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GLOSARIO

Acetaminofén: Es un farmaco con propiedades analgésicas y antipiréticas utilizado principalmente
para tratar la fiebre, el resfriado y el dolor.

Agente quelante: Un Agente quelante, o secuestrante, o antagonista de metales pesados, es una
sustancia que forma complejos fuertes con iones de metales pesados. A estos complejos se los
conoce como quelatos, y generalmente evitan que estos metales pesados puedan reaccionar.
Aloinjerto: Transferencia de un tejido entre dos individuos de la misma especie, pero
genéticamente diferentes, como en los trasplantes realizados entre dos seres humanos que no son
gemelos idénticos.

Bioactividad: Capacidad de formar un enlace directo con el hueso, sin interposicion de una capsula
fibrosa.

Biocompatibilidad: Habilidad de un material para actuar con una respuesta del huésped apropiada
a una reaccion especifica.

Biomaterial: Material del que interactda interracialmente con sistemas biolégicos con el fin de
evaluar, tratar, aumentar o substituir algun tejido, 6rgano o funcién del organismo.

celulares. Son los agentes responsables de la comunicacion intercelular.

Biopolimero: son macromoléculas presentes en los seres vivos. Se consideran materiales
poliméricos o macromoleculares sintéticos con la particularidad de ser biocompatibles con el ser
Vivo

Colageno: Sustancia proteinica albuminoidea que existe en el tejido conjuntivo, en los cartilagos
y en los huesos.

Densidad aparente: Densidad del volumen del material, incluyendo poros y vacios presentes en
el mismo.

Densidad esquelética: Densidad real del material, sin considerar poros o vacios presentes en el
mismo.

Diferenciacion celular: Es el proceso mediante el cual una célula se convierte en otro tipo celular
mas especializado. Este cambio implica muchas veces variaciones morfoldgicas, de la composicion
de su membrana o de su localizacién se producen debido a una reprogramacion de la de su

expresion génica.
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Emulsion: En el &mbito de la quimica, se llama emulsion a la dispersion de un fluido en otro con
el cual no puede mezclarse.

Fibroblasto: Son células con forma de cohetes o estrellas y proceden de las células cutaneas del
tejido conectivo (células del tejido conectivo forman los tejidos de relleno y de soporte del cuerpo).
Producen colageno y elastina, dos sustancias que proporcionan fuerza y flexibilidad a la piel y
tienen un papel importante en la reparacion de las lesiones cutaneas.

HA. Hidroxiapatita. Su formula molecular Caio(PO4)s(OH)2.

In vitro: Que se produce u ocurre en un tubo de ensayo.

In vivo: Que esta situado u ocurre en un cuerpo vivo.

Ingenieria de tejidos: Especialidad que aplica los principios de la ingenieria y las ciencias de la
vida a la fabricacién de sustitutos biolégicos que mantengan, mejoren o restauren la funcién de
organos Yy tejidos en el cuerpo humano.

Macroporosidad: Porosidad asociada a interconexiones de poros de un didmetro superior al0pm.
Matriz extracelular: Es el conjunto de materiales extracelulares que forman parte de un tejido. La
MEC es un medio de integracion fisiologico, de naturaleza bioquimica compleja, en el que estan
"inmersas" las células. Asi la MEC es la sustancia del medio intersticial (intercelular).
Microesfera: En medicina es una particula esférica de tamafio micrométrico las culas estan hechas
de materiales sintéticos y sirve para encapsular agentes terapéuticos que deben ser suministrados
al paciente de manera oral o inyectada comdnmente.

Microporosidad: Porosidad asociada a interconexiones de poros de un diametro de entre 0.1 pm
e inferior a 10 um.

Nanoporosidad: Porosidad asociada a interconexiones de poros de un diametro inferior a 0.1pum.
Surfactante: Compuesto constituido por una zona de caracter hidréfobo y otra de caracter hidréfilo
que se acumula en la interface de un sistema heterogéneo reduciendo la tension superficial. Agente
tenso activo.

Osteoconduccion: Capacidad que posee un material de conducir o guiar el crecimiento del hueso.
Osteogénico: Compuesto de u originado a partir de cualquier tejido que participa en el desarrollo,
crecimiento o reparacion de un hueso.

Osteoinduccion: Capacidad que posee un material de estimular la produccion de tejido dseo.
Pectina: La pectina es el principal componente enlazante de la pared celular de los vegetales y

frutas. Quimicamente, es un polisacarido.
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Periostio: Membrana fibrosa que rodea los huesos y sirve para su nutricion y renovacion.
Pirdlisis: Es la descomposicion térmica del carbdn en una atmosfera exenta de oxigeno. Como
consecuencia de la destilacion destructiva del carbdn, se obtienen gases combustibles, aceites y
residuos.

Porosidad: Porcentaje de volumen vacio de un material, que no esti ocupado por una fraccion
solida.

Proliferacion celular: Aumento del nimero de células como resultado del crecimiento y la
multiplicacion celular.

Quitosano: Son unos polimeros naturales que se obtienen a partir de la quitina, una substancia que
se encuentra en el exoesqueleto de los crustaceos (gambas, cangrejos, langostinos, etc)
Reabsorbible: Propiedad de un material de degradarse quimicamente, absorbiéndose de forma
controlada mientras es reemplazado por tejido 6seo.

Regeneracion: Sustitucion progresiva de un material por tejido nuevo.

Reseccion: Extirpacion quirdrgica de parte o de la totalidad de un érgano.

Xenoinjerto: Injerto de tejido procedente de un donante de una especie diferente a la del receptor.
SBF: Fluido corporal simulado (Simulated body fluid). Fluido que posee concentraciones ionicas
casi iguales a aquellas del plasma sanguineo humano, utilizado para la prediccion del

comportamiento in vivo de biomateriales
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RESUMEN

En la presente investigacion se fabricaron microesferas biodegradables de quitosano y pectina con
la capacidad de encapsular acetaminofén; la técnica empleada para la obtencion fue
emulsidn/evaporacion del solvente a partir de una emulsion agua en aceite, ambos tipos de
microesferas fueron caracterizados por microscopia electronica de barrido (MEB), difraccion de
rayos-X (DRX), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y espectrofotometria infrarroja (FTIR).
Se determino el rendimiento, la eficiencia de encapsulamiento, la pérdida de humedad y en el caso
de las microesferas de quitosano la cinética de liberacion del farmaco. Se eligieron las microesferas
de quitosano para ser adheridas a las paredes de andamios tridimensionales de biovidrio CEL2 por
medio de inmersion en una dispersion de microesferas en hexano. Los andamios fueron preparados
mediante el método de metalurgia de polvos y espumado de polimeros usando el sistema SiO»-
P205-Ca0-MgO0-Na>0-K:0. El biovidrio CEL2 se prepard por la ruta convencional de fusion y
temple, pero con la variante de que fue sometido a una frita, posteriormente se molié para obtener
un tamario de particula < 20 pum. EI vidrio fue caracterizado usando difraccién de rayos X (DRX)
y calorimetria diferencial de barrido (DSC). Inicialmente, se realizaron varias formulaciones, de
las cuales se eligié la de 3% espumante/42% ligante/55% biovidrio, en peso. Los andamios se
sometieron a un tratamiento térmico de dos etapas, la primera de espumado y la segunda de pirolisis
y sinterizado, con el objetivo de obtener un equilibrio entre la resistencia mecanica y la porosidad
de éstos. La temperatura de sinterizacion de los andamios fue de 950°C. Posteriormente, los
andamios se maquinaron para obtener cilindros uniformes en dimensién, los cuales se usaron para
las pruebas mecéanicas de compresion. Para las pruebas de bioactividad y celulares, los andamios,
con y sin microesferas, se cortaron en pastillas que fueron inmersas en SBF durante 1, 3, 7, 14,y

21 dias y en cultivos celulares de fibroblastos durante 5 dias.

La morfologia de los andamios de todos los grupos experimentales fue observada mediante
microscopia electronica de barrido (MEB), ademéas se realizaron pruebas de compresion,
determinacion de porosidad y densidad, y se analizaron por EDS, difraccién de rayos X (DRX) y

espectroscopia infrarroja (FT-IR).

Las microesferas de quitosano que fueron las elegidas para ser adheridas a los andamios resultaron
con una morfologia esférica y un tamafio de particula de 0.55 + 0.25 pm, se logro su adhesion

exitosa a los andamios de biovidrio CEL2, se obtuvo una eficiencia de encapsulamiento de
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acetaminofén de 32.6%, un rendimiento de 89 + 0.087 % asi como una liberacidn sostenida durante
200 h; por otro lado, los andamios presentaron una porosidad interconectada del 73.2%, una
resistencia a la compresion promedio de 4 MPa, mostraron la formacion de la capa de hidroxiapatita
a los 7 dias de haber sido inmersos en SBF y adhesion celular de fibroblastos con proliferacion
celular durante 5 dias cumpliendo con los requisitos para poder utilizarse como andamios en
regeneracion 6sea. Los métodos empleados en este trabajo permiten controlar el tamafio de
microesfera, asi como la porosidad y resistencia a la compresion de las espumas mediante la

variacion de los parametros empleados.

Microesferas, andamios, biovidrio, biodegradable, osteoinduccion.

ABSTRACT
This project aims to produce pectin and chitosan microspheres for the encapsulation of
acetaminophen. The technique used to obtain the microspheres was water-in-oil (W/O) emulsion
solvent evaporation method; both types of microspheres were characterized by scanning electron
microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD), differential scanning calorimetry (DSC) and infrared
spectrophotometry (FTIR). The yield, the encapsulation efficiency and the moisture loss were
determined and in the case of chitosan microspheres the kinetics of drug release was determined.
The chitosan microspheres were chosen to be incorporated into the walls of the three-dimensional
CEL2 bioglass scaffolds by immersion technique in a microsphere’s dispersion of hexane. The
scaffolds were prepared by the combined method of powder metallurgy and foaming of polymers
using the SiO2-P205-Ca0-MgO-Na,0O-K>0 system. The CEL2 bioactive glass was characterized
using X-ray diffraction (XRD) and differential scanning calorimetry (DSC). Initially, several
formulations were made, of which the 3 wt.% foaming agent/42 wt.% binder/55 wt.% bioactive
glass was chosen. The scaffolds were subjected to a heat treatment in two stages, the first one of
foaming and the second one of pyrolysis and sintering, with the goal of obtaining a balance between
their mechanical stress and porosity. The sintering temperature of the scaffolds was 950 °C.
Subsequently, the scaffolds were machined to obtain uniform cylinders in dimension for the
mechanical tests. For the bioactivity and cell culture assays, the scaffolds, with and without
microspheres, were cut into slices (discs) that were immersed in SBF for 1, 3, 7, 14, and 21 days,

and cell-culture with fibroblasts for 5 days.
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The morphology of the scaffolds with and without microspheres, before and after immersion in
SBF, was observed by scanning electron microscopy (SEM), moreover compression test,
determination of porosity and density were performed, and they were analyzed by EDS, X-ray
diffraction (DRX) and infrared spectroscopy (FT-IR).

The chitosan microspheres obtained by the experimental method described above, resulted in a
spherical morphology and a particle size of 0.55 + 0.25 um, adhesion to the CEL2 bioglass
scaffolds was achieved successfully, an encapsulation efficiency of 32.6% and a yield of 89 £ 0.087
% were obtained in the chitosan microspheres as well as a sustained release during 200 h; on the
other hand, the scaffolds showed an interconnected porosity of 73%, an average compressive
strength of 4 MPa, and showed the formation of the uniform hydroxyapatite layer 7 days after being
immersed in SBF, fulfilling the requirements to be used as scaffolds in bone regeneration. The
methods used in this work allow controlling the size of the microsphere as well as the porosity and

compressive strength of the foams by varying the used parameters.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Los cerdmicos con aplicaciones médicas son un interesante campo de investigacion y desarrollo
para la obtencion de biomateriales atiles en la fabricacion y/o fijacion de implantes. Con

biomateriales en general, se pueden recambiar muchas piezas de nuestro cuerpo [1][2].

En la actualidad, para realizar una sustitucion dsea, predomina el uso de tejido donante, tanto de
aloinjertos como de autoinjertos, si bien estd aumentando el porcentaje relativo de materiales
artificiales. Los tejidos donantes, frente a su buena biocompatibilidad, tienen una serie de claras
desventajas, ya que son costosos, escasos, presentan riesgo de transmision de enfermedades, etc.,
frente a los materiales sintéticos, que a la larga acabaran por conquistar una parte importante de

este mercado.

Poder incluir farmacos en estos materiales seria un avance importante para el campo de la salud
repercutiendo de forma directamente proporcional al mundo econémico. Son muchos los farmacos
en los que se puede pensar, segun el implante de que se trate y el problema de salud del paciente.
Desde un antibidtico o antiinflamatorio hasta un anticancerigeno, pasando por una gran cantidad
de posibilidades. Se pueden citar los fosfatos de calcio en general, la hidroxiapatita y el B-fosfato
tricalcico en particular como los representantes mas significativos de los bioceramicos cristalinos
[3], los vidrios bioactivos muy representativos de los cerdmicos amorfos [4], los vitrocerdamicos
bioactivos, [5,6] los cementos de sales de calcio, todo tipo de combinaciones de materiales
bifasicos como, hidroxiapatita-biovidrio e hidroxiapatita-p-fosfato tricalcico, ceramicos hibridos

bioactivos y materiales mesoporosos ordenados de oxido de silicio [7].

Los cirujanos aplican estos ceramicos para relleno y/o sustitucion de huesos y, en funcion de las
necesidades, algunas veces los requieren en forma de granulado, otras de piezas porosas o densas.
Por ultimo, en casos donde se requieran propiedades mecéanicas solo alcanzadas por metales, se

recurre a realizar recubrimientos cerdmicos sobre las protesis metalicas [7].

La biocompatibilidad de la hidroxiapatita y la similitud de su estructura cristalina con el hueso
mineral son de gran interés para que se considere su uso en implantes ortopédicos [8]. El concepto
de implantes porosos que desarrollen o sean completamente de hidroxiapatita, con tamafios de poro
y porosidades interconectadas similares a las de la estructura 6sea, ha sido introducido de manera

reciente. A consecuencia de que la hidroxiapatita puede ser absorbida por los osteoblastos, se
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produce una fijacion excelente de la protesis debido a la formacion de interfaces indefectibles entre
el hueso y el implante o su recubrimiento. Estos implantes ofrecen propiedades inertes y estabilidad
mecanica en la interface desarrollada cuando el hueso crece dentro de los poros dando como

consecuencia reparacion osteointegrada.

Sin embargo, los cerdmicos porosos estan limitados para aplicaciones de baja o nula carga; cuando
la carga no es un requerimiento primario, los cerdmicos porosos inertes, pueden proporcionar un

implante funcional [9].

En las estructuras porosas, el tamafio minimo de los poros debe permitir la integracion mediante el
crecimiento de los vasos sanguineos y capilares que aseguren la irrigacion de las células 6seas. El
potencial regenerativo del tejido de los biomateriales se ha demostrado in vivo y en la practica
clinica; los biomateriales investigados para este uso han sido ciertas composiciones de vidrios

bioactivos que ofrecen la capacidad para adaptarse a los tejidos blandos y/o duros, regenerandolos.

Si se tienen en cuenta las estadisticas de infecciones en protesis articulares de cadera el numero
oscila entre un 2 y un 4%, infecciones Gseas que se elevan hasta un 45% en los clavos que se
utilizan en fijadores externos. Uno de los principales problemas es como acceder a la zona de hueso
infectado para suministrar el antibidtico adecuado. Si se logra agregarlo en el propio implante, sin

duda alguna el valor afiadido se conseguiria [7].

Volviendo a las matrices exclusivamente ceramicas, la cantidad de posibilidades es grande (Fig.
1.1) y adicionarles distintos farmacos también lo es. Mas aun, pueden agregarseles no solo
farmacos, también sustancias que propicien una cinética rapida de crecimiento del hueso como son

determinados péptidos y proteinas.
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MATRIZ CERAMICA- FARMACO

MATRIZ CERAMICA | FARMACO

Cementos desales !
Ha
Antibioticos Farores de

& lein b
decalai coeciatiento
' {
Mateniales Bifsicos Vidrias bioactivas X
Antinamarales Antiinflamaorios
Materiales Materiales hibridos
MESOPaTosas hicactives

Figura 1. 1 Esquema de distintas matrices y tipos de farmacos que pueden intercambiarse.

Actualmente, la liberacion de farmacos en andamios regenerativos ha causado un enorme impacto
en la tecnologia médica, lo que mejora el rendimiento de muchos farmacos existentes y ha

permitido el uso de nuevas terapias para la recuperacion de algunas enfermedades.

El vidrio bioactivo CEL2 presenta un potencial muy elevado para ser usado como materia prima
en la fabricacion de andamios regenerativos y para ser implantado en una gran cantidad de
componentes del sistema 6seo humano. Estudios recientes han demostrado que entre mas poroso
sea un vidrio bioactivo, mayor sera su capacidad para regenerar el tejido humano por medio de la

produccién de hidroxiapatita [10].

Una posibilidad de las matrices ceramicas es obtener una textura abierta con elevada superficie
especifica y porosidad. Esto puede conseguirse con ceramicos tradicionales tales como fosfatos,
vidrios, cementos o cualquiera de sus combinaciones bifasicas, utilizando procedimientos

adecuados [7].
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Cualquiera de estos ceramicos que dispongan de numerosos poros con un tamafio adecuado donde
quepan las moléculas del farmaco que se desee incluir, son buenos candidatos para utilizar en

liberacion controlada.

Las microesferas de polimeros biodegradables son una excelente opcion para la liberacion de
farmacos ya que permiten controlar la liberacion dentro de un rango terapéutico deseado,
disminuyendo asi, el tiempo y la cantidad de medicamento empleado para el tratamiento de
enfermedades y por consiguiente disminuyen los efectos secundarios del medicamento en el

organismo.

1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo general

Producir y adherir microesferas biodegradables a las paredes de andamios porosos de biovidrio
CEL2 con la capacidad de encapsular y posteriormente liberar medicamento, esto con el propdsito
de poder ser aplicados en conjunto en el area de ingenieria de tejidos para regenerar tejido 6seo y

disminuir algunos efectos secundarios causados despueés de la implantacion.
1.1.2 Objetivos particulares
= Obtener el biovidrio base silice CEL2 mediante el proceso convencional de fusion y temple.

= Obtener espumas de biovidrio CEL2 con las caracteristicas para ser usadas como andamios

para regeneracion 0sea, necesarias para la liberacion controlada de medicamentos.

= Obtener una relacién entre la resistencia mecénica a la compresion de las espumas de

biovidrio y su relacién con las caracteristicas morfoldgicas de las estructuras porosas.

= Obtener microesferas de polimeros biodegradables con un tamafio menor a 3 um, las cuales
puedan encapsular un farmaco modelo para ser adheridas a las paredes de los andamios y

posteriormente liberar el medicamento empleado.

= Estudiar la bioactividad de las espumas de biovidrio CEL2, mediante ensayos in vitro,
llevando a cabo la inmersion de muestras en fluido corporal simulado (SBF) y mediante

cultivo celular.
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= Determinar mediante cultivo celular la citotoxicidad, la adhesion, la viabilidad y la

proliferacion celular en los andamios solos y con microesferas.
1.2 Justificacion

El uso de transportadores o vectores para la liberacion local de farmacos es un tema importante e
interesante tanto en terapéutica como en el campo de cirugia ortopédica, ya que ni la meticulosidad
ni la precision quirdrgica han demostrado ser suficientes para el tratamiento de situaciones clinicas
donde se ha detectado la presencia de microorganismos infecciosos. De hecho, la incidencia de la
osteomielitis hace esencial la retirada del implante para evitar mayores complicaciones, como son

la pérdida de funcion o la septicemia [7].

Sin embargo, hay un hecho claro, y es la necesidad de encontrar procedimientos de incorporacién
de farmacos a los biomateriales implantados, ya que en cualquier tipo de intervencién quirurgica
el riesgo de infeccion es muy elevado. Si el antibidtico y/o antiinflamatorio puede ubicarse en el
propio implante, no cabe duda de que actuara mayoritariamente de forma local, aprovechando su
accion sin perjudicar otras partes del organismo. Entre los materiales utilizados para relleno y
sustitucion 0sea, los vidrios bioactivos han mostrado poseer excelentes propiedades, como
biocompatibilidad y bioactividad, es decir, son capaces de unirse intimamente al hueso sin
interposicion de tejido fibroso, promoviendo de este modo la regeneracion del mismo [1]. Estos
vidrios suelen aplicarse en forma de granulado, lo que en ocasiones dificulta la labor del cirujano
porque es muy frecuente que se produzca la diseminacién del material durante la intervencion
quirdrgica, de ahi la necesidad de conformarlos en piezas, pero en este caso, la dificultad consiste

en como incorporar el antibidtico sin aplicar temperatura.

Por lo tanto, el presente estudio pretende crear espumas bioactivas con porosidad interconectada
para restaurar, mantener o mejorar la funcion de un componente éseo mediante la creacién de
sustitutos bioldgicos que incluyan el crecimiento de células, asi como la liberacion de un farmaco
modelo mediante microesferas biodegradables, para poder sustentar el método de liberacion y
posteriormente poder emplear algin antibiotico que permita evitar infecciones causadas por la

cirugia.
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1.3 Hipotesis

La fabricacion de microesferas de biopolimeros incorporadas en andamios 3D hechos a partir de
biovidrio CEL2 los cuales cumplan con las caracteristicas fisicoquimicas, microestructurales y
mecanicas necesarias para su potencial aplicacion en regeneracion de tejido 6seo y las cuales son
proporcionadas por el método combinado de metalurgia de polvos y espumado de polimeros dara
como resultado una respuesta celular favorable, asi como la capacidad de liberar un farmaco
modelo mediante las microesferas biodegradables adheridas a sus paredes, para poder usar

antibioticos y prevenir infecciones causadas por la implantacion.

1.4 Metas del proyecto

Obtener andamios de biovidrio CEL2 (45% SiOz2, 3% P20s, 26% CaO, 7% MgO, 15% Na20, 4%
K20) mediante tecnologia de polvos, logrando un equilibrio entre las propiedades mecanicas y
morfolégicas para que puedan ser usados en regeneracion Osea. Estas propiedades son una
porosidad interconectada con microporos < 20 um, macroporos entre 150 a 500 um. y resistencia
a la compresion entre 2 y 12 MPa. Posteriormente fabricar microesferas de algin biopolimero
mediante el método de emulsion evaporacion del solvente que contenga un farmaco modelo
encapsulado para su liberacion de forma modulada, e incorporarlas en la estructura del andamio.

