LAH

Universiviad Aulénoma del Eslade g Hidalgo

hitps:/irepository.uaeh.edu.mx/revistas/index.php/ichifissue/archive

Pidi Boletin Cientifico de Ciencias Basicas e Ingenierias del ICBI

Padi

ISSN: 2007-6363

Publicacion Semestral Padi Vol. 9 No. Especial 2 (2021) 139-144

Microesferas de Alginato-TiO2 como sistemas de dosificacion de Curcumina

Alginate-TiO2 Micro-spheres as Curcumin Dosing Systems

J. R. Cortés-Montelongo™ /3, M. C. lbarra-Alonso" ", A. Martinez-Luévanos""'2 R. |. Narro-Céspedes " 2

C. M. Pérez-Berume" =2

2 Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Auténoma de Coahuila, Blvd. Venustiano Carranza S/n, Col. Republica Oriente C.P. 25280, Saltillo, Coahuila, México.

b CONACYT. Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Auténoma de Coahuila, Blvd.

Resumen

Los sistemas de liberacion controlada estan en creciente desarrollo, debido a la necesidad que existe en conseguir una
dosificacion optima, en el lugar adecuado y el control de esta dosificacion por periodos largos. La curcumina ha
demostrado diversas acciones bioldgicas, principalmente como antioxidante, anticancerigeno y antibacteriano. Por otro
lado, el oxido de titanio (TiO,) y el Alginato (Alg), son ampliamente utilizados en la biomedicina como portadores de
sustancias activas. En este trabajo se sintetizaron micro-esferas de alginato, que contienen 6xido de titanio cargados con
curcumina. El biomaterial resultante mostro una morfologia esférica. La técnica FTIR-ATR demostrd la formacion del
biomaterial, TGA se utilizé para determinar la estabilidad térmica de las esferas. También, se evalu6 la biocompatibilidad
in vitro, resultando que las esferas Alg/TiO,-Cur no presentan toxicidad en eritrocitos humanos. Finalmente se evalu6 a
la liberacion de curcumina. Por tanto, las esferas de Alg/TiO,-Cur resultaron ser biocompatibles y se pueden utilizar como
eficientes vehiculos para la liberacién de curcumina.
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Abstract

Controlled release systems are in increasing development, due to the need that exists to achieve an optimal dosage, in
the right place and the control of this dosage for long periods. Curcumin has shown various biological actions, mainly as
an antioxidant, anticancer and antibacterial. On the other hand, titanium oxide (TiO,) and alginate (Alg) are widely used
in biomedicine as carriers of active substances. In this work, alginate microspheres containing titanium oxide loaded with
curcumin were synthesized. The resulting biomaterial showed a spherical morphology. The FTIR-ATR technique
demonstrated the formation of the biomaterial, TGA was used to determine the thermal stability of the spheres. Also, the
in vitro biocompatibility was evaluated, resulting in that the Alg/TiO,-Cur spheres did not present toxicity in human
erythrocytes. Finally, curcumin release was evaluated. Therefore, the Alg/ TiO,-Cur spheres were found to be

biocompatible and can be used as efficient vehicles for curcumin release.
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1. Introduccién

Actualmente los materiales compuestos constituidos por
biocerdmicos y biopolimeros, han alcanzado un alto interés,
tanto cientifico como tecnoldgico, principalmente por su efecto
sinérgico en la aplicacion final (Alexander Maus et al., 2021;
Ankur y col., 2021; Krishna Mohan Agarwal y col., 2021). Este
tipo de biomateriales son biocompatibles, biodegradables y
pueden ser utilizados como vehiculos en la administracion de

*Autor para la correspondencia: ibarra.cristina@uadec.edu.mx

farmacos (Tejal V. Patil y col., 2021; Tzipatly A. Esquivel-
Castro y col., 2019). El disefio y la sintesis de nuevas
combinaciones de biocerdmicos con ciertos polimeros
inteligentes, ampliara la formacion de biomateriales novedosos
en el futuro, que permita obtener en primer lugar la
biocompatibilidad, la degradacién lenta o gradual y que abra
paso al proceso de la dosificacion controlada a largo plazo, a
través del disefio y composicion de biomateriales, que resulten
posteriormente en biomateriales inteligentes.

