.10 10.36

e
)
1

0.6

0.4 1

Intensidad Normalizada

0.2 1

0.0 -— t | E— P t T T f
300 400 500 600 700 800

Long. de Onda (nm)

Figura 22. Espectros de absorcion (linea punteada) y emision (linea sélida) de los
compuestos de boro.
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5.1.5.FOTOESTABILIDAD Y ESTABILIDAD EN MEDIO ACUOSO

Para toda nueva molécula sintetizada es de gran importancia conocer su
fotoestabilidad, para sus posibles aplicaciones. Es por ello, que se realiz6 dicho estudio
para los nuevos compuestos de boro. Tomando como 100% el valor de la intensidad de
absorcion de la medicidn inicial (To), se correlaciond la disminucién de absorbancia de
las siguientes mediciones como el porcentaje de compuesto fotodegradado. Se puede
apreciar en la Figura 23 que los compuestos 2 y 3 sufren una dréstica fotodegradacion
desde los primeros 15 min, disminuyendo su intensidad de absorcién hasta alcanzar
valores de 28.0 y 24.2%, respectivamente. Sin embargo, el compuesto 1 presenta una
resistencia a la fotodegradacion, ya que solo disminuye el 35.2% de la absorbancia,
manteniéndose casi en equilibrio hasta completar 60 minutos de ser irradiado con luz
UV. Por otro lado, en el ensayo de estabilidad en medio acuoso se observa una
degradacion menor, ya que en general los compuestos mantienen valores superiores del
85% de la intensidad de absorbancia inicial transcurrido los 60 minutos (Figura 24).
Cabe mencionar que el compuesto 1 mostré una degradaciéon mds lenta en comparacion
de los compuestos 2 y 3. Podria atribuirse que los voluminosos grupos terbutilo del
compuesto 1 le otorgan mayor resistencia a la degradacidn, ya sea al ser irradiado con

luz UV y al estar en medio acuoso, lo cual es comparable a lo ya reportado.>®
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Figura 23. Fotoestabilidad de los compuestos de boro 1-3 en acetonitrilo bajo una
irradiacion de una lampara UV de 321 nm.
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Figura 24. Fotoestabilidad de los compuestos de boro 1-3 en solucién acuosa.
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5.1.6. ANALISIS CITOTOXICO DE LOS COMPUESTOS DE BORO

La actividad de citotoxicidad in vitro de los tres compuestos de boro se evalud
mediante la técnica de azul alamar a diferentes concentraciones 0.1 a 10 pg/mL (Figura
25) por 24h con células de melanoma murino B16F10. Los resultados reflejan que el
compuesto 1 presenta una viabilidad alrededor del 80% hasta 5 ug/mL, mientras que los
compuestos 2 y 3 resultan ser inocuos para las células hasta una concentracién de 10
pg/mL con valores de viabilidad mayores a 74%, lo cual comparado con la literatura
este tipo de compuestos de boro presentan vialidades altas >90%,>’ cabe mencionar que
para el compuesto 2 y 3 presentaron viabilidades arriba del 100% debido a que las
células siguen siendo estables y se reproducen, mostrando asi que los compuestos de

boro son candidatos idéneos para ser utilizados en aplicaciones médicas.

160.0 m0.1pgmL-1 ®mlpgml-1 ®m2S5pgml-1 ®mSpgml-1 =10 pgmlL-1

1 2 3

COMPUESTOS

140.0

120.0

100.0

80.0

% DE VIABILIDAD

0.0

Figura 25. Efecto citotoxico de los compuestos de boro. Células de melanoma B16F10

fueron tratadas a concentraciones de 0.1 a 10 ug mL"! por 24 h.
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5.1.7.COMPOSITOS SF/B/HA