Finalmente estudiar el conjunto andamio/MEs para poder determinar su capacidad bioactiva.
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CAPITULO 2. REVISION BIBLIOGRAFICA

En este capitulo se realizo la discusion del estado del arte de lo que hasta la fecha se ha desarrollado
respecto a la produccion de andamios tridimensionales para su uso en ingenieria de tejidos, asi
como produccion de microesferas para liberacion de algin factor. Todo esto abarca desde la
definicidn de un biomaterial y su clasificacion hasta sus actuales aplicaciones. Se analizan métodos
de obtencion de andamios y microesferas, asi como su uso en conjunto. Se hizo un breve resumen
de los polimeros que han sido usados hasta la fecha en la elaboracion de microesferas, las ventajas
y desventajas de estos, asi como de los métodos de obtencion y finalmente se presenta un resumen

de investigaciones que han inspirado a realizar este proyecto.

2.1 ;Que son los Biomateriales?

Los biomateriales se pueden definir como materiales biolégicos comunes tales como piel,
madera, o cualquier elemento que reemplace la funcion de los tejidos o de los 6rganos vivos.
En otros términos, un biomaterial es un material no viable usado en un dispositivo médico,

destinado a interactuar con sistemas biologicos [11].

Los biomateriales se implantan con el objeto de reemplazar y/o restaurar tejidos vivos y sus
funciones, lo que implica que estén expuestos de modo temporal o permanente a fluidos del
cuerpo, aunque en realidad pueden estar localizados fuera del propio cuerpo, incluyéndose en
esta categoria, la mayor parte de los materiales dentales que tradicionalmente han sido tratados

por separado.

Debido a que los biomateriales restauran funciones de tejidos vivos y 6rganos en el cuerpo, es
esencial entender las relaciones existentes entre las propiedades funcionales y estructurales de
los materiales bioldgicos. Los dispositivos como miembros artificiales, amplificadores de

sonido para el oido y protesis faciales externas, no son considerados como implantes [12].
Los requisitos que debe cumplir un biomaterial son [12]:

« Ser biocompatible, es decir, debe ser aceptado por el organismo, no provocar que éste

desarrolle sistemas de rechazo ante la presencia del biomaterial.
» No ser toxico, ni carcindgeno.

« Ser quimicamente estable (no presentar degradacion con el tiempo).



« Tener una resistencia mecénica de acuerdo a la estructura que se desea remplazar.
» Tener un tiempo de fatiga dependiendo del implante requerido.
« Tener densidad y peso conforme a los requerimientos del implante.

« Tener un disefio de ingenieria perfecto; esto es, el tamafio y la forma del implante que se

desea reemplazar.

Ser relativamente barato, reproducible y facil de fabricar y procesar para su produccién en

gran escala.
2.1.2 Caracteristicas de la ciencia de los biomateriales.

Dentro de la ciencia de los biomateriales la rama de los biomateriales es una de las que ha
despertado mayor interés para su investigacion basica y su desarrollo tecnoldgico. La ciencia de
los biomateriales se considera como uno de los prototipos méas caracteristicos de campos de
investigacion y desarrollo totalmente interdisciplinario, cuyo crecimiento mas espectacular se ha

producido predominantemente durante las dos ultimas décadas [13].

El area de biomateriales ocupa una posicién especial entre la Medicina, Biologia, Fisica, Quimica
e Ingenieria, de tal forma que desde un punto de vista académico se considera a la Biotecnologia y

la Bioingenieria como dos disciplinas estrechamente interconectadas [14].

Quiz& uno de los principales incentivos del desarrollo de la Ciencia de Biomateriales ha sido la
imperiosa necesidad de encontrar, desarrollar y utilizar materiales biocompatibles, es decir,

aquellos que induzcan una respuesta apropiada con el medio fisioldgico [15].

2.1.3 Clasificacion general de los biomateriales

Existen varias clasificaciones de los biomateriales. Una de ellas y la mas general es en naturales y
sintéticos. Los naturales son en general complejos, heterogéneos y dificilmente caracterizables y
procesables [16-18].
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Pero de acuerdo con la ABET (Accreditation Board for Engineering and Technology), otra
clasificacion de los Biomateriales que sobresale es en funcion de la respuesta del organismo y la
interaccion con su entorno, como se muestra en la Tabla 2. 1.

Los materiales inertes presentan la ventaja de ser mas resistentes, pero no interactian con el cuerpo,
por lo cual no son reconocidos como parte de éste por el sistema inmunoldgico. Estos pueden
también producir una inflamacion de los tejidos cercanos debido a las reacciones que se producen
con el cuerpo humano. En cambio, los materiales bioactivos tienen una interaccion fuerte con el

cuerpo mediante su superficie.

Tabla 2. 1 Clasificacion de los Biomateriales segun su interaccion con el entorno [19.].

Tipo de material Tipo de respuesta
Inertes Sin respuesta
Biotolerante Respuesta especifica predisefiada (crecimiento

del tejido, pero no se adhiere a la superficie del

implate)

Bioactivos viables Formacion de tejido alrededor del implante
(absorcion y/o remodelacion)

Bioreabsorbibles | Respuesta positiva, interaccion con el tejido y

degradacion quimica con el tiempo

Los materiales bioreabsorbibles presentan la propiedad de degradarse quimicamente,

absorbiéndose de forma controlada y siendo remplazados por el tejido nuevo [19].

2.2 Evolucion de los Bioceramicos: de inertes a regenerativos

Los ceramicos son sélidos inorganicos cristalinos o amorfos como los vidrios, de densidad
generalmente mas baja que la de los metales y mas alta que la de los polimeros. Presentan también

un alto punto de fusion, una dureza alta, una resistencia mecanica mas alta frente a compresion que
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a tension y una fragilidad elevada debida a la facil propagacion de defectos en su estructura. La

Figura 2.1 muestra las posibles aplicaciones de los biomateriales cerdmicos.

Aplicaciones hiomédicas
de materiales ceramicos

Reabsorbibles, Superficies
Inertes bioactivos bioactivas
I_I_I |_I_l .
I I 1
' L i L e Vitrocerami
AL O. 710, TiO, Fosfatos Hidroxiapatita Hidroxiapatit Vidrios cas
15 2 2 de baja a sinterizada bioactivos bioactiv
B ioactivas.
cristalinidad

Figura 2. 1 Aplicaciones biomédicas de los materiales ceramicos [20].

La evolucion de los biomateriales esta siendo espectacular. En muy pocos afios han cambiado

muchos conceptos y formas de trabajar. Todo ello impulsado por la demanda social, las necesidades

clinicas, el desarrollo tecnoldgico, etc.

El avance de los biomateriales no ha cesado de reclutar especialistas de los campos de las ciencias,

laingenieria, la biologia y la medicina. Los biomateriales deben interactuar en sistemas bioldgicos,

tales como células, tejidos, organos y fluidos corporales. Las especialidades meédicas y

farmacoldgicas incluyen la cirugia reparadora y pléstica, la medicina regenerativa, la

administracion de farmacos y la dialisis, entre otros. Y en todo este conjunto no deben olvidarse

los dispositivos de diagnéstico y pronostico clinico en base a sensores 0 material biol6gico como

el andlisis genético y molecular en base a marcadores.

Los biomateriales se enmarcan en la ingenieria biomédica, y comprenden conocimientos del

mundo de las ciencias, la ingenieria, la biologia y la medicina. (Figura 2. 2)
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Figura 2. 2 Biomateriales y su relacion con las ciencias e ingenieria [20].

Los biomateriales han pasado de utilizar materiales inertes para sustitucion de tejidos vivos, al
disefio de materiales bioactivos y biodegradables para reparacion de estos, y esto ha desembocado

en la tercera generacion de biomateriales donde el objetivo es su regeneracion.

La regeneracion de tejido 6seo es un proceso natural que involucra tanto a células como a la matriz
Osea. Las células son las responsables de la formacion de hueso, y en ese proceso intervienen
muchos factores. En efecto, la matriz 6sea estd formada fundamentalmente por materia organica
(un 25%), materia inorganica (60-70%) y agua (5-8%). La parte organica esta constituida
mayoritariamente por fibras de colageno tipo 1 (90%), y en menor proporcion, pero no por eso con
un papel menos importante, por proteinas no colagénicas y factores bioquimicos locales (Figura
2.3). Teniendo en la mente el proceso natural de formacion del tejido dseo, no es dificil entender
el rumbo que ha tomado el mundo de los biomateriales de tercera generacion, donde el papel de las
células es prioritario, y la necesidad de funcionalizar la superficie de los biomateriales con diversos
grupos funcionales ha pasado a ser una necesidad evidente para poder anclar proteinas y/o factores

de crecimiento [21].
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Figura 2. 3 Sustancias que intervienen en la regeneracion de tejido dseo [21].

Cuando un biomaterial se implanta en el cuerpo humano es imprescindible tener en cuenta el
contexto biolégico que se va a encontrar, que es complejo tanto a escala celular como molecular.
Se va a poner en contacto con distintos tipos celulares y diferentes biomoléculas, que van a
interaccionar y a entrar en contacto directo con el implante. En funcion de coémo sea esa interaccion
celula-biomaterial se producirén situaciones muy diferentes: encapsulacion del implante en una
capsula colaginosa acelular, que es lo que ocurre con los biomateriales inertes, o, por el contrario,
si esa interaccion es positiva, el tejido dafiado se regenerara, y nos encontraremos, por tanto, con

implantes de tercera generacion.

En esta Gltima situacion pueden intervenir proteinas y factores de crecimiento, de forma similar a
como se produce el proceso natural. Entre las moléculas de interés para unirse covalentemente a la
superficie de los biomateriales se encuentran todas aquellas que favorecen la interaccion con la
matriz extracelular y con la membrana celular, de tal forma que se faciliten los procesos de adhesion
y proliferacion celular en la zona del implante. No hay que olvidar en este contexto a las moléculas
que facilitan y promueven la angiogénesis, para favorecer la formacion de vasos sanguineos. En

bioceramicos de tercera generacion se busca dar soporte a las células para que ellas desarrollen el
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trabajo de regeneracion. La ingenieria tisular se sustenta en tres pilares fundamentales, las células,

las sefiales y los andamios.

Asi como los biomateriales de primera generacion no estaban especificamente disefiados para
interactuar con el mundo bioldgico, los de tercera generacion, por el contrario, estan disefiados
teniendo en cuenta que van a estar en contacto con tejidos vivos y que las propiedades de superficie
de dichos materiales, tales como latopografia, la carga superficial y todos los aspectos
relacionados con la quimica de sus superficies, son fundamentales para una respuesta positiva
cuando dicho material se ponga en contacto con los tejidos vivos. Esto conlleva una
funcionalizacién adecuada de las superficies libres de dichos biomateriales para facilitar la
adherencia, proliferacion y diferenciacion celular en condiciones 6ptimas, como ya se ha dicho
[21].

Los andamios ideales para ingenieria de tejidos deben proporcionar un soporte mecanico
biocompatible, que no induzca a una respuesta tisular adversa y que pueda sostener temporalmente
carga mecanica. También debe tener una tasa de degradacion apropiada, equivalente a la del
proceso de regeneracion del tejido, y una porosidad interconectada con una distribucion de tamafio
de poro apropiada, que promuevan la invasion celular y del tejido, el trafico de metabolitos y con
una elevada area superficial para el anclaje celular. Por supuesto debe propiciar el reconocimiento
biolégico, de tal forma que dé soporte y promueva adhesién, migracion, proliferacion y
diferenciacion celular. Y por supuesto debe constituir un nicho adecuado para el desarrollo de

tejido vivo.

La reparacion del cuerpo humano por tanto tiene dos vias 0 aproximaciones para abordarla:
la aproximacion biodnica, que utiliza biomateriales de primera y segunda generacion para la
fabricacion de protesis e implantes Utiles para todas las especialidades clinicas, y la aproximacion
de medicina regenerativa que incluye tanto terapia celular como ingenieria de tejidos, y utiliza

biomateriales de tercera generacion.

2.3 Composicion de los tejidos duros del cuerpo humano

Los tejidos duros del ser humano, huesos y dientes, estan constituidos por un compuesto a base de

fosfato de calcio, de estructura y composicion muy similar al mineral denominado hidroxiapatita
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(HA) y una matriz orgénica de diversos colagenos principalmente el coldgeno tipo | y células dseas.
Los huesos humanos (cortical y trabecular) estan constituidos por microcristales de HA en un 60-
80% en forma de fibras hexagonales de dimensiones variables y una matriz proteica de colageno
embebido en agua. El armazon del hueso vivo esta formandose continuamente y deshaciéndose por
accion de las células dseas (osteoblastos-osteoclastos). Los osteoblastos van formando hueso nuevo
mientras los osteoclastos van disolviendo el hueso [22].

La HA es conductora y bioactiva, esto quiere decir que sirve como base para el crecimiento 6seo y
se une quimicamente al tejido vivo, pero las células que se unen al material pueden permanecer en

ella sin llevar a cabo una division o crecimiento.

2.4 La ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos ha sido definida como la aplicacion de los principios cientificos para el
disefio, construccién, modificacion y crecimiento de los tejidos vivos utilizando biomateriales,
células y factores, solos 0 combinados. Representa un nuevo e interdisciplinario campo que aplica
un conjunto de métodos, materiales de ingenieria y ciencias de la vida para crear construcciones

para regeneracion de tejido nuevo [23].

Esta area ha atraido a numerosos cientificos y cirujanos con la esperanza de tratar pacientes de una
manera minimamente invasiva y menos dolorosa. El paradigma de la ingenieria de tejidos consiste
en aislar células especificas a través de una pequefia biopsia del paciente, para hacerlas crecer en
un andamio tridimensional bajo condiciones de cultivo controladas apropiadamente, a fin de
trasplantar este conjunto a la zona deseada del cuerpo del paciente, y para dirigir la formacion del
nuevo tejido dentro del andamio que puede ir degradandose a través del tiempo [24]. Lo anterior

es mostrado en la Figura 2.4.
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Figura 2. 4 Estrategia de ingenieria de tejidos [24].

La ingenieria tisular se sustenta en tres pilares, las células madre y células progenitoras,
responsables de la ontogénesis, que es la capacidad de producir tejido éseo por la accion de las
células, los factores bioquimicos que son las sefiales y factores de crecimiento responsables de la
osteoinduccion, que es la capacidad para promover la formacién de hueso, y los andamios,
fabricados con biomateriales naturales y/o sintéticos, que son los responsables de la
osteoconduccion, que es la capacidad para permitir y favorecer el crecimiento y organizacion del
tejido 6seo. La Figura 2.5 es un esquema de las distintas posibilidades de implantar un andamio.
Lo mas sencillo es implantar directamente el andamio con los Unicos requisitos de ser
biocompatible, poroso, biodegradable o reabsorbible, osteoconductor y con unas propiedades
mecanicas minimas. La siguiente opcidn seria implantar el andamio en el que previamente se hayan
sembrado células del propio paciente, que es lo que se conoce como Ingenieria de Tejidos. Pero
habria otras dos opciones mas, implantar el andamio funcionalizado con sefiales, o implantar el
andamio donde estén incluidas tanto sefiales como células. Estos andamios tridimensionales deben
tener una porosidad que permita la entrada de células, a las que debe alojar. Si se implanta
directamente in vivo, las células del paciente deberan poder entrar y alojarse en todos sus poros. Y
si previamente se hace un sembrado de células in vitro, las células progenitoras deberan colonizar

todo el andamio para posteriormente implantarlo [20].
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Figura 2. 5 Distintas posibilidades de implantar un andamio en la reconstruccién de hueso
natural [20].

Un defecto 6seo puede ser reemplazado potencialmente por tejido 6seo natural con una union y

restauracion de la funcién completa, sin el uso de implantes permanentes [25].

Para lograr un tratamiento efectivo en la regeneracién del tejido 6seo, un dispositivo disefiado
dentro del campo de la ingenieria de tejidos debera cumplir con los siguientes requerimientos [26,
27]:

1. Proveer de resistencia mecanica de manera temporal en el area afectada.

2. Actuar como un substrato para la deposicion y crecimiento de los osteoides
(oteconductividad).

3. Poseer una estructura porosa que permita la vascularizacion y el crecimiento 6seo.

4. Fomentar la migracion de células reparadoras del hueso a la zona del defecto y estimular

su actividad para la regeneracion y reparacion.
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5. Degradarse de manera controlada para facilitar la transferencia de la solicitacién mecéanica
al hueso en formacion y para permitir su crecimiento dentro del defecto
(biodegradabilidad).

6. Degradarse liberando productos no toxicos que puedan ser eliminados por el cuerpo

(biocompatibilidad).
7. No causar una respuesta inflamatoria significativa.

8. Ser esterilizable sin perder su cualidad de bioactivo.

Las propiedades mecénicas de un andamio deben adecuarse a aquellas del tejido que se busca
reparar o regenerar para proveer una estabilidad estructural en el lugar del dafio. EI biomaterial
elegido debe ser lo suficientemente fuerte para soportar la carga fisiologica del cuerpo sin absorber
el estimulo mecanico requerido para el crecimiento natural en el area afectada. También es
imprescindible que el biomaterial permita una transferencia gradual de carga para permitir una

reparacion correcta del tejido.

Para ello, se requiere de una estructura porosa que permita el crecimiento del hueso y la
vascularizacion a través del andamio. Idealmente, un andamio debe estar disefiado para maximizar
la porosidad manteniendo unas propiedades mecanicas suficientes, y poseer poros interconectados

en el rango de tamafios de 50-700 pum [28].

Este tipo de estructura debe proveer una elevada area superficial para la adhesion, crecimiento y
desarrollo de la funcién de las células, y al mismo tiempo, espacios vacios de un tamafio suficiente
para permitir la formacién del hueso y la vascularizacién. Un biomaterial que pueda ser formado
por inyeccion ofrece la ventaja adicional de la fabricacién de implantes de formas irregulares

mediante el uso de moldes o de su inyeccion directa en un defecto [28].

El andamio tampoco debera producir una respuesta inflamatoria significativa que pueda resultar en
la formacion de una capsula fibrosa alrededor del implante, de lo contrario éste se vuelve inefectivo.
Una respuesta toxica del tejido circundante al biomaterial causaria la muerte celular y agravaria el

dafio.
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Finalmente, el biomaterial del andamio debe ser esterilizable sin que éste pierda su funcionalidad,
es decir, el proceso de esterilizacion no debe alterar la composicion quimica del material, ya que

esto podria afectar su bioactividad, biocompatibilidad y biodegradabilidad [28].

2.5 Vidrios bioactivos y su relacion con el sistema 6seo

Ciertas composiciones de vidrios, cerdmicos, vitrocerdmicos y compuestos han demostrado la
capacidad de union con el tejido 6seo [29-31]. Estos materiales se les conocen como ceramicos

bioactivos.

En 1971 Hench y col. [32] descubrieron que ciertas composiciones de vidrios se unen al hueso.
Desde dicho descubrimiento, se han llevado a cabo muchos estudios con propuestas para su uso
como implantes para la reconstruccion dsea. Se han establecido requisitos de composicién en
cuanto a la bioactividad de los vidrios del sistema Na20O-K>0-CaO-MgO-B203-P20s-SiO;
sintetizados por fusién. Los requisitos son: menos del 59% mol de SiO-, entre el 14% y el 30%
mol de éxidos alcalinos (Na2O + K>0) y entre el 14% y el 30 % mol de 6xidos alcalinotérreos
(CaO + MgO). Los vidrios descubiertos por Hench y col. [33], ademas de ser bioactivos mostraron
tener una alta reabsorcion en el cuerpo. La principal desventaja que tienen es que sus propiedades

mecanicas son bastante bajas.

Actualmente, en el Instituto de Investigacion en Metalurgia y Materiales (UMSNH) se han
obtenido muy buenos resultados respecto a la produccion de andamios porosos de biovidrio 45S5
[34, 35].

2.5.1 Vidrio bioactivo CEL2

El vidrio CEL2 es un vidrio altamente bioactivo, desarrollado en el Politécnico di Torino que ha
sido estudiado recientemente, tiene una composicion similar al biovidrio 47.5A (ver Tabla 2.2)
respecto a la relacion que mantienen (SiOz + P20s) / (MO + M20) (donde M puede ser Mg, Ca, K
0 Na), pero difiere de él por la presencia de MgO y una relacion de Na,O/KO diferente. Estas
diferencias han mostrado una influencia en los ensayos in vitro donde se ve claramente una mayor
adhesion celular como se describe en trabajos previos [36-40]. Por ejemplo, un menor contenido

de 6xido monovalente (menos de 20% mol) y un contenido mayor de P20s (3 % mol) en
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comparacion con otros vidrios, produce un mejor control de las variaciones de pH durante la
inmersion en SBF. La presencia de varios 6xidos alcalinos con una relacion 4:1 (Na2O/K20) podria
ser Gtil con respecto al equilibrio i6nico celular, que es gobernado por el Na*/K™, lo que requiere
una cantidad apropiada de estos iones dentro y fuera de la membrana celular. Por otra parte, la
presencia de MgO es adecuado para promover metabolismo celular. En la Tabla 2.2 se muestran
3 tipos de vidrios los cuales de acuerdo a la bibliografia han mostrado muy buenas propiedades
bioactivas in vitro

Tabla 2. 2 Composiciones de vidrios bioactivos que han mostrado excelentes propiedades
bioactivas in vitro

Biovidrio SiO; P.Os AlOs MgO CaO KO Na.O
SCNA 57 - 3 - 34 - 6
475 A 475 2.5 - - 30 10 10
CEL2 45 3 — 7 26 4 15

Actualmente hay dos maneras de producir vidrio bioactivo: la tradicional fusion y temple y el

proceso sol-gel.

El interés de los vidrios bioactivos ha sido expandido desde su descubrimiento inicial y ahora no
solo se centra en el estudio de la unién de éstos al hueso, sino también en su potencial ontogénico

y sus aplicaciones en ingenieria de tejidos.