Correo electroénico: jose.cortes@uadec.edu.mx (José Reyes Cortés-Montelongo), ibarra.cristina@uadec.edu.mx (Maria Cristina Ibarra-Alonso), aml15902@uadec.edu.mx (Antonia
Martinez-Luévanos), rinarro@uadec.edu.mx (Rosa Idalia Narro-Céspedes), catalinaperez@uadec.edu.mx (Catalina Maria Pérez-Berume).

Fecha de recepcion:05/10/2021 Fecha de aceptacion: 05/11/2021 Fecha de publicacion: 12/12/2021

https://doi.org/10.29057/icbi.v9iEspecial2.7979

S0¢9


mailto:ibarra.cristina@uadec.edu.mx
mailto:rinarro@uadec.edu.mx
https://repository.uaeh.edu.mx/revistas/index.php/icbi/issue/archive
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.es
https://orcid.org/0000-0002-7237-8913
https://orcid.org/0000-0002-5719-8164
https://orcid.org/0000-0003-3499-1693
https://orcid.org/0000-0002-3559-1520
https://orcid.org/0000-0002-2836-010X

J. R. Cortés-Montelongo et al. / Publicacion Semestral Padi Vol. 9 No. Especial 2 (2021) 139-144 140

1.1. Biopolimeros

Los polimeros son ampliamente usados como: implantes,
revestimientos de dispositivos, catéteres, injertos vasculares,
sistemas inyectables y terapéuticos. Los polimeros mas
utilizados en area médica son: el polietileno (PE), polipropileno
(PP), polimetilmetacrilato (PMMA), poliestireno  (PS),
poliésteres, poliamidas como el nylon, polisiloxanos donde
destaca la silicona, celulosa y alginato (Alg).

El alginato (Alg) es un biopolimero aniénico, debido a su
biocompatibilidad, baja toxicidad y gelificacién mediante la
adicion de cationes divalentes reticulantes como el Ca2+
(Varish Ahmad, 2021), actualmente se utilizan en la curacién de
heridas (Syed Ahmed Shah y col., 2021; Xilin Lin y col., 2020),
administracion de agentes bioactivos (Deepa Thomas y col.,
2021; S.A. lynoon Jariya y col., 2021] y trasplante de proteinas
(Xiaohong Tan y col., 2021).

1.2. Biopolimeros

Los ceramicos han contribuido a restaurar la funcion de las
partes dafiadas del cuerpo mediante piezas de repuesto,
especificamente en partes vulnerables en el esqueleto (Deepika
Shekhawat y col.,, 2021). Los cerdmicos posee dureza,
caracteristica que los distingue de los demas materiales, por
ejemplo, los dxidos de silicio, y 6xido de titanio, son bioinertes
y bioactivos, sin embargo, sus aplicaciones son limitadas debido
a que presentan pobres propiedades mecanicas (Maria H
Fernandes y col., 2021). Los bioceramicos mas aplicados en area
de biomedicina son: el 6xido de silicio (SiO>), dxido de zirconio
(Zr02), 6xido de aluminio (Al,O3) y el dioxido de titanio (TiOy).

El TiO, es un material polimorfo y puede presentarse en las
fases de rutilo, anatasa y brookita. La fase anatasa, la mas
utilizada, muestra una estructura cristalina tetragonal y se forma
a bajas temperaturas, alrededor de 450 °C (Song Chen y col.,
2021).