Para la obtenciéon de los compdsitos de fibroina de seda/compuestos de
boro/hidroxiapatita (SF/B/HA) Figura 26, se realizé una mezcla de 2 mL de la solucion
acuosa de fibroina de seda con la hidroxiapatita segin la concentraciéon deseada en 2 mL
de agua destilada durante 5 minutos en ultrasonido para una mejor dispersiéon de la
hidroxiapatita. Posteriormente, se hizo la adicién del compuesto de boro 1 a 0.1% (p/p)
ya que este compuesto presentd mejor estabilidad en medio acuoso y presenta buena
viabilidad celular, permitiendo su uso para una potencial aplicacién médica. La solucion
se dej0 homogenizar por 5 minutos, para después ser colocado en moldes de 2 cm de
didmetro, por dltimo, las muestras fueron liofilizadas durante 48 h; ya que esta técnica es
una de las mds utilizadas para la obtencién de materiales porosos.>® Teniendo como

resultado estructuras en forma de esponja.

Control SF/B/ SF/B/ SF/B/ SF/B/
Fibroina de seda SF/B HA1% HAS% HA10% HA15%

Luz de dia

Luz UV

Figura 26. Compésitos fibroina de seda/boro/hidroxiapatita
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5.1.8. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Las imagenes de SEM de los compdsitos SF/B/HA se muestran en la Figura 27.
La Figura 27A y 27B corresponden a los biomateriales de fibroina de seda (control) y
fibroina de seda con compuesto de boro respectivamente a 200X; en donde se puede
apreciar la morfologia de los materiales en una estructura laminar; mientras que en las
Figuras 27C - 27F (1, 5, 10 Y 15% de HA respectivamente), muestran una estructura
porosa; correspondientes a los materiales con HA, mostrando asi que este material
cerdmico permite obtener compdsitos porosos; lo cual es de suma importancia ya que

permite el crecimiento celular, lo cual es la clave para el éxito de cualquier andamio.

Figura 27. Micrografia SEM de los biomateriales a resolucién de 200X.
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Por otra parte, se pudo observar la presencia de HA, mediante un analisis de
espectroscopia de energia dispersiva (EDS) Figura 28 en donde se detectaron las sefales
correspondientes a la presencia de calcio y fésforo confirmado la presencia del material
cerdmico (HA); sin embargo, solo se pudo observar para las muestras de 10 y 15% de
HA, ya que para las muestras de 1 y 5% de HA contienen una menor concentracion, de
igual manera para la sefal correspondiente al boro por su baja concentracién adicionada

al biomaterial, lo cual no permite ser observadas dichas sefales.
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Figura 28. Espectro de EDS: a) SF/B/HA10% y b) SF/B/HA15%.
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5.1.9.ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO

Los espectros FT-IR de los compdsitos se muestran en la Figura 29. Se
observaron frecuencias vibratorias caracteristicas de la fibroina de seda para todos los
compositos asignados, mostrando sefales caracteristicas de los grupos de amida de la
protefna. Los picos a ~ 1641 y 1514 cm™ se asignaron a amida I (C=O estiramiento) y
amida IT (N-H flexién) respectivamente. Estas bandas corresponden a la estructura de la
fibroina. Ademads, la hidroxiapatita en polvo muestra bandas caracteristicas asignadas al
grupo fosfato a 1025 y 961 cm’!, pero los compésitos de fibroina de seda no se ven
afectados estructuralmente por la incorporacion de hidroxiapatita comprobando que no

hay modificacién estructural de la proteina.

& 2935

3278

1232
Control JL 58

-~ B 1641 1514
—— SF/B/HA1% C=0 N-H

—— SF/B/HA5%
— SF/B/HA10%
SF/B/HA15%

—— HA
10255 PO,

961

Transmitancia (%)

, . : .
4000 3500

I I I | |
3000 2500 2000 1500 1000
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Figura 29. Espectro infrarrojo de los biomateriales y de la HA.
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5.1.10. DIFRACCION DE RAYOS X EN POLVO

La Figura 30 se muestra el difractograma en donde se puede apreciar los patrones
de difraccién de rayos X tipicos de un biomaterial de fibroina de seda con una sefial
amorfa en forma de campana amplia de aproximadamente 20° (linea negra), lo que se
atribuye a la forma de la hoja-§ de la proteina y su baja cristalinidad, de acuerdo a lo ya
reportado en la literatura.® La presencia de HA en los compésitos se puede observar
picos de baja intensidad y un ensanchamiento de los picos correspondientes a la HA
(111), (002), (211), (112) y (300),%° 1o cual se atribuye a la disminucién de la
cristalinidad de la HA; sin embargo, se puede apreciar de mejor manera como es el caso

del composito con 15% de HA comprobando la existencia del material cerdmico.

hy

Intensidad (a.u.)