2.6 Polimeros Biodegradables y sus aplicaciones biomédicas

Los polimeros biodegradables son materiales utilizados en biomedicina para desempefiar diferentes
funciones dependiendo de la estructura especifica de cada material y de la zona de implantacion en
el organismo. Este grupo de materiales es muy amplio, abarcando tanto polimeros naturales como
sintéticos, obtenidos a partir de diferentes fuentes naturales y metodologias sintéticas,
respectivamente. La funcion comun que estos materiales deben de llevar a cabo en contacto con el
medio fisiolégico es mantener sus propiedades, tales como propiedades mecanicas Yy
biocompatibilidad, durante el periodo de tiempo en el cual son usados. Una vez transcurrido dicho
tiempo, los productos de degradacion generados debido al proceso biodegradativo deben de ser

eliminados del organismo.
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Los polimeros biodegradables presentan algunas propiedades que pueden tener efectos en su
biocompatibilidad, como son [41]:

» Peso molecular.

« Formay estructura del implante.

* Quimica del material.

« Caréacter hidrofobico o hidrofilico.
« Energia superficial.

« Degradacién

 Solubilidad

« Lubricacion

« Absorcion de agua

» Mecanismo de erosion.

Existen polimeros naturales y sintéticos utilizados como biomateriales; los naturales son
considerados como los primeros biomateriales biodegradables utilizados clinicamente. Se ha
observado en pruebas in vivo que la velocidad de degradacion enzimatica de los polimeros naturales
depende del sitio de insercion, de la disponibilidad y la concentracion de enzimas. La modificacion
quimica puede afectar la velocidad de degradacion: este tipo de polimeros presenta buenas
caracteristicas como bioactividad, la capacidad de presentar unién de ligandos de receptores
celulares y la susceptibilidad a digestion intracelular. Algunas de sus desventajas son su

purificacion y la posible transmision de enfermedades.

Los polimeros sintéticos son en general bioldgicamente inertes, presentan caracteristicas mas
predecibles como por ejemplo uniformidad en su produccion, propiedades especificas de acuerdo
a la aplicacion que se les vaya a dar, estos estan desprovistos de muchas ventajas de los polimeros

naturales o biopolimeros [42].
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2.6.1 Quitosano

El quitosano es un polisacarido semicristalino formado por copolimeros de glucosamina y N-acetil
glucosamina (Figura 2.6), que proviene de la desacetilizacion de la quitina. El quitosano es un
polimero natural, biocompatible, no téxico, posee propiedades bioadhesivas, tiene caracteristicas
antibacteriales, antifungico, antitumoral y una excelente capacidad de formacion de peliculas,
presenta un caracter cationico por lo cual tiene muchas aplicaciones debido a su caracter ionico y
la posibilidad de entrecruzamientos covalentes a través de su grupo amino para permitir la
estabilizacion de sistemas para liberacion controlada de farmacos. El quitosano se ha convertido
en el polimero natural prometedor para la preparacion no solo de microesferas sino también de
nano esferas y microcapsulas. Comercialmente existen dos tipos de quitosano que se distinguen
por su peso molecular y por su grado de desacetilizacion (DD), el quitosano de bajo peso molecular
se encuentra entre 20 KDa-190 KDa; KDa= kilo Dalton, también se conoce como UMA (Unidad
de masa atémica). 1Da = 1.660538921 X 107%’kg y su DD < 75%; por el contrario, el
quitosano de peso molecular alto se encuentra entre 190 KDa y 375 KDa con DD>75% [43, 44] .

Polisacérido natural
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Figura 2. 6 Estructura quimica del Quitosano
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Actualmente, el quitosano tiene mayor aplicacion en la ingenieria de tejidos como biomaterial para
la regeneracion 6sea y regeneracion de tejidos, el quitosano posee la capacidad para unirse a las
moléculas anidnicas como glicanos de glucosamina, factores de crecimiento y ADN, lo cual lo
hace un buen candidato para terapia génica. Otro sector de gran impacto en el cual tiene aplicacion
el quitosano, es el ambiental, se utiliza para el tratamiento de aguas residuales, lixiviacion de

metales pesados y como biosensores [45,46].

La biodegradabilidad del quitosano juega un papel muy importante, la absorcion sistematica de
polimeros hidrofilicos requiere que el polimero tenga un peso molecular adecuado de 30 KDa a 40
KDa dependiendo del polimero, si excede este peso, el polimero debera ser sometido a degradacion
quimica enziméatica para proporcionar fragmentos adecuados. Una gran cantidad de
microorganismos sintetiza y degrada la quitina, el precursor bioldgico del quitosano; la velocidad
y el grado de degradacién del quitosano en los organismos esta ligado con el DD (grado de

desacetilizacidn), el aumento en éste disminuye la velocidad de degradacién.

2.6.2 Pectina

La pectina es una sustancia natural que se forma principalmente en la pared primaria y en los tejidos
mesenquimaticos y parenquimaticos de frutos y vegetales, y tiene la funcién de cemento
intercelular. La pectina fue aislada por primera vez por el quimico francés Henri Braconnot en
1825, quien la designé como “pectina”, que deriva del griego pektikos, que significa congelar o
solidificar. La pectina forma coloides por excelencia, ya que tiene la propiedad de absorber una
gran cantidad de agua, pertenecen a la familia de los oligosacéaridos y polisacéridos de alto peso
molecular y contienen largas cadenas formadas por unidades de 1,4-a-D-4cido galacturdnico
(GalpA) [47].

En la Figura 2.7 se puede observar que la pectina esta compuesta de por una cadena lineal de restos
de &cido o. (1-4), D-galacturdnico, sus grupos carboxilicos se encuentran parcialmente

metoxilados, su peso molecular oscila entre 50 y 180 DKa.
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Figura 2. 7 Estructura quimica de la pectina.

Existen dos tipos de pectinas, las altamente metiladas (HM) que presentan alto grado de metilacion
>50%, tienden a formar geles en medios acidos y en presencia de azUcares, los geles formados con
este tipo de pectinas son irreversibles. Las pectinas de baja metilacion (LM) < 49% son también
muy importantes y forman geles termo-reversibles en presencia de ciertos iones metélicos
divalentes como el calcio, ademas son independientes del pH y son altamente usadas en la industria
farmacéutica. El grado de metilacion se define como la proporcion de acidos galacturonicos metil
esterificados por cada 100 &cidos galacturdnicos totales, si la metilacién es inferior al 5% se

clasifica como éacido péptico.

La pectina se encuentra inscrita en la FDA (US Food and Drug Administration), como aditivo
seguro sin limite de consumo diario, por lo que puede ser usada ampliamente como excipiente en

formulacion de comprimidos matriciales, geles, cubiertas farmacéuticas, etc.

2.7 Mecanismos de liberacion de farmacos

Durante afios los sistemas poliméricos se han utilizado en aplicaciones farmacéuticas,
especialmente para proporcionar una liberacion controlada del farmaco. El desarrollo de estos
sistemas comienza con el uso de polimeros no biodegradables que principalmente se basan en el
proceso de difusién y posteriormente en el uso de polimeros biodegradables donde se dan
fendmenos como el hinchamiento y la erosién. Tomando en cuenta las caracteristicas fisico
quimicas del polimero, el mecanismo de liberacion del farmaco se puede clasificar en tres procesos
[48-50]
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 Sistema controlado por difusion: difusion del farmaco desde el polimero no degradado.

« Sistema controlado por hinchazén: aumento en la difusion del farmaco debido a la

hinchazén del polimero.

» Sistema controlado por erosion: la liberacion es debido a la degradacion del polimero.

2.7.1 Matrices vitreas bioactivas: Liberacion de farmacos

Los vidrios son solidos que tienen un elevado desorden estructural o, mejor adn, liquidos con una
viscosidad muy elevada. EI método tradicional de obtencidn de vidrios es la fusion de una mezcla
de componentes entre los que debe estar un formador de red, seguido de un enfriamiento rapido
del fundido. El silicio es un candidato esplendido como formador de red, ya que tiende a formar
cadenas Si-O-Si. La estructura de los vidrios de silicato esta formada por tetraedros [SiO4] unidos

por sus Vértices a traves de oxigeno (Figura 2.8).

Formador de red SlO

AL

Figura 2. 8 Representacion bidimensional de (a) red cristalina de SiO», (b) red de SiO. vitrea, y
(c) red de silice con modificadores de red. En los tres casos el cuarto atomo de oxigeno de cada
tetraedro [SiO4] se encuentra situado en un plano superior o inferior. En (d) puede observarse, en
detalle, los distintos constituyentes de un vidrio con modificadores de red [29.].

La silice cristalina, por el hecho de ser cristalina, tiene una estructura ordenada y esta formada
exclusivamente por silicio y oxigeno. Sin embargo, los vidrios pueden incluir distintos cationes,
conocidos como modificadores de red, que originan zonas distorsionadas y enlaces rotos en la red

de silicato, proporcionando una disposicion muy desordenada, con tensiones estructurales, zonas
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donde los niveles de energia estan situados por encima del minimo y, por tanto, propician que estos

materiales desordenados sean muy reactivos.

El método tradicional de fusion y enfriamiento rapido produce materiales con superficie especifica
y porosidades muy pequefias. Pero pueden buscarse alternativas para conseguir fabricar vidrios con
superficies especificas y porosidades muy elevadas. Esto facilitaria que materiales que por si
mismos ya son reactivos, aumenten su reactividad, lo que es bueno para el tipo de vidrios bioactivos
porque lo que interesa es que reaccionen con los fluidos fisioldgicos y que como producto de esa

reaccion quimica se forme nuevo hueso.

Los vidrios bioactivos reaccionan con los fluidos y, como producto de la reaccion, se forma
carbonato de hidroxiapatita. Este tipo de ensayos se puede realizar en muy diversos fluidos, pero
de cara a las aplicaciones que se buscan, una buena eleccion es utilizar un fluido fisioldgico
simulado, que tenga los mismos iones y en concentraciones similares a las del plasma humano [51].
El ensayo in vitro se puede llevar a cabo tanto en sistema estatico como en sistema dinamico para
reproducir mejor las condiciones en las que se encontrara el vidrio cuando se ensaye in vivo [29,31].
La Figura. 2.9 muestra un esquema de ambos dispositivos. En cualquier caso, el interés de estos
materiales, que son sélidos amorfos muy reactivos con composiciones plenamente compatibles con
el cuerpo humanao, es que el producto obtenido tras la reaccion entre ellos y los fluidos fisiol6gicos
sea una nanoapatita carbonatada y deficiente en calcio equivalente a las apatitas bioldgicas.
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Figura 2. 9 Protocolos estatico y dindmico. En este Ultimo se hace circular el suero con una
bomba peristéltica [29].

En la figura 2.9 se incluye la composicion y concentraciones del suero fisioldgico simulado (SBF).

La evolucidn de la reaccion que tiene lugar entre el vidrio y el medio fluido que lo rodea se puede
seguir tanto en la solucién, analizando los valores de pH y la presencia de los distintos iones, asi
como el aumento o disminucién de su concentracion, como en la superficie del vidrio utilizando

las técnicas adecuadas (Figura. 2.10).
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Figura 2. 10 Esquema de las técnicas de caracterizacion Utiles para evaluar la bioactividad de los
vidrios.

Una primera posibilidad en la liberacion de farmacos consiste en combinar vidrio y antibiotico con
polimeros bioestables. De esta forma se obtienen piezas ceramico-polimero-farmaco sin emplear
temperatura en su conformado, pero con el inconveniente de que el componente polimérico tiene

gue permanecer en el organismo, por tanto, se esta introduciendo un cuerpo extrafio no degradable.

La posibilidad de disponer de piezas constituidas exclusivamente por un vidrio bioactivo y un
antibiotico requiere la basqueda de un procedimiento de conformado adecuado para este proposito.
La idea es que estas piezas permitan una liberacion controlada de antibi6tico a escala local durante
periodos de tiempo prolongados y, simultdneamente, el vidrio estimule la regeneracion del tejido
0seo, siendo todos los componentes reabsorbibles a medio plazo, por lo que ninguno necesite ser

retirado posteriormente.

El implante deberia ser una pieza compacta para evitar las complicaciones técnicas por dispersion
del material durante su implantacién quirdrgica, deberia garantizar una concentracion superior a la
concentracion inhibitoria en el hueso para la mayoria de los microorganismos causantes de la

osteomielitis y deberia no ser necesario una retirarlo posteriormente, ya que el vidrio es bioactivo
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y reabsorbible a medio plazo. A su vez, si el vidrio funcionara como material bioactivo, deberia ir

regenerando el hueso y formarse nuevo hueso.

Aqui es donde surge la idea de crear piezas exclusivamente de biovidrio, porosas con integracion

de microesferas que contengan el farmaco para liberarlo gradualmente.

2.7.2 Métodos para sintetizar ceramicos porosos

Hasta el dia de hoy existen tres métodos principales para fabricar cerdmicos porosos, de los

cuales hay subdivisiones a su vez. Los tres métodos se describen a continuacion [52].

Método de la réplica

La técnica de la réplica es considerada como el primer método usado para la fabricacién de
ceramicos macroporosos. La invencion original data de principios de los 60°s, cuando
Schwartzwalder y Somers [53] comenzaron a utilizar esponjas poliméricas como moldes para
preparar estructuras celulares de diferentes tamafos de poro, tipos de porosidades y composiciones

quimicas.

Desde entonces la técnica de la réplica con esponja se ha convertido en el método mas popular para
la produccion de cerdamicos macroporosos y en la actualidad es extensivamente usado en la
industria para la fabricacién de filtros que son usados para el proceso del filtrado de metal liquido
y otras aplicaciones. El éxito de esta técnica radica en su simplicidad y flexibilidad para producir
ceramicos celulares. En la técnica de la réplica polimérica, una esponja polimérica altamente
porosa (poliuretano tipicamente) es inicialmente sumergida en una suspension ceramica hasta que
los poros internos se llenan con el material ceramico. Después, la esponja impregnada se pasa a
través de rodillos con la finalidad de remover el exceso de la suspensién y permitir la formacién
de una capa ceramica fina sobre las paredes de la estructura celular original. En este paso, la mezcla
tiene que ser lo suficientemente fluida para poder ser parcialmente removida cuando los rodillos
son utilizados, aunque el cerdmico remanente que recubre la estructura debera ser lo
suficientemente viscoso para evitar goteo de la suspension. EI molde polimérico recubierto con el
ceramico es a continuacion secado y pirolizado cuidadosamente a temperaturas entre 300 y 800

°C. Velocidades de calentamiento menores a 1 °C/min son usualmente requeridas en este paso para
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promover la descomposicion gradual y la difusion del material polimérico y asi evitar la
acumulacion de presion dentro de las paredes de la estructura [54]. Ligantes y plastizantes son
usualmente adheridos en la suspension inicial con la finalidad de proveer al recubrimiento ceramico
resistencia suficiente para prevenir fracturas de las paredes durante la pirdlisis. Los ligantes tipicos
que son usados son: ortofosfato de aluminio coloidal, silicato de potasio y sodio, ortoborato de
magnesio, alimina hidratable, silice coloidal, entre otros. Una vez removido el molde polimérico,
la capa ceramica es finalmente densificada por sinterizacion bajo una atmosfera apropiada en un
rango de temperaturas de 1100 a 1700 °C, dependiendo del material. Ceramicos macroporosos de
diferentes composiciones quimicas han sido preparadas mediante la técnica de réplica con esponja.
Este método se ilustra en la Figura. 2.11.

Secado,
remosion
del molde 1

==

Sinterizado

impregnado

Réplica $

ity

Molde sintético o natural. Suspensién cerdmica
* o precusor cerdmico

Figura 2. 11 Técnica de la réplica [54].

Método del molde de sacrificio

Esta técnica consiste generalmente en la preparacion de un compuesto bifasico que comprende una
matriz continua de particulas ceramica o precursores ceramicos y una fase dispersa de sacrificio
que, inicialmente, se distribuye homogéneamente por toda la matriz y finalmente es extraida para
generar poros dentro de la microestructura, Figura. 2.12. Este método conduce a materiales porosos
gue muestran una réplica negativa del molde original, contrario a la morfologia positiva obtenida

a partir de la técnica de réplica que se ha descrito anteriormente.
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Figura 2. 12 Método del molde de sacrificio [54].

El compuesto bifasico es cominmente preparado por: (a) compresion de una mezcla de polvos de
los dos componentes, (b) formando una suspension de dos fases que se procesa posteriormente por
rutas himedas coloidales tales como deslizamiento, cinta o colada directa, o (c) una impregnacion
previa de preformas consolidadas del material de sacrificio con un precerdmico o suspension de

polimero cerdmico.

La forma en que el material de sacrificio se extrae del compuesto consolidado depende
principalmente del tipo de formador de poros que se haya empleado. Una amplia variedad de
materiales de sacrificio se ha utilizado como formadores de poros, incluyendo materias organicas,

naturales y sintéticas, sales, liquidos, metales, ceramicos y compuestos [53].

Método del espumado directo

En este método, los materiales porosos se producen mediante la incorporacion de aire en una
suspension o un medio liquido, que, posteriormente, se mantiene con el fin de conservar la
estructura de burbujas de aire creadas, Figura. 2.13. En la mayoria de los casos, las espumas

consolidadas son posteriormente sinterizadas a altas temperaturas para obtener alta resistencia.
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Figura 2.13 Método del espumado directo [54].

La porosidad total de la espuma ceramica es directamente proporcional a la cantidad de gas
incorporado en la suspension o medio liquido durante el proceso de formacion de la espuma. El
tamafio de poro, por el contrario, esta determinado por la estabilidad de la espuma humeda antes

de que el proceso se lleve a cabo.

Las espumas son sistemas termodinamicamente inestables que se someten a procesos de
coalescencia con el fin de disminuir la energia libre de la misma. Los métodos de espumado son
faciles y relativamente baratos. La estabilizacidn de estas espumas es un paso importante en este
método. Las espumas suelen ser estabilizadas con surfactantes para obtener cerdmicos porosos y

gue exhiban un tamafio de poro que va de los 35 pm a 1.2 mm.

Las estructuras porosas fabricadas con este método tienen mayor resistencia mecanica que las
hechas con el método de la réplica debido a que éstas carecen de defectos puntuales en su estructura
[53].

Método por tecnologia de polvos

Desarrollado por Lefevre y Thomas [55], este proceso consiste en la mezcla en seco de los polvos
cerdmicos o metalicos con un aglutinante polimérico sélido y un agente espumante. La mezcla es
entonces moldeada en la forma deseada y tratada térmicamente en un ciclo de tres periodos como

se muestra en la Figura 2.14.
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Figura 2. 14 Método por tecnologia de polvos [55].

Durante la primera etapa, que es el espumado, el aglutinante es fundido para crear una suspension
cargada con particulas ceramicas o metalicas. Durante este periodo el agente espumante se
descompone y libera un gas que expande la estructura, creando asi, porosidad interconectada en la
estructura. La segunda etapa que es la de pirdlisis, consiste en la descomposicion del ligante
polimérico a una temperatura intermedia. La tercera etapa, que es la de sinterizado, se realiza para
proveer resistencia mecanica a la espuma. La estructura de las espumas puede ser modificada
mediante cambios en la formulacién o con la variacion de las condiciones de espumado y/o

sinterizado.

Este proceso ha sido exitosamente utilizado para la obtencién de espumas de diferentes materiales

como hierro, niquel, titanio y aleaciones Ti-6Al-4V [56].

Con la ingenieria de tejidos, a diferencia de los autotransplantes 0seos, las operaciones en las que

se usan andamios regenerativos no son tan largas y la recuperacion del paciente es mucho mas
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rapida[57]. Por otro lado, comparada con la xenotrasplantacién, el riesgo de infeccion es mucho
menor, por ésta y otras causas el uso de andamios tridimensionales ha aumentado en los ultimos
afios [57].

La ingenieria de tejidos es un area interdisciplinaria que esta creciendo rapidamente. Las
propiedades més relevantes que debe de tener un andamio tridimensional se han discutido durante
varios afos en la literatura [58-61]. Por otra parte, este tipo de andamios tienen baja resistencia
mecanica, para hacer frente a este inconveniente, se ha demostrado que la adicién de un
recubrimiento de polimero puede mejorar las propiedades mecéanicas de los bioceramicos fragiles

y andamios a base de vidrio bioactivo [62-64].

El objetivo del proyecto fue crear MEs de un material biodegradable, las cuales se puedan adherir
a las paredes de andamios con porosidades mayores al 73% y que sean capaces de encapsular
acetaminofén, gue es un antiinflamatorio, sin afectar la resistencia mecénica de los mismos o que

cause algun tipo de interaccion desfavorable en ellos.

2.8 Liberacion de farmacos en andamios regenerativos

Se sabe que los recubrimientos de polimero pueden ser portadores de farmacos, que a su vez pueden
proporcionar una viabilidad de evitar los riesgos de efectos secundarios asociados con la terapia
oral o parenteral [65-67]. Recientemente se han hecho estudios acerca de andamios
tridimensionales con la capacidad de liberar algin tipo de farmaco mediante MEs biodegradables
[66,68]. Actualmente la liberacion de farmacos en andamios regenerativos ha causado un enorme
impacto en la tecnologia médica, lo que mejora el rendimiento de muchos farmacos existentes y ha

permitido el uso de nuevas terapias para la recuperacion de algunas enfermedades.

Algunos ejemplos de suministro de farmacos biomédicos son mediante andamios regenerativos en

forma de espumas para la terapia y regeneracion tisular.

Los andamios no solo actian como matrices extracelulares que organizan y acomodan células
dentro del mismo, sino que también sirven como guias para que las células se adhieran y proliferen,
si el andamio no cumple los requisitos de biomaterial, las células no se adaptaran al mismo [69-
71].
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El andamio ideal debe cumplir ciertos criterios como excelente biocompatibilidad, alta porosidad
(mayor al 70%), resistencia mecanica suficiente, y biodegradabilidad controlable [72-74].
Adicionalmente, estos andamios podrian tener la capacidad de liberar algun tipo de droga mediante
diferentes vias [75-77].

Respecto a la porosidad del andamio, muchos investigadores han reportado un rango de tamafio
Optimo ( microporos < 20um y macroporos entre 150 y 500um) para que las células se adhieran
[78-80]. Los andamios con un rango 6ptimo de poro proporcionan a las células un medio apropiado
para el crecimiento celular ya que ofrecen ventajas y desventajas. EIl tamafio de poro o la porosidad
del andamio pueden afectar el suministro de nutrientes, la difusion de gases, la eliminacion de

desechos metabolicos, la fijacion celular y la sefializacion celular [79,81].

