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Glosario

ATR, reflectancia total atenuada
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PM, peso molecular

PVOH, alcohol polivinilico
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TGA, anélisis termogravimétrico

VIH, virus de inmunodeficiencia humana
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Resumen

Con el objetivo de desarrollar un material de curaciéon o apésito para el cuidado de heridas
en la piel, en el presente trabajo se llevé a cabo la sintesis de un composito de hidrogel
basado en alcohol polivinilico mediante el método congelacién y descongelaciéon. El
composito se encuentra ademds constituido por nanoparticulas comerciales de 6xido de
zinc, extracto de Calendula officinalis y extracto de Camelia sinensis. Cada uno de estos
componentes cumple con una funcién en el material: las nanoparticulas de ZnO aportan
propiedades antibacteriales, mientras que los extractos naturales contribuyen para
favorecer el proceso de cicatrizacion y proteccién antioxidante. Este fue caracterizado
mediante algunas técnicas que permitieron evaluar la integraciéon de los componentes, la
estructura del material y su estabilidad. Se realizaron analisis de XPS, SEM-EDS, FTIR y
analisis térmicos (DSC y TGA). El composito se sometié a pruebas con base al estandar
britdnico BS EN 13726-1: 2002 “ Test methods for primary wound dressings- Part 1 Aspects
of absorbency”, las cuales permiten determinar la capacidad de absorcién de un material,
una caracteristica importante en el uso como apédsito. También se realizaron analisis
microbiolégicos, mediante el método Kirbi-Bauer y ensayo de microdilucién, para

comprobar su actividad antibacterial.

Por medio de las técnicas de caracterizaciéon se pudo confirmar una integraciéne exitosa de
los componentes y que las interacciones entre ellos ocurren principalmente por fuerzas
electrostaticas y enlaces de hidrégeno, sin que se presentaran modificaciones quimicas
detectables. Ademas se observo la dispersion homogénea de las nanoparticulas y extractos
dentro de la matriz, sin aglomeraciones ni zonas vacfas. Las pruebas de absorciéon
demostraron que el material cumplié con los requisitos del estdndar de absorcién. Las
pruebas microbiolégicas mostraron notable actividad antibacterial del material frente a

bacterias Grammpositivas y Grammnegativas.

Con base a los resultados obtenidos, se propone que el material sintetizado tiene el potencial
para funcionar como apésito para heridas, ya que se integraron propiedades biolégicas y

fisicas que podrian contribuir a un buen manejo del proceso de curaciéon de una herida.



Capitulo L. Introduccion

I.1 Antecedentes

Hidrogeles
Un hidrogel es una red tridimensional compuesta por polimeros hidrofilicos que tienen la
capacidad de hincharse en agua y retener cierta cantidad de ésta, manteniendo su estructura

debido a las reticulaciones de las cadenas poliméricas que los componen [1].

Figura 1. Hidrogeles (JoVE Science Education Database. Ingenieria de los materiales. sintesis de hidrogeles.
JoVE, Cambridge, MA, (2023)

La hidrofilicidad en ellos, es debido a la presencia de grupos hidrofilicos como pueden ser:

-NH,, -COOH, -COOH, -OH, -CONH,, -CONH-, y -SOsH [1].

Una caracteristica fisica de los hidrogeles es el hinchamiento. El hinchamiento es un proceso
fisico en el que el material incrementa su volumen debido a la absorcién de agua [4]. El
contenido de agua absorbida brinda al hidrogel un grado de flexibilidad [2]. El liquido
absorbido acttia como un filtro para permitir la difusion libre de algunas moléculas de
soluto, mientras que la red de polimeros actia como una matriz para unir el liquido. Los
hidrogeles pueden absorber agua desde 10-20% hasta miles de veces su peso seco [5]. Otras
propiedades mecéanicas de un hidrogel son la resistencia a la compresién, la resistencia a la

tension y el médulo de elasticidad [2].

La capacidad de hinchamiento es el parametro mas importante en un hidrogel, ya que

confiere otras propiedades como son grado de reticulacion, propiedades mecanicas,



degradacion, etc [5]. Ademds de que es la caracteristica principal para que un material

pueda ser nombrado asi.

Clasificacion de los hidrogeles

Los hidrogeles se clasifican de acuerdo con diferentes factores. Por el origen de los polimeros
componentes, estos pueden ser sintéticos, naturales o hibridos. De acuerdo con el niimero
de polimeros que los componen pueden ser homopoliméricos, copoliméricos o
multipoliméricos. De acuerdo con el tipo de unién o enlaces en la estructura, estos pueden
ser fisicos o quimicos. En los hidrogeles con uniones quimicas, ya que estos se forman a
partir de reacciones quimicas, estas uniones son permanentes e irreversibles. Mientras que,
en los hidrogeles con uniones fisicas, las uniones son reversibles y temporales. De acuerdo
con su degradacién, se pueden clasificar en biodegradables o no biodegradables. De
acuerdo con la respuesta a estimulos, los hidrogeles pueden ser sensibles a la temperatura,
al pH, al sonido, a alguna sustancia etc. De acuerdo con su estructura, se clasifican en

amorfos, semicristalinos y cristalinos. [1] [6].

Los hidrogeles presentan distintas caracteristicas fisicas y quimicas y es posible
modificarlas. Las propiedades mecanicas dependen de la materia prima y se basan en la
modificacion de la estructura. La porosidad es una propiedad morfoldgica y se define como
cavidades dentro de la estructura, el control de ésta es importante en distintas aplicaciones.
Los poros se pueden formar por la separacion de fases durante la sintesis. El tamafio de poro
promedio, la distribucién del tamafio de poro y las interconexiones de los poros son factores

importantes de una matriz de hidrogel. [4] [6]

Un hidrogel en estado puro no cuenta con las mejores propiedades fisicas, ya que su
estructura es fragil. Es por esto, que se busca la adiciéon de distintos materiales para la
creaciéon de compositos o nanocompositos, basados en una matriz de hidrogel. Un
composito o nanocomposito, es un material compuesto de 2 o mas elementos, los cuales
llevan a cabo una sinergia, mejorando las propiedades que se podrian presentar
originalmente o por separado. Se busca fortalecer la estructura y con esto mejorar algunas
propiedades mecanicas, como por ejemplo la dureza o la resistencia a distintos esfuerzos.
Lo anterior permite que sean usados en diferentes industrias y aplicaciones especializadas

(quimica, alimentos, médica).
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Un nanocomposito de hidrogel se crea a partir de la combinacién de nanoparticulas u otros
materiales, mediante interacciones fisicas o quimicas. Algunas de estas nanoparticulas
pueden ser de 6xidos metdlicos, polimeros, carbono, etc. Estos materiales presentan muchas
ventajas como: propiedades mecanicas mejoradas (en comparacién del material puro),

flexibilidad, buena dispersién, resistencia al ataque por microorganismos, etc [7].
Sintesis de hidrogeles por congelacién-descongelacion

Para la sintesis de los nanocompositos, segtin la aplicacion y el tipo de material que se use,
el método cambia, existen principalmente dos metodologias para crearlos. Los métodos in-
situ, en los que ocurre algun tipo de reaccién para la creacion ya sea de la matriz o de las
nanoparticulas; y los métodos ex-situ en los que de manera separada se sintetizan las

nanoparticulas y la matriz que posteriormente se unen.[8]

Un método de sintesis que no utiliza ningtin agente externo adicional o proceso quimico es
el de congelacién-descongelacién [9]. El mecanismo de sintesis fisico se logra gracias a las
interacciones que se presentan entre las cadenas de la matriz y los materiales afiadidos,
dichas interacciones son principalmente: fuerzas electrostaticas, puentes de hidrégeno o

fuerzas hidrofébicas dentro de las cadenas.

El proceso se basa en la separacion de fases: una soluciéon que contiene un polimero en un
disolvente (agua) se congela y posteriormente se descongela. Durante la congelacién, el
agua se solidifica y forma cristales, y el polimero se separa de esta fase del agua, formando
una red tridimensional que atrapa el agua cuando se descongela. Esto conlleva a la

formacion de una estructura de gel [10].

En esta técnica, el polimero para formar la red del hidrogel debe tener uniones estables a
nivel molecular y permitir la entrada de agua a la estructura reticular. Los polimeros son
materiales conformados por largas cadenas de unidades repetidas, esto les brinda una
estructura estable. El polimero que se ocupa de matriz debe presentar caracteristicas
adecuadas dependiendo de la aplicaciéon (el alcohol polivinilico, por ser biocompatible,

funciona en el drea biomédica) [2].
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Algunas de las ventajas que presenta este método son una baja toxicidad: ya que no se
requiere usar reactivos adicionales, asi como mejoras en fuerza mecanica, elasticidad y es

posible controlar la porosidad del nanocomposito final [2][8].

La idea principal del método es controlar el proceso de cristalizacion (congelacién) y la
formacién de una estructura ordenada (descongelacion) para que los hidrogeles posean
propiedades 6ptimas dependiendo la aplicacién. Las propiedades se pueden controlar,
variando diferentes factores durante la sintesis como: el peso molecular del polimero, el
nimero de ciclos al que se somete o la temperatura a la que se congele [2]. Este mecanismo

permite la formaciéon de microcristales en la estructura del hidrogel [11] (Figura 2).

Cristales de

Enlaces de hielo
.. hidrégeno

;e { ’-'g.,a '. _.}S_' .......

$ou 4 DN .

.'-.. ity f gs'. ".'.'-“\{ .-"-“ = "/. Punto de
vey ';‘ -.'b /' '.- .izt ‘ Y entrecruzamiento
d Q%H:
s Cristales " % e
de hielo ¢

Solucién polimérica Congelacién Descongelacién

Figura 2. Mecanismo de formacién de hidrogel por el método CD [2]
Los primeros estudios para crear hidrogeles por el método congelacién-descongelacion,
iniciaron alrededor del afio 1975, Peppas N, demostré que las soluciones de alcohol
polivinilico se convierten en geles mediante los ciclos repetidos de congelacion y
descongelacion, como resultado de una separacion de fases y cristalizacién [12]. En el 2007,
Paranhos C, et,al. obtuvieron un hidrogel mediante el método mencionado, basados en
PVOH y poliéster sulfonado, concluyendo que es posible el uso de este composito en
aplicaciones donde la capacidad de hinchamiento sea importante [13]. En el afio 2015, Guan
Y et al. obtuvieron un hidrogel por medio de la técnica congelacion-descongelacion a partir
de PVOH fosfatado, hemicelulosa y nanofibras de quitina, concluyendo que los hidrogeles

preparados por esta técnica cuentan con buenas propiedades mecanicas [10].

Diversos estudios han evaluado los efectos de los ciclos de congelaciéon y descongelacion en
hidrogeles basados en alcohol polivinilico. R. Herndndez et al. investigaron parametros de
congelacién a -20°C durante varias horas y su descongelacién a temperatura ambiente, con
un rango de 3 a 9 ciclos, destacando la importancia de sellar el molde para evitar la pérdida
de agua y la contraccién del gel [14]. Stauffer y Peppas N utilizaron temperaturas de -20°C

con tiempos de congelacién de 1 a 24 horas, seguido de descongelacién a temperatura
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ambiente, y observaron cambios en el peso y grado de hinchazén tras cada ciclo, obteniendo
hidrogeles termorreversibles fuertes con integridad mecénica, empleando una solucién al
15% y realizando 4 ciclos [9]. Mongias y Peppas N estudiaron ciclos de -20°C durante 6 a 12
horas, con descongelacion a temperatura ambiente por 2 horas, en un total de 2 ciclos,
encontrando una mayor capacidad de adhesiéon en una solucién al 20% [15]. Urushizaki F
et al. trabajaron con temperaturas de -25°C por 16 horas y analizaron entre 1 y 4 ciclos,
observando que la dureza y rigidez aumentan con el namero de ciclos, mientras que el
grado de hinchamiento disminuye, utilizando una solucién al 15% [16]. Hassan C y Peppas
N investigaron hidrogeles con ciclos de -20°C por 8 horas y descongelacion a temperatura
ambiente por 4 horas, realizando 3 y 5 ciclos, con soluciones al 15%, y enfocidndose en la
liberacién de proteinas [17]. Hatakeyama et al. estudiaron ciclos de -15°C durante 24 horas
con descongelacion a temperatura ambiente por 3 horas, con un rango de 1 a 5 ciclos y una
solucion al 10%, observando que el aumento en el namero de ciclos incrementa el tamafio
de los poros [18]. Finalmente, Peppas N llev6 a cabo experimentos con ciclos de -20°C por
18 horas y descongelacion a temperatura ambiente por 6 horas, en un rango de 3 a 5 ciclos,
encontrando que los hidrogeles sometidos a 5 ciclos mostraron una estructura y uniones

fuertes, utilizando una solucién al 15% [19].