1.3. Curcumina (Cur)

La curcumina (Cur), es un producto natural que ha demostrado
ser eficaz en el tratamiento diversos tipos de cancer y también se
ha demostrado su baja toxicidad, siendo seguro su uso incluso a
dosis altas (T.S. Anirudhan y col., 2021). Ademas, la curcumina
posee propiedades antiinflamatorias y antioxidante a través de la
eliminacidn de radicales libres (Maryam Mahjoob y col., 2021),
abriendo la puerta a nuevas aplicaciones en el futuro. A pesar de
estas ventajas, el uso de la curcumina se encuentra limitado debido
a su pobre solubilidad en condiciones &cidas, mientras que en
condiciones neutras o bésicas la curcumina tiende a degradarse
rapidamente.

En este trabajo se desarroll6 biomateriales a base de Alg y TiO;
cargados con Cur, que actten como vehiculos eficientes en la
entrega de esta sustancia.

2. Metodologia

Se adquirié dioxido de titanio (TiO;) (100 nm, 99.9%),
Alginato (Alg) y Curcumina (Cur) marca Sigma-Aldrich. Los
materiales se utilizaron sin tratamiento adicional para la
sintesis del biomaterial.

Se peso 3.6 mg de didxido de titanio (TiO2) y 2.5mg la
curcumina (Cur) y se disperso en una solucion de etanol, bajo
ultrasonido por 1 h. En otro matraz se disolvié Alginato (Alg)

por 1 h. Al finalizar el tiempo las dos soluciones se mezclan y
se mantiene en ultrasonido por 5 minutos, posteriormente se
paso a agitacion magnética mientras que a esta mezcla se le
afiade una solucion de cloruro de calcio (CaClz) 5M gota a gota
por un periodo de 20 min, el composito obtenido se deja
reposando por 24 h, finalmente se lava 3 veces con agua
desionizada. El contenido de alginato se vari6 1, 2 y 5% en
peso (1% Alg-TiO2/Cur, 2% Alg-TiO2/Cur y 5% Alg-TiO,/Cur
respectivamente).

Los biomateriales obtenidos se caracterizan por espectroscopia
infrarroja  (FTIR) con ATR; Los espectros infrarrojos se
registraron en un rango de 400 a 4000 cm™, con 100 barridos,
utilizando un espectrofotometro (Thermo Scientific con ATR.
Nicolet modelo iS10).

El analisis termogravimétrico (TGA), se realiz6 en un equipo
Perkin EImer TGA 4000. Los analisis se desarrollaron en una
atmosfera inerte de N, con una velocidad de calentamiento de 20
°C / min desde 30 a 600 °C.

Para la prueba de hemolisis se sigui6 el procedimiento
establecido por ASTM F756-13. Brevemente, se obtiene una
muestra de sangre en tubos Vacutainer con EDTA como
anticoagulante, posteriormente se centrifug6é a 3000 rpm durante
5 min a 5 °C, se descarto el plasma (sobrenadante) y se lavo el
botén celular tres veces con una denominada solucion Alsever,
para evitar la coagulacion de la sangre. Se colocaron 3,5y 7 ppm
de las muestras con 150 pL de solucion de eritrocitos diluida con
1850 pL de solucidn de Alsever. La solucién de eritrocitos diluida
y el agua desionizada se utilizaron como control negativo y
positivo respectivamente. La suspension de eritrocitos en
presencia de las muestras de silice se mantuvo a 37 °C durante 24
h. Una vez completado el tiempo, la suspension se centrifugd a
3000 rpm durante 5 min a 5 °C. Se tom6 1 mL de sobrenadante
para medir la absorbancia a 415 nm en un espectrofotometro UV-
Vis-NIR (Jenway, modelo 7305). La relacién de hemdlisis (% H)
y se determind mediante la siguiente ecuacion:

Absy - Abscy

%H = x 100

AbScp— apscy

Ddénde: Absy = absorbancia de la muestra, Abscy= absorbancia
del control negativo, Abs cp = absorbancia del control positivo.

Para los estudios de cinética de la liberacion de Cur se realiz6
mediante impregnacién en los nanoparticulas de TiO, de marca
Sigma-Aldrich. Brevemente, se suspendi6 una cierta cantidad de
muestra en 10 mL de una solucién de etanol que contenia Cur (10
mg / mL), con agitacion suave, a temperatura ambiente, durante
24 h, previas a la realizacion del biomaterial.