Hay varias formas de suministrar firmacos mediante andamios porosos bioactivos en los que las
moléculas, como el ADN, factores de crecimiento y reguladores de la respuesta de la inflamacién
deben ser liberados localmente de una manera crono-programada. Ungaro y col. [82.] fabricaron
microesferas de coldgeno y acido hialurdnico con farmaco encapsulado. Al ajustar la estructura
porosa de las microesferas y los andamios, los autores fueron capaces de ajustar la velocidad de
liberacion. La incorporacion de microesferas cargadas con farmaco dentro de una matriz porosa
también da la posibilidad de una entrega secuencial multiple de factores de crecimiento, imitando
asi de origen natural los procesos de regeneracion de tejidos y vascularizacion [83].

La ingestion oral es la ruta predominante para la administracion de farmacos, ya que permite la
liberacion inmediata de la dosis deseada, minimizando las fluctuaciones en las concentraciones de
farmaco en el cuerpo, reduciendo la frecuencia de administracion. EI control adecuado del tiempo
de residencia géastrica, combinado con los patrones de liberacion de farmaco controlados por el
tiempo, puede aumentar significativamente la biodisponibilidad del farmaco y, por lo tanto, la

eficiencia del tratamiento médico.

Los andamios porosos con tamafio de particula muy pequefia han sido objeto de una intensa
investigacion por la comunidad de la ingenieria tisular en vista de sus usos, entre otros, como
portadores de farmacos y de suministro de células asi como bloques de construcciédn para el disefio
del andamio de abajo hacia arriba y la fabricacidn de tejidos. De hecho, estos andamios pueden ser

fabricados a partir de biomateriales diferentes, mientras que su composicién, tamafio, forma,
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microestructura y la capacidad de liberacion de farmaco pueden controlarse, seleccionando
apropiadamente la técnica de fabricacion y las condiciones de procesamiento [84].

Dependiendo de la aplicacion requerida, las células y los farmacos pueden ser encapsulados dentro

de microesferas o hacer un cultivo en la superficie del poro.
2.8.1 Liberacion de antibioticos para evitar infecciones

Uno de los problemas més comunes y complicados de resolver es la infeccion dsea (osteomielitis)
en cirugia ortopédica. La incidencia de osteomielitis causada fundamentalmente por
microorganismos, en este caso bacterias, es relativamente elevada. EIl problema se complica cuando
estos microorganismos son capaces de desarrollar una biopelicula sobre la superficie del implante.
En ese momento la administracion sistematica de medicamentos es muy poco eficaz y la solucion

mas comun es la retirada del implante por septicemia.

A pesar de que es una enfermedad conocida desde hace mucho tiempo, la infeccidon dsea sigue
siendo todo un reto para la medicina moderna debido a los grandes problemas que presenta no sélo
en los pacientes que la padecen, sino a todo el sistema sanitario. La osteomielitis es una infeccién
inflamatoria y destructiva que da lugar a la aparicion de una cavidad encapsulada denominada
secuestro, en cuyo interior quedan muestras de tejido 6seo desvitalizado y un contenido purulento

formado por células inflamatorias y microorganismos [85].

Hay muchos tipos de osteomielitis dependiendo de la duracion, mecanismo de infeccién, porcion
del hueso afectado y otros factores, pero en todos ellos los microbios mas comunmente
responsables de la osteomielitis son: Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Mycobacterium tuberculosis y bacterias Gram negativas (particularmente Enterobacteriaceae,
incluyendo Salmonella y Pseudomonas aeruginosa). Para combatirlos, los agentes antimicrobianos
que se suelen emplear son fluoroquinolonas, clindamicina, rifampicina y cotrimoxazol por su mejor
penetracion en el hueso. Los Beta-lactdmicos, glucopéptidos y aminoglucésidos difunden menos
del 20% por lo que sus dosis deben ser altas. También suele resultar eficaz la combinacion de varios

antibidticos para prevenir resistencia y para tratar infecciones mixtas.

El tratamiento convencional de este cuadro clinico incluye una doble aproximacion medico-
quirargica con el suministro de antibidticos durante periodos prolongados de tratamiento y

extirpacion de tejido 6seo desvitalizado utilizando un material de relleno que estimule el
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crecimiento de nuevo tejido 0seo. La extirpacion del tejido necrosado es un procedimiento
imprescindible, pero el suministro de antibidticos, por via intravenosa y/o oral, durante 4 a 6
semanas presenta el inconveniente de distribuir los antibidticos por todo el cuerpo del paciente.
Esto unido a la necesidad de dosis elevadas debido a la dificultad de que el antibidtico llegue al
hueso, hace que los potenciales efectos secundarios sean mas probables. Todo esto supone no sélo

una molestia para el paciente sino un elevado costo econdémico [85].

Por todo ello, actualmente sigue siendo un reto plantear estrategias alternativas para el tratamiento
de la osteomielitis. La liberacion local y controlada de farmacos es una nueva modalidad
terapéutica que se ha venido estudiando en los Gltimos afios al permitir dosificar concentraciones
de antibidticos en el punto de la infeccion evitando la toxicidad sistémica [86, 87]. Como
portadores de los antibidticos se han utilizado tanto materiales no biodegradables como
biodegradables. Dentro de los materiales no biodegradables, el mas utilizado es el
polimetilmetacrilato, PMMA, [87] en el que se han introducido antibi6ticos como gentamicina [88]
o vancomicina [89]. Aunque la combinacion PMMA-antibidtico para el tratamiento de la
osteomielitis resulta eficaz, su no-biodegradabilidad hace que estos sistemas deban ser retirados en
un segundo procedimiento quirargico, con los inconvenientes que esto plantea tanto para el

paciente como para el sistema sanitario.

En cambio, los materiales biodegradables, ademéas de permitir la liberacién de antibi6ticos, no
requieren de una segunda intervencion para ser retirados. Adicionalmente, y como valor afiadido,
el implante biodegradable puede ser utilizado como un material de relleno que ocupe la zona donde
estaba el tejido 6seo necrosado, y a medida que se vaya degradando, vaya surgiendo la formacion
de nuevo tejido 6seo y guiando la reparacion. Para conseguir este efecto, el material utilizado para
el implante debe presentar capacidad regenerativa. Esta aproximaciéon es a lo que tiende la

investigacion clinica actual, en lo que se viene Ilamando medicina regenerativa [85].

Dentro de los materiales biodegradables, se han utilizado diversos materiales como esponjas de
colageno impregnadas con gentamicina [90], polimeros derivados del acido lactico con quinolonas
fiuoradas como pefioxacina [91], biocerdmicos como cementos de hidroxiapatita, cementos de
brushita o xerogel de apatita donde se introduce vancomicina [89]. Muchos de los materiales que
se utilizan como portadores para liberacion controlada de farmacos se pueden utilizar como

implantes Gseos porque son biodegradables y biocompatibles pero algunos no tienen resistencia
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mecanica suficiente y solo tienen propiedades osteoconductivas (actlan como soporte estructural
en la formacion y crecimiento de nuevo hueso) pero no tienen propiedades osteoinductoras (no

promueven la fijacion de las células especificas del tejido 6seo) ni osteogénicas [86].

Por todo ello, con el fin de prevenir y/o tratar una posible infeccidn 6sea seria deseable obtener un
material de relleno dseo que fuera biodegradable, biocompatible, con propiedades
osteoconductivas, osteoinductoras y osteogénicas a la vez que permitiera la liberacion controlada

de agentes antimicrobianos.

Es por lo que la administracion local y controlada de antibioticos desde el implante se plantea como
una excelente alternativa frente a este problema de infeccion. Xia y Chang [92] propusieron por
primera vez la incorporacion de antibioticos en el seno de la estructura porosa de matrices vitreas.
Para ello, aplicaron una estrategia convencional de impregnaciéon del farmaco, poniendo en
contacto el vidrio de composicidn 58S con una disolucion concentrada de sulfato de gentamicina.
Se observo que el andamio podia incorporar hasta 3 veces mas gentamicina que el mismo vidrio
obtenido por el método sol-gel convencional. Asi mismo, el perfil de la cinética de liberacion de
gentamicina puede explicarse segun el modelo mostrado en la Figura 2.15 en la cual las moléculas
de antibidtico pueden ocupar cualquier lugar en el poro, esto es, ventana de salida del poro (1),
interior del poro con interacciones material-gentamicina por enlace de hidrogeno (2), interior del
poro con interaccion gentamicina-gentamicina (3,2), adsorcion en la superficie externa del material

(4), estableciéndose diferentes cinéticas de liberacion para cada una de estas posiciones.

Gentamicina

Figura 2. 15 Posibles localizaciones de la gentamicina respecto a los poros de un andamio [92].
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La capacidad de carga y la cinética de liberacion del farmaco son dependientes no so6lo de la
porosidad sino también de la composicion quimica del andamio como demostraron Zaho y col.
[93], por ejemplo, la adsorcidn de tetraciclinas en matrices vitreas es funcién del contenido de CaO,
el cual actia a modo de agente quelante en la pared del poro. Por el mismo motivo, la cinética de
liberacion se retarda al incrementar el contenido de CaO en el sistema SiO.-CaO-P20s, pues la
afinidad de la tetraciclina por el CaO controlaria su suministro al medio hibrido.

Las constantes cinéticas podrian controlarse en funcion de la fortaleza de los enlaces de hidrogeno

que se establecieran entre el farmaco y los diferentes grupos funcionales.

La preparacion de microesferas de tamafio controlado ha llamado la atencion de diferentes grupos.
Un sistema constituido por esferas de tamafio pequefio ofrece posibilidades de reproducibilidad y
control muy superiores a aquellos sistemas constituidos por particulas irregulares y tamafios
variables. Los métodos para obtener microesferas son variables. Algunas de estas esferas han sido

propuestas como injerto 0seo y sistemas de liberacion de farmacos [94].

2.9 Microesferas biodegradables de liberacion controlada

El interés de la microencapsulacion data desde los afios 30°s, los primeros estudios fueron
desarrollados por la National Cash Register, las microesferas (MEs) son el resultado de un proceso
de recubrimiento de algiin compuesto, bajo la forma de moléculas, particulas sélidas o glébulos
liqguidos con materiales de distinta naturaleza [94,96]. El quitosano (2-amino—2-deoxi—D-—
glucosap1-4—oD—glucosamina) es un polisacarido extraido del caparazon de algunos crustaceos
con excelentes propiedades bioldgicas. La carga positiva que se produce en medio acido como
resultado de la protonacion del grupo amino presente en cada unidad de glucosamina, le confiere

solubilidad en medio acuoso y es motivo de su actividad biocida [97].

Las particulas de quitosano se pueden entrecruzar y asi modificar su solubilidad en medio acuoso
aumentando su resistencia a la degradacién quimica o bioldgica. Este polimero biocompatible y
biodegradable tiene diversas aplicaciones en el area biomédica como vehiculo para la entrega y

descarga de farmacos [97.98].

A lo largo de las Ultimas décadas varios autores han trabajado con microesferas de quitosano, [96,
99-105] pero ninguno las ha empleado como acomparfiante en andamios tridimensionales de
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biovidrio. Los factores mas importantes que intervienen en la eficiencia de encapsulacion de MEs
de quitosano son: la cantidad de farmaco, a mayor concentracién mayor encapsulacion, pero debe
encontrarse un punto de equilibrio y éste lo define el farmaco, la cantidad de entrecruzante, etc.
Los medicamentos usados hasta el momento en microesferas de quitosano son: anticancerigenos,
antiinflamatorios, agentes cardiacos, antibidticos, antitromboticos, drogas esteroidales, agentes
anticalcicos, proteinas antidiabéticas, diuréticos etc. [106]. Ademas del quitosano se han estudiado
MEs de otros polimeros por medio del método emulsion/evaporacion del solvente [107-112]. Este

método fue propuesto por Thanoo y col. [113] y modificada por Dhawan y col. [45].

Este deseo de dirigir las drogas a los 6rganos blancos especificos es un viejo suefio discutido desde
comienzo del siglo. La ciencia farmacoldgica actual encamina sus estudios hacia la busqueda de
un vehiculo capaz de transportar el farmaco hasta su lugar de accion a fin de evitar, en lo posible,
sus efectos adversos. De acuerdo con este criterio, se han desarrollado ultimamente nuevos
sistemas de administracion de farmacos como las microesferas, entre otros, siendo portadores

coloidales particulares que se usan como sistemas de liberacion de drogas [94].

Los sistemas de liberacion de farmacos consistentes de polimeros biodegradables que permiten
controlar la liberacién de farmacos efectivamente dentro del rango terapéutico deseado, evitando
las consecuencias de un exceso o un déficit, que podrian comprometer su eficacia antes de la

administracion de la siguiente dosis, son un campo de estudio prometedor.

Estas microesferas son particulas esféricas analogas de las microparticulas, pero sin una distincién
clara entre nudcleo y pared. Tienen una estructura monolitica preparada a partir de materiales
biodegradables y con un gran espectro de velocidad de suministro y propiedades degradativas,
donde el principio activo 0 agente terapéutico esta distribuido a través de la matriz como una

dispersién molecular o de particulas.

Se han usado varios métodos para la preparacion de microesferas de diferentes polimeros
biodegradables, incluyendo polimeros naturales y sintéticos. La seleccién de un método de
preparacion adecuado depende de las propiedades del polimero y el principio activo que se utilice

y puede afectar las caracteristicas de las microesferas [114].
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2.9.1 Métodos de obtencion de microesferas (MES)

Los métodos de obtencion cominmente empleados, encontrados en la literatura son:

e Evaporacion del solvente.
e Separacion de fases (coacervacion).

e Secado por aspersion.

La eleccidn de la técnica de micro-encapsulacion se hace principalmente sobre la base de las

caracteristicas fisico-quimicas del polimero [115] y del principio activo a encapsular y se deben

tener en cuenta los requerimientos siguientes:

El rendimiento de microesferas con el intervalo de tamafos deseado debe ser alto.
La eficiencia de encapsulacion del principio activo debe ser alta.

La actividad biologica del principio activo debe mantenerse durante el proceso de

encapsulacion.

La reproducibilidad en términos de un perfil cualitativo y de liberacion del principio activo
debe estar dentro de los limites especificados.

El perfil de liberacién debe ser ajustable mediante el control de la composicién y las

variables del proceso.

Las microesferas no deben agregarse, deben ser un polvo fino que fluya libremente.

Por otra parte, algunas de las propiedades de las microesferas deben ser optimizadas como son:

Tamario y distribucion de tamafios.
Propiedades de superficie.

Carga de principio activo.

Velocidad de liberacion del principio activo.

Velocidad de degradacion de la matriz.
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Método de evaporacion/extraccion del solvente

En este método estan incluidos todos los procesos en los que tiene lugar la eliminacion del solvente
en el que esta disuelto el polimero, ya sea por evaporacion o por extraccion de éste. En todos los
casos previamente tiene que formarse una emulsién. En dependencia de la naturaleza de la fase
continua de la emulsion que se forme se clasificaran en técnicas de evaporacion/extraccion del
solvente en fase acuosa o en fase oleosa. Este método es el més utilizado en los laboratorios a nivel

industrial debido a la sencillez del proceso y el equipo requerido [114,116].

De acuerdo a la naturaleza de la fase continua de la emulsién que se esté formando, las técnicas de

evaporacion del solvente se clasifican en fase acuosa o fase oleosa.

a) En fase acuosa:

Método de la emulsidn aceite en aqua (o/w)

En este método la fase organica que contiene el polimero y el principio activo se emulsifica en una
fase acuosa que contiene un tensioactivo. Posteriormente las gotas organicas emulsificadas que
contienen el polimero y el principio activo son endurecidas como microesferas por eliminacién del
solvente organico [94]. En la Figura 2.16 aparece representado el esquema de preparacién de este

método.
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. o . Fase interna
‘ Polimero + Solvente + Principio activo | |::>

(organica)

| Agua ‘ | > ‘ Fase externa {acuosa) |

@ | Agitacion controlada

| Emulsion O/W ‘
Exitraccion- evaporacion
de! solvente
Suspension de

microesferas

ﬂ Lavado filtracicno
cenlrifugacion

| Microesferas ‘

Figura 2. 16 Preparacion del método de evaporacion/extraccion del solvente en fase acuosa o/w
[94].

Ventajas del método o/w:

« Esampliamente usado en la encapsulacion de sustancias liposolubles, debido a que se logra

una eficiente incorporacion de principio activo lipofilicos.

o Amplio rango de tamafios (1 a 500um) esencialmente controlados por la velocidad y las

condiciones de agitacion.

o Las microesferas tendran propiedades superficiales hidrofilicas, lo que permite su

resuspension sin agregacion.

Desventajas del método o/w:
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La incorporacion de principios activos solubles en agua es muy baja debido a la reparticion del

principio activo en la fase acuosa externa de la emulsion.

Método de la emulsidn agua en aceite en agua (w/o/w)

También se conoce como método de la emulsién multiple. Es una modificacion del método o/w.
Se utiliza para encapsular principios activos solubles en agua y se ha probado que es muy eficiente
para encapsular este tipo de sustancia. En este método el principio activo se disuelve en agua (fase
acuosa) y el polimero se disuelve en un solvente organico (fase organica). Ambas fases se mezclan
obteniéndose la emulsion w/o, la que se adiciona lentamente sobre un medio acuoso que contiene
un emulsificante como el alcohol polivinilico. Luego el solvente organico es eliminado y se

obtienen las microesferas. En la Figura 2.17 se muestra el esquema de preparacion de este método.

Fase acuosainterna Fase organica(Polimero-
{FArmaco-agua) solvente)

S+

l Emulsion O/W ‘

(=

Fase acuosa externa
{Emulsificante-agua}

—

\ Emulsién W/O/W \

—

Endurecimientode las Lavado, filfracién o
microesferas centrifugacion

{

‘ Microesferas ‘

Figura 2. 17 Diagrama de flujo para la obtencion de las microesferas por el método de emulsion
multiple w/o/w [94].

b) En fase oleosa:

Método de la emulsidn aceite en aceite (0/0)
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Este método mostrado en la Figura 2.18 es otra modificacion de la emulsion o/w y la fase continua
estara formada por un liquido organico como el aceite mineral y se forma la emulsion o/o. Se usa

para encapsular eficazmente principios activos solubles en agua.

) . S . Fase interna
Polimero + Solvente + Principio activo ——-

{organica)l

Aceite, agente
emulﬁlfica nte

Fase externa (oleosa) ‘

J\} | Agitacion controfada
Emulsion 0O/0
. Exlraccién- evaporacion
del solvente

Suspension de
microesferas

I avade, filtracién o
centrifugacion

Microesferas

Figura 2. 18 Preparacion del método de evaporacion/extraccion del solvente en fase oleosa 0/0
[94].

Tsai y col. [117] usaron este método para encapsular mitomicina en microesferas de acido poli

lactico.

Separacion de fases

Este método es usado principalmente para principios activos solubles en agua. Se disuelve el
polimero en un agente organico y el farmaco en agua; esta solucion se emulsiona y se vierte en un
primer no solvente, el cual genera pequefias gotas del coacervado. Debido a que estas gotas son
blandas para su recoleccion es necesaria la adicion de un segundo no solvente para endurecer estas

gotas y formar las microesferas.
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Este método presenta pocas ventajas, la mas destacable es la alta eficiencia de encapsulacion de
farmacos solubles en agua, y entre las desventajas se encuentra la formacion de aglomerados, no

existe la reproducibilidad total y el costo es elevado [116, 118].

Secado por aspersion

Este método consiste en disolver el polimero en un solvente organico, el farmaco se dispersa en
esta solucion mediante homogeneizacion a alta velocidad. La dispersion se atomiza en una
corriente de aire caliente, donde el solvente se evapora produciendo microesferas que tienen un
tamafio entre 1 a 100 um, dependiendo de las condiciones de atomizacion. Las microesferas son
recolectadas mediante un separador de ciclon.

Este método es reproducible, el tamafio se puede controlar y existe alta eficiencia de encapsulacion.
Algunas desventajas son, alto costo del equipo, descomposicién de farmacos sensibles a

temperaturas altas y el uso de otras técnicas como liofilizacion [118,119].

Polimeros, solventes, emulsificadores y principios activos empleados

Polimeros

La necesidad de biodegradabilidad en un sistema inyectable o implantable es evidente. Los
poliésteres son particularmente atractivos para sistemas poliméricos inyectables de liberacion
controlada por su disponibilidad, biodegradabilidad, no toxicidad, biocompatibilidad y por ser
facilmente combinables con una amplia variedad de principios activos. Entre éstos, el uso de acido
poli-DL-lactico y/o &cido poli-D-lactico-co-glicolico ha prevalecido por la ausencia total de

toxicidad de los productos de degradacion y su modulable velocidad de degradacion.

Otro poliéster, el poli- e-caprolactona, presenta una mayor vida media bioldgica en el cuerpo y
mayor permeabilidad que el acido poli-DL-lactico, y se ha usado en el disefio de sistemas
biodegradables para encapsular esteroides contraceptivos y ciclosporina. Muchas combinaciones
de farmacos y materiales control/soporte se han desarrollado. En la Tabla 2.3 se muestran diversos

ejemplos de principios activos y polimeros empleados para la preparacion de MEs biodegradables.
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Tabla 2. 3 Ejemplos de principios activos y polimeros empleados para la preparacién de MEs

biodegradables.
Prinf:ipio Polimeros Referencia
activo
Doxorrubicina L-PLA [120, 121]
Cisplatino DL-PLA [122, 123]
5-fluorouracilo L-PLA [124]
PLGA [125]
Lomustina DL-PLA [126]
Metotrexato PLGA [127]
Cefazolina PLGA [128]
Sodica
Ciprofloxacina L-PLA [129]
Indometacina DL-PLA [130]
PLGA [131]
Piroxicamo DL-PLA [130]
Morfina PLGA [132]
Progesterona DL-PLA [126]
Levonogestrel PLGCLA [133]
Timolol
maleato PLGA [134]

Los principios activos antes mencionados abarcan diferentes categorias farmacoldgicas, entre las

que se encuentran: citostaticos, inmunosupresores, antiinflamatorios no esteroidales, antibidticos,

analgesicos narcaticos, anticonceptivos, anestésicos, antagonistas narcéticos, proteinas y péptidos

[94].
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La liberacion de principios activos convencionales de MEs generalmente ocurre por difusion a
través de la matriz del polimero, asi como a través de los poros de la estructura del polimero. Sin
embargo, la biodegradacion de la matriz del polimero y disolucion del polimero degradado
continuamente cambia la geometria de la ME y la textura de la matriz del polimero. Como
resultado, el modelo de liberacion de principios activos es una combinacién de difusion y

degradacion [94].