Hidrogeles como apésitos

Los compositos o nanocompositos de hidrogel, debido a las caracteristicas fisicas y quimicas
que obtienen en conjunto con otros elementos, son ideales para aplicaciones biomédicas.
Estas aplicaciones son curacion, liberaciéon de medicamentos, diabetes, tratamiento de
quemaduras, aplicaciones dentales, regeneracion de tejidos, matrices tridimensionales para
la ingenieria de tejidos, vehiculos de administracién de farmacos, biomateriales compuestos
y rellenos inyectables en cirugias. Ademas, es posible disefiar hidrogeles con propiedades

fisicas y biol6gicas controladas para modular funciones celulares y tisulares. [11] [3] [20][21]

Una de las aplicaciones mdas importantes es su uso como apoésitos. Un apdsito es un elemento
encargado de curar heridas sobre la piel, brindando proteccién a la zona afectada del

ambiente exterior y facilitando uno que permita la recuperacion del area.

Para que un material pueda ser considerado como apésito debe cumplir ciertos requisitos

como: mantener un ambiente himedo para evitar deshidratacion celular y permitir la
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cicatrizacion de la piel, ser una barrera de protecciéon contra infecciones, contaminacién o
microorganismos, absorber fluidos de la zona, estimular el proceso de cicatrizacién y
crecimiento, se requieren también propiedades mecanicas como flexibilidad para adaptarse
al contorno de la herida, cierto grado de resistencia a la tensién y/o elongacién para evitar
su ruptura por estimulos externos, etc., lo anterior debe lograrse manteniendo cierta
comodidad [22]. En general, lo que se busca es que el material que sera usado en la zona
dafiada no afecte el proceso de curacién del organismo, sino que por el contrario lo facilite

0 al menos no interfiera en él.

Proceso de curacion del cuerpo humano

El proceso de curacion del organismo consta en general de 4 etapas:

e Coagulacion: en esta etapa se busca crear una barrera fisica para evitar pérdida de
sangre. Las células involucradas aqui son las plaquetas y trombocitos.

¢ Inflamacién: etapa de defensa del organismo, donde se realiza una limpieza de la
zona afectada por células blancas.

e DProliferaciéon: las células se diferencian y contintian la limpieza del area, comienzan
a llegar mas elementos para secretar enzimas y factores para reducir el posible dafio.

e Cicatrizacién: el coldgeno es secretado para cerrar la herida y se forma la cicatriz

que permanecera.

Muchos factores pueden interferir en el proceso de curacién natural, como las caracteristicas
de la herida, la exposiciéon con el ambiente, estrés, edad, enfermedades independientes. [3]

[23]

Actualmente, ya no solo es necesario el proteger la zona dafada fisicamente, sino que con
la evolucion de los materiales se busca el reducir el dafio que se considera permanente, como
por ejemplo una cicatriz. Esto se puede lograr con la combinacién de elementos que
permitan mejorar las propiedades de un material base (matriz) y ayuden al organismo a

realizar de manera eficiente e incluso rapida procesos naturales como el de curacion.

Los apésitos de hidrogel son una aplicaciéon en la que se pueden abordar distintos puntos
relacionados al proceso de curacién del organismo. Y que ademds no esta limitado a una

sola, sino que en conjunto los elementos que lo forman pueden contribuir a cubrir o llenar
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el mayor ntimero de requerimientos clinicos y biolégicos. Algunas de estas funciones serian
monitoreo, auto regeneracion, sistemas de liberacién de farmacos, respuesta a estimulos,

conductividad, entre otras [3].

Un hidrogel puede ser disefiado como apésito con distintos componentes para una curacién
efectiva [24]. En 2023 Gokaltun A. et, al. disefiaron un apésito basado en un copolimero
catiénico y lo reforzaron con cucurbit-7-uril para el tratamiento de quemaduras, con buenas
propiedades mecédnicas y capacidad de dilucién [25]. Los hidrogeles son usados como
apositos ya que mantienen humedad en la zona herida, absorben exudado, disminuyen el

dolor en la zona y es posible agregar componentes adicionales como medicamentos [24].

Una de las caracteristicas mas importantes que debe tener un apdsito, es ser antibacterial.
Proteger la zona afectada de adquirir una infeccién bacteriana causada por
microorganismos y bacterias externas. Una infeccion bacteriana en una herida en la piel
puede tener graves consecuencias en el organismo. Algunas de las formas en las que se ha
buscado mejorar las caracteristicas antibacteriales de los hidrogeles son: la integracion de
antibioticos, nanoparticulas de elementos metalicos, ingredientes que naturalmente cuenten

con caracteristicas antibacteriales, etc. [3].

Alcohol polivinilico (PVOH)

Se ha demostrado que el PVOH puede formar hidrogeles con buena estructura y
propiedades a través del método descrito previamente, con ciclos de congelaciéon de entre -
5%y -20° C y descongelar a temperatura ambiente [13], este proceso permite que el
compuesto adquiera la apariencia de un gel, esponjoso, suave y elastico [8]. En el 2016, Ou
K et al, sintetizaron un hidrogel con PVOH y PAM, por medio del método de congelacién y
descongelacién, concluyendo que estos hidrogeles tenian poros mas grandes y mayor

capacidad de hinchamiento que los fabricados por otros métodos [26].

El PVOH es un polimero semicristalino, no téxico, soluble en agua, biodegradable y
biocompatible. Ademads, por su estructura, permite una buena distribucién de otros
componentes (nanoparticulas). La cantidad de grupos -OH libres en PVOH, actiian como
una barrera fisica para la formacién de cristales formando puentes de hidrogeno para lograr
la dispersion de nanoparticulas [8]. E1 PVOH es utilizado en diversas aplicaciones médicas
debido a su biocompatibilidad.
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En 2022, Bernal-Chavez et al, analizaron el método de congelamiento-descongelamiento y
los cambios en las propiedades de un hidrogel basado en PVOH y goma xantana.
Concluyeron que el compuesto contaba con caracteristicas como: alta cristalinidad,
flexibilidad y resistencia. Estas caracteristicas sugieren que puede ser usado en la ingenieria

de tejidos [27].

La formacion de hidrogeles de PVOH a través del método congelaciéon y descongelacion no
requiere agentes quimicos adicionales. Se basa en la separacion de fases durante los
periodos de sintesis. Las propiedades finales del hidrogel se pueden modificar variando
parametros de la sintesis, como el nimero de ciclos, la temperatura, la concentracién del

PVOH [28].

En el tratamiento de heridas, el alcohol polivinilico es una buena opcién por las
caracteristicas ya mencionadas ademas de que, por su apariencia transparente, permite la

monitorizacion de la zona afectada.

Oxido de Zinc (ZnO)

El 6xido de zinc (ZnO) es un semiconductor usado en varias aplicaciones como, por ejemplo,
en pigmentos, protectores solares y elementos antimicrobianos y antiftngicos [8]. E1 ZnO es
un semiconductor de tipo n, cristaliza en dos formas principalmente, wurtzita hexagonal y
blenda de Zinc ctbica. La estructura wurtzita es mas estable en condiciones estandar y por
lo tanto es mds comun, también es un material piezoeléctrico con propiedades eléctricas,

Opticas y quimicas [29].

En tamafio nanométrico, el 6xido de Zinc presenta diferentes propiedades en comparaciéon
de tamafios mayores. Es usado comtnmente, en industrias cosméticas y farmacéuticas [30].
Las nanoparticulas de ZnO son eficaces para inhibir bacterias Grampositivas y Gramnegativas,
incluso tienen actividad antibacteriana contra esporas resistentes a altas temperaturas y

presiones [31][32].

En el afo 2007, Zhang L, et al. realizaron pruebas antibacterianas de E. coli incubada en
presencia de nanofluidos que contenian diferentes concentraciones de nanoparticulas de
Zn0O, demostrando la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de ZnO ya que

provocan dafos en la pared de la membrana de la bacteria [31]

16



En comparacién con otros nanocompositos, el complemento ZnO/PVOH brinda buenos
resultados, debido a que existe una buena dispersién de las nanoparticulas en la matriz de
PVOH y al mismo tiempo el ZnO agrega propiedades antibacteriales que el PVOH por si

solo no presenta [8].

Calendula officinalis

La Calendula officinalis es una planta de colores amarillo a naranja, su extracto esta
compuesto entre otros elementos de triterpenoides, flavonoides (pigmentos naturales que
brindan protecciéon antioxidante), cumarinas (metabolitos que presentan actividad
bactericida y fungicida), esencias, carotenoides (actividad antioxidante) y aminoacidos

(unidad estructural de las proteinas) [[33].

Es conocida por su importancia medicinal, ya que contiene diversos elementos quimicos
como carbohidratos, aminoécidos, lipidos, acidos grasos, quinonas, y otros componentes
con funciones biolégicas como cicatrizacion de heridas, inmunoestimulante,
hepatoprotector, antiinflamatorio, antiedematoso, antibacteriano, antifingico, antioxidante,
antidiabético, anti-VIH, nefroprotector, hipoglucémico [34]. En 2022 Naseriyeh T. et,al.
prepararon un aposito de hidrogel de quitosano con aloe vera y nanoliposomas de Calendula
officinalis para el tratamiento de heridas, estudiaron la liberaciéon controlada y la absorcion

dérmica, mostrando control en estas [33].

La Calendula officinalis puede contribuir a la cicatrizacién de las heridas incrementando la
angiogenesis, la epitelizacién y el metabolismo de las proteinas y el colageno, lo que mejora
la circulacion sanguinea de la zona y la formacion del tejido de granulacion. Ademas, en el

extracto de esta planta no se ha detectado algtn tipo de toxicidad con el ser humano [34].