El analisis de liberacién de Cur se evalu6é sumergiendo una
determinada cantidad de los biomateriales a evaluar en 10 mL de
una solucién de buffer fosfato salino (PBS) a un pH de 7.4 a 25
°C. A intervalos de tiempo predeterminados, se midieron alicuotas
de 1 mL del medio de liberacién y se afiadié un volumen idéntico
de PBS. La concentracion de Cur liberada en el medio se
cuantifico nuevamente a 425 nm. El porcentaje de carga y
liberacién se calculd sobre la base de una curva de calibracion,
que se trazo utilizando soluciones estandar de concentraciones
crecientes de Cur.

La caracterizacion morfolégica se llevé a cabo mediante
Microscopia Electrénica de Barrido (MEB), en un dispositivo
JEOL JBM-7401F.El PET se afiadié una capa de Au/Pd para
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hacerlo conductor. Para lograr mayor conduccion y mejor
resolucién en las micrografias.

3. Resultados y discusiones
3.1. Espectroscopia infrarroja total atenuada (FTIR-ATR)

Los diferentes biomateriales de Alginato-TiO,, cargados con
circuma, fueron analizados mediante IR. En la Figura la, se
muestran los espectros caracteristicos para el Alg, Cur y el TiO.
El Alg muestra bandas caracteristicas alrededor de 1600 y 1420
cm!, asignados al estiramiento asimétrico y simétrico de los
grupos de sales de carboxilato (R-COOH). Ademas, una banda de
alrededor de 1091 cm™, que se atribuyen al estiramiento de C-O-
C. La banda de absorcion relacionada a la circuma, es la banda
del grupo carbonilo (C=0) a 1740 cm™. Para el ceramico TiO,, se

observa un amplio pico en el rango de 581-918 cm, debido a
la vibracion Ti-O, también se observa dos bandas de absorcion
débiles en 3100-3500 cm? y aproximadamente en 1651 cm?,
segun la literatura (O. Sreekanth Reddy y col., 2021; Antony V.
Samrot y col., 2018), se atribuye al agua adsorbida en la superficie
del grupo hidréxido (OH-).

En la Figura 1b, se muestran los espectros de los biomateriales
de Alginato-TiO,, cargados con Cur y variando el contenido de
Alg. Se observan en todos los biomateriales, sefiales
caracteristicas de Alg y Cur. La banda a 1095 cm™, corresponde a
la vibracién de un estiramiento simétrico -C-O-C y las bandas
alrededor de 1500 y 1400 cm!, asignados al estiramiento
asimétrico y simétrico de los grupos de sales de carboxilato (R-
COOH), que corresponde a la presencia de Alg, observandose que
al aumentar el contenido de Alg (5% Alg-TiO/Cur), el porcentaje
de transmitancia de estas sefiales aumenta. También se observa
una sefial entre 3200 y 3500 cm™ correspondientes a vibraciones
de estiramiento de grupo O-H. La banda de absorcion relacionada
a la Cur, es la banda del grupo carbonilo (C=0) a 1740 cm,
observandose que al aumentar el contenido de alginato hasta 5 %
en peso (5% Alg-TiO,/Cur), también aumenta la intensidad de
esta banda (Fig. 1b). Por lo tanto, podemos resumir que los
resultados IR, indican tanto la presencia de Alg y de Cur en los
biomateriales (M. N. Nadagouda y col., 2014). En la Tabla 1 se
resumen las asignaciones de bandas espectrales FTIR del Alg, Cur
y TiO; (Kalindu D.C. y col., 2021; Molares y col., 2021).
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Figura 1: Espectros de FTIR-ATR de los a) reactivos y b) los
biomateriales AIG-TiOz/Cur.

Tabla 1. Asignaciones de bandas espectrales FTIR del Alg, Cury TiO.
(Kalindu D.C. y col., 2021; Molares y col., 2021).