Debido a que la biodegradacion del polimero generalmente involucra la erosion de la masa, la
microesfera toma agua antes de comenzar la degradacion de la matriz y disolucion. Después que
la hidratacion de la matriz del polimero ha ocurrido, la molécula de principio activo encapsulado
comienza a disolverse en el medio acuoso y difunde fuera de la matriz del polimero, por lo tanto,

el mecanismo de liberacidn de principios activos puede verse como en 3 etapas:

1. Una liberacion inicial del principio activo enlazado a la superficie 0 embebida en la region
superficial de la ME.

2. Liberacion difusional del principio activo a través de la matriz del polimero y a través de los
poros durante la degradacion de la matriz.

3. Liberacion erosional del principio activo por la desintegracion de la matriz del polimero y
disolucién después que la matriz pierde su integridad y las cadenas del polimero son degradadas

a un tamafo lo suficientemente pequefias como para ser solubilizadas [94].
Dentro de los principios activos que se pueden emplear estan los farmacos y estos pueden ser:

Farmacos hidrofilicos: liberar un farmaco hidrofilico representa un gran reto, ya que estos sistemas

presentan una gran rafaga inicial de liberacion de farmaco, seguida de una liberacion lenta. El
coeficiente de difusion de las moléculas hidrofobicas es mas bajo que el de las hidrofilicas, al igual
que la velocidad de disolucion del farmaco. La liberacidn de farmacos hidrofilicos esta influenciada

por dos mecanismos, la difusién del farmaco y la disolucion del farmaco.

Farmacos hidrofdbicos: El reto de la administracion de estos farmacos es debido a la baja

solubilidad del farmaco y la baja difusividad dentro de la matriz polimérica, por lo cual el perfil de
liberacion suele ser lento al igual que la constante de disolucion; el proceso de difusion se rige

principalmente por difusion y erosion.
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Acetaminofén

El acetaminofén es un farmaco que funciona como analgésico antipirético, se obtiene mediante la
acetilacion de acido paminofenol. Este farmaco se presenta como un polvo blanco finamente
cristalino e inodoro, tiene un peso molecular de 151.17 g/mol, su formula empirica es CsHsNO2,
presenta un pka=9.78 y su longitud de onda maxima (Amax) oscila entre 242 y 250 nm, es soluble
en agua (1 g/100 mL), etanol y acetona; su punto de ebullicion es superior a 500 °C, la temperatura
de fusion esta entre 169 y 170 °C y su densidad es de 1.3 g/cm?®.

El acetaminofén ayuda a aliviar dolores leves y cronicos, su mecanismo de accion es a nivel de
sistema nervioso central, esto se relaciona con la inhibicion de la produccién de prostaglandinas,
compuesto relacionado con el proceso de dolor y su accién antipirética la realiza de igual forma

inhibiendo la produccion de prostaglandinas a nivel hipotalamico.

Tiene una absorcion rapida y completa via oral y rectal, tiene una vida media de 1 a 4 horas despueés

de su ingesta. [135].

Solventes

Diferentes solventes han sido evaluados en la produccién de microesferas. Los solventes miscibles
en agua no forman microesferas durante el método de emulsion, tienden a formar aglomerados
irregulares debido al intercambio de éste, también hay que tener en cuenta que el punto de
ebullicién debe de ser menor al del medio de suspension. Los mas adecuados presentan baja

toxicidad, facil eliminacion y habilidad del solvente para disolucion del farmaco [136].

2.10 Estado del arte
2.10.1 Andamios y microesferas

Las microesferas de biopolimeros han sido ampliamente investigadas para su uso como sistemas
de liberacion, pero nunca esferas de quitosano o pectina dentro de un andamio regenerativo de

biovidrio CEL2. La manera en la que incorporan las microesferas suele ser al mismo tiempo de la
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fabricacion del andamio, lo cual no es posible en el método utilizado en este proyecto, ya que se

emplean temperaturas mayores a 100°C las cuales eliminarian completamente el biopolimero.

Las microesferas de quitosano y pectina tienen una gran capacidad para resistir la degradacion en
el tracto digestivo, por lo que se han estado empleando como agentes de liberacion independientes,
actualmente existe la posibilidad de poder combinar estos vehiculos de liberacion con andamios
tridimensionales para mejorar la aplicacion de los dos. Respecto a la parte de fabricacion de
microesferas; Giunchedi y col [137]. Trabajaron en la fabricacidén de microesferas de pectina para
aplicaciones oftalmicas que liberaran piroxicam el cual es un medicamento antiinflamatorio. El
método que emplearon fue secado por aspersion con una boquilla de 0.7mm. obtuvieron particulas
esféricas lisas con tamafios inferiores a 10pum, un rendimiento del 41 al 46% y una eficiencia de
encapsulacion del 97 al 100%. Cabe mencionar que el medicamento empleado en esta investigacion

fue hidrofdbico, es por eso por lo que la eficiencia de encapsulacion fue alta.

Benerjee y col [138] desarrollaron microesferas de pectina para liberacion de un medicamento para
la diabetes que fue la metformina, usaron el método de emulsion evaporacion del solvente agua en
aceite, variando la relacion polimero/droga obtuvieron particulas semiesféricas con superficie

rugosa de 34.56 +1.94um con un eficiencia de encapsulamiento de 67.3+£1.78%.

Oliveray col [99] trabajaron en la produccion de microesferas de quitosano con ADN encapsulado,
estas fueron sinterizadas por el método de emulsion evaporacion del solvente. Disolvieron el
quitosano en acido acético para obtener la fase acuosa y posteriormente la mezclaron con la fase
organica (aceite de girasol), span 80 y glutaraldehido como agente entrecruzante. Obtuvieron
particulas semiesféricas con superficie rugosa y tamafios entre 1 y 20um. hicieron estudios de
liberacion en pH fisiolgico observando una liberacion rapida en la primera hora del 85% liberando

por completo la sustancia a las 2h.

Macias-Andrés y col. [35] en su investigacion desarrollaron MEs de PHBV cargadas de daidzeina
las cuales incorporaron a andamios tridimensionales de biovidrio 45S5 mediante la técnica de
goteo, en la Figura 2.19 se puedan observar la morfologia asi como el tamafio de las MEs. Ellos
obtuvieron microesferas de 2 a 6 um mediante el método de emulsion evaporacion del solvente y
mostraron alta bioactividad después de haber sido inmersos en solucién SBF a los 3 dias. En la

Figura 2.20 se muestra la morfologia del andamio y a un mayor aumento las microesferas adheridas
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a sus paredes y finalmente en la Figura 2.21 se puede observar el crecimiento de la capa apética en
su superficie a dos magnificaciones diferentes,
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Figura 2. 20 Adhesion de microesferas de PHBYV en los andamios de biovidrio 45S5 [35].
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Figura 2. 21 Capa de hidroxiapatita en andamios 45S5/MEs de PHBYV a diferentes
magnificaciones [35].

Niu y col. [139] desarrollaron andamios de nano-HA/Colageno/PLLA que contenian microesferas
de quitosano para liberacién de un péptido. Los andamios que contenian microesferas fueron
preparados mediante el método de separacion de fases por induccion térmica, determinaron que
entre mayor porcentaje de microesferas incluyeran en el andamio, la porosidad disminuia y la
resistencia mecanica aumentaba. Sus resultados mostraron que el grado de degradacion incremento
con el incremento de cantidad de microesferas adheridas, el péptido fue liberado de manera
controlada. Este nuevo andamio con microesferas mostré un gran potencial bioactivo y ofrece un
nuevo sistema de liberacion. En la Figura 2.22 se pueden observar las microesferas de quitosano y

el andamio compuesto de polimero y microesferas.

EHT = 1000V
WD= &mm

Signal A= InLens  Date :15 Apr 2008

Figura 2. 22 Microesferas de quitosano y andamio compuesto del polimero y microesferas
[139].
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Liy col. [66] hicieron andamios de biovidrio 45S5 con microesferas adheridas de PHBV para poder
liberar vancuomicina, los andamios mostraron una porosidad interconectada del 94% y fueron
producidos por el método de la réplica, las microesferas mostraron un tamafio promedio de 3.5 um
y fueron producidas por el método de emulsion evaporacion del solvente, en la Figura 2.23 se puede
observar la morfologia de estas y su tamafio , obtuvieron un recubrimiento de microesferas
homogéneo en toda la superficie de los cuellos de la estructura porosa del andamio como se muestra
en la Figura 2.24 que ademas de liberar el farmaco también produjo un incremento de resistencia
mecénica en los andamios finales, hicieron pruebas de bioactividad mediante inmersion en SBF y
obtuvieron una capa de hidroxiapatita uniforme en la superficie del andamio (Figura 2.25),
finalmente hicieron pruebas de liberacion del farmaco obteniendo una liberacion brusca del 21%

pero sostenida durante 40 dias.

300k X 10 kV 10.00 k X

~— UMY, o A

Figura 2. 23 Microesferas de PHBYV a diferentes magnificaciones [66].
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200 um  — 10 kV 1.00k X 20 um =

Figura 2. 24 Microesferas de PHBV adheridas a la superficie del andamio [66].

10 um  —

Figura 2. 25 Andamio de biovidrio 45S5 con microesferas de PHBV después de inmersion en
SBF [66].

Huguang y col. [73] desarrollaron un andamio compuesto de una matriz de PLGA y microesferas
de PHBYV para ser aplicado en ingenieria de tejidos. Los andamios mostraron una porosidad mayor

al 80%. Cuando la cantidad de microesferas aumentd, la resistencia mecanica también.

Las esferas obtenidas se muestran en la Figura 2. 26 estas con tamafio menor a 50um y una
morfologia esférica rugosa., el método empleado fue emulsion evaporacion del solvente y
posteriormente incorporaron las MEs a los andamios tridimensionales, obtuvieron una buena
dispersion debido a que las microesferas fueron incorporada al momento de fabricacion del
andamio, esto se puede observar en la Figura 2. 27. También mostraron una alta capacidad

bioactiva al permitir la adhesion de preostoblastos es su superficie (Figura 2. 27 c, d, f).
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Figura 2. 27 Iméagenes de SEM de los andamios de PLGA/microesferas PHBV antes (a, b, ¢) y
después (d, e, f) de cultivos celulares [73].

Por otra parte, hay previas investigaciones de andamios para regeneracion 0sea hechos de
microesferas de algun biopolimero, tal es el caso en donde Kucharska y col [140]. trabajaron con

esferas de quitosano obtenida por un método de extruccion con una boquilla de Imm, las cuales
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fueron aglomeradas y aglutinadas con un agente entrecruzante (tripolifosfato de sodio) mediante
compresion para formar los andamios tridimensionales, la porosidad fue controlada mediante el
diametro de las microesferas, obteniendo un 40% de porosidad con microesferas de 1mm de
diametro colocandolas de manera que se genera una porosidad interconectada pero no aseguran
que exista microporosidad. Este tipo de andamios se degrada rapidamente debido a la cantidad de
quitosano en su composicion. En la Figura 2.28 se puede observar el andamio obtenido compuesto

de gran cantidad de microesferas de quitosano.

Figura 2. 28 Andamios para regeneracion 6sea hecho a base de microesferas de quitosano,
interconectividad y microtomografia.
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CAPITULO 3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

En este capitulo se presenta la metodologia que se siguié para la produccion de andamios de
biovidrio CEL2 y microesferas de pectina y quitosano para la liberacion de acetaminofén. Se
describen brevemente los materiales, procedimientos, técnicas y equipos mediante los cuales

fueron caracterizados los andamios y las microesferas

3.1 Materias primas
3.1.1 Para la fabricacion de los andamios

El vidrio bioactivo CEL2 se prepard mediante un proceso convencional de fusion y temple a partir
de la mezcla de oxidos y carbonatos puros; SiO2, Na2COs, CaO, MgO, K2COg, y P20s (Sigma-
Aldrich). Como ligante se uso resina fenolica Varcum 29217 en polvo categoria F Reactiva y como

agente espumante se empled p-toluensulfonil hidrazida (TSH) en polvo (Sigma-Aldrich).
3.1.2 Para la produccion de microesferas

La pectina (75% de esterificacion) se adquirié a Sigma-Aldrich, el agente tenso activo span80
surfactante no ionico sorbitan monoleate, sorbitan oleate. PM 420.60, se adquirié de Sigma
Aldrich, el glutaraldehido al 10% (CsHgO-) y parafina liquida o aceite mineral, fueron adquiridos

de una drogueria comercial.

Para la preparacion de las MEs de quitosano se usé quitosano de bajo peso molecular (Sigma-
Aldrich), empleando la técnica emulsidn/evaporacion del solvente a partir de una emulsién agua
en aceite. Para la fase acuosa de la emulsion se utilizé acido acético Glacial CHz COOOH, (Sigma-
Aldrich) y acetaminofén. BioXtra >99.0%. (Sigma-Aldrich), para la fase organica se utilizd
parafina liquida y un agente tenso activo Span 80 (Sigma-Aldrich). Se utiliz6 glutaraldehido al
10% para reducir el tamafio de la MEs y Hexanos. CsH14 (Sigma-Aldrich) como solucion para lavar

las MEs resultantes.
3.1.3 Para las pruebas biologicas

Para las pruebas de bioactividad se usé fluido corporal simulado (simulated body fluid - SBF), el

cual fue preparado de acuerdo al protocolo propuesto por Kokubo y col. [51].

Para los ensayos de liberacion del farmaco se emple6 solucion salina tamponada de fosfato

(phosphate buffered saline - PBS).
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Finalmente, para las pruebas celulares, se utilizo la linea celular de fibroblastos de raton NIH-3T3
(ATCC-CRL-1658) y medio de cultivo DMEM/F12 Ham (Sigma-Aldrich).

3.2 Elaboracion del vidrio bioactivo CEL?2

El vidrio CEL2 fue preparado mediante la fusion de una mezcla estequiométrica de polvos grado
reactivo de alta pureza para obtener la composicion final de 45SiO2-3P205-26Ca0O-7MgO-15
Na20-4K20 en % en peso y mezclada en un contenedor de polietileno por un periodo de 15 min.
La fusion de los elementos se llevo a cabo en un horno Carbolite HTF-1700 dentro de un crisol de

silice fundida. El ciclo térmico disefiado se muestra en la Figura 3.1

T °C
90 min
1350 [~
90 min 10°C/min
950 | T TEMFPLE

10°C/min

.

t (min)
Figura 3. 1 Ciclo térmico para la fabricacion del vidrio CEL2.
El vidrio fundido se vacio6 en agua fria haciendo una frita para facilitar el rompimiento debido al
choque térmico que éste presenta cuando se hace el vaciado. El vidrio resultante se peso y se

pulverizo para obtener un tamafio de particula menor a 20 um en un molino de discos vibratorio
RS 200 Retsch a una velocidad de 1700 rpm.
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3.2.1 Caracterizacion del polvo del biovidrio CEL2

El tamafio y la distribucion de tamafio de particula del polvo de biovidrio se determinaron haciendo
uso de un analizador de particula Beckman Coulter LAS 13 320. La naturaleza amorfa del vidrio se
determind en un difractometro de rayos X D8 Advance Bruker con radiacion CuKa en el rango de
26 de 10 a 70° usando un paso de 0.02 y un tiempo de 1 s por paso. Las temperaturas de transicion
del vidrio, cristalizacion y fusion se determinaron mediante el anélisis térmico en un médulo de
analisis téermico simultdneo TG/DSC SDT Q600 TA Instruments usando un crisol de alimina y

atmosfera de Ar desde temperatura ambiente hasta 1200 °C.

La composicidn final del vidrio se evalu6 mediante fluorescencia de rayos X (Siemens SRS 3000
automatizado).

3.3 Elaboracion de los andamios de vidrio bioactivo CEL2

Para la fabricacion de los andamios se usd el método combinado de tecnologia de polvos y
espumado de polimeros, esquematizado en la Figura 3.2, propuesto en proyectos anteriores, en el
Departamento de Materiales Compuestos del IMM [34].

El vidrio en polvo se mezclo con resina fenolica PRHA-125 en polvo y un agente espumante en
diferentes proporciones (Tabla 3.1) para estudiar el efecto en la morfologia y resistencia a la
compresion finales de los andamios. Finalmente, se seleccionaron las condiciones que dieran como
resultado andamios con las mejores caracteristicas de porosidad, microestructura y propiedades

mecanicas.

El tratamiento térmico para la fabricacion de las espumas se llevé a cabo en un horno eléctrico de
laboratorio tipo mufla FD1535M Thermolyne Thermo Scientific. Durante el espumado el ligante
se funde y crea una suspension cargada con particulas de vidrio CEL2, al mismo tiempo el agente
espumante se descompone y forma un gas que es el encargado de expandir la estructura. Despueés
del espumado, el material resultante es un andamio de resina fendlica sélida cargada con particulas
del vidrio bioactivo. Los andamios fueron maquinados en pequefios cilindros con la finalidad de
crear una estructura mas uniforme y evitar problemas de colapso durante los pasos térmicos

posteriores. Los cilindros resultantes fueron pirolizados y sinterizados a 500 °C y 950 °C,
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respectivamente, en atmosfera de aire con la finalidad de obtener un material consolidado libre de

resina.

Mezclado
Biovidrio CEL2
Ligante
Agente espumante

|

Moldeado

|

Ciclo térmico

1.- Espumado (200 °C) 3
2.- Pirolisis (500 "C)

3.-Sinterizado(950 °C)

e §

Figura 3. 2 Diagrama esquematico del método combinado de tecnologia de polvos y espumado
de polimeros.

Tabla 3. 1 Matriz de composiciones para la elaboracion de los andamios.

Cantidad de Biovidrio =
Lote # ) Atmosfera
andamios % en peso | % en peso
3 A-60%
3 B-55%
1 2%
3 C-50%
3 AIRE D-58%
3 A-60%
2 3 B-55% 3%
3 C-50%
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La mezcla de polvos se vacio en moldes de acero inoxidable en proporciones de 8 g por cada molde.

Los ciclos térmicos disefiados para el espumado, pirdlisis y sinterizado se muestran en las Figura

3.3y 3.4, estos perfiles se disefiaron de acuerdo a los resultados obtenidos del analisis térmico para

la resina, el espumante y el biovidrio.
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Figura 3. 3 Ciclo térmico disefiado para el espumado

o 950 °C
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Figura 3. 4 Ciclo térmico disefiado para la pirdlisis y el sinterizado.

79



Las probetas obtenidas no fueron uniformes en su morfologia por lo cual tuvieron que ser
maquinadas para tener cilindros uniformes y poder llevar a cabo las pruebas de compresion y hacer
comparaciones entre las mismas. Después de dicho tratamiento se prepararon pastillas para ser

sometidas a los ensayos in vitro.

El proceso completo desde la produccion de biovidrio CEL2 es mostrado en la Figura 3.5.

(8]
O Aglutinante (2]

Polvos metalicos o cerdmicos Agente Espumante

NI/

Mezclado

il
Compactacidn

Il Andamios

—

Espumadao

Il

Pirolisiz

JL

-

Sinterizado

Figura 3. 5 Proceso completo para la elaboracion de andamios de biovidrio CEL2.

3.4 Caracterizacion de los andamios de vidrio bioactivo CEL2
3.4.1 Calculo de la porosidad

La porosidad P se calcula con la formula:

P=1- (pesp/pteérica) =1 - pretativa 3.1)
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Donde la densidad especifica p,, de los andamios se calcul6 haciendo uso de la masa y las

dimensiones de los cilindros sinterizados, p;esrica = 2.6 g/cm? es la densidad tedrica del vidrio
bioactivo CEL2 [40].

3.4.2 Morfologia de la superficie

La estructura de los andamios se caracterizé con un microscopio electronico de barrido JEOL SEM

JSM-6400 sobre superficies fracturadas como muestra la Figura. 3.6.

\ N\
"N, N
N\
AR
o
——— =" seccion
N i A transversal
I : b 7
I - 7 /
I Al /
| D e
Disco inicial Disco fracturado Seccidn transversal

Figura 3. 6 Disefio de corte para el analisis por MEB a las espumas de biovidrio CEL2.

3.4.3 Andlisis de las fases presentes

La microestructura de los andamios se caracterizdé por medio del microscopio electrénico de
barrido de emision de campo JEOL FE-SEM JSM-7600F a un voltaje de aceleracion de 15 kV, y

la composicidn de las muestras se determind por X-Flash 4010 EDS Bruker.

3.4.4 Determinacion del area superficial especifica

El area superficial especifica es la relacion que hay entre el area superficial total de un sélido y la
masa de este, ademas es una caracteristica importante que influye en aspectos como la cinética de

las reacciones y la resistencia mecanica, también es necesaria para calcular el volumen de fluido
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corporal simulado necesario para la inmersion de cada disco, por ello, su determinacion resulta

importante.

El método BET, desarrollado por Brunauer, Emmett y Teller para la determinacion del area
superficial, se basa en la adsorcion de un gas inerte a baja temperatura sobre una superficie solida.
En el caso de las muestras con una superficie especifica expuesta igual o superior a 1,0 m?/g, el gas
que se utiliza para realizar el andlisis es el nitrdgeno, mientras que para materiales con superficies
especificas inferiores a 1.0 m?/g, el gas empleado podria ser el criptén. El equipo empleado para
realizar estas mediciones fue un analizador de area superficial HORIBA- SA 9600 series. Se

usaron 1.129 g de polvos de espuma de biovidrio CEL2.

3.4.5 Pruebas de compresion

Para la evaluacion mecanica fue necesario maquinar las muestras en cilindros con dimensiones:
d =10 mm; [ = 20 mm. Las pruebas de compresion fueron realizadas a 14 probetas elegidas
aleatoriamente, en una méaquina universal de ensayos mecanicos Zwick/Roell Z100 con celdas de
carga de 5y 100 kN (Figura 3.7).

Figura 3. 7 Maquina universal para ensayos de compresion.
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3.5 Evaluacién de la bioactividad

Para los ensayos de bioactividad, se eligieron los andamios con las mejores propiedades
morfologicas y mecanicas, éstos fueron maquinados con dimensiones de 10 mm de didmetro y 3
mm de espesor. Para este estudio, los discos se sumergieron en fluido corporal simulado (SBF) a
seis diferentes tiempos de inmersion, 1, 3, 7, 14 y 21 dias. Para cada tiempo se dispuso de tres
discos como minimo con el objetivo de limitar la dispersién de los resultados al hacer las

caracterizaciones.