Camellia sinensis

La Camellia sinensis es un arbusto de hoja perenne de hasta 16 m de altura. El té verde
representa alrededor del 20% del té seco que se fabrica anualmente y se consume
principalmente en paises asidticos, como Japon, debido a su relativa seguridad y precio mas
barato en comparacion con otras bebidas. Es conocida por ser benéfica para el ser humano,
presentando propiedades antioxidantes, anticancerigenas, antibacterianas, antivirales,

antiinflamatorias, analgésicas, entre otras [35] [36].
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La Camellia sinensis contiene distintos tipos de polifenoles como catequinas, a las cuales se
le atribuyen todas las propiedades descritas [[37]. Los polifenoles de Camellia sinensis son
antioxidantes naturales que se extraen del extracto las hojas de té, tienen propiedades
antioxidantes muy efectivas y ademas poseen propiedades anticancerigenas y bactericidas
[38]. Un antioxidante es una sustancia que neutraliza radicales libres, eliminando asi el
posible dafio que tendrian en el organismo [3]. Luo J, et,al. en el 2020, crearon un hidrogel
biodegradable, basado en PVOH y polifenoles por electrohilado, demostrando que las
propiedades antioxidantes y antibacteriales del compuesto mejoran con la adicion de los

polifenoles [38].
Interaccién Interfacial entre ZnO y Extractos Polifenélicos

La funcionalidad extendida de este hidrogel compuesto recae en la interaccion interfacial
entre las nanoparticulas de ZnO y los polifenoles (como los flavonoides y las catequinas)
presentes en los extractos de Calendula officinalis y Camellia sinensis. La superficie de las
nanoparticulas de ZnO esta saturada de iones Zn2+ y grupos hidroxilo. Los polifenoles, por
su parte, son moléculas ricas en grupos hidroxilo fendlicos (-OH) que actdan como
ligandos quelantes. Se espera que estos grupos funcionales se coordinen directamente con
los iones Zn2+ superficiales, creando una capa de funcionalizacién organica que recubre
las nanoparticulas . Esta complejacion superficial es crucial por dos razones fundamentales
para la Ciencia de Materiales: primero, mejora la dispersion y previene la agregacion del
ZnO en la solucién de PVOH, lo que garantiza la homogeneidad del hidrogel. Segundo, la
capa polifendlica actia como un reservorio de moléculas bioactivas, lo que promueve una
liberacion mas estable y sostenida del agente antiinflamatorio y antioxidante, en lugar de
una liberacion brusca. Esta interaccion es clave para asegurar la estabilidad a largo plazo

del biomaterial y la eficacia terapéutica del apésito final.
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I.2 Planteamiento del problema

En la actualidad existen tratamientos para la curaciéon de heridas sobre la piel, estos

tratamientos incluyen antibiéticos, curaciones en la zona afectada, hidratacion y la

aplicacion de apoésitos basados en hidrocoloides o hidrogeles. Un ejemplo de este tipo de

lesiones en la piel son las tdlceras por presion. Las tlceras por presiones son lesiones

localizadas en la piel, derivadas de la presion del peso del cuerpo sobre esta. Estas no se

desarrollan a partir de enfermedades, sino de factores externos como la edad, el estado

nutricional y de alteraciones en la movilidad [39]. Estas lesiones llevan los tratamientos

mencionados previamente.

De acuerdo con una revision acerca de los productos de apésitos de hidrogel actuales

(septiembre 2023) de venta en México, se obtiene la tabla 1.

Tabla 1. Apésitos comerciales

Nombre comercial

Marca

Caracteristicas

B0416 Apésito para
quemaduras

10X40CM

Tegaderm hidrogel

Aquacel Ag+

Waterjel

Convatec

Gel refrescante formulado
cientificamente y  utilizan
almohadillas no tejidas de

grado médico.

Para rellenar heridas, con un

aposito secundario

Aposito para cubrir heridas,
con tecnologia absorbente e
iones de plata para evitar

infecciones

STERL AKED
\ BURN
A DRESSING
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Duoderm extra Convatec Aposito para reducir el riesgo

de ruptura de la piel, formado
por una pelicula delgada de

poliuretano

Estos productos, presentan ciertas desventajas durante los tratamientos como, por ejemplo:

solo representan una barrera fisica para evitar infecciones y contaminaciéon en la zona
afectada sin agregar otro elemento que contribuya al proceso de curacién y cicatrizacién;
bajas propiedades mecanicas y pérdida de adhesién con el tiempo por lo cual necesitan ser
cambiados frecuentemente; bajas o nulas propiedades antioxidantes y antiinflamatorias,

entre otras.
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revestimiento molecular estable en la superficie del ZnO. Esta capa bioactiva no solo
previene la agregacién nanométrica (mejorando la homogeneidad y la dispersion) sino que
también media la liberacion controlada de los componentes, potenciando el efecto
antiinflamatorio/antioxidante del apdsito. Por lo tanto, el problema a resolver es establecer
la metodologia de sintesis y caracterizar la interaccion interfacial requerida para lograr
esta sinergia funcional ternaria que resulta en un apodsito avanzado con estabilidad
estructural y una bioactividad extendida superior a la de los hidrogeles binarios

comerciales.

1.3 Hipétesis y Objetivo

Hipotesis

La combinacién de alcohol polivinilico con nanoparticulas comerciales de 6xido de zinc y
extractos de Camelia sinensis y Calendula officinalis permitirdn obtener un hidrogel con
caracteristicas adecuadas para su aplicacion como apdsito, que serd caracterizado por

técnicas analiticas, espectroscépicas y pruebas microbiolégicas.

Objetivo
Obtener y caracterizar un hidrogel a partir de la combinacién de alcohol polivinilico,
nanoparticulas comerciales de 6xido de zinc y extractos de Camelia sinensis y Calendula

officinalis, con el fin de evaluar su aplicacién como aposito.
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Capitulo II. Fundamentos de técnicas de

caracterizacion

Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS)

Figura 3. Analizador XPS

La espectroscopia fotoelectrénica de rayos X es una técnica analitica de superficie con la cual
se puede determinar la composicion elemental y estados quimicos de los elementos que
constituyen a distintos materiales. Se utiliza para estudiar la superficie de una muestra ya
que la profundidad del analisis es aproximadamente de 0.5 a 2 nanométros. Por lo que es
importante recalcar que esta es una técnica que analiza la superficie de los materiales. Los
limites de deteccion dependen del elemento componente de la muestra y se encuentran

normalmente en un intervalo de 0.1 a 3 %.
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Esta técnica se basa en el efecto fotoeléctrico. Una muestra se irradia con rayos X de alta
energia, los fotones de los rayos X interaccionan con los electrones de la muestra. Si la
energia del fotén es mayor para vencer la energia de enlace que mantiene unido un electrén
al nucleo atémico, el electrén es expulsado del &tomo y liberado. Estos electrones reciben el
nombre de fotoelectrones. La energia cinética con la que se libera el electrén es medida y se
calcula la energia de enlace. Esta energia de enlace (BE) es caracteristica para cada elemento,

excepto hidrégeno y helio los cuales no puden ser detectados mediante esta técnica.

El espacio que queda al liberarse un electrén es llamado vacancia. El atomo puede llenar
esta vacancia con otro electrén de la capa de mayor energia (capa de valencia). Durante este
proceso de relajacién, la energia liberada puede transferirse a otro electrén, que igualmente
es expulsado. Este electron se denomina electron Auger. Los electrones Auger son

detectados por el analizador y son ttiles para el analisis cualitativo de la muestra.
Un analizador XPS esta formado por:

e Fuente de rayos X (Al o Mg).

e (Cédmara de ultra alto vacio. Para permitir el movimiento de los electrones de la
muestra, evitar contaminacion.

e Analizador

e Sistema de adquisicién de datos

En un espectro XPS, cada pico representa un electrén asociado a un elemento en especifico.
De esta manera, se puede conocer el estado quimico de la muestra, analizando los cambios
en la BE. Ademas, el anélisis no provoca dafios a la muestra. Por medio de esta técnica se
pueden analizar distintos tipos de materiales como polimeros, ceramicos, semiconductores,
etc. Sin embargo, un aspecto importante es que la muestra no debe contener agua ni algin
tipo de liquido. Debido al sistema de ultra alto vacio con el que trabaja el analizador, esto
podria provocar contaminacién del mismo, destruccién de la muestra o problemas en el

sistema de ultra alto vacio. [40] [41]
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Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Figura 4. Microscopio electrénico de barrido

La microscopia electrénica de barrido es una técnica de caracterizacion de materiales
que brinda informacion topogréfica, morfolégica, superficial, composicién quimica,

cristalografica de un material.
Un equipo de SEM esta compuesto por:

e Fuente de electrones, generador del haz de electrones.
e Sistema de lentes, enfocar y controlar el haz de electrones.
e Detectores, para registrar las sefiales generadas.

e Sistema de adquisicién.

El principio se basa en un haz de electrones acelerados que se posiciona sobre la muestra
por medio de campos electromagnéticos. Los electrones del haz interaccionan con los
atomos de la muestra, chocando en distintos puntos de ella. Estas interacciones son de
tipo elasticas, donde existe un cambio en la trayectoria de los electrones del haz sin
pérdida de energia, e ineldsticas, donde la energia se transfiere del haz hacia la muestra.
Los electrones normalmente experimentan multiples interacciones de estos tipos,
provocando que el haz de luz se disperse dentro del material y pierda energia,
produciendo un volumen de interaccion dentro del material. De este volumen de

interaccion surgen diferentes sefales:
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e FElectrones retrodispersados (BSE). Electrones del haz que rebotan con un choque
que puede ser considerado como elastico y salen de nuevo hacia el detector.

e Electrones secundarios (SE). Electrones del haz que impactan y expulsan
electrones de baja energia, lo que brinda imagenes y detalles de la topografia de
la superficie.

e Rayos X caracteristicos y electrones Auger. Para el anéalisis composicional de la

muestra.

Las imagenes se forman mapeando la intensidad de alguna de estas sefiales producidas
hacia una pelicula de visualizacion. La informacion se transfiere punto a punto y se
traduce en escala de grises. La imagen es una matriz de pixeles con coordenadas y valor

gris proporcional a la intensidad de la senal.

Dos conceptos importantes en el analisis SEM son la resolucién y la magnificacion. La
resolucion es la capacidad del sistema para distinguir entre 2 puntos cercanos de la
imagen. Esta se modifica dependiendo del didmetro del haz de electrones incidente en
la muestra. La magnificacion depende del tiempo y el area de la muestra que se barre
con el haz de electrones. Ambos aspectos contribuyen a mejorar la calidad de las

imagenes adquiridas.

Es posible analizar en SEM diferentes tipos de materiales. Sin embargo, las muestras
deben ser conductoras y secas. En caso de que no sea asi, que el material no sea
conductor, debera estar recubierta por una capa conductora para protegerla y mejorar

la calidad de la imagen. [42] [43] [44]
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Espectroscopia por dispersion de energia (EDS)

La espectroscopia de dispersién de energia de rayos X es una técnica de caracterizacion que
se basa en la medicién de la intensidad de la emision de rayos X en funcién de la energia de

los fotones de rayos X.

Esta técnica permite analizar tanto de manera cuantitativa como cualitativa una muestra. El
analisis cualitativo de la muestra se basa en la identificacion de los picos en el espectro y la
asignacion de cada uno a un elemento especifico. Este andlisis se realiza de manera
automatica instalando un detector especial a la columna del microscopio y también un
software especializado que es automatico o bien de manera manual es posible realizar la

asignacion de cada pico. El andlisis cuantitavo se refiere a la intensidad de estos picos.

La principal ventaja de un sistema EDS est4 en que se puede acoplar con otros sistemas (por

ejemplo SEM). Un analizador EDS esta compuesto por:

e Detector de cristal semiconductor. Instalado con un preamplificador de transistor
de efecto de campo (FET) y un sistema de enfriamiento.

¢ Fuente de alimentacién de alto voltaje

e Amplificadores

e Sistema de computo

Para analizar una muestra por EDS, esta debe ser plana y delgada para reducir los posibles

errores en la adquisicion de las sefiales. [45] [46][47]
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Analisis térmicos

Figura 5. Analizador térmico simultdneo

Los anélisis térmicos son un conjunto de técnicas usadas para determinar las propiedades
fisicas o quimicas de un material cuando experimenta cambios de temperatura. Es decir,
cuando este se calienta, enfria o permanece a una temperatura constante. Estos andlisis son
aplicados en una gran cantidad de areas de investigacién donde el propésito principal es

determinar el efecto de los cambios de temperatura en un material.

Mediante los anélisis térmicos se pueden evaluar una gran cantidad de propiedades de los
materiales. Permiten detectar cambios de fase, estudios cinéticos, encontrar transiciones

térmicas, mediciones de entalpia, capacidad calorifica, entre otras.

TGA y DSC son de las técnicas mas ttiles en los andlisis térmicos. Aunque cada una
proporciona informacioén distinta, en conjunto permiten obtener un perfil térmico completo
de un material. Ademas, el uso simultaneo permite una vision integral del comportamiento

térmico de un material.