[N

~

(111)

20

Figura 30. Difractograma XDR de los compésitos a) Control, b) B, c)SF/B/HA1%, d)
SF/B/HA5%, ¢)SF/B/HA10% y f) SF/B/HA15%.
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5.1.11. CAPACIDAD DE ABSORCION

La capacidad de absorcion de agua es de gran importancia para poder comprobar
si el material tiene la propiedad de difundir el agua o medios fisiolégicos (PBS), ya que
la difusién del agua permite el transporte de los nutrientes y ayuda al crecimiento de
nuevas células. Los resultados de la capacidad de absorcion obtenidos de los compuestos
muestran el equilibrio después de 250 minutos de andlisis. Las muestras SF/B/HAS,
SF/B/HA10 y SF/B/HA15 alcanzan el mayor volumen de capacidad de absorcion hasta
1200% debido a la gran porosidad obtenida atribuida a la alta concentracién de HA en
los compdsitos, esto puede verificarse con las imdgenes de SEM (vide supra); resultando
materiales prometedores para el crecimiento celular en comparacién a lo ya reportado,

cuyos materiales presentan poca absorcién y por lo tanto escaso crecimiento celular®’.
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——Control ——B SF/B/HA1% —SF/B/HAS% ——SF/BHA10% SF/B/HA15%

Figura 31. Capacidad de absorcion de los biomateriales en PBS a pH 7.4 a diferentes
tiempos, expresado en porcentaje.
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5.1.12. CITOTOXICIDAD DE LOS BIOMATERIALES

La actividad de citotoxicidad in vitro para los 6 biomateriales se determind
mediante el ensayo MTT, se evalto con células GM07492 (fibroblasto humano) (10
pg/mL) durante 24h en una atmdsfera de 5% de CO2 y 95% de aire. La viabilidad
celular muestra menor toxicidad para todos los compdsitos, en comparacion de los
compuestos derivados de bases de Schiff anteriormente utilizados en seda.’> Ademds, la
viabilidad celular aumenta en funcién de la concentraciéon de HA, sugiriendo que estos

biomateriales son prometedores para aplicaciones médicas (Figura 32).
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Composito

Figura 32. Viabilidad celular (método MTT) de los biomateriales en células GM07492
durante 24h.

53



Universidad Auténoma de Nuevo Leén Capitulo 5: Discusién de resultados

5.1.13. MICROSCOPIA POR FLUORESCENCIA Y MICROSCOPIA
CONFOCAL

Referente a la microscopia de fluorescencia se pudo observar que los
biomateriales con compuesto de boro presentan el fenémeno de la luminiscencia (Figura
33). Sin embargo, al tener materiales tridimensionales no se pudo tener una buena
calidad de imagen. Por lo cual se evaluaron los biomateriales por microscopia confocal
en donde se puede apreciar una mejor resolucién de los materiales, mostrando

uniformidad del compuesto luminiscente en los biomateriales (Figura 34).
D)

Figura 33. Imagenes de microscopia de fluorescencia de los biomateriales A) Control,
B) SF/B, C) SF/B/HA1%, D) SF/B/HA5%, E) SF/B/HA10%, y F) SF/B/HA15%.