Antes de la inmersién, los discos se esterilizaron para evitar o disminuir la presencia de bacterias
que pudieran afectar las condiciones del estudio. Para ello, se recurrié a un bafio de ultrasonido
radial, utilizando etanol y acetona durante 30 min cada uno, después se dejaron secar en una estufa

durante 24 h y fueron expuestas a rayos ultravioleta durante 40 min.

Para la preparacion del fluido corporal simulado (SBF) se tomé en cuenta el protocolo publicado
por Kokubo y col. [51]. Mostrado en la Tabla 3.2

Tabla 3. 2 Reactivos y cantidades que conforman la Solucién SBF. mM (=mmol/dm?).

. Fluido corporal Sangre
Reactivo Ca?ur()jad lon simulado (SBF) humana
° (mM) (mM)
NaCl 8.036 Na* 142 142
NaHCOs 0.352 K* 5 5
KCI 0.225 Mg?* 15 1.5
K2HPO43H:0 0.23 Ca** 2.5 2.5
MgCl26H20 0.311 Cr 147.8 103
1.0M HCI 40mL HCO?® 4.2 27
CaCl, 0.293 HPO4* 1 1
NazSO4 0.072 S04% 0.5 0.5
pH a
(CH,OH) CNH- 6.063 7.4 7.25
36.5°C
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Esta solucion es estable hasta por 8 semanas, pero si se advierte la presencia de algun tipo de
precipitado de alguna de las sales disueltas, debe desecharse y prepararse una nueva solucion. Antes
de utilizar el SBF, se dej6 reposar a temperatura ambiente y se filtro utilizando filtros estériles de
0.22 um bajo flujo laminar. Los cilindros sumergidos en SBF se conservaron a 37°C en recipientes

de polietileno y bajo condiciones estériles, en una sala de cultivos celulares.

El volumen del SBF necesario fue calculado mediante la siguiente ecuacion determinada por

Kokubo et al. [51] en su protocolo de ensayo de bioactividad

V=A4/10 (3.2)

donde V es el volumen (mL) del medio necesario por muestra y A (mm?) es el area superficial

aparente de la muestra.

Si la muestra no fuera porosa, el area se calcularia por medio de la siguiente ecuacion para el caso

de un cilindro:
A = 2nr? + 2mh (3.3)

Por tratarse de muestras porosas en el presente trabajo, el area superficial de las pastillas, se calculd
por medio del método tedrico, suponiendo una pastilla densa y multiplicando el valor final por 1.5
debido a que nuestra pastilla real es porosa, por lo tanto el rea superficial debe ser mayor y también
se uso el método de BET para comparar resultados de areas., la cantidad de muestra empleada fue
1.129 g, el gas utilizado fue nitrégeno y la superficie obtenida fue de 144.22mm?/g por lo tanto, si

sustituimos en la ecuacion (3.2), tenemos:

mm?

A= (1.129g) X (144.22 ) = 162.83 mm?

V =162.83mm? + 10 = 16.28 mL

El volumen de SBF necesario fue 16.28 mL por cada disco.
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Para el proceso de inmersion, se esterilizo la mesa de la campana con acetona y se dejo la luz UV
encendida durante 5 min trabajando en régimen laminar; las pastillas se manipularon con pinzas

previamente esterilizadas durante todo el proceso.
Las operaciones realizadas fueron las siguientes (Fig. 3.8):

» Se colocaron las muestras en un recipiente de plastico estéril.

+ Se filtraron 100 mL de SBF con un filtro (casa comercial Millipore) de 0.22 pm.

» Con una probeta graduada se midié la cantidad de SBF requerido por cada pastilla y se afiadid
al recipiente.

» Se colocaron los recipientes en la incubadora durante los tiempos de inmersion de: 1, 3, 7, 14
y 21 dias. Después de transcurrir el tiempo de inmersion, se sacaron las pastillas de la solucién

de SBF y se guardo el sobrante de la solucidn utilizada por cada muestra para analizar su pH.

El control del pH de la solucién es indispensable para asegurarse de que no haya cambios bruscos
debido a que éste tiene un efecto muy pronunciado en la solubilidad de los vidrios bioactivos,
porque la concentracion de iones de SBF esta sobresaturada respecto a varios de ellos. Se realizaron
mediciones para cada concentracion de SBF para cada tiempo de inmersidn utilizando un electrodo

de iones selectivos.
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Figura 3. 8 Procedimiento de inmersién de andamios en solucion SBF.

3.6 Caracterizacion de los andamios después de la inmersion en SBF

Para observar las fases presentes se emple0 la técnica de difraccion de los rayos X. El objetivo fue

determinar si los andamios presentaban otras fases diferentes a la combeita y arquemanita.

A fin de observar la evolucion de la microestructura y porosidad de los discos al cabo de los
diferentes tiempos de inmersion se realizaron micrografias con un microscopio electrénico de
barrido.

3.7 Elaboracioén de las microesferas de biopolimeros

Las microesferas fueron elaboradas a partir de dos polimeros diferentes para tener opcién de
elegir el mas conveniente y ser adheridas a los andamios.

Las microesferas fueron elaboradas mediante la técnica de emulsién/evaporacion del solvente, que
se muestra esquematicamente en la Figura 3.9 y esté basada en el trabajo de Dhawan y col. [45].

La base es la formacién de una emulsion agua en aceite (w/0) con la opcidn de una posterior adicion
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de un agente entrecruzante que coagula las microgotas formadas por la fase dispersa. Se cuenta con
dos fases, una acuosa y otra organica, las cuales se emulsifican a altas revoluciones para
posteriormente evaporar el solvente utilizando una plancha con agitacion magnética y poder

obtener las microesferas.

Evaporacion
del solvente
Fase
: RNAR
acuosa .
—
= ee o o
8 > - %
g 2 %e !
Biopolimero + Acido = _
acético acuoso Microesferas
) |
organica
Parafina Liquida
+ Span 80

Figura 3. 9 Método de emulsion/evaporacion del solvente para la fabricacion de microesferas.

3.7.1 Microesferas de pectina

Para la optimizacion del método empleado se evaluaron las siguientes variables, cantidad de
pectina (1-4 g), cantidad de Span 80 (1-2.5 mL), cantidad de aceite y cantidad de agua. La
optimizacion de las variables de formulacion se llevo a cabo con el fin de obtener el mayor
rendimiento posible, de acuerdo a esto, se seleccionaron las siguientes condiciones finales: 3 g de
pectina, 100 mL de agua destilada, 200 mL de parafina liquida y 1 mL de Span 80. Las variables

87



dependientes como son las velocidades de agitacion y la temperatura se determinaron respecto a
las cantidades anteriores y fueron 13,000 rpm y 80°C. El proceso de obtencion de las microesferas
de pectina es mostrado en la Figura 3.10.

Figura 3. 10 Proceso de obtencion de las microesferas de pectina.

3.7.2 Microesferas de quitosano

Las microesferas de quitosano se prepararon utilizando la misma técnica, a diferencia de que en
estas se usd un agente entrecruzante para controlar el tamafio de microesfera que fue el
glutaraldehido. Para preparar la fase dispersa (Fase 1) se disolvié quitosano al 2% (w/v) en solucion
acuosa de acido aceético al 5% (v/v) con agitacion continua durante 24 h utilizando un agitador
magnético. La fase continua (Fase 2) se obtuvo mezclando 150 mL de parafina liquida y 1 mL de
Span 80 como agente tensioactivo en un emulsificador a 12,000 rpm durante 20 min. La fase 1 se
agrego a la fase 2 y se colocé en una plancha con agitacion magnética a 50 °C, adicionando 5 mL
de glutaraldehido cada 15 minutos hasta completar una hora, posteriormente se aumentd la
temperatura y se mantuvo a 90 °C hasta evaporar por completo el solvente.
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Para la recoleccion de las microesferas se emple6 un sistema de filtrado con bomba de vacio
utilizando papel filtro No. 42 Whatman, se decantd el sobrenadante y se realizaron sucesivos
lavados con acetona y hexano. Finalmente, las microesferas se secaron en un horno a 40 °C durante
2 h 'y puestas en un desecador a temperatura ambiente para su posterior caracterizacion. El proceso

de obtencion de las microesferas de quitosano se muestra en la Figura 3.11.

Figura 3. 11 Proceso de obtencion de las microesferas de quitosano.

3.8 Caracterizacion de las microesferas

Para ambos tipos de microesferas; las de pectina y quitosano, se empled el mismo procedimiento

de caracterizacion.
3.8.1 Porcentaje de rendimiento

El rendimiento se calcul6 con la masa final de las microesferas recuperadas de cada lote dividido
entre la masa inicial del polimero utilizado, el resultado se multiplicé por 100.

% Rendimiento = % x 100 (3.4)
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3.8.2 Calculo de la pérdida de humedad
Las microesferas fueron evaluadas para determinar la pérdida de humedad debido a su
comportamiento hidrofilico. Fueron pesadas inicialmente y posteriormente puestas en un desecador

a 37 °C durante 24 h. el peso final se determin6 cuando ya no hay mas cambios en la muestra.

% Pérdida de humedad = ~=L x 100 (3.5)

L

Donde M; es la masa inicial y My la masa final después de 24h.

3.8.3 Determinacion del tamafio de particula y distribucidén de tamafio de particula

Las microesferas fueron medidas y fotografiadas en un microscopio de barrido (MEB) marca JEOL
JSM-700f FE SEM a un voltaje de aceleracion de 15 kV. La distribucion de tamafio de microesferas
de quitosano fue estimada mediante la medicion de 200 MEs, asumiendo que éstas son esféricas,
las cuales fueros elegidas al azar y mediante el software Image J, sobre imagenes tomadas en el
MEB.

3.8.4. Estudio morfoldgico

La superficie de las microesferas se observé en un microscopio de barrido (MEB) de emisién de
campo JEOL FE-SEM JSM-7600F a un voltaje de aceleracion de 15 kV. Las muestras fueron

metalizadas para que estas fueran conductoras eléctricamente.
3.8.5 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Los termogramas de las microesferas se determinaron mediante un médulo de analisis térmico
simultaneo TG/DSC SDT Q600 TA Instruments usando un crisol de alimina y atmdsfera de Ar
desde temperatura ambiente hasta 300°C y velocidad de calentamiento de 10 °C/min. Este estudio

se llevé acabo para determinar las temperaturas de fusion de las microesferas.
3.8.6 Difraccion de rayos X (XRD)

Se utilizé un difractometro de rayos X D8 Advance Bruker con radiacion CuKa en el rango de 20

de 10 a 70° usando un paso de 0.02 y un tiempo de 1s por paso. Bajo estas condiciones se analizaron
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muestras de los polimeros y de las microesferas para corroborar que no hubiera fases cristalinas
presentes.

3.8.7 Espectrofotometria infrarroja

Se utilizo esta prueba para constatar la presencia de los grupos funcionales de los biopolimeros, se

Ilevo acabo en un espectrofotometro Bruker Tensor27.

3.9 Adicion del farmaco en las microesferas de quitosano

Después de haber producido microesferas de dos polimeros diferentes y haberlas caracterizado, se
tomd la eleccion de seguir trabajando con las microesferas de quitosano para posteriormente

adicionarles farmaco e incluirlas en los andamios tridimensionales.

Para adicionar el farmaco, en este caso acetaminofén empleado como farmaco modelo, se llevd
acabo el mismo procedimiento para hacer las microesferas, y el acetaminofén como es un farmaco

hidrofilico, se disolvio en la fase acuosa.

Para las microesferas cargadas, la cantidad de acetaminofén se diluy6 en 20 mL de agua destilada
y se adiciond a la solucidn de quitosano/acido acético acuoso. La cantidad de farmaco se vario para
determinar la mejor eficiencia de encapsulamiento, los parametros finales empleados en las

elaboraciones de microesferas de quitosano estan mostrados en la Tabla 3.3.

Tabla 3. 3 Parametros empleados en la elaboracion de microesferas de quitosano.

. Cantidad Vel.
acuosa | organica | quitoano |, % | emusion | 201ac6n | Temperatura | Glutaraldehico
(mL) | (mL) (@ @ | pmy | PR
0.5
0.4
75 150 1 0.3 12,000 600 90 25
0.2
0.1
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3.10 Caracterizacion de las microesferas de quitosano cargadas con farmaco
3.10.1 Porcentaje de rendimiento de las microesferas cargadas con farmaco

El rendimiento se define como la relacién que hay entre la masa final obtenida y la masa inicial

empleada en la emulsion. Este se calculd con la siguiente ecuacion:
.. M
% Rendimiento = vf %X 100 (3.6)
i

Donde M es la masa final obtenida y M; es la masa inicial empleada.

3.10.2 Caracterizaciones complementarias

El calculo de la pérdida de humedad, determinacién de tamafio y distribucion de tamafio, la
determinacion de morfologia, el analisis térmico de las microesferas y del farmaco, las fases
cristalinas presentes y los grupos funcionales fueron determinados de la misma manera que en las

microesferas sin farmaco.

3.10.3 Eficiencia de encapsulamiento de la droga

Se preparo una dispersion de 10 mg de microesferas en 50 mL de agua destilada con pH 8.3, ésta
fue sometida a agitacion vigorosa en ultrasonido y posteriormente centrifugada, el sobrenadante
fue examinado en el espectrofotometro Perkin Elmer Lambda 25 UV/VIS Instrument L6020060.
Cada muestra se hizo por triplicado. El porcentaje de encapsulamiento se calculé con la siguiente

ecuacion.

W%EE = —total 5 100 (3.7)

teorica

Donde M;,:,; €S la masa total encapsulada y M;.s,icq €S la masa del farmaco que se agregd

inicialmente y que tedricamente deberia estar encapsulada en su totalidad.
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3.11 Adicién de microesferas a los andamios

Se prepard una dispersion (0.5 % en peso) de MEs cargadas con acetaminofén dispersandolas en
hexano, el cual es un solvente altamente no polar. Los andamios sinterizados a 950 °C fueron
cortados en pequefias partes las cuales fueron pesadas antes y después de la inmersion para
determinar el porcentaje de MEs adheridas. Cada andamio se sumergi6 en la dispersion durante 1
min y posteriormente se dejaron secar durante 1 h, esto se repitio 4 veces y finalmente se

mantuvieron a 40 °C para su posterior uso, como se muestra en la Figura 3.13.

a7

Forma no homogénea

<
@ 4 veces ] éj

7 il. Estufa 40 °C

1 h de secado
Dispersion (0.5 % en
peso) de MEs
cargadas con
acetaminofén

Figura 3. 12 Proceso de adicion de microesferas de quitosano a las paredes del andamio.

3.12 Caracterizacion de los andamios de biovidrio CEL2/microesferas cargadas de

acetaminofén
3. 12.1 Morfologia de los andamios

La microestructura de los andamios antes y después de haber sido inmersos en SBF, se caracterizo
por microscopia electronica de barrido (MEB) JEOL FE-SEM JSM-7600F a un voltaje de
aceleracion de 15 k, la composicion de las probetas se realizo por estudios EDS (X-Flash 4010

EDS Bruker).
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3.12.2 Porosidad

La densidad especifica p,, de los andamios se calculo haciendo uso de la masa antes y después
de ser inmersas en la solucién de microesferas y las dimensiones de los cilindros sinterizados. La
porosidad P; y P, las cuales son antes y después de haber incorporado microesferas,

respectivamente, se calcularon con las siguientes ecuaciones:

— 1 _ My
=1 (pCELZ Vl) (3:8)
( Mq : Ma—-M;y )
PZ — 1 _ \PCEL2 p‘szITOSAN (39)

Donde pcgr, = 2.68g/cm? es la densidad calculada del vidrio bioactivo CEL2 y pPouir = 0.15

g/cm®, M; y M, son las masas de los andamios y V; y V, los respectivos volimenes.

3.12.3 Pruebas de compresion

Para la evaluacion mecénica fue necesario maquinar cilindros con dimensiones: d =1 cm; [ = 2
cm. Las pruebas de compresion fueron realizadas a una serie de 7 muestras elegidas aleatoriamente,
en una maquina universal de ensayos mecanicos Zwick/Roell Z100 con una celda de carga de 5 KN

y una velocidad de avance de 2.5 mm/min.

3.13 Pruebas de bioactividad in vitro

Los andamios con microesferas fueron inmersos en solucion SBF para dar seguimiento a la
formacion de hidroxiapatita superficial a diferentes tiempos, 1, 3, 7, 14 y 21 dias, siguiendo el
procedimiento descrito en la Seccidn 3.5. Para cada tiempo se dispuso de 6 muestras por lote con
el objetivo de limitar la dispersion de los resultados al hacer la caracterizacion. Las muestras fueron
esterilizadas para evitar o disminuir la presencia de bacterias que pudieran afectar las condiciones

del estudio.
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3.13.1 Control de pH

El control de pH de la solucion de SBF es primordial para asegurarse de que no haya cambios
bruscos durante los ensayos. El pH tiene un efecto muy pronunciado sobre la solubilidad de los
vidrios bioactivos, porque la concentracion de iones de SBF esta sobresaturada. Se realizaron
mediciones cada vez que se extraia una muestra de la solucion SBF para cada tiempo de inmersion,

mediante un medidor de pH Fisher Scientific AB15.

3.13.2 Pruebas mecéanicas después de inmersion en SBF

Después de los ensayos de inmersion en SBF de los andamios con microesferas, se realizaron
pruebas mecanicas de resistencia a la compresion en himedo, para determinar el efecto del contacto
con fluido en la resistencia mecanica de los mismos. En la Figura 3.14 se puede observar un

andamio inmerso en SBF después de 7 dias.

Figura 3. 13 Andamio de biovidrio CEL2/microesferas inmerso en solucién SBF después de 7
dias, listo para someterse a prueba de resistencia a la compresion.

3.13.3 Caracterizaciones complementarias
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Espectrofotometria infrarroja y Difraccién de rayos X fueron llevadas a cabo para determinar los
grupos funcionales y las fases presentes en los andamios con microesferas después de inmersién
en SBF.

3.14 Cinética de liberacion de farmaco de las microesferas incorporadas a los andamios

tridimensionales

Para realizar el estudio de la cinética se liberacion de acetaminofén de las microesferas adheridas
a los andamios de CELZ2, se suspendieron 7 muestras en viales con 1.5 mL de PBS (pH 7.4) cada
una mediante agitacion vigorosa en un Thermo-Shaker TS-100C Biosan a 200 rpm, enseguida se
tomaron 10 pL de la solucién a diferentes tiempos, se centrifugaron en una microcentrifuga Prism
C2500 Labnet de laboratorio durante 1 min a 10,000 rpm, se tomaron 2 uL de esta solucion y se
colocaron en un espectrofotometro NanoDrop 2000 ThermoFisher Scientific para medir su
absorbancia a la longitud de onda caracteristica del acetaminofén (293 nm). Se hicieron mediciones

durante 10 dias para obtener datos de cinética de liberacion.

La ecuacién propuesta por Ritger y Peppas [48] fue considerada para analizar la cinética de

liberacion del acetaminofén de las muestras de acuerdo a la ecuacion:
Q; = kt" (3.10)

donde Q; es el porcentaje acumulativo de droga liberada, k es la constante de cinética, n es el

exponente de liberacion que define el mecanismo de liberacion y t es el tiempo de liberacion.

En la Figura 3.15 se puede observar el procedimiento para medir la cinética de liberacion.

Thermo-Shaker TS 100C

. i Microcentrifuga Prism Espectrofotometro NanoDrop
10 pL de la solucién a
Biosan 2 200 rpm dﬁ‘erentes tiempos C2500 Labnet durante 1 min 2000 ThermoFisher Scientific
a 10,000 rpm

Figura 3. 14 Procedimiento para medir la cinética de liberacion del farmaco en los andamios
cargados con microesferas.
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3.15 Pruebas celulares
3.15.1 Cultivo celular

Para las pruebas con cultivos celulares se utilizo la linea celular de fibroblastos de raton NIH-3T3
(ATCC-CRL-1658), se cultivaron en medio DMEM/F12 Ham (SIGMA). Se mantuvieron en
condiciones estandar de cultivo, empleando medio de cultivo suplementado con penicilina 100
U/mL y estreptomicina 100 pg/mL (GIBCO); Amikacina 10ug/my 10 % de suero fetal bovino al
10 % (GIBCO); a 37 °C y atmosfera himeda de 5% de CO; hasta alcanzar una confluencia del
80%. El dia del experimento se retird el medio de cultivo y se lavo la monocapa celular con PBS,
se adicion6 0.5 mL de suspension de Tripsina al 0.025%, se incubd durante 3 a 5 min, se revisé en
el microscopio Optico que las células estuvieran despegadas del plato. Se contaron las células en

camara de neubauer, para utilizar 20,000 células por pocillo.

Por otro lado, los andamios fueron esterilizados bajo luz UV durante 15 min cada cara. Tanto los
andamios como las células fueron colocados en platos de 48 pozos, 20,000 células/pozo en 2 mL
de medio (Figura 3.16). Los grupos experimentales consistieron en: células sin andamios (Control);
células con andamios sin MEs (E) y células con andamios y MEs (E/MEs). Después de 24, 48, 72,
96 y 120 h de incubacién se llevé a cabo el ensayo de viabilidad MTT,

o /Y S |
e - ‘ Incubacién
it

se sembraron en
placas durante 24
hrs

Figura 3. 15 Método de sembrado de células e incubacion.
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3.15.2 Ensayo de viabilidad celular

El ensayo de viabilidad, toxicidad y proliferacion celular se llevo a cabo mediante el ensayo MTT
como se muestra en la Figura 3.17. Este ensayo se basa en la reduccion metabolica del Bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) la cual se lleva a cabo por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa que metaboliza las sales de tretrazolium de color amarillo
a un compuesto de color azul, el formazan. Por tanto, la viabilidad celular se determina a través de
la funcionabilidad mitocondrial por la acumulacién de formazan, es decir, la cantidad de células
vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido. Este método ha sido muy utilizado para

medir supervivencia y proliferacion celular.

£

Especiroiotbmeyxo
de micro placas

Figura 3. 16 Diagrama de proceso del ensayo MTT para medir la viabilidad celular.