Los diagramas obtenidos mediante anélisis térmicos llevan el nombre de termogramas.
[48] [49] [50]

Termogravimetria (TGA)

En la termogravimetria se mide el cambio de masa de un material en funcién de la

temperatura, mientras el material se somete a un programa de temperatura controlado.
Un analizador cuenta con los siguientes elementos:
e Balanza con alta sensibilidad

27



e Horno

e Programador de temperatura

e Sistema de atmosfera controlada

e Sistema de monitoreo de temperatura

e Sistema de adquisicion y analisis de datos

El termograma obtenido representa el cambio de masa dependiendo del programa de
temperatura que experimenta la muestra. Algunas de las caracteristicas de un material que
se pueden conocer a partir de el son la estabilidad térmica, la estabilidad oxidativa, acerca
de la vida util del material, procesos de descomposicién, entre otras. A medida que la
temperatura aumenta, la muestra puede perder masa debido a distintos fenémenos como

evaporacion de solventes, descomposicién térmica, etc.

Las limitaciones en analizadores principalmente son por el tamafio y peso de la muestra, ya

que usualmente se trabaja con muestras de entre 5-20 mg.

[51] [49]

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica que permite determinar la cantidad de
calor que absorbe o libera un material, a una temperatura constante, por tiempo establecido
o cuando sufre cambios de temperatura a velocidad constante. El propésito de esta técnica
es analizar la influencia de un tratamiento térmico en las propiedades y estructura de un
material. El fundamento se basa en que cuando la muestra experimenta una transiciéon
térmica, esta absorbe o libera calor. El analizador ajusta el flujo de calor para mantener a la
muestra y a una referencia a la misma temperatura. El analizador registra el flujo de calor y

asi es posible conocer las transiciones térmicas del material.

Mediante la calorimetria diferencial de barrido es posible conocer las transiciones térmicas
de un material como fusion, cristalizacion, transicién vitrea, etc. Tambien es posible conocer

la estabilidad térmica y la cinetica de cristalizacion de un material.
Un analizador normalmente consta de:

e Horno con control de temperatura
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e Sensores de flujo de calor
¢ Crisoles para la muestra y referencia

e Sistema de computo

El anélisis se realiza bajo una atmésfera controlada de nitrégeno o argén para asegurar la

estabilidad del anélisis.

La curva DSC que genera el analizador representa la variacion del flujo de calor entre la
muestra y la referencia en funcién del tiempo o la temperatura y con un programa térmico
controlado. Mediante la gréfica, se pueden identificar las transiciones endotérmicas o
exotérmicas y reacciones del material. El eje horizontal representa la temperatura o el

tiempo y el eje vertical el flujo de calor. [52] [49] [50] [53]
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Espectroscopia de infrarrojo de transformada de Fourier (FTIR)

Figura 6. Analizador FTIR

La espectroscopia infrarroja mide la absorcién o transmisién de la radicacién infrarroja (IR)
en un material, en funcion de la longitud de onda. Es una técnica para analizar cuantitativa
y cualitativamente compuestos organicos, ya que brinda informacién acerca de la estructura

molecular, enlaces quimcos y ambiente quimico de un material.

La absorcién de IR en un material, genera transiciones entre estados de energia vibracional
de una molécula. Cuando una molécula es expuesta a IR, absorbe la energia de la radiacion
igual a la energia de una transicién vibracional de la molécula. Una sola transiciéon de
energia vibracional est4d acompafiada por varios estados de energia rotacional, los cuales,
todos juntos, forman las bandas de absorcién en IR. La longitud de onda de la absorciéon

depende de la masa de los atomos, de la geometria y las fuerzas de unién.

Los grupos de atomos unidos entre si, absorben IR en una region espectral o en un rango de
frecuencias que es caracteristico del grupo. Estas bandas de frecuencia caracteristicas son
ttiles para la identificacién de grupos funcionales presentes en moléculas mas grandes. La
presencia de una banda de absorcién IR en una region espécifica indica la presencia de un
grupo funcional espécifico en una molécula. Ademas brinda informacién relacionada con la
conformacion del grupo funcional. El entorno quimico del grupo funcional, como la
conjugacion, enlaces de hidrégeno y la unién de los grupos de electrones, causan cambios

en el rango de frecuencia de la absorcién del grupo funcional.

Otra de las aplicaciones de la técnica FTIR es para determinar la estructura de compuestos.

Existen tablas de absorcion caracteristica en frecuencia de grupos funcionales.

Un espectrémetro consta de los siguientes elementos:
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¢ Fuente de radiacion electromagnética

e Analizador espectral

e Detector de radicacion

e Instrumentacion 6ptica (divisores de haz, espejos)

¢ Interferémetros o monocromador
Existen distintos tipos de espectrometros segtin la interaccién de la radiacién con la muestra.

e Laespectroscopia de transmisién es la medicion de la radiacién transmitida a través
de una muestra absorbente.

e La espectroscopia de reflexién ocurre cuando hay un cambio en el indice de
refraccion del material. La IR se refleja en la superficie de la muestra.

e La espectroscopia de reflexiéon atenuada, donde el haz entra a un cristal con alto
indice de refraccién y rebota internamente tocando la muestra.

e La espectroscopia de reflectancia difusa mide la radiaciéon dispersada a muchas

direcciones al rebotar en la muestra. [54] [55]
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Capitulo III. Desarrollo experimental

En este capitulo se describe el desarrollo experimental que se llevé a cabo para la obtenciéon
del material compuesto, el hidrogel, cuya aplicacién potencial sea material de curacién

conocido como “apédsito”.
Sintesis de hidrogeles
Para obtener la matriz (blanco) de hidrogel se emplea lo siguiente:

e Agua desionizada

e Alcohol polivinilico (PM 40000 g/mol)
Los parametros establecidos a evaluar después de una extensa revision bibliografica fueron:

e El porcentaje de alcohol polivinilico en solucién acuosa

¢ Elnamero de ciclos de congelamiento-descongelamiento
Las distintas combinaciones se muestran en la tabla 2.

Tabla 1. Composicion de hidrogeles

Agua desionizada PVOH (g) Concentraciéon dela | Numero de ciclos
(ml) solucion (%) CD
30 3 10 1
30 4.5 15 1
30 6 20 1
30 3 10 3
30 4.5 15 3
30 6 20 3
30 3 10 5
30 4.5 15 5
30 6 20 5

La metodologia especifica para la obtencion de los hidrogeles consistié en:
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1. Pesar la cantidad correspondiente de PVOH en polvo por medio de una balanza
analitica

2. Agregar dicha cantidad en agua desionizada (30 ml)

3. Agitacion magnética durante 1 hora a una temperatura de 85° C.

4. Una vez obtenida una solucioén, esta se vierte (10 ml) en moldes circulares de 5 cm
de didmetro e iniciar el proceso de ciclos de congelaciéon y descongelacion. Un solo
ciclo comprende un proceso de congelaciéon de 24 horas, a una temperatura de -15°
Cy de descongelacién de 24 horas a temperatura ambiente. Dando en total de 48
horas de duracion.

5. Almacenamiento (a temperatura ambiente) en el mismo molde hasta su uso.

Pruebas de hidrogeles

Con base al estandar britanico BS-1372-1-2002 “Test methods for primary wound dressings
Part 1: Aspects of absorbency”[56] se realizaron pruebas a las muestras descritas en la tabla
2 para determinar la capacidad de absorcion y elegir que combinacion de parametros es la
6ptima. Del estandar britdnico, se tomaron 4 puntos a evaluar. Siendo estos 4 puntos

requisitos importantes que deber cumplir un material de curacién.

Para estos puntos, se utiliza una solucién que pretende simular al suero humano (solucién
A), la cual se prepara con 8.298 g de NaCl y 0.368 g de CaCl, para 1 litro de solucién acuosa
en un matraz aforado. De igual modo, se trabaja con una solucién de referencia preparada

por 5g/1 de CaCl, en agua desionizada.
1. Capacidad libre de absorcién (hinchamiento)

Por medio de este punto se evaluaré el grado de hinchamiento de las muestras. La prueba
estd destinada a evaluar el rendimiento de los apésitos, que normalmente se utilizan en
heridas con exudado moderado a intenso, donde la capacidad de absorcién total es una
caracteristica importante. Esto permite disefiar un material que se mantenga en su lugar por
periodos prolongados, sin necesidad de ser cambiado frecuentemente y manteniendo la

herida en condiciones 6ptimas.

El procedimiento es:

33



1. Una muestra de 0.1 g es sumergida en la soluciéon A, a una temperatura de 37° C,
durante 30 minutos.
2. La muestra es retirada y secada durante 30 segundos.

3. Seregistra el peso nuevamente.

El procedimiento se repite 9 veces. Los resultados seran la capacidad de absorcion expresada

como la masa media de solucion retenida por 100 cm?.
2. Caracteristicas gelificantes (punto de gel)

Por medio de esta prueba, se evaluara el punto de gel de las muestras. Esta prueba esta
disefiada para verificar si los apoésitos gelifican o no. El conocimiento sobre la tasa de
gelificacion ayuda a seleccionar el apésito mds apropiado para diferentes tipos de heridas

en particular.
El procedimiento es:

1. Rallar una muestra hasta obtener 0.2 g

2. Colocarla en un matraz cénico

3. Anadir 20 ml de solucién A y agitar durante 60 segundos para permitir la gelificaciéon
4

Filtrar a vacio y transferir a otro matraz cénico.

Este proceso se repite una vez mas, reteniendo el residuo final en un papel de filtro.
Finalmente, se repiten los pasos mencionados, utilizando una solucién de referencia en
lugar de la soluciéon A, con el objetivo de producir un residuo no gelificado para

comparacion.

Al final, se observan los residuos del procedimiento: si la muestra estd gelificada o no

gelificada, lo que es evidente en comparacion con la muestra de referencia no gelificada.
3. Caracteristicas de dispersion

Esta prueba est4 disefiada para distinguir entre los apésitos que se dispersan o no cuando
se agitan suavemente en exceso de liquido. La prueba es util para evaluar el rendimiento de
los apositos, que normalmente se utilizan en heridas con exudado moderado a intenso, en
las que normalmente se produce una saturacion total del apésito. Distinguird entre los

apositos que pierden facilmente la integridad y se dispersan y los que permanecen intactos
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La prueba consiste en:

1. Una muestra de 5 cm x 5 cm, se introduce en un matraz con 500 ml de solucién A
2. Agitar sin provocar voértice durante 60 segundos
3. Inspeccionar visualmente el contenido del matraz. La separacion de la estructura

original indica dispersion.

4. Solubilidad o dispersion

Esta prueba sirve para determinar si la muestra solubiliza en exceso de liquido o si solo

dispersa. El procedimiento es:

1. Enun vaso afiadir 20 ml de solucién A y 1.5 g de muestra

2. Agitar durante 2 minutos para permitir la dispersién o disolucion de la muestra
3. Dejar reposar durante 2 horas a temperatura ambiente.
4

Inspeccionar visualmente el contenido

Si la muestra se disuelve, se describe como soluble. Si permanece en 2 fases distintas o se
dispersa y luego se asienta para formar 2 capas distintas, se describe como dispersa. Si la

muestra conserva su estructura, se describe como no dispersable.
Porcentaje de hinchamiento

La prueba se realiz6 con un blanco y un composito cada uno de 4 cm de didmetro. Se peso
inicialmente y se sumergi6é en 10 mm de agua desionizada. Posteriormente la muestra fue
pesada cada hora por 10 horas. Se dejo sumergir 8 horas continuas y a partir de ahi fue

pesada nuevamente cada hora por 10 horas mas.