CONTROL ; COMP. B/HA 1% COMP. B/HA 15%

Figura 34. Imigenes por microscopia confocal de los biomateriales.
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5.1.14. EVALUACION DE LA DEGRADACION POR SEM

En las micrografias obtenidas por SEM se aprecia que los materiales después de
ser sometidos a degradaciéon muestran desgasten por erosién en la superficie como se
representa en la Figura 35. Esto se observa de manera mds significativa para los
materiales control (fibroina de seda), caso contrario para los materiales con compuesto
de boro y con 10% de HA, los cuales mostraron ser mds resistentes a la degradacion, lo
cual permite que estos materiales tengan mayor tiempo de vida y pueden ser utilizados

en diversas aplicaciones médicas.

Control Comp. B SF/B/HA 10%

b)

d)

Figura 35. Imigenes de SEM de la degradacién de los compdsitos a 200x; a) sin
tratamiento, b) 1 semana, c¢) 3 semanas y d) 6 semanas.
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5.1.15. ESPECTROSCOPIA DE IR DE LA DEGRADACION

Posteriormente a la degradacion de los biomateriales, se le realizdé un andlisis
cualitativo mediante espectroscopia infrarrojo, en donde los espectros (Figura 36) para
los materiales degradados a diferentes tiempos (1, 3 y 6 semanas), se puede apreciar que
no presentaron modificacion o cambio estructural después de ser sometidos a la

degradacion, los cuales mostraron estabilidad estructural hasta un tiempo de 6 semanas.
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Figura 36. Espectro infrarrojo de los biomateriales después de 1 semana de
degradacion.

56



Universidad Auténoma de Nuevo Leén Capitulo 6: Conclusiones

CAPITULO

6. CONCLUSIONES

57



Universidad Auténoma de Nuevo Leén Capitulo 6: Conclusiones

Se sintetizaron tres nuevos compuestos luminiscentes de boro derivados de bases
de Schiff, en donde por medio de sintesis por microondas se redujeron hasta 96 veces el
tiempo de reaccién en comparacion de la sintesis por método tradicional, sin afectar el
rendimiento de reaccion ya que también se obtuvieron valores més altos. Ademas, estos
materiales luminiscentes se sintetizaron de forma mds eficiente que los materiales
luminiscentes empleados con aplicaciones médicas, por ejemplo, derivados de la

rodamina y compuestos tipo BODIPY.

Se
logré caracterizar el compuesto 1 por RMN ('H, 3C y !"B) en donde se pudo comprobar
la formacion de la base de Schiff, ademds se asignaron todas las sefales

inequivocamente con ayuda de los espectros COSY y HSQC.

Fue posible establecer los valores del rendimiento cudntico de los compuestos de
boro (@ 9.27, 16.22 y 10.36 %) en donde se observd que la presencia de grupos
electrodonadores —OH y —OMe en los compuestos 2 y 3 respectivamente, aumentan
considerablemente los valores de rendimiento cudntico, en comparaciéon del compuesto

1, el cual no presenta grupos que sean donadores de electrones.

El compuesto 1 presenté mayor resistencia a la fotodegradacién y mejor
estabilidad en medio acuoso, respecto a los compuestos 2 y 3, atribuyéndole esta

caracteristica a la presencia de grupos voluminosos ter-butilos.

Las pruebas de citotoxicidad reflejaron que, en general, los compuestos de boro
resultan ser inocuos en células de melanoma murino (B10F16) con una viabilidad mayor
del 80% hasta una concentraciéon de 5 pg/mL, siendo de suma importancia para su

potencial aplicacién médica.

En cuanto a la fabricacion del biomaterial, se logré obtener los biomateriales de
fibroina de seda con diferentes concentraciones de hidroxiapatita (1, 5, 10 y 15%) y la

adicion del compuesto 1 (0.1% p/p).
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Los materiales obtenidos presentaron morfologia porosa a la adicién de la
hidroxiapatita. Ademds, mediante rayos X e infrarrojo se comprob6 que la incorporacién
de la hidroxiapatita y el compuesto de boro no presentan modificaciones quimicas de la

fibroina de seda.