Alginato Grupo funcional
(Alg)
3388-3426 O-H estiramiento
(intermolecular unido por
hidrogeno)

2900 / 2967 C-H estiramiento
1604 O-C:O_ estiramiento

asimétrico
1420 O-C:O' estiramiento

asimétrico
1025 C-O-C estiramiento

Curcumina Grupo funcional
(Cur)

3350-3450 O-H estiramiento
2900 C-H estiramiento
1740 C=0 estiramiento
1633 C=C estiramiento
1240 C-O-H doblete
1081 C-O-C estiramiento
962 C-C estiramiento : C=C

balanceo
809 C-H abanico
610 C-H estiramiento
TiO, Grupo funcional

3100-3500 O-H estiramiento
1651 O-H estiramiento

400-800 Ti-O




J. R. Cortés-Montelongo et al. / Publicacion Semestral Padi Vol. 9 No. Especial 2 (2021) 139-144 142

3.2. Andlisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis de estabilidad y temperaturas de descomposicion de
los biomateriales a base de Alginato-TiO,, cargados con Cur, se
muestran en la Figura 2, donde se grafica el porcentaje de perdida
en peso con respecto a la temperatura de descomposicion.

Los resultados observados en el termograma de los
biomateriales de Alginato-TiO,/Cur, evidencia el proceso de
pérdida de peso asociada a la perdida de agua y al proceso de
degradacion térmica, en un intervalo de temperatura de 40 a 200
°C.

La segunda etapa de caida se desarrolla entre 200 a 300 °C y
es asociada al proceso de degradacion térmica del material
analizado, segun la literatura corresponde a la destruccién térmica
de los enlaces del Alg y aproximadamente a 325 °C (O. Sreekanth
Reddy y col., 2021)

Otras perdidas en peso se pueden observar en intervalos de 450
a 600 °C y de 700 a 900 °C que se atribuyen a la oxidacién y
descomposicidn de la parte orgéanica presente en los biomateriales
respectivamente. De acuerdo con el analisis de las curvas de TGA,
la estabilidad y resistencia térmica disminuye conforme aumenta
el contenido de Alg, 1, 2 y 5% en peso. En la Tabla 1, se resumen
las asignaciones de bandas espectrales FTIR del Alg, Cur y TiO-.
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Figura 2: TGA de los diferentes biomateriales AIG-TiO2/Cur.

3.3. Evaluacion de Hemolisis (% H)

Se realiz6 una prueba de hemdlisis para evaluar la
biocompatibilidad sanguinea de los biomateriales, esta prueba se
realizd6 siguiendo ASTM F756-13 (Sociedad Americana para
Pruebas y Designacion de Materiales), donde se especifica como
hemolitica (% H> 5), levemente hemolitico (5>% H> 2) y no
hemolitico (2>% H> 0), es aceptable como biomateriales en
porcentajes inferiores al 5%.

Los resultados se muestran en la Fig. 3, donde se encontré que
para los biomateriales: 1% Alg-TiO,/Cur, 2% Alg-TiO,/Cur y 5%
Alg-TiO2/Cur, evaluados a 1, 25 y 5 mg/mL, mostrando
porcentajes del hemolisis de: 2, 1.8 y 1.9 % para concentracion
maés alta evaluada (5 mg/mL). Estos resultados sugieren que la
hemdlisis inducida por Cur es dependiente de la concentracion, es
decir a mayor contenido de Cur, aumenta el porcentaje de
hemolisis, sin embargo, ninguna de las concentraciones
evaluadas, tienen significativa toxicidad para eritrocitos humanos,
estos resultados fueron corroborados por el analisis de varianza de
un solo factor (ANOVA), resultando que no existe diferencia

significativa entre los porcentajes de hemdlisis, obteniendo un
valor de P <0,0001 (Manoj Aswar y col., 2020).