Técnicas de caracterizacién

Las técnicas de caracterizacién se realizaron con un blanco y un composito.
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Microscopia electronica de barrido (SEM) y Espectroscopia de dispersion de energia
(EDS)

El analisis se realiz6 utilizando un microscopio marca: JEOL modelo: JSM-6510LV, con un
voltaje de aceleracion de 15 kV. El detector de EDS es un Bruker XFlash 6-30. Debido a la
naturaleza de las muestras, estas requirieron un recubrimiento de platino. Las imagenes
fueron adquiridas a diferentes aumentos para obtener la informacién necesaria en la

investigacion.

Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR)
El andlisis se realiz6 en un espectrémetro marca: Bruker, Modelo TENSOR 27 con una fuente

MIR y con el accesorio de ATR modelo Platinum ATR, Bruker con cristal de diamante.

1 1

El espectro fue adquirido en un intervalo de 4000 a 550 cm™", con una resolucién de4 cm™",

y 64 barridos.

Las muestras no requirieron algtn tratamiento especial previo al andlisis.

Espectroscopia fotoelectronica de rayos X
El analisis se realizé en un analizador modelo JEOL JPS-9200 con fuente estandar de
Aluminio y Magnesio, fuente monocromatica de Aluminio, fuente de iones Argén para

erosionado superficial io6nico.

Las muestras no requirieron algan tratamiento especial previo al andlisis.

Anadlisis térmicos

Los analisis térmicos se realizaron en un analizador simultdneo PerkinElmer modelo STA
8000, operando bajo atmdsfera controlada de nitrégeno. Las muestras fueron sometidas a

un programa de calentamiento lineal a una velocidad de 20° C/min desde temperatura

ambiente hasta 650° C.
Las muestras no requirieron algan tratamiento especial previo al andlisis.

Pruebas microbiolégicas
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Método Kirby-Brauer
El método Kirby-Brauer es un procedimiento estandar para la evaluacién de la sensibilidad

antimicrobiana de farmacos o sustancias.

Se emplearon dos cepas bacterianas: Staphylococcus aureus y Escherichia coli una bacteria
Grampositiva y Gramnegativa, respectivamente. Estas bacterias fueron propagadas en el
medio de cultivo sélido agar Mueller-Hinton, el cual es utilizado en pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana debido a su capacidad para permitir un crecimiento
bacteriano 6ptimo y uniforme, garantizando la fiabilidad de los resultados obtenidos en los

ensayos de difusion.

Para la realizaciéon de las pruebas, se emplearon los estdndares de McFarland, que son
soluciones de referencia utilizadas para ajustar la concentraciéon bacteriana en la placa de
cultivo. Estas soluciones permiten garantizar que las bacterias inoculadas en la placa tengan
una densidad uniforme. Los ensayos se realizaron por triplicado, para asegurar la

reproducibilidad de los resultados obtenidos en cada prueba.
El procedimiento consistié en:

1. Preparar el cultivo bacteriano. Se inocula una placa de agar Mueller-Hinton con una
suspension de bacterias, se ajusta la turbidez al estandar 0.5 McFarland.

2. Colocar sensidiscos en la placa. Los discos se imprengan con el material y se colocan
en la superficie del agar, asegurando buen contacto.

3. Incubar la placa. La placa se incuba a 36.5° C durante 18-24 horas para permitir el
crecimiento bacteriano.

4. Retirar, observar y medir los halos de inhibicién obtenidos.

Esos ensayos se realizaron con las soluciones del blanco y del composito antes de ser

sometidos a los ciclos de congelacion y descongelacion.

Ensayo de microdilucion
El ensayo de microdilucion es un procedimiento para determinar lala concentracion media
inhibitoria de un material en un cultivo bacteriano. Se observa si el material provoca la

inhibicién del crecimiento bacteriano.
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Se realiz6 con las mismas 2 bacterias mencionadas previamente. El procedimiento consiste

en:

1. Preparar diluciones en caldo Muller-Hinton de las bacterias a experimentar y se
vierten sobre la placa de microdilucién.

2. Agregar concentraciones conocidas seriadas del material a la placa.

3. Incubacién de la placa por un periodo de 18-24 horas a temperatura de 37° C
aproximadamente para permitir el crecimiento o inhibicién bacteriana.

4. Cuantificar el crecimiento bacteriano mediante la mediciéon de la absorbancia a 570

nm.

Esos ensayos se realizaron con las soluciones del blanco y del composito antes de ser

sometidos a los ciclos de congelacion y descongelacion.
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Capitulo IV. Resultados y Discusion

Sintesis de hidrogeles

De acuerdo con la metodologia establecida y descrita previamente, se obtuvieron las

siguientes muestras.

Se trabajé con concentraciones en peso del 10%, 15% y 20% de PVOH en un volumen de
agua desionizada. Con las 3 concentraciones, se logré crear una solucién homogénea y
preparada para la siguiente etapa de la sintesis, los ciclos de congelacion y descongelacion.
Este es un método fisico con gran interés en la investigacién para obtener hidrogeles de
PVOH ya que no se necesita un agente entrecruzante, que algunas veces pueden ser t6xicos
[26]. El cambio en la consistencia de la solucioén, de liquida a una estructura sélida y flexible,
después de los ciclos de congelacién y descongelacion confirmé que se lograron formar los
hidrogeles. Sin embargo, un ciclo de congelacién-descongelacién no fue efectivo. En lugar
de obtener una estructura sélida, la mezcla permanecié en un estado liquido-gelatinoso.

Debido a esto, dichas soluciones fueron descartadas desde las etapas iniciales del proceso.

(Figura 7)

Figura 7. Muestras varias concentraciones de PVOH con 1 ciclo CD

Para las soluciones de PVOH con concentraciones del 10 %, 15 % y 20 %, sometidas a 3 y 5
ciclos de congelaciéon-descongelacion, se lograron obtener las estructuras sélidas esperadas,

como se muestra en las figuras 8 y 9.
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Figura 9. Muestra 5 ciclos CD con concentracién a) PVOH 10% b) PVOH 15% ¢) PVOH 20%

Las propiedades de un hidrogel cambian en funcién del ntimero de ciclos de congelacion y
descongelacién a los que sean sometidos durante la sintesis [57]. Esto se puede atribuir a la
presencia de zonas cristalinas de mayor tamafno que contribuyen a la resistencia y estructura
de la red a medida que aumenta el numero de ciclos de congelacion y descongelacion [58].
En los ciclos de congelacién y descongelacion, la separacion de fases del agua y la uniéon de

las cadenas del polimero son claves para el proceso de gelificacién [12].

Durante la congelacion, se forman cristales de hielo, separdndose del PVOH promoviendo
una separacion de fases [26]. En esta etapa, los cristales de hielo formados, empujan a las
cadenas del PVOH juntandolas unas con otras, formando una fase rica en polimero separada
del agua [59]. Los critales actian como enlaces fisicos entrecruzados y estabilizan la
estructura del hidrogel [57]. A medida que aumentan los ciclos, estas regiones ricas en

polimero, son enriquecidas con mas cadenas y mayor cercania entre ellas, lo que le da al
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hidrogel mayor estructura en la red mediante un mayor nimero de puentes de hidrégeno
[12]. Estas interacciones del polimero permiten o facilitan la creacién de puentes de
hidrégeno y la cristalizacién, lo que constrituye las uniones fisicas de la estructura [60]. El
movimiento de las cadenas para juntarse, es un proceso lento por lo que una mayor cantidad
de ciclos permitira que un mayor namero de cadenas se junten e interactuen [61]. Las zonas
de cristales de hielo se derriten durante la descongelacién, y se mantienen rodeando la
estructura de PVOH o atrapados entre ella [28]. Se ha demostrado que existe un mayor
grado de entrecruzamiento fisico y un mayor nivel de cristalinidad en la estructura asociado
con el aumento en los ciclos de congelacion-descongelacién [62] La repeticién de los ciclos
de congelacion y descongelacion lleva al hidrogel a contener una cantidad cada vez mayor

de PVOH en la estructura de red y permite una formacién de geles mas fuertes [60].

En conclusion, el ntmero de ciclos de congelaciéon y descongelacion fue el factor
determinante para la formacién de los hidrogeles. Este proceso fisico permiti6 la
transformacion de las soluciones liquidas en materiales con consistencia sélida, lo que indica
que se formo una red tridimensional interna con forma con capacidad para retener liquidos.
El proceso con un solo ciclo de congelaciéon y descongelacién fue descartado ya que no
genero el hidrogel deseado, lo que sugiere que no fue suficiente el tiempo para formar la

estructura.

En cuanto a las concentraciones de PVOH en cada una de las soluciones, una de las
caracteristicas observadas fue la apariencia visual de los hidrogeles. Al compararlos
visualmente se observaron diferencias en cuanto a la transparencia. Se pudo observar que a
menor concentracién de PVOH (10%) los hidrogeles presentaban mayor transparencia. Esto
se puede atribuir a una menor rigidez en la estructura, con menor interaccion de cadenas
poliméricas lo que facilita el paso de la luz a través del hidrogel. En comparacion con el
hidrogel con concentracién de 20% de PVOH, el cual presenta un color blanco y opaco. Esta

apariencia, se asocia a mayor densidad de cadenas poliméricas en la estructura del hidrogel.

Pruebas de hidrogeles

Las pruebas que se realizaron con base al estdndar britanico BS-1372-1:2002 [56] , se

obtuvieron los siguientes resultados.

Capacidad libre de absorcién (hinchamiento)
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En la tabla 3, se muestran los resultados obtenidos en la prueba. Estos se expresan como la

masa promedio de solucién retenida por 100 cm?.

Tabla 3. Resultados capacidad libre de absorciéon
Ciclos CD = Concentracion PVOH (%) g/100 cm?

3 10 15.51
3 15 21.77
3 20 19.54
5 10 14.79
5 15 21.46
5 20 20.79

Un apésito de hidrogel debe tener la capacidad de absorcién, ya que asi se garantiza un
entorno equilibrado y hiimedo y se promueve la proliferaciéon celular, lo que facilita el
proceso de curacion [63]. La capacidad libre de absorcién se expresa como la masa promedio
de solucion retenida por 100 cm?. Los valores establecidos para apositos comerciales se

encuentran en intervalos de 15-20 g/100cm? [64].

Los resultados obtenidos en esta primera prueba se encuentran dentro del intervalo
reportado en la literatura, lo que sugiere que, en general, cualquiera de las combinaciones

de concentracion y ciclos esta funcionando de manera adecuada, en cuanto a absorcion.

La presencia de los grupos hidrofilicos (-OH) es lo que permite a los hidrogeles interactuar
con las moléculas de agua [65]. Un ap6sito debe permitir la absorcién del exudado de la
herida, evitando el exceso de humedad para no provocar una maceraciéon y al mismo tiempo
la zona herida no deberia permanecer demasiado seca, ya que se puede retrasar el proceso
de cicatrizacion y regeneracion del tejido [66]. La capacidad de absorcién en un hidrogel, al
entrar en contacto con agua, les permite absorber eficazmente el exudado de la superficie
de una herida, mientras mantienen también un ambiente himedo para favorecer el proceso
de cicatrizaciéon [67]. Un entorno himedo en la zona herida, acelera el proceso de
cicatrizacion de 3 a 5 veces, aumenta la actividad de las células y enzimas, facilita la division
de células cutaneas y es benéfico para la formacion del tejido de granulacién, promoviendo
asi este proceso [65]. De igual modo, esta absorcion tambien le brinda a los hidrogeles la

capacidad de mantener limpia la zona herida [68].
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Caracteristicas gelificantes (punto de gel)

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos. Estos se expresan como la muestra
gelific6 (en comparacion con la referencia no gelificada) o no. Ademads, se agrega la

comparacién del peso con respecto a la referencia, debido a la absorcion.