Mediante la microscopia de fluorescencia y la microscopia confocal se observé la
uniformidad del compuesto de boro en los compdsitos, los cuales presentaron el

fendmeno de la luminiscencia de manera uniforme.

Conforme al incremento de la concentracion de hidroxiapatita en los
biomateriales, aumentd gradualmente la estabilidad térmica y la viabilidad celular, esto
ultimo comprueba que los materiales son candidatos idoneos para ser utilizados en
aplicaciones médicas, ademds de presentar la capacidad de absorcion para ser un buen

soporte para crecimiento celular.

En cuanto a la degradacién de los materiales, se llevé a cabo en diferentes tiempos
en donde se ha podido comprobar hasta el momento mediante SEM que los
biomateriales se degradan por erosion en la superficie, ademas de ser méas estables los

materiales con compuesto de boro e hidroxiapatita.
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7.1. Sintesis del compuesto de boro 1

Una solucion de  3,5-di-ter-butil-2-
hidroxibenzaldehido (1.0 mmol), 4-aminipiridina
(1.0 mmol) y 4cido difenilborinico (1.0 mmol) en
5 mL de acetonitrilo, fue irradiada por 30 min a
165 °C en un reactor de microondas. La mezcla de

reaccion se enfri6 a temperatura ambiente. El

precipitado fue filtrado y lavado con hexano. Se
obtuvo un sélido color rojo con rendimiento de
95%. P.F. 78-80 °C. UV/Vis (ACN): Aabs/max: 426
nm. Fluorescencia (ACN): Afwor: 573 nm. '"H NMR (400 MHz, CDCl3) &: 1.21 (s, 9H, H-
16, H-17, H18), 1.26 (s, 9H, H-12, H-13, H14), 6.89 (d, 2H, J=6.0 Hz, H-2, H-2"), 7.06
(d, 1H, J=2.0 Hz, H-6), 7.12 (m, 6H, H-m, H-p), 7.39 (d, 4H, J=6.4 Hz, H-0), 7.51 (d,
1H, J=2.0 Hz, H-8), 8.29 (s, 1H, H-4), 8.33 (d, 2H, J=5.2 Hz, H-3, H-3’) ppm. *C{'H}
NMR (100 MHz, CHCI3) &: 28.40 (C-16, C-17, C-18), 30.09 (C-12, C-13, C-14), 33.14
(C-11), 34.01(C-15), 116.32(C-5), 118.10(C-2, C-2°), 125.36(C-6), 125.47(C-p),
125.88(C-m), 132.99(C-0), 134.28(C-8), 139.17(C-9), 140.04(C-7), 149.43(C-3, C-3°),
151.03(C-1), 159.26(C-10), 162.98(C-4) ppm. Correlacion COSY [du/du]: 7.12/7.39 (H-
m, H-p/H-0), 7.06/7.51 (H-6/H-8), 6.89/8.33 (H-2, H-2’/H-3, H-3"). Correlacién HSQC
[0n/dc]: 1.21/28.40 (H-16, H-17, H-18/C-16, C-17, C-18), 1.26/30.09 (H-12, H-13, H-
14/C-12, C-13, C-14), 6.89/118.10 (H-2, H-2’/C-2, C-2’), 7.06/125.36 (H-6, C-6),
7.12/125.47 y 125.88 (H-p, H-m/C-p, C-m), 7.39/132.99 (H-0/C-0), 7.51/134.28 (H-
8/C-8), 8.29/162.98 (H-4/C-4), 8.33/149.43 (H-3, H-3’/C-3, C-3’). ''B NMR (128 MHz,
CDCI3) & : 6.89 ppm. HRMS m/z (%): C32H3s0ON2B: Tedrico: 474.46, encontrado:
475.291656, (error: 0.284422 ppm).