El ensayo consistio en adicionar 20 pl de MTT [5 mg/ml] a cada pozo, seguido de incubacion a
37°C durante 4 h. Al finalizar la incubacion se retird el medio de cultivo y se adicionaron 100 pL
de DMSO (dimetilsulféxido)en cada pozo para solubilizar los cristales de formazan. Se tom6 una
alicuota de 80 pL para leer la densidad Optica (D.O.) de cada muestra a 595 nm en el microlector
de placas de ELISA Bio-Rad.

Los resultados fueron graficados a partir del valor de la D.O. de los grupos experimentales, donde

n = 9. La Ecuacion 3.9 muestra como se calcula la viabilidad celular a partir de la densidad optica.

D.O. de la muestra

% de Viabilidad = ~—-= 2T, 100 (3.11)

D.0. del control
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Los resultados se interpretan a partir del valor de densidad optica obtenida D.O. (595 nm). La D.O.
del control es la densidad dptica de las células sin tratamiento.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se describen y analizan los resultados obtenidos de la caracterizacion de los
andamios y las microesferas de pectina y quitosano, mediante las técnicas empleadas que fueron
difraccion de rayos X (DRX), microscopia electronica de barrido (MEB), espectrometria infrarroja
(FT-IR), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y espectrometria UV-vis. Se evaluaros
propiedades de las microesferas como son rendimiento del proceso, eficiencia de encapsulacion,
cinética de liberacion del farmaco, distribucion de tamario de microesfera y adhesion a las paredes
del andamio. En los andamios se evalud el porcentaje de porosidad, la resistencia mecanica a la
compresion y un estudio detallado de su capacidad bioactiva in vitro mediante inmersion en

solucién SBF, asi como el resultado de pruebas celulares en cultivo de fibroblastos.

4.1 Fabricacion y caracterizacion del vidrio bioactivo CEL2
4..1.1 Tamafo y distribucién de tamafio de particula

En la Figura 4.1 se muestra la distribucion de tamafio de particula (% vol. acumulativo) obtenido a
partir del vidrio CEL2 en polvo, las particulas resultantes presentan tamafio menor a 20 um con la
distribucion de tamafio de particula mostrada en la imagen, lo cual favorece la investigacion debido a
que por el tipo de procedimiento empleado es mejor contar con polvos finos para poder llevar a cabo

la compactacion del presinterisado para la fabricacion de andamios.

La distribucion de tamafio del polvo presenta un comportamiento trimodal. Este comportamiento
puede estar relacionado con el tipo de procedimiento utilizado para obtener el polvo, ya que el
vidrio fue pulverizado en diferentes lotes y porteriormente todo junto para reducir el tamafio. Como
las condiciones de pulverizado no eran las mismas para cada lote, cantidad de polvo en la cdmara
para pulverizar y tamafio de particula a reducir, esto pudo originar la distribucion de particula

multimodal
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Figura 4. 1. Distribucion de tamafo de particula del biovidrio CEL2.

4.1.2 Resultados de DRX

De acuerdo al difractograma resultante mostrado en la Figura 4.2 se puede observar que el vidrio
es amorfo ya que presenta una protuberancia en el rango de 25-35°, 20. Para los materiales amorfos
este tipo de difractogramas son muy comunes y resultan debido al ordenamiento a corto alcance de
los materiales tratados mediante esta técnica. Adicionalmente se puede observar la ausencia de
algun pico bien definido lo cual nos da un indicativo de que no hubo la formacion de fases
secundarias debido a un agente externo o de algin contaminante detectable dentro de los limites
de deteccion del equipo.

El comportamiento observado en el difractograma es muy similar al reportado en la literatura [40],
en donde todos concuerdan con la misma protuberancia en un rango 20 sin la presencia de ninguna

fase extra.

101



20000 T - T - T y T - T

15000 +

10000

INTENSIDAD (a.u)

5000

20 30 40 50 60 70
20 (%)

Figura 4. 2 Espectro de difraccion de rayos X del vidrio amorfo

4.1.3 Analisis térmico diferencial

La gréfica del andlisis térmico diferencial en la Figura. 4.3 muestra una temperatura de transicion
vitrea (Tg = 538°C), dos temperaturas de cristalizacion (Tc1 = 613°C, Tc2 = 800°C) y una de
ablandamiento entre 1000°C y 1100°C, lo cual solamente difiere un poco con investigaciones
previas de C. Vitale-Bravarone et al quien ha trabajado con este vidrio [38-40, ], estas dos
temperaturas de cristalizacion pertenecen a las dos fases tipicas del biovidrio CEL2; combeita y
arquemanita pero debido a la complejidad de ambas es imposible una correcta identificacion,
solamente se puede identificar que las dos son silicatos de calcio y magnesio con diferente
composicion [38]. La diferencia de temperaturas obtenidas y las reportadas en la literatura se puede
atribuir a la velocidad de calentamiento usada en el tratamiento térmico, la cual puede modificar

un poco las temperaturas ya sea hacia arriba o hacia debajo de las referenciadas.
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Figura 4. 3 Andlisis térmico diferencial del vidrio CEL2.

4.2.1 Porosidad de los andamios sinterizados

menos resistentes y uniformes en su morfologia.

4.2 Resultados de los primeros andamios sinterizados

biovidrio-ligante-espumante.

Tabla 4. 1 Porosidad obtenida de los andamios de biovidrio para diferentes formulaciones

No. de Biovidrio TSH %
Lote # ) Atmosfera )
andamios % enpeso | % enpeso | Porosidad
1 3 AIRE A-60 2% 57.37

La porosidad de los andamios fue calculada a partir de las densidades especifica (masa y
dimensiones de los cilindros) y tedrica del biovidrio; en la Tabla 4.1 se pueden observar los
resultados para las diferentes formulaciones empleadas de biovidrio-ligante-espumante, los cuales
muestran que las espumas con menos cantidad de vidrio son mas porosas, pero probablemente
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3 B-55 60.22
3 C-50 70.26
3 D-58 53.94
3 A-60 72.23
2 3 B-55 3% 72.43
3 C-50 73.12

En la Figura 4.4 se presentan imagenes de los andamios para las diferentes formulaciones del lote
1; se observa claramente mediante micrografias que las que contienen 50 y 55% de biovidrio
tienden a ser mas porosas y en la Figura 4.5 se muestra con mayor claridad la morfologia del

andamio con composicion 55% CEL2.

Figura 4. 4 Apariencia fisica de las primeras 4 formulaciones (Lote 1).

En el lote 2 solo se emplearon tres composiciones de biovidrio, 60, 50 y 55%, pero se cambi¢ el
porcentaje de espumante (TSH) a 3%, el resultado fue un aumento de la porosidad en los tres casos,

eligiendo las de 55%, ya que mostraron mejor porosidad uniforme
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Figura 4. 5 Apariencia fisica y micrografia de las espumas de 55% CEL2 (Lote 2).

4.2.2 Resultados por microscopia electrénica de barrido

En la Fig. 4.6 se muestran las micrografias de los andamios con composicion 55% biovidrio, 3%
espumante, 42% ligante obtenidos después haber sido sinterizados a 950°C. Se puede observar una
estructura porosa e interconectada, lo cual es conveniente para el proceso de bioactividad en el
andamio porque los fluidos corporales necesitan vias de transporte para llevar a cabo las funciones
bioldgicas. Se observa un amplio rango de tamafio de poros que comprende desde 10um hasta
500um. Se tomaron imagenes a diferentes magnificaciones con la finalidad de observar la
estructura a detalle.
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400 x HV: 15.0 kV WD: 26.0 mm

Figura 4. 6 Micrografias de los andamios con composicion 55% CEL2, 3% TSH, 42% resina a
diferentes magnificaciones.

4.2.3 Resultados de difraccion de rayos X.

La Figura 4.7 muestra los difractogramas de rayos X de los andamios sinterizados a 950°C por 1
h. La técnica de DRX reveld la transformacion de la fase amorfa en dos fases cristalinas después
de que el andamio de biovidrio fue sinterizado, de acuerdo con la base de datos estas fases son
Combaita como fase principal (NasCa4(SisO18) COD9007721 y Arkemanita como fase secundaria
(Ca2Mg(Si.0O7) COD9008448, las cuales coinciden con lo reportado por otros investigadores, y no

se observa la presencia de fases adicionales [38-40].
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Figura 4. 7 Espectro de difraccion de rayos X del andamio de biovidrio CEL2

4.2.4 Superficie especifica de los andamios de vidrio bioactivo CEL2

Esta prueba se realiz6 en un analizador de area superficial HORIBA- SA 9600 series, se usaron
1.3394 g de polvos de espuma de biovidrio 45S5.

con la finalidad de determinar el area superficial de las muestras y poder hacer un célculo de la

solucion SBF necesaria para hacer la inmersion de cada pastilla.

Se obtuvo una superficie especifica de 162.83 mm?/gr

4.2.5 Pruebas de compresion

La Figura. 4.8 muestra una curva tipica de esfuerzo-deformacion de un material poroso. En la cual
se puede observar que debido la naturaleza y fragilidad del material ocurren una serie de fracturas
consecutivas, donde el pico mas alto representa el esfuerzo maximo que puede resistir el material
a determinado porcentaje de deformacién [142]. En la figura 4.9 se puede observar la diferencia
de resistencia a la compresion en MPa entre tres composiciones diferentes de andamios, los
andamios con 55% de biovidrio presentaron una resistencia a la compresion promedio de 4.06 +
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0.56 MPa, los de 50% biovidrio:2.85 MPa + 0.345 y los de 60% biovidrio: 8.24 MPa + 0.71, todos
ellos con una porosidad >70%, lo cual es favorable para la presente investigacion porque se logra
un equilibrio entre los dos parametros. Cabe sefialar que la resistencia a la compresion requerida
debe estar comprendida en el rango del hueso esponjoso que tiene un valor de 2 a 12 MPa. [142]
cabe sefialar que los andamios con mayor resistencia mecéanica fueron los de 60% biovidrio, pero

en porosidad, estos fueron mas densos, es por esto que se eligid la composicion menor a esta.
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Figura 4. 8 Curva esfuerzo-deformacion de un andamio poroso.
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ANDAMIOS CON DIFERNTE PORCENTAJE EN COMPOSICION DE BIOVIDRIO CEL2

Figura 4. 9 resistencia a la compresion obtenida para tres composiciones de andamios de
biovidrio CEL2.

4.3 Bioactividad in vitro en SBF

La Figura 4.10 se puede observar el crecimiento de la capa de hidroxiapatita en la superficie del
andamio después de haber estado en contacto con SBF durante 3 dias, mediante la aparicion de los
picos caracteristicos de ésta que se encuentran en los angulos 20= 26° y 26 = 32-33° de acuerdo
con la tarjeta PDF 01-082-1943, También se puede observar que las fases cristalinas caracteristicas
del biovidrio CEL2, combeita (NasCas(SisO1g)) y akermanita (Ca2Mg(Si2O7)), se mantienen
presentes al tercer dia pero en menor cantidad, lo cual indica que con el paso del tiempo la muestra

va perdiendo su cristalinidad.
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Figura 4. 10 Espectro de Rayos X de una espuma de biovidrio CEL2 sin inmersion en SBF y una
con 3 dias de inmersion.

La Figura 4.11 presenta imagenes por MEB de la superficie de los andamios sinterizados a 950 °C
después de la inmersién en SBF a diferentes tiempos. Todas las iméagenes se tomaron a 4000X, con
excepcion de la dltima que estad tomada a 10,000X y es una ampliacion de la del dia 21. Se puede
observar claramente la presencia de la fase de hidroxiapatita sobre la superficie de los andamios
desde el primer dia de inmersion presentando una morfologia tipo coliflor lo que indica que el

material es bioactivo y puede formar una unién con el tejido 0seo circundante.
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Figura 4. 11 Micrografias por MEB de andamios sumergidos en SBF durante 1, 3, 7, 14y 21
dias, respectivamente.
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4.4 Resultados de la fabricacion de microesferas de biopolimeros
4.4.1 Microesferas de pectina
4.4.1.1 Porcentaje de rendimiento

El porcentaje de rendimiento fue de 47% £ 0.105 en promedio con respecto a 6 lotes de
microesferas obtenidos, debido principalmente a las pérdidas de polimero durante el proceso de
evaporacion y al material residual en las paredes de los vasos de precipitados.

4.4.1.2 Calculo de la pérdida de humedad

Se calculé una pérdida de humedad de aproximadamente de 0.932% + 0.0045 después de 24 h en
los 6 lotes, lo cual quiere decir que la presencia de agua en las muestras después de su preparacion
es despreciable. Este célculo se lleva a cabo para determinar si hay presencia de agua en las

muestras, la cual pueda afectar de manera negativa los estudios posteriores.

4.5.1.3 Determinacion del tamafio de microesfera y distribucién de tamafio de particula

De acuerdo a las mediciones realizadas en 190 microesferas de pectina se encontrd que su tamafio
estd en un promedio de 39.5 um * 9.56, mostrando una distribucién de tamafio como se observa
en la Figura 4. 12 comparando estos valores con estudios reportados sobre la fabricacion de
microesferas, el tamafio estd dentro del rango promedio 0 menor como se muestra en la Tabla 4.2,
lo cual es un tamafio factible debido a que el objetivo es incorporar las microesferas a matrices

tridimensionales con una distribucion de poros de 10 a 500 pum.
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Figura 4. 12 Distribucién de tamafio de microesferas de pectina.

Tabla 4. 2 Caracteristicas de microesferas reportadas en la literatura.

Método Polimero Tamafio i
Autor Fecha Morfologia
empleado empleado (um)
Fuentes y Evaporacién del Esférico
2014 PLGA 20.3+115 .
col. [107] solvente SE uniforme
Sriamornsak Evaporacion del ) Esférico
2012 Pectina 50 -95 )
y col. [108] solvente SE uniforme
Banerjee y Evaporacién del ] .
2012 Pectina 34123 No esférica
col. [109] solvente SE
Baracat y . Pectina/Case .
2012 Coacervacion . 3-5 No esferica
col. [110] ina
Paharia y Evaporacion del ] Esférico
2007 Pectina 25-30 )
col. [111] solvente SE uniforme
Qutachi y Evaporacién del Esférico
2014 PLGA 193+23 .
col. [146] solvente DE uniforme
Souzay col. ) ) Esférico
2012 Gelacion Pectina 180 - 300 )
[46] uniforme
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Raval y col. Evaporacién del Esférico
2011 PLC 55-81

[143] solvente DE uniforme
Ige y col. Secado por . .
2015 y Mucilago 1-4 Poco esféricas
[144] aspersion
Baimark y Evaporacion del | Alginato de Esférico
2014 ) 50 - 230 .
col. [143] solvente SE sodio uniforme
Qutachi y Evaporacion del Esférico
2014 PLGA 82+24 .
col. [145] solvente DE uniforme
Evaporacién del
20.6
) solvente SE )
Qi y col. _ Esférico
2014 Extraccion del PLGA )
[147] 22.38 uniforme
solvente SE
Coacervacion 215
Vaidya y Evaporacién del ] Esférico
2012 Pectina 14 - 16 .
col. [148] solvente SE uniforme
Ghanbar y Disparo electro PLGAY Esférico
2013 . o 150 - 300 .
col. [149] hidrodinamico PCL uniforme

Nota: SE emulsion simple; DE emulsién doble; PLGA écido poli(lactico-co-glicélico); PLC policaprolactona.

4.5.1.4 Estudio morfoldgico

En la Figura 4.13 se presentan micrografias tomadas por MEB a diferentes magnificaciones de las
microesferas de pectina. De acuerdo a las imagenes mostradas, se obtuvieron particulas con
morfologia esférica y de superficie rugosa. Esto podria ser favorecedor debido a que la morfologia
influye en el mecanismo de liberacion del farmaco encapsulado, una morfologia esférica promueve

una liberacion uniforme
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Figura 4. 13 Micrografias por MEB de microesferas de pectina a: (a) 100X, (b) 250X, (c)
1000X, y (d) 4000X.

El método de emulsidn/evaporacion de solvente es un método muy eficaz respecto a generacion de
morfologia esférica comparado con otros métodos de obtencion de microesferas [138]. Algunos
autores como Banerjee y col. [109] empleando el método de emulsidn/evaporacion de solvente y
Baracat y col. [110] con el método de secado por aspersion obtuvieron particulas poco esféricas y
con superficie no uniforme. En la Figura 4.14 se pueden observar los polvos de pectina antes de
ser procesados a microesferas y la morfologia de éstas después del proceso. En la Figura 14.14(e)

se muestra una microesfera de pectina donde se aprecia su tamafio de aprox. 44.5 umy en la Figura
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14.13(f) esta microesfera fue expuesta al rayo incidente de electrones del microscopio para

corroborar si se podia partir y observar su interior, pero esto no fue posible.

Figura 4. 14 Micrografias de (a) polvos de pectina a 100X, (b, c, d, €) microesferas de pectina a
diferentes magnificaciones, 50, 100, 250 y 1000X.

4.5.1.5 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En la Figura 4.15 se muestran los termogramas de la pectina pura y las microesferas de pectina
obtenidos mediante el analisis térmico en un calorimetro diferencial de barrido. Se puede observar
en ambas curvas, muy similares entre si, un pico endotérmico en el rango de 60 a 130°C, el cual esta
asociado a la remocion de humedad del polimero, mostrando la temperatura de fusion del polimero que
es alrededor de 101 °C seguido por un pico exotérmico alrededor de 250°C debido a la descomposicién
de las cadenas poliméricas, finalmente llegando a la zona de descomposicion. En la Tabla 4.3 se
resumen las temperaturas caracteristicas de fusion y descomposicion, tanto para la pectina pura como
para las MEs de pectina, asi como los cambios de entalpia asociados a cada transformacion que se
calcularon de las &reas bajo las curvas.
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Figura 4. 15 Termogramas de DSC de pectina pura y microesferas de pectina.

Tabla 4. 3 Comparacion de temperaturas caracteristicas en la pectina pura y las microesferas de

pectina.
T,, (°C) AH,, (3/g) T, (°C) AH 4 (J/g)
Pectina pura 101.15 215.5 238.14 1325
MEs Pectina 98.58 176 238.25 108.3

4.5.1.6 Difraccion de rayos X (XRD)

La tecnica de DRX revel6 que la pectina, asi como las microesferas de pectina son amorfas, como
se observa en los difractogramas de la Figura 4.16; se puede observar en ambas muestras una

protuberancia en el angulo 20 de 25-28°, lo cual es caracteristico de los materiales amorfos. Esto
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representa que las microesferas a pesar de haber sido tratadas a temperaturas relativamente altas
no sufrieron cristalizacion.

— Pectina pura
Microesferas de pectina

800

400

Intensidad (u.a)

200+

Figura 4. 16 Espectro de difraccién de rayos X de la pectina pura y de las microesferas de
pectina.

4.5.1.7 Espectrofotometria infrarroja

Una muestra de pectina pura obtenida de la empresa Sigma-Aldrich y una muestra de microesferas
de pectina sintetizadas en el laboratorio fueron analizadas por FT-IR para corroborar los grupos
funcionales. Los grupos funcionales representativos de la pectina estan presentes en las dos
muestras y se pueden observar en la Figura 4.17. Los espectros presentan picos de los grupos
funcionales hidroxilo (-OH), carbonilo (C = O), metilo (-CHs) y metileno (-CHz). Las bandas
alrededor de 1650 y 1750 cm™ son indicadoras de grupos carboxilos libres y esterificados,

respectivamente, los cuales son utiles para la identificacion de pectinas [148].
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Figura 4. 17 Espectro de infrarrojo de la pectina pura y las MEs de pectina.

4.5.2 Microesferas de quitosano sin y con farmaco
4.5.2.1 Porcentaje de rendimiento de la MEs

El porcentaje de rendimiento de las microesferas de quitosano sin farmaco fue de 92% + 0.067,
con respecto a 7 lotes obtenidos y el rendimiento en las microesferas con farmaco fue de 89% +
0.087lo cual indica que si se toma en cuenta solamente la pérdida de polimero sin tomar en cuenta
los demés componentes para llevar a cabo la emulsidn, este Gltimo rendimiento es alto, comparado
con otros autores que han trabajado con este mismo polimero usando secado por aspersion y
presentan rendimientos de 54% hasta 65% [100,102,103,105].
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4.5.2.2 Calculo de la pérdida de humedad

Este estudio se llevo a cabo solamente en las microesferas de quitosano cargadas con acetaminofén,
por su importancia para cumplir con el objetivo de esta investigacion. Se observé una pérdida de
humedad de aproximadamente 0.89% * 0.0028 después de 24 h en los 7 lotes, lo cual quiere decir
que la presencia de agua en las muestras es minima y no interfiere en los resultados posteriores de

caracterizacion.
4.5.2.3 Determinacion de morfologia y tamafio

La distribucion de tamafio de esfera se muestra en las Figura 4.18, en la cual se puede observar que
las MEs en general presentan un rango de tamafio de particula entre 0.1 a 1.2 um y un tamafo de
particula promedio de 0.55 um + 0.24 um. Este método ha sido empleado en afios recientes en la
elaboracion de MEs con fines de liberacion de algun tipo de farmaco. Otros investigadores que han
trabajado con quitosano han desarrollado particulas méas grandes; como ejemplo esta Nayak y col.
[151] que reportan tamafos de 62 a 210 um debido al método y la cantidad de glutaraldehido
empleado. Los tamafios reportados en este trabajo se consideran mejores ya que evitarian cualquier
tipo de obstruccion en venas y arterias dentro del cuerpo humano, ademas los andamios fabricados
tienen una porosidad interconectada que va desde 10 hasta 500 um y las microesferas caben

perfectamente en los poros.
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Figura 4. 18 Distribucién de tamafio de particula de las MEs de quitosano
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Las caracteristicas generales de algunas investigaciones previas acerca de MEs de quitosano con

capacidad de encapsular y liberar algun tipo de farmaco se muestran en la Tabla 4.4.

Tabla 4. 4 Trabajos reportados en la literatura sobre MEs de quitosano.