Tabla 4. Resultados caracteristicas gelificantes (punto de gel)

Ciclos CD Concentraciéon PVOH (%)  Resultado Peso (%)
3 10 NO 27.49

3 15 NO -48.39

3 20 NO 65.48

5 10 NO -47.69

5 15 NO 135.11

5 20 NO -69.21

Las caracteristicas gelificantes se reportan con una comparacion observada de la muestra
con la referencia, la cual no gelifica. Por lo que, de acuerdo con las observaciones, ninguna
de las muestras gelific6 y no se observan diferencias notables entre ambas. Ademas, se

agrega un parametro de peso, previo y posterior a la prueba, para compararlos.

Segun la literatura consultada, para aplicaciones de curaciéon de heridas, un apésito de
hidrogel deberia comenzar a gelificar después de 30 segundos de estar en contacto con
liquido, para favorecer la adhesion superficial y facilitar su aplicaciéon [69]. De acuerdo con
esto y con la prueba, todas las muestras cumplieron el tiempo establecido, ya que ninguna

de ellas gelific6é durante el periodo de prueba de 30 segundos.
Caracteristicas de dispersion

En la tabla 5 se muestran los resultados obtenidos que son la inspeccién visual de la muestra,

si ésta dispersa o conserva la estructura.

43



Tabla 5. Caracteristicas de dispersion

Ciclos CD Concentracion PVOH (%) Observacion

3 10 No dispersa, conserva estructura
3 15 No dispersa, conserva estructura
3 20 No dispersa, conserva estructura
5 10 No dispersa, conserva estructura
5 15 No dispersa, conserva estructura
5 20 No dispersa, conserva estructura

Esta prueba busca someter a saturacion el hidrogel para observar su comportamiento, si
conserva la estructura o se dispersa. La capacidad de un hidrogel para absorber grandes
cantidades de liquido sin disolverse es de las caracteristicas mas importantes y de mayor
interés en este tipo de materiales [70]. Esto se establece desde la definicién de hidrogel, la
cual lo define como un material polimérico que tiene la habilidad de hincharse y retener una
parte importante de agua en su estructura sin disolverse [71]. Ademas, la estabilidad del
aposito, al no dispersarse instantaneamente, proporciona una barrera fisica efectiva que
protege la herida, reduciendo el riesgo de dafios adicionales como infecciones o heridas

secundarias.
Solubilidad o dispersién

En la tabla 6, se muestran los resultados obtenidos. Estos se reportan por la observacion de
la muestra final. Si la muestra se disuelve, se reporta como soluble; si permanece en 2 fases,

como dispersable; y si conserva su estructura como no dispersable.
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Tabla 6. Solubilidad o dispersiéon
Ciclos CD Concentracion PVOH (%) Observacion

3 10 Dispersable
3 15 Dispersable
3 20 Dispersable
5 10 Dispersable
5 15 Dispersable
5 20 No dispersable

En relacion a las pruebas de solubilidad y dispersion, ninguna de las muestras analizadas
mostré solubilidad en la solucién de referencia. Esto representa multiples ventajas en la
aplicacion final del apésito. La diferencia de este apartado de la norma [56] y el anterior 3.6,
estd en el periodo de exposicion dentro de la solucién. Mientras que en el punto anterior,
caracteristicas de dispersion, se evalta la respuesta inmediata a una saturaciéon de
hinchamiento para inspeccionar su integridad fisica; en esta seccién, se busca llevar al
hidrogel tambien a una saturacién pero en un periodo mayor (2 horas). De esta manera, se
podra evaluar la integridad despues del tiempo establecido. La capacidad del apésito para
mantener la humedad es importante en el proceso de cicatrizacion. Un ambiente himedo
favorece la regeneracion celular y acelera la curacion, mientras que al mismo tiempo protege
la herida de contaminacion externa. Esto brindaria menor probabilidad de infecciones y una
recuperacion mas eficiente. Otro aspecto a considerar es la facilidad en el manejo y
aplicaciéon del apésito. La consistencia del material permitird una manipulaciéon mas
sencilla, lo que facilita su colocaciéon y cambio. Asi se podria minimizar el dolor y las
molestias para el paciente al retirar o reemplazar el apdsito. Los ap6sitos deben ser capaces

de mantener una integridad suficiente para evitar el dolor a la hora de ser removidos [72].

Por lo que se concluye que cualquiera de las muestras es adecuada para continuar con las
pruebas. Sin embargo, para optimizar recursos y avanzar de manera eficiente en el proceso,

se optd por continuar con la muestra de 15% concentracion de PVOH.

A estas muestras (15% concentracion de PVOH), se le agregaron los demas componentes,

de acuerdo a la siguiente tabla:
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Tabla 7. Composicién de muestras

Muestra A B C

PVOH (g) 95 91 87
Extracto de camellia sinensis (g) 01 03 05
Extracto de Calendula officinalis (g) 01 03 05
Nanoparticulas de ZnO (g) 03 03 03

Posteriormente, se sometieron a 3 y a 5 ciclos de congelacion y descongelacion. Las muestras
que estuvieron en 3 ciclos CD, no consiguieron la estrucura deseada. Esto podria deberse al
aumento de elementos en estado liquido que dificulta la organizacién y la interaccién de las
cadenas poliméricas durante el proceso. Con las muestras sometidas a 5 ciclos CD, si se

formaron las estructuras buscadas. Estas se observan en las imagenes de la figura 10.

Figura 10. a) Composito A b) Composito B ¢) Composito C

A estas 3 muestras compuestas, se les realizaron las pruebas del estandar britanico

obteniendo los siguientes resultados para la capacidad libre de absorcion:

Tabla 8. Capacidad libre de absorcién
Composito  Capacidad libre de absorcién (g/100cm?)

A 15.26
B 15.87
C 15.82
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Al obtener valores similares entre las 3 muestras, el composito C (con composiciéon 8.7 g de
PVOH, 0.3 g de nanoparticulas de 6xido de zinc, 0.5 g de extracto de Calendula officinalis y
0.5 g de extracto de camellia sinensis) es seleccionado para continuar con las otras 3 pruebas
pertenecientes al estdndar britanico, debido a que contiene la mayor cantidad de extractos
naturales, lo que podria significar una ventaja en las siguientes etapas del proceso. Los

resultados se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Resultados

Composito Caract. Gelificantes Caract. de Solubilidad 0
(punto de gel) dispersion dispersion
C No gelifica No dispersable Dispersable

Al obtener resultados dentro de lo esperado, se decidi6é que el composito C, sera analizada
por las técnicas de caracterizacion descritas previamente y con ella también se realizaran las

pruebas microbiolégicas igualmente descritas.

Porcentaje de hinchamiento

400

350

300

250

200

150

100

50

Porcentaje de hinchamiento

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 18 19 20 21 22 25 27 30 42

Tiempo (h)

Figura 11. Porcentaje de hinchamiento
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En lafigura 11 se observa el comportamiento de hinchamiento (swelling) del blanco (PVOH)
de color azul y del composito (PVOH + nanoparticulas de ZnO + extracto de Calendula
officinalis + extracto de Camellia sinensis) de color naranja. En las 2 graficas se observa un
comportamiento similar, alcanzando un maximo de hinchamiento de 250% para el blanco y
360% para el composito, para despues disminuir y tener un ligero aumento posterior. El
blanco alcanzé el maximo de hinchamiento aproximadamente 4 horas después de la
sumercion, mientras que el composito 7 horas despues, a lo que sigue un decaimiento en la
absorcion. En el blanco, las cadenas polimericas del PVOH se encuentran en una estructura
compacta y rigida, el agua provoca que las cadenas entren en un estado de relajacion [73] se
expanden y estiran, lo que provoca un aumento en el tamafio del hidrogel y el ingreso de
agua entre ellas. En el blanco las cadenas se encuentran en un estado de mayor rigidez en
comparacion con el composito, ya que en el se agregaron los extractos y las nanoparticulas
en fase liquida. Estos componentes ya provocaron una relajacién en las cadenas al integrarse
con ellas, por lo tanto los poros y el espacio entre ellas ha aumentado, lo que representa un
mayor espacio para que el agua, en la que se estd sumergiendo el hidrogel, ingrese a este y
debido a esto se observa un mayor hinchamiento en el composito en comparacién con el
blanco. Ademas de acuerdo a diferentes estudios, a mayor concentraciéon de PVOH en un
hidrogel, menor sera el indice de hinchamiento debido a una mayor cantidad de enlaces
cruzados y menor espacio para el ingreso de agua a la estructura [26]. Con base a esto, el
blanco tiene una mayor concentracién de PVOH. También con el aumento de la densidad
de enlaces cruzados, se dispone de un espacio limitado para que el agua entre en los espacios
vacios de la red de enlaces cruzados [74]. En el composito, se tienen menos enlaces cruzados
entre las cadenas del polimero, pues estas estin separadas por interacciones con las
biomoléculas afiadidas, esto aumenta el tamafio de la estructura del composito, lo que

resulta en mayor hinchamiento.

Si bien no existen estandares oficiales para medir el porcentaje de hinchamiento que deberia
tener un aposito de hidrogel, en la tabla 10 se muestra lo encontrado en la literatura respecto

a estos valores.

Tabla 10. Referencias absorciéon de hidrogeles

Autor Material del | Porcentaje de | Aplicacién Afo Referencia

hidrogel hinchamiento
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Mohamed A., | PVOH 150% Curacion de | 2022 [75]

et al heridas

Quispe-Siccha | PVOH 90-150% Liberacion de | 2024 [76]

R., etal medicamento

Li X, etal PVOH/PU/Ag | 100-350% Curacién de | 2017 [77]
heridas

Tamahkar PVOH/PEI/Glu | 220-321% Curacion de | 2023 [78]

Irmak E., et al heridas

Mandru M., et | PU/PVOH 600 % Liberacion de | 2019 [79]

al medicamento

Shahrousvand | PAA/PVP/ZnO | 400-1000% Curacion de | 2023 [80]

M., et al heridas

Liang Y., etal | HA-DA-rGO 300% Curaciéon de | 2019 [81]
heridas

Feng W., etal | Varios >150% Regeneracion | 2023 [82]
de tejidos

Los valores obtenidos en la prueba coinciden y se encuentran dentro de los intervalos

recabados de la literatura. Con esto, se puede concluir que en cuestion de absorcién e

hinchamiento, el composito tiene potencial para ser utilizado como apésito.
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Técnicas de caracterizacion

Espectroscopia de Fotoelectrones de Rayos X (XPS)

En la figura 12 y 13 se muestran los resultados del espectro survey del blanco y del

composito respectivamente.
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Figura 12. Espectro XPS blanco
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Figura 13. Espectro XPS composito

Se puede observar la aparicién de sefiales caracteristicas de la composicion del PVOH, cuya
estructura estd compuesta por los elementos carbono, hidrégeno y oxigeno, estos conforman

la base molecular del PVOH, aunque por el principio fisico de la técnica solo es posible
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identificar al carbono y al oxigeno, que aparecen en regiones de 287 eV para el Cls y de 529
a 534 para el Ols. Por otro lado, en el espectro del composito, se aprecian los mismos
elementos C y O, que corresponden a los componentes de los extractos afiadidos al PVOH,
estos aparecen en las mismas regiones ya mencionadas. Adicionalmente, se observan picos
adicionales que corresponden a las regiones caracteristicas de Zn, alrededor de 1021 eV para
Zn 2p, dado que la unica fuente posible de zinc en el compuesto proviene de la adiciéon de
las nanoparticulas de ZnO, esto sugiere la presencia del enlace O-Zn en las nanoparticulas,

y se sustenta con el analisis especificos de la regién Ols mas adelante.

En las siguientes figuras se muestra la deconvolucion de los picos del blanco. El espectro
Cl1s se devonvolucioné en 5 sefiales (Figura 14). La primera sefial en 283.782 ev se asocia al
carbono de la cadena lineal C-C, la de 284.545 ev estd asociada al carbono contiguo al
carbono que estd unido al grupo hidroxi C-C-OH, la siguiente en 285.548 ev al carbono
contiguo al carbono unido con doble ligadura de oxigeno, que proviene de los grupos
residuales del acetato de polivinilo que no se transformaron en grupos alcohol C-C=0. La
cuarta sefial en 286.448 ev al carbono unido al hidroxilo C-OH y la dltima sefial identificada

en 287.675 ev se asocia al carbono unido con doble ligadura a oxigeno C=0.