Compuesto de boro 1
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7.2. Sintesis del compuesto de boro 2

Una solucién de 2-hidroxi-4-
metoxibenzaldehido (1.0 mmol), 4-aminipiridina
(1.0 mmol) y 4cido difenilborinico (1.0 mmol)
en 5 mL de acetonitrilo, fue irradiada por 30 min

a 165 °C en un reactor de microondas. La mezcla

de reaccion se enfrié a temperatura ambiente. El

precipitado fue filtrado y lavado con hexano. Se

obtuvo un sélido color amarillo con rendimiento Compuesto de boro 2
de 87%. P.F. 98-100 °C. UV/Vis (ACN): Aabs/max: 391 nm. Fluorescencia (ACN): Afuor:
510 nm. HRMS m/z (%): CasH2102N2B: Teodrico: 392.17, encontrado: 393.176837,
(error: 0.121817 ppm).

7.3. Sintesis del compuesto de boro 3

Una solucién de 2.4-
dihidroxibenzaldehido (1.0 mmol), 4-
aminipiridina (1.0 mmol) 'y  4cido
difenilborinico (1.0 mmol) en 5 mL de
acetonitrilo, fue irradiada por 30 min a 165 °C

en un reactor de microondas. La mezcla de

reaccion se enfrié a temperatura ambiente. El

Compuesto de boro 3

precipitado fue filtrado y lavado con hexano.

Se obtuvo un sélido color rojo con rendimiento

de 83%. P.F. 126-128 °C. UV/Vis (ACN): Aabs/max: 389 nm. Fluorescencia (ANC): Afuor:
510 nm. HRMS m/z (%): C24H1902N2B: Calc. 378.15, encontrado: 379.162601, (error:
3.603156 ppm).
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9.1. ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (METODOLOGIA)

El andlisis termogravimétrico (ATG) se llevo a cabo utilizando un TA SDT 2960
(TA Instruments, USA) a una velocidad de calentamiento de 10°C/min, de 20 a 600 °C,
en una atmdsfera de nitrégeno (velocidad de 50 mL/min), en porta muestra de alimina
abierto que contiene alrededor de 5 mg de muestra (Control=3.360mg, SF/B=4.251mg,
SF/B/HA1%=4.511mg, SF/B/HA5%=3.316mg, SF/B/HA10%=4.236mg y
SF/B/HA1%=9.218mg).

9.2. ANALISIS TERMOGRAVIMETRICO (DISCUSION)

La Figura 1 muestra las curvas TG de todos los biomateriales obtenidos
(SF/B/HA1 al 15%). Es de suma importancia evaluar los materiales por diferentes
técnicas, incluyendo determinacion de sus propiedades termogravimétricas, para una
caracterizacion mas completa. Las principales perdidas de peso se resumen en la tabla 1.
Se pueden observar dos pérdidas de peso principales para todas las muestras. La primera
se produce desde 90 °C (5-10%) aproximadamente, esto se debe a la evaporacion del
agua. La segunda pérdida de peso, alrededor de 280 a 600 ° C es el segundo evento mas
significativo relacionado con la descomposicion de la fibroina de seda. Sin embargo, los
materiales con HA muestran una diferencia a comparacién del control, en el caso del
material SF/B/15% de HA, se observa que a 589 °C tiene una pérdida de 73% en peso,
mientras que el control un 93%, demostrando asi que la HA ayuda a tener una mayor

estabilidad térmica dentro de los biomateriales.
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Figura 37. Curvas de TGA de los biomateriales.
Tabla 1. Principales pérdidas de peso de los compdsitos.
Composito 100 °C 280 °C 340 °C 600 °C
Control 90.1% 83.9% 59.1% 6.8%
B 91.8% 84.9% 56.4% 9.4%
SF/B/HA 1% 92.8% 86.8% 61.7% 11.4%
SF/B/HA 5% 92.5% 85.2% 59.8% 8.8%
SF/B/HA 10% 93.1% 86.2% 64.6% 18.3%
SF/B/HA 15% 94.2% 87.4% 68.1% 26.9%
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Figura 8. Infrarrojo de los biomateriales después de 3 semanas de degradacion.
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Figura 9. Infrarrojo de los biomateriales después de 6 semanas de degradacion.
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