V7% %1 Alg-TiO, [Cur
V1% 2 Alg-TiO, ICur
V7) % 5 Alg-TiO, ICur

% Hemolisis

0 - T V77 /A /A

1 25 5
Concetraciéon mg/mL
Figura 3: Hemolisis de los diferentes biomateriales de Alg-
TiOz2/Cur.

3.4. Ensayo de liberacién de curcumina

En la Figura 4 se presenta la grafica de liberacion de curcumina
para los diferentes biomateriales de Alg-TiO,/Cur. El biomaterial
1% Alg-TiO,/Cur, presenta un incremento en la liberacion de
curcumina en los primeros 15 min que corresponde a 0.1 mg/mL
y crece de manera exponencial hasta las 12 h de cinética (0.5
mg/mL). Para 2% Alg-TiO./Cur se presenta una liberacion de la
Cur en la primera hora de la evaluacion (0.2 mg/mL) y crece de
manera exponencial hasta las 8 h (0.8 mg/mL) prolongandose
hasta las 12 h (0.9 mg/mL).

En cuanto al biomaterial 5% Alg-TiO,/Cur presenta una
tendencia exponencial de liberacién a la primera hora de 0.2
mg/mL de curcumina, a las 12 h se presentd el méaximo de
liberacion correspondiente a 0.6 mg/mL. Estos resultados
presentan un comportamiento similar a los fa&rmacos o sustancias
activas que operan a velocidad constante o en liberacion
controlada de farmacos (Zirak y col., 2020).
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Figura 4: Cinética de liberacién de Cur en los diferentes
biomateriales de Alg-TiO2/Cur

3.5. Microscopia electronica de barrido (MEB)

La Figura 5 muestra el biomaterial 5% Alg-TiO»/Cur, donde se
puede observar microparticulas casi esféricas, de tamafios
promedio a los 15um de didmetro. La forma esférica del
biomaterial es el resultado del entrecruzamiento del Alg con el
CaCly,, permitieron la conformacion esférica.
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Figura 5. a) MEB del Alg-TiO2/Cur y b) Fotografia del Alg-
TiO2/Cur.

4, Conclusiones

La sintesis de los biomateriales: 1% Alg-TiO,/Cur, 2% Alg-
TiO/Cur 'y 5% Alg-TiOo/Cur, se realizd con éxito, la
caracterizacion por espectroscopia infrarroja evidencio la
presencia de Alg y de Cur en los biomateriales, lograndose
observar un aumentd en la transmitancia de las bandas a 1610 y
1410 cm—1, asignada a los estiramiento asimétrico y simétrico los
grupos de sales de carboxilato (R-COOH), correspondiente al
aumentar su contenido en peso de 1 a 5% del Alg. También se
comprobé la banda a 1740 cm-1, que corresponde al grupo C=0,
proveniente de la crcuma en todos los biomateriales.

Los resultados del andlisis termogravimétrico (TGA),
corroboraron un perfil de degradacion propio de los materiales
presentes en el biomaterial, lograndose observar un decremento
en la estabilidad térmica al incrementar el contenido del Alg.
Respecto al analisis de biocompatibilidad in-vitro, mediante la
prueba de Hemolisis, se corrobord que los biomateriales de Alg-
TiO,/Cur, no presentaban toxicidad significativa en eritrocitos
humanos en concentracion de 1, 2.5y 5 mg/mL.

Los biomateriales 1% Alg-TiO,/Cur, 2% Alg-TiO,/Cur y 5%
Alg-TiO/Cur, presentaron una dosificacion prolongada de la Cur,
hasta por 12 h. Los resultados de microscopia electronica de
barrido corroboraron para el biomaterial 5% Alg-TiO,/Cur, una
morfologia esférica correspondiente a un tamafio de particula
alrededor de 10 um de didmetro.

Finalmente concluimos que los biomateriales obtenidos en este
trabajo, son sistemas de administracién biocompatible con un bajo
porcentaje de hemolisis, por lo que los biomateriales a base de
Alg/TiO,/Cur, tendran aplicaciones potenciales como vehiculos
de dosificacion de curcumina.
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