En la Figura 15, se observa la deconvolucién del espectro Ols, en 3 sefiales. La primera sefial
en 531.799 ev se asocia a los grupos C-OH, la segunda en 532.833 ev a los grupos C=0Oy la
altima en 533.666 se puede asociar a la interaccion de puentes de hidrégeno O:::::::H entre

las cadenas del polimero.

C-OH
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Q
o

Intensity (a.u.)
Intensity (a.u.)
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Fi 14. Analisi nl 1s bl
rgura alisis de enlace Cls blanco Figura 15. Analisis de enlace Ols blanco
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En las siguientes figuras se muestra la deconvolucién de los picos del composito:

-C-OH

Intensity (a.u.)
Intensity (a.u.)

290 289 288 287 286 285 284 283 282 281 280 536 535 534 533 5§32 531 530 529
C1s BE (eV) O1s BE (eV)

Figura 16. Analisis de enlace Cls composito Figura 17. Analisis de enlace O1s composito

Enlas figuras 16 y 17 se observan los espectros deconvolucionados Cls y Ols del composito.
En la region del Cls se observan las mismas 5 sefales que en el blanco. El extracto de
Camellia sinensis estd compuesto por polifenoles, y dentro de ellos los principales son los
flavonoides, los cuales poseen propiedades antioxidantes y los grupos catequinas [83], entre
otros. En la figura 18 se muestra la estructura de los principales flavonoides y de las
catequinas de Camelia sinensis. El extracto de Calendula officinalis estd compuesto
principalmente por distintos polifenoles como saponoides, triterpenoides, flavonoides y
carotenoides, entre otros [84]. En la figura 19, se observa la estrucura quimica de los

triterpenoides y algunos flavonoides.
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Figura 18. Estructura quimica de los polifenoles y catequinas del extracto de Camelia sinensis [83] [98]
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Figura 19. Estructura quimica de algunos flavonoides y terpenoides componentes del extracto de
Calendula officinalis [99]
Como se observa en las figuras 18 y 19, los componentes de los extractos de Camelia sinensis
y Calendula officinalis estdin compuestos principalmente por carbono, hidrégeno y oxigeno.
Los polifenoles estdn compuestos por multiples grupos fendlicos, anillos de benceno con
grupos -OH, lo que les da estructura y propiedades antioxidantes, igual que los saponoides.
Los triterpenoides contienen en su estructura &tomos de carbono y grupos funcionales con
hidroxilos (-OH) o cetonas (C=0). Los flavonoides estan formados por una estructura de
carbono, anillos bencénicos y grupos hidroxilo. Los carotenoides son una estructura de
carbono con enlaces dobles, y algunos contienen tambien grupos hidroxilo o cetonas. La
distribucién y forma de estos elementos junto con la interaccion con la estructura del PVOH,
es por lo que en ambos espectros deconvolucionados se observan las mismas sefialespues el
ambiente quimco de los 4tomos de carbono es esencialmente el mismo. Sin embargo se
observan los cambios en intensidad en los espectros al alterarse la proporcién de ciertos
grupos con respecto al blanco, dichos cambios sustentan la incorporacién de los extractos

en el material compuesto.

La diferencia entre los espectros deconvolucionados del blanco y el composito, para la
region del Ols, se observa en una cuarta sefial obtenida (Figura 17). Esta se encuentra en
530.432 ev, la cual se asocia a las interacciones O-Zn [85]. De acuerdo a la composicién del
composito, las nanoparticulas de ZnO se encuentran en una proporcion de 3% en peso
(Tabla 7). Un analizador XPS tiene una sensibilidad en la superficie de 0.5 a 2 nm y un limite
de detecciéon de 1% [86]. Es por eso que la intensidad de la sefial O-ZnO es baja en

comparacioén con los otros componentes de la muestra.
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Microscopia electréonica de barrido (SEM) y Espectroscopia por dispersion de energoa
(EDS)

Para obtener imagenes de la superficie del blanco y del composito, se realizé un estudio por
SEM. Con esta técnica se logré observar la morfologia y topografia. Esta se complementé
con un analisis EDS para conocer la distribuciéon de los componentes en el composito, en

comparacién con el blanco.

SEl  15kV WD11mm  SS50 x5,000 Spm —
CCIQS UAEM-UNAM 0001 26 Feb 2025

Figura 20. Micrografia SEM blanco

SElI  15kV WD11mm  SS50 x5,000 S5um
CCIQS UAEM-UNAM 0001 26 Feb 2025

Figura 21. Micrografia SEM composito

En las figuras 20 y 21 se presentan las micrografias obtenidas mediante SEM
correspondientes al blanco y al composito. Al realizar una comparacién entre ambas
imagenes, se observa que no existen diferencias significativas en la morfologia superficial

de las muestras. La topografia se mantiene homogénea y continua en las 2, no hay presencia
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de irregularidades, agrietamientos, acumulaciones o cambios en general que se pueda

relacionar con los elementos afiadidos en el composito.

Esto sugiere que, a pesar de la modificacién en la composicion del composito, la
incorporacion de nuevos elementos no generd alteraciones visibles en la estructura
superficial. Los elementos se incorporaron a la matriz del PVOH sin provocar la formacién

de compuestos diferentes morfolégicamente.
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Figura 22. Anélisis EDS blanco
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Figura 23. Anélisis EDS composito

Para evaluar la composicion elemental del blanco y del composito, y para evaluar si la
distribucién de nps de ZnO es uniforme en todo el material compuesto, se realiz6 el andlisis
EDS, acoplado al SEM para obtener informacion de los elementos presentes en cada una. En

el composito, se identificé adicionalmente a los componentes del PVOH, de los extractos (C
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y O) y el Zn de las nanoparticulas. Los picos que se observan en los espectros corresponden

aCen0.282keV, O en 0.523 keV y Zn en 8.631 keV.

En la tabla 11, se presentan los elementos detectados en el composito y su proporcion

estimada.
Tabla 11. Composicién elemental por EDS del composito
Elemento | No. Atomico | Masa (%) Masa Norm (%) | Atom (%) | Error abs. (%) (I sigma) | Error rel. (%) (I sigma)
C 6 59.17 59.17 66.51 | 2.58 4.36
@) 8 39.30 39.30 33.17 |1.92 4.88
Zn 30 1.53 1.53 0.32 0.06 413
Sum 100.00 100.00 100.00

Se realiz6 tambien el mapeo elemental del composito, figura 24. en el cual se puede observar
la distribucion espacial de los elementos presentes en el. Cada color corresponde a un
elemento, identificado en la parte inferior de la imagen, lo que nos permite observar la
dispersion de ellos. Con esto se pueden complementar los analisis cuantitativos del espectro,
e interpretar visualmente la realcion entre la composicion del PVOH y la integracion de los

componentes de los extractos y del Zn presente en las nanoparticulas.

Bt g o 1l
P¥0OHZn 1084 50 pm
SE  MAG: 500x  HY: 15 kY WD: 11.1 mm i i

Figura 24. Mapeo elemental del composito

De manera individual, se obtuvieron los mapas de distribucion elemental (Figura 25). Cada
elemento se representa por un color especificado en la parte inferior de la imagen. Con esto

se puede observar con mayor claridad que la presencia de cada elemento es uniforme.
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Figura 25. Mapeo elemental individual de los elementos del composito

A partir de este mapeo, se observa la mayor presencia de C y O, distribuidos de forma
abundante sobre la superficie de la muestra. Esto se debe a que estos elementos constituyen
principalmente la matriz de PVOH y de los extractos naturales afiadidos, lo cual tambien
coincide con el andlisis cuantitavio elemental presentado previamente. Por otro lado, el Zn
aparece en menor porporcion en la imagen correspondiente, debido a la baja concentracion
en la composicion del composito, lo que tambien se observa en el andlisis cuantativo. Estas
imagenes corroboran la presencia y la incorporacién de los extractos y las nanoparticulas al
PVOH del blanco. Es importante mencionar que la distribuciéon homogénea de ZnO en la
superficie del material compuesto es importante debido a la aplicacién propuesta como
aposito, es necesario que la actividad antibacteriana y antifingica esperada del ZnO esté en
todo el material y no concentrado en puntos especificos por medio de aglomeraciones,

dejando otras zonas desprotegidas.
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Flujo de calor (EndoUp)

Analisis térmicos

Calorimetria diferencial de barrido (DSC) y analisis termogravimétrico (TGA)

En la figura 26 se muestran los resultados de los analisis térmicos, realizados tanto al blanco

como al composito.
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Figura 26. Anélisis térmicos

En el TGA del blanco y del composito, se observa una primera pérdida de peso

comenzando alrededor de 90° C, lo que se atribuye a la pérdida de agua libre presente

en ambos, la cual no estd interaccionando directamente con las cadenas del polimero

[62]. Esto también se comprueba con el cambio en la pendiente de las gréficas del DSC

de las 2 muestras, lo cual tambien indica la transicién vitrea del polimero, donde podria

experimentar mayor movilidad molecular. Alrededor de 170° C, se observa una segunda

pérdida de masa, la cual se ve reflejada en las curvas DSC. Esta pérdida esta atribuida a

agua atrapada dentro de la estructura del polimero formando puentes de hidrégeno con

los grupos hidroxilo de las cadenas, esta interaccion evita que el agua atrapada se libere

a una temperatura menor. Este cambio en la curva DSC, estd asociada a la temperatura
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de fusién y se puede atribuir al cambio de fase de las partes cristalinas del material hacia
una fase liquida. Una tercera pérdida de masa y que se relaciona tambien en las curvas
DSC, se observa alrededor de 320° C, lo que corresponde a la descomposicién térmica
del polimero y a la pérdida del agua, CO y CO;[87] [88]. En el composito, se observa un
remanente de 10% aproximado de masa, esto debido a la presencia de las nanoparticulas
de ZnQO, las cuales no sufren una descomposicién a ese intervalo de temperatura y
también a la presencia de los extractos que contribuyen a una mayor cantidad de mada

residual de cenizas producto de la descomposicién.

El pico endotérmico en el DSC se observa con mayor altura y mas ancho en el composito
(color azul) en comparacioén con el del blanco (color negro). Se puede atribuir a que en
en el composito, las cadenas poliméricas estan interaccionando con los componentes de
los extractos y las nanoparticulas lo que hace que requiera mayor cantidad de energia
para romper estas interacciones y descomponer la muestra; mientras que en el blanco las
cadenas del polimero solo estan interaccionando con el agua, lo que permite su

descomposicién con una menor cantidad de energia.

Es importante destacar, que a temperatura corporal no ocurre ningun tipo de transicién
térmica, aproximadamente 37° C. Esto nos indica que el material no sufrira ningan
cambio estructural ni pérdida de estabilidad en condiciones fisiol6gicas, manteniendo
su integridad a temperatura corporal, lo que lo hace apto para el tipo de aplicaciéon que

se busca.

59



Espectroscopia de infrarojo de transformada de Fourier (FTIR)

Esta técnica se utilizo para caracterizar los grupos funcionales en el composito y el blanco.

En las figuras 27 y 28 se muestran los resultados.