] Tamafio i Rendimiento Eficiencia .
Autor | Afo Método Morfologia Encapsulacién
(nm) (%) (%)
Olivera )
Esférica
y col. 2014 ES 1-20 ) - - Proteinas
uniforme
[99]
Ventura )
Secado por Esférica o
y col. 2011 N 1-5 ] 60 96 Gentamicina
aspersion uniforme
[100]
Olivera .
Esférica
y col. 2012 ES 1-20 - - ADN
porosa
[101]
Garud y .
Esférica .
col. 2012 ES 352-450 56.80 85 Metformina
rugosa
[102]
Badhana
y col. 2012 | Gelacién 61-90 Irregular 63-84 43-82 Mesalamina
[103]
Son
9y Secado por Esférica . o
col. 2015 y 1-5 - 90 Acido salicilico
aspersion rugosa
[104]
Garciay Secado por
col. 2014 | aspersiony 3-10 Irregular 54 46.60 Ibuprofeno
[105] ES

Nota: SE emulsion simple; DE emulsién doble.
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En la Figura 4.19 se pueden observar iméagenes tomadas por MEB de microesferas de quitosano a
diferentes magnificaciones sin carga alguna. De acuerdo a las im&genes mostradas, se obtuvieron
particulas independientes de morfologia esférica y tamafios pequefios debido a la cantidad de
glutaraldehido empleado que fue de 10 mL cada 15 min durante la evaporacion del solvente. En la
Figura 4.20 se pueden observar las MEs de quitosano cargadas con farmaco a diferentes
magnificaciones, para poder apreciar la morfologia esférica. Las MEs se muestran de igual manera
como particulas independientes con un poco de aglomeracion que desaparece cuando las MEs se
encuentran dispersas en alguna solucion; la Figura 4.20(c), muestra una microesfera cargada con

acetaminofen, la cual presenta una morfologia sélida, relativamente lisa y completamente esférica.

Figura 4. 19 Microesferas de quitosano sin carga (a) 10,000X y (b)100 000X.
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Figura 4. 20 Microesferas de quitosano con carga de acetaminofén.

El método de emulsion/evaporacion del solvente es un método muy prometedor para la preparacion

de particulas con morfologia esférica comparado con otros métodos de obtencién de microesferas.

4.5.2.4 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los termogramas de DSC para el acetaminofén puro, quitosano puro y microesferas de quitosano
con y sin carga de farmaco se muestran en la Figura 4.21. El acetaminofén (Figura 4.21 (a)) muestra
un pico endotérmico a 167.9 °C, el cual indica su temperatura de fusion, este valor corresponde con
el encontrado por Saccheti y col. [152.]. La curva calorimétrica del quitosano fue la tipica de un
componente amorfo hidratado (Figura 4.21 (b)), esta muestra que la descomposicién ocurre en tres

pasos a diferencia de la pectina que ocurre en dos y su estabilidad térmica es mayor; se puede
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observar un pico endotérmico entre 85y 130 °C, correspondiente a la deshidratacion del polimero,
esta seguida de un pequefio pico exotérmico alrededor de 205 °C, el cual puede estar asociado con
la degradacion térmica de las cadenas poliméricas [153.], se observa un segundo pico endotérmico
el cual se puede atribuir a la ruptura de interacciones electrostaticas inespecificas [154.]. Después
del procesamiento, ya fabricadas las microesferas de quitosano con acetaminofén (Figura 4.21 (c)),
se observa una curva muy parecida con la diferencia de un ligero descenso en la curva en el rango
de temperatura de 165 ° C a 210 ° C que podria haber estado asociado con una presencia minima

del medicamento.
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Figura 4. 21 Termogramas de DSC para el (a) acetaminofén puro, (b) quitosano puro, y (¢) MEs
de quitosano, y MEs de quitosano cargadas con farmaco.
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4.5.2.5 Difraccion de rayos X (DRX)

En la Figura 4.22 y 4.23 se muestran los difractogramas del acetaminofén puro y de las MEs de
quitosano con carga Yy sin carga de farmaco. El difractograma del acetaminofén muestra que es un
compuesto altamente cristalino cuyas reflexiones se ajustan a la tarjeta COD 2300230 de la base
de datos. Por otro lado, la técnica de DRX revel6 que el quitosano, asi como las microesferas de
quitosano son de naturaleza amorfa, se pueden observar en la Figura 4. 23 unos semipicos en los
angulos 14.5° y 20° (26) dentro de la naturaleza amorfa del quitosano, esto nos muestra que es un
polimero semicristalino ya que posee una celda unitaria ortorrombica [153.], las microesferas con
carga también tienen un comportamiento amorfo ya que el difractograma no revel6 ningun grado
de cristalinidad debido a la presencia de acetaminofén, lo que quiere decir que éste se encuentra

dentro de las microesferas y no en la superficie de estas.

50000
ACETAMINOFEN
Formula C,H,NO,
40000 Estructura monoclinica
©
3 30000
o
S
& 20000
c
2
c
— 10000
0 LAJ b
10 20 30 40 50 60

20

Figura 4. 22 Espectro de difraccion de rayos X del (a) acetaminofén puro.
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Figura 4. 23 Espectro de difraccién de rayos X de las MEs de quitosano con carga y sin carga.

4.5.2.6 Espectrofotometria infrarroja

Los resultados de FT-IR de acetaminofén puro, quitosano puro, microesferas de quitosano, y
microesferas de quitosano con carga se muestran en la Figura 4.24. Las bandas obtenidas de los
grupos funcionales caracteristicos del acetaminofén y del quitosano se muestran en la Tabla 4.5.
Se puede observar en la figura que las microesferas de quitosano presentan las mismas bandas que
el quitosano puro, mientras que las bandas de las microesferas cargadas con acetaminofén muestran
un pequefio traslape con las del acetaminofén puro en los grupos CH y NH lo cual indica que existe

interaccion a nivel molecular.
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Figura 4. 24 Espectro de FT-IR de acetaminofén puro, quitosano puro, microesferas de
quitosano, y microesferas de quitosano cargadas con acetaminofén.

Tabla 4. 5 Grupos funcionales del quitosano y del acetaminofén.

Quitosano Acetaminofén
OH 3405 CH 3100
CH 2866
C=0 1662
1506, 1250,

NH; 1575 NH

827
C-N 1324

C-0-C 901, 648
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4.5.2.7 Ensayos de liberacion del farmaco y eficiencia de encapsulamiento

Para realizar la curva de calibracion del acetaminofén, se prepararon 5 concentraciones conocidas

de 2.5, 5, 10, 20 y 30 ppm de acetaminofén en agua destilada, estas concentraciones representaron

las bandas estandares que se muestran en la Figura 4.25. En la Tabla 4.6 se muestran los resultados

de las absorbancias obtenidas, los cuales indican que son directamente proporcionales al aumento

de concentracion, si la concentracion aumenta el doble, la absorbancia aumenta acorde a esto.

ABSORBANCIA

—5ppm
10 ppm

—30ppm |

——20 ppm
—— 15 ppm

T
200

Figura 4. 25 Espectro UV-vis de las muestras estandares del acetaminofén.

Tabla 4. 6 Absorbancia obtenida en cada concentracién de estandar.

300
(nm)

T
350

Concentracion .
Absorbancia
(ppm)
25 0.13
5 0.3
10 0.56
20 1.14
30 1.73
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En la Figura 4.26 se muestra la curva de calibracion del acetaminofén; se graficaron las
concentraciones conocidas contra las absorbancias obtenidas, que posteriormente se usaron para el
calculo de las concentraciones finales de farmaco en las microesferas. Se obtuvo una recta con la

ecuacion siguiente:
y = 0.057x — 0..007 (4.1)

De donde se puede deducir que x es la concentracion de acetaminofén que se busca para las 6
muestras de MEs y y es la lectura de absorbancia obtenida de las curvas de la Figura 4.27. Por lo

tanto, despejando x se tiene que:

_ (y+0.007)

0.057 (4:2)

1.8 | y=0:057x-0.007

wies | R?=0999 -

L4 /

12 | el

ABSORBANCIA
",

0.8 | =

06 | et

0.4 s

02 | -

0 5 10 15 20 25 30 35

C(ppm)

Figura 4. 26 Curva de calibracion del acetaminofén.
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Figura 4. 27 Curvas de absorbancia obtenidas en 6 muestras de MEs de quitosano con
acetaminoféen en relacion 2:1.

Las concentraciones obtenidas se muestran en la Tabla 4.7. La eficiencia de encapsulamiento (%
EE) se calcul6 con la Ec. (3.5) descrita en el Desarrollo Experimental, y tomando en cuenta la
dilucion que se hizo de cada muestra. Por ejemplo, para las muestras M5, M10 Y M14 se tomaron
0.25 mL que se aforaron a 10 mL para hacer la dilucion, de las restantes solo se tom6 1 mL y se
afor6 a 10 mL. Para ajustar las concentraciones tomando en cuenta la dilucidn se utiliz6 la siguiente

ecuacion:

C1Vy = GV, Cy = C1V1/V, (4.3)
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Tabla 4. 7 Concentracidon y eficiencia de encapsulamiento calculada respecto a la absorbancia

obtenida.
_ (y+0.007)
0.057
y X
Muestra (Absorbancia) | (Concentracion) %E
M5 0.5206 9.1456 36.67
M10 0.5779 10.1509 40.6
M11 0.7352 12.9105 22.5
M12 0.5027 8.8316 35.32
M13 1.5128 26.5526 26.55
M14 0.4203 7.3860 34.12

Haciendo un promedio de los resultados se tiene que €l %EE fue de 32.6%, la eficiencia es buena,
si se habla en términos de gque el farmaco es altamente soluble en medio acuoso o hidrofilico. Pero
este valor queda por debajo de los valores reportados para el encapsulamiento de otros farmacos
como gentamicina, metformina, acido salicilico e ibuprofeno en MEs de quitosano que sobrepasan
el 50% [100, 103, 104]. Este bajo porcentaje de eficiencia de encapsulamiento también se puede
atribuir a las pérdidas de farmaco durante la preparacion, la evaporacion del solvente, y las veces

que se centrifugo para poder separar fases.

4.6 Resultados de los andamios con adicion de microesferas de quitosano
4.6.1 Morfologia de los andamios

En la Figura 4.28 se muestran micrografias por MEB de los andamios; en la imagen 4.28(a) se
puede observar la morfologia del andamio en general, la cual no cambia aparentemente, la
diferencia se hace mas notable a altas magnificaciones donde se puede observar que el andamio
tiene cientos de microesferas adheridas en las paredes, de diferentes tamafios que van desde
nanométricas hasta micrométricas, las mas pequefias estdn mas adheridas a las paredes como se

muestra en la imagen 4.28(f), también se puede observar que las MEs no se adhirieron
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uniformemente, esto quiere decir que la adhesion depende del tiempo y de la cantidad de veces de
inmersion. Li y col. [66] quienes recientemente adhirieron MEs de PHBV en bioglass 45S5,
obtuvieron una adhesién uniforme en la superficie del andamio debido a que la cantidad de veces

de inmersién fue mayor a la que se empled en este trabajo.

Figura 4. 28 Micrografias por MEB de andamios de biovidrio CEL2 con MEs de
quitosano/acetaminofén. (a) Estructura del andamio, (b, c, d, e, f) acercamiento del andamio,
diferentes magnificaciones.
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4.6.2 Porcentaje de MEs de quitosano adheridas a los andamios tridimensionales

El porcentaje de MEs adheridas a los andamios fue de 40% con una ED de 3.8, este porcentaje es
respecto a la cantidad de MEs que se incorporo a la solucién inicial de hexano, lo cual quiere decir
que la cantidad de MEs es suficiente, el 60% de MEs que queda en la dispersion de hexano puede
ser reutilizable debido a que se pueden extraer facilmente del mismo. La mayoria de las
investigaciones previas mencionan que no es necesario que el andamio este completamente
cubierto de MEs ya que dependiendo de la cantidad de farmaco que se quiera liberar, asi sera la
cantidad de MEs agregadas. En la presente investigacion se confirmo una buena adhesion. Macias-
Andrés y col. [34] en su investigacion desarrollaron MEs de PHBYV cargadas de daidzeina las cuales
incorporaron a andamios tridimensionales de bioglass 45S5, la adhesion que presentan ellos es

similar a la de este trabajo tomando en cuenta que los biovidrios son muy parecidos.

4.6.3 Porosidad de los andamios después de la adhesion de microesferas

Los valores de porosidad de los andamios se calcularon antes y después de la incorporacion de las
MEs y se resumen en la Tabla 4.8, donde se puede observar que no hubo un cambio apreciable,
esto fue porque el tamafio y la cantidad de microesferas adheridas no obstruyé la porosidad del
andamio, lo cual es positivo en este tipo de estudio ya que se requiere de alta porosidad e
interconexion para que durante los cultivos celulares se lleve a cabo la proliferacion de la células

Oseas y el transporte de nutrientes.

Tabla 4. 8 Valores de porosidad de los andamios con y sin incorporacion de MEs.

Andamio | Atmdsfera | % biovidrio %THS P1(%) P2(%)
1 75.63 75.58

2 73.16 73.10
3 73.54 73.12
4 75.06 74.66
5 AIRE 55 3 73.4 73.18
6 73.84 73.76
7 73,69 73.46
8 73.96 73.67
9 72.97 72.51
Promedio 73.97 73.69
DE 0.877 0.878
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4.6.4 Pruebas de compresion

Las pruebas de compresion se hicieron a 7 andamios cilindricos con y sin MEs adheridas, los
cuales estuvieron inmersos en SBF durante 21 dias para estudiar el efecto del contacto con un
ambiente himedo; el comportamiento tipico de la curva esfuerzo-deformacion para un material
poroso, en este caso un biovidrio sometido a un ensayo de tensién no cambid coémo se muestra en
la Figura 3.29, los resultados de compresion se muestran en la Figura 4.30, los cuales indican que
respecto a las primeras pruebas de compresion en andamios sin haber sido sumergidos en SBF, la
resistencia maxima disminuy6 mas de la mitad en su valor, esto es 1.48 +0.1 MPay 1.58+0.1 pero
se mantuvo en el limite inferior de la resistencia a la compresion del hueso trabecular. debido a que
las espumas se encontraban en un medio himedo (SBF) y este genera la capa de hidroxiapatita,
pero no existe regeneracion in vitro porque no hay presencia de células. Se ha reportado un
incremento significativo de la resistencia mecanica de los andamios en experimentos in vivo en
funcién del tiempo ya que la capa de apatita aumenta, las células dseas proliferan, y se forma nuevo
tejido 6seo que recubren por completo el material [35], sin embargo, esto ocurre en un tiempo de
90 dias que es en promedio cuando el material se degrada por completo generando tejido nuevo, el
cual es mayor a los 21 dias de duracion del ensayo in vitro, donde durante el transcurso de los
primeros dias el andamio sufre de un debilitamiento de su estructura porque se lleva a cabo su
disolucion por intercambio ionico con el SBF y la cantidad de la capa de HA depositada no es
suficiente para aumentar su resistencia como se observa en la siguiente Seccion, ademas de que el

SBF es un fluido corporal simulado que no contiene células que se adhieran al material.

También se ha demostrado que la adicion de algun recubrimiento le da mayor resistencia al
andamio si éstos logran recubrir las grietas y cuellos entre los poros [66]. En el presente trabajo las

MEs no logran tener un efecto contundente en la resistencia mecénica.

134



Fuerza (N)

200

100

Maxima resistencia a la compresion L

Micro fracturas

2 4 6 8 10 12 14
Deformacion en %

Figura 4. 29 Comportamiento tipico de un material poroso sometido a compresion, resultado de

ESFUERZO MAXIMO (MPa)

una de las muestras himedas sometida a compresion.

A SIM A. S/M (SBF)

A. C/M, (SBF)

Figura 4. 30 Resistencia mecanica de andamios de biovidrio CEL2 sin microesferas, andamios
sin microesferas en medio humedo y andamios con microesferas en medio humedodespués de la

inmersion en SBF por 21 dias.
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4.6.5 Evaluacion de la bioactividad in vitro en SBF

Los resultados de la variacion de pH de la solucion SBF en funcion del tiempo de inmersion de los
andamios se muestran en la Figura 4.31. En la gréfica se puede observar un ligero incremento de
pH en todas las muestras debido al intercambio de iones entre el andamio y el fluido, el cual se
mantuvo menor a 7.8 en los 21 dias, con un cambio de medio cada 24 h. Mientras el SBF se renueve

diariamente, el pH se mantendrd menor a 7.8.

7.70 T T T T T
7.65
7.60 L
/ _‘
7.50 —.

7.454

7.40 4 | [ ] L

0 l 10 : 20
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Figura 4. 31 Monitoreo de pH en los andamios durante 21 dias.

La Figura 4.32 muestra imagenes por MEB de los andamios con MEs después de su inmersion en
SBF por 7 dias. El hecho de que las microesferas no cubrieran completamente el andamio facilito
el intercambio de iones entre el SBF y la superficie del andamio, permitiendo asi, la creacion de la
capa de hidroxiapatita. La cual se formo desde el primer dia, pero se observo la tipica morfologia
de coliflor cubriendo el andamio completamente a los 7 dias. Investigaciones previas muestran que
el biovidrio CEL2 tiene la capacidad para generar la capa de hidroxiapatita rapidamente. Se puede
observar que las Mes también son cubiertas por esta capa. La presencia de la fase de HA fue

corroborada mediante difraccion de rayos X y FT-IR en los dos casos. Se realizaron ademas analisis
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puntuales por EDS confirmandose la relacion molar Ca/P de aprox. 1.79, la cual es proxima a la
relacion de la HA natural.

X s ~

s O s »
ME’s CUBIERTAS DE HA

=]

»

Figura 4. 32 Micrografias por MEB de andamios con MEs sumergidos en SBF durante 7 dias.
(a) 250X, (b) 1500X, (c) 5000X, y (d) 10000X.

4.6.7 Espectrofotometria infrarroja

Tres muestras de espumas inmersas en SBF a 0, 1, 3 y 7 dias, fueron analizadas mediante
espectrofotometria infrarroja en el rango de 400 a 1600 cm X con el fin de corroborar los grupos
funcionales de la fase de hidroxiapatita existente en las muestras; de acuerdo a la literatura la
aparicion de dos picos alrededor de 565 cm™ y 603 cm™ corresponden a los grupos funcionales P-
O, los picos cercanos a 874 cm™ y las dos bandas a 1421 cm "ty 1452 cm™ son correspondientes a
los grupos C-O, todos estos indican la formacion de cristales de hidroxiapatita carbonatada [77,

155, 156], lo cual se muestra evidente en la Figura 4.33.
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Figura 4. 33 Espectros de FT-IR de andamios de CEL2 con MEs a (a) 0 d, (b) 1d, (c) 3y (d) 7d
después de haber sido inmersas en solucion SBF.

4.6.8 Difraccion de Rayos X

La Figura 4.34 muestra los patrones de difraccion de espumas de biovidrio CEL2 con MEs de
quitosano inmersas en SBF por 0, 1, 3, 7 y 14 dias. De la figura se observa el crecimiento de la
capa apatica que se hace evidente por la aparicién de los picos caracteristicos de la fase cristalina
hidroxiapatita que se encuentran en los angulos 26 = 26°y 26 = 32-33° de acuerdo con la tarjeta
PDF 01-082-1943, asi como una disminucion de las dos fases caracteristicas del biovidrio CEL2,
combeita NasCas (SisO18) (COD9007721) y arquemanita Ca2Mg (Si>07) (COD9008448)
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Figura 4. 34 Espectros de Rayos X de espumas de biovidrio CEL2 con MEs después de
inmersion en SBF por 0, 1, 3,7 y 14 dias.

4.6.9 Cinética de liberacion

Para determinar el perfil de liberacién in vitro, se llevaron a cabo dos experimentos se utilizaron
50 mg de microesferas de quitosano y 7 andamios cargados con MEs de quitosano, los resultados
de la liberacion se muestran en la Figura 4.35. La cinética de liberacion muestra 3 zonas: (a) zona
de liberacion répida, (b)zona de liberacion inducida y (c) zona de liberacion sostenida. La
liberacion rapida en este caso fue del 75% aproximadamente, esto se puede deber a que gran parte
del farmaco se quedd infiltrado en la superficie de las MEs. Esta comprobado que la presencia del
farmaco situado en la superficie de las MEs genera la liberacion rapida o rafaga y las moleculas de
droga contenidas dentro de las MEs promueven la liberacion prolongada o sostenida [157]; se

puede observar que la segunda zona se mantiene hasta el 90% de la liberacion y la tercera zona es
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cuando esta se mantiene o se libera por completo. Muchos factores pueden afectar la forma y
velocidad en la que es liberado el farmaco como son: la capa de hidroxiapatita generada por la
inmersion en SBF porque los grupos Si-OH de las microesferas y la superficie de los andamios
produce la nucleacién de esta, también ha sido reportado que el incremento en la relacion
droga/farmaco puede modificar la velocidad de la liberacion lo cual depende del comportamiento
hidrofilico u hidrofébico del medicamento, en este caso el acetaminofén es hidrofilico. En general
la liberacion se vuelve lenta en medios &cidos, ademas esta comprobado que entre mas pequefia
sea la microesfera tendra mayor area superficial expuesta la cual promovera una liberacion mas
rapida. [158] en este trabajo la droga encapsulada en las microesferas presenta una liberacion rafaga
mayor a la de los andamios con MEs, esto puede ser atribuido a la adhesién de MEs en la superficie
del andamio lo cual disminuye el area superficial expuesta en medio SBF y a su vez disminuye la

velocidad de liberacion.
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Figura 4. 35 Cinética de liberacion de acetaminofén en MEs de quitosano y en andamios de
biovidrio CEL2 cargados con MEs de quitosano.

La Figura 4.36 muestra la liberacion de acetaminofén usando la ecuacion de Peppas [48], donde se
obtuvo una R? de 0.975 lo cual indica que la liberacion de acetaminofén en MEs de quitosano esta
bien descrita por esta ecuacion, el valor experimental de n es menor al valor tedrico para la difusion

de Fick de 0.43, lo cual quiere decir que la liberacion se dio una difusion controlada. Patel y col.
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[159] en su investigacion estudiaron la liberacion de nicorandil en MEs de quitosano, la MEs fueron
sinterizadas por el método de emulsion y se encontrd que la liberacion fue por difusion al igual que
en esta investigacion, la liberacion fue sostenida por 12 h y presentd una liberacion rapida a corto
tiempo, lo cual quiere decir en comparacion con este trabajo que la mayor cantidad de farmaco
estuvo situada en la superficie de las MEs. Mothial y col. [160] y Pandey y col. [161] también
trabajaron con MEs de quitosano para liberacion de diferentes farmacos obteniendo una liberacion
sostenida de 6 h 'y 7 dias, respectivamente; la liberacion del farmaco se ve afectada principalmente
por tres factores cuando se trata de solo de MEs que son hinchamiento de la matriz polimérica,
porosidad y solubilidad del farmaco, en