Transmitancia (%)
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Figura 27. FTIR blanco

Transmitancia (%)

Figura 28. FTIR composito

En ambos espectros se observan las vibraciones de los grupos funcionales del PVOH. Se
observa una banda ancha de absorcion en el rango de 3200-3000 cm™, lo que es

caracteristico de la vibracion de estiramiento del grupo -OH [89]. Esta puede estar asociada
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a la formacion de puentes de hidrégeno y la presencia de los grupos hidroxi del polimero y

1

de agua absorbida. La banda que se observa en la region de 2900-2800 cm™*, corresponde al

1 se observan las vibraciones de los

estiramiento de los enlaces C-H. Entre 1750 a 1700 cm™
enlaces C=0 [90]. Las vibraciones de los enlaces C=C y C-O se observan en las bandas de

absorcion en las regiones de 1600 a 1500 cm™* y de 1300 a 1000 cm™* respectivamente [89].

Ademas, en el espectro de la figura 24, se observa una serie de bandas en la region de 600-

500 cm™1, que corresponde a la vibracion de los enlaces del ZnO [91] [92].

En la tabla 12 se resumen los nimeros de onda de las bandas observadas, las vibraciones

asociadas a cada una de ellas y los elementos a los que se pueden atribuir.

Tabla 12. Resultados FTIR

cm™1 Grupo funcional
3200-3000 -OH PVOH, Calendula officinalis, Camellia sinensis
2900-2800 C-H PVOH, Calendula officinalis, Camellia sinensis
1750-1700 C=0O PVOH, Calendula officinalis, Camellia sinensis
1600-1500 C=C PVOH, Calendula officinalis, Camellia sinensis
1300-1000  C-O PVOH, Calendula officinalis, Camellia sinensis
600-500 Zn-O Nanoparticulas de ZnO

Al comparar los espectros obtenidos de las dos muestras, se observa un cambio en la
intensidad (sefialados en la figura 29) en los valores aproximades de 1700 cm™'. Esta
variacion puede ser interpretada como un efecto fisico que refleja las interacciones
electrostaticas entre las moléculas del PVOH, agua y los extractos agregados, sin implicar
algin cambio quimico en la estructura del material [93]. Las interacciones fisicas
electrostaticas, afectan la frecuencia de vibracién de los enlaces de los grupos funcionales
de la muestra, desplazando las bandas hacia numeros de onda mas bajos o altos. Estas
interacciones son causadas por la adicion de los extractos al PVOH, los cuales se componen
de elementos como C, O e H, y puede atribuirse a una redistribucién de las cargas en la
estructura del material. Estas variaciones no estdn asociadas con la ruptura o formacién de

nuevos enlaces quimicos, lo que confirma que el proceso de interaccion de los componentes
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adicionales es fisico. Ademas, no se observa la formacién de nuevas bandas de vibraciones

de enlaces (solo las de ZnO), lo que corrobora que no esta ocurriendo alguna reaccion

quimica entre los componentes.
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Figura 29. Espectros FTIR ampliados a) Blanco, b) Composito
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Pruebas microbiolégicas

Método Kirby-Bauer
Las pruebas microbiolégicas se llevaron a cabo utilizando el método Kirby-Bauer. En la
figura 30 se muestran los resultados de los ensayos con la bacteria Grammpositiva

Escherichia coli.

Figura 30. Actividad antibacterial del blanco y del composito contra E.coli: a) Ensayo 1, b) Ensayo 2, c) Ensayo 3

En la figura 31, se muestran los resultados de los ensayos con la bacteria Gramnegativa

Staphylococcus aureus.

1Ureus

Figura 31. Actividad antibacterial del blanco y del compositocontra S. aureus: a) Ensayo 1, b) Ensayo 2, c) Ensayo 3

En la tabla 13 se muestran los resultados de los ensayos con Escherichia coli'y Staphylococcus
aureus, estos corresponden al tamafio (milimetros) del halo de inhibicién formado en cada

uno de los discos de difusién en cada uno de los ensayos.
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coli y Staphylococcus aureus

Tabla 13. Tamafio de los halos de inhibicién (mm) para ensayos Kirby-Bauer de Escherichia

E.coli S.aureus
Blanco Composito | Blanco Composito
Ensayol |7.83+0.87 |794+0.63 |81+034 |9.2+0.20
Ensayo2 |8.22+0.87 |875+0.63 |84+034 |9.6+0.20
Ensayo3 |9.49+0.87 |9.17+0.63 |7.73+0.34 |9.47+0.20

De acuerdo a los resultados y a los halos formados, se observé que la respuesta de E. coli al
composito fue menos susceptible que con el microorganismo S.auerus. Aunque el composito
tuvo actividad antibacterial contra ambas cepas, mostrando halos de inhibicién, E. coli
presentd mayor resistencia. Esto se debe a la doble membrana que presentan las bacterias
Grampositivas, respecto a las bacterias Gramnegativas como Staphylococcus aureus [94]

donde se observan zonas de inhibicién con mayor didmetro.

El 6xido de Zinc se ha identificado como un agente antimicrobiano de amplio espectro,
especialmente contra bacterias Grampositivas y Gramnegativas. El mecanismo de accion del
6xido de zinc contra las bacterias se atribuye a la capacidad que tiene para generar especies
reactivas de oxigeno (ROS), estas pueden dafiar las membranas celulares bacterianas, lo que
resulta en la muerte celular. Las nanoparticulas de ZnO pueden aumentar la sintesis de
citocinas que causan inflamacién. Estas citocinas interfieren en fases tempranas de la
curacion de las heridas. Las nanoparticulas de ZnO pueden promover la proliferaciéon de
fibroblastos, un tipo de célula que produce coldgeno y otras proteinas necesarias para el
proceso de curacién. Ademas, tienen actividad antioxidante porque pueden eliminar los

radicales libres que son causados por bacterias e inflamacién [80] [95].

Sin embargo, el blanco también mostré halos de inhibicién. Aunque el PVOH por si solo no
se le atribuyen propiedades antibacteriales, los halos observados podrian estar ocurriendo
debido a ciertos mecanismos indirectos que favorecen la inhibiciéon del crecimiento
bacteriano debido a la presencia residual de compuestos biocidas provenientes de la materia

prima, el acetato de polivinilo previo a la transformacién de este en PVOH.

Tomando en cuenta la aplicacién del material como apdsito, las 2 presentan caracteristicas

favorables para esto. La proteccién antibacterial en una zona herida es de las caracteristicas
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mas importantes para prevenir otro tipo de infecciones que afecten y deterioren atin mas la

salud de los pacientes.

Ensayo de microdilucion

Tabla 14. Crecimiento bacteriano respecto a la concentraciéon de cada muestra (+
crecimiento, - inhibicién) (CMI, valores marcados con gris)

Concentracion Blanco Composito Concentracion

(mg/ml) E.coli S.aureus E.coli S.aureus (mg/ml)

150 - - - - 130.5

75 - - - - 65.25

375 - - - - 32.625
18.75 + - - - 16.3125
9.375 - - - - 8.15625
4.6875 - - - - 4.078125
Control + + + + Control

A partir de las lecturas de absorbancia, se calcul6 la concentracién minima inhibitoria (CMI)
para cada muestra. Los resultados se observan en la Tabla 14. En el caso de E.coli, se puede
observar que para el blanco la CMI fue 37.5 mg/ml, mientras que para el composito fue de
4.07 mg/ml. La CMI es la concentraciéon més baja de un agente antibacteriano, que en
condiciones in vitro controladas, previene el crecimiento visible de una cepa bacteriana, esta

se puede determinar mediante ensayos de microdilucién [96].

Para el tratamiento con S.aureus en el blanco la CMI fue de 4.68 mg/ml mientras que para
el composito fue de 4.07 mg/ml. Con estos resultados se sugiere que el composito si
presenta actividad antibacterial, ademdas de que con una menor cantidad de material se
obtiene una mejor inhibicién del crecimiento bacteriano, lo que resulta benéfico ya que

representa una disminucioén en costos y hasta en generacion de residuos.
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Figura 32. Gréfica del porcentaje de crecimiento bacteriano respecto a las concentraciones del
blanco y del composito a) E.coli b) S.aureus

Del mismo modo, a partir de las lecturas de absorbancia se obtuvieron los porcentajes de
crecimiento bacteriano que se presentan en la figura 32. Con la concentracién mas alta de
los materiales, se observa menor crecimiento bacteriano, lo cual era de esperarse. Sin
embargo, un aspecto relevante de este resultado es que, a pesar de que la inhibicién fue alta
en ambas condiciones, el composito logré una inhibicién comparable utilizando una menor
cantidad de material: 130.5 mg en el composito frente a 150 mg en el blanco. Esta diferencia

es importante si se analiza desde la perspectiva de eficiencia y optimizacién de recursos.

A partir de la segunda dilucién de la concentracién, al 50%, se observan mayores diferencias
entre ambas muestras. El crecimiento bacteriano del blanco aumenta de manera progresiva
y el composito mantiene la capacidad inhibitoria mayor. Este comportamiento se presenta
en las siguientes diluciones de concentracién, lo cual indica que el composito es mas
eficiente en la cantidad de material necesario para lograr el efecto inhibitorio y contintia
presentando actividad a concentraciones reducidas, es decir, presenta mejores niveles de

respuesta con una menor cantidad de material.

También se observa mayor inhibicién contra S. aureus. Este tipo de bacterias son las
principales causantes de infecciones y lesiones en la piel. Un tipo de lesién comin que
generan son los relacionados a zonas heridas, es decir, secundaria a una herida [97]. Es por

esto por lo que el composito tiene potencial para ser usado como apésito.
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Capitulo V. Conclusiones

En la sintesis de hidrogeles, 1 ciclo de congelacion y descongelacién no funcioné para formar
el blanco. Con 3 y 5 ciclos CD si se form¢ la estructura esperada. No se observaron cambios
significativos de 3 a 5 ciclos CD durante las pruebas realizadas, por lo que se determiné no

ser necesario probar con un niimero mayor de ciclos CD.

Con base al estdndar britdnico, todas las combinaciones de solucién (variando concentraciéon
PVOH + agua desionizada) tuvieron resultados favorables para la aplicacion. Se seleccion6
la combinacién de 15% de concentracion de PVOH para optimizar recursos. A esta muestra
se le agregaron los demds componentes, variando 3 y 5 ciclos CD para la sintesis del
composito. Se determinaron distintas combinaciones de los extractos y un valor fijo para las

nanoparticulas. Con 3 ciclos CD no se formo la estructura deseada, con 5 ciclos CD si.

Los componentes adicionales se integraron de manera adecuada a la matriz de PVOH
formando un composito. No se observaron interacciones quimicas entre ellos que pudieran

advertir la formacién o reaccion de ellos.

La integracion de las nanoparticulas en la matriz de PVOH fue eficiente, ya que se observo
una distribucién uniforme a lo largo del material. No se detectaron aglomeraciones ni zonas
vacias, lo que indica una dispersién homogénea y una buena compatibilidad entre las

nanoparticulas y la matriz polimérica.

Los resultados de las pruebas del estandar britanico para el composito tuvieron resultados
favorables y muy cercanos entre si. Los compositos cumplen con los requisitos de absorcién
especificos para la aplicacién final. Por esta razon, se seleccioné el composito con mayor

cantidad de extractos naturales, ya que esto podria ser benéfico en la aplicacion de apésito.

El material se mantiene estable y sin cambios estructurales a temperatura corporal (37 °C),

lo que confirma su resistencia térmica y compatibilidad para uso en condiciones fisiolégicas.

Existe actividad antibacterial, tanto en el blanco como en el composito, mostrando una ligera
mejora en este tltimo, esto es un pardmetro importante en la aplicacion final. La actividad
antibacterial del composito fue més efectiva contra S. aureus, lo que también resulta benéfico

para la aplicacion.
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En el presente trabajo se aporta evidencia experimental para el posible uso del composito

de hidrogel de PVOH, nanoparticulas de 6xido de Zinc, extractos de Calendula officinalis y

Camelia sinensis como aposito, siendo una alternativa a los productos comerciales existentes.

Sin embargo, atin se requieren estudios adicionales y ensayos clinicos para confirmar su

rendimiento y seguridad en un ambiente real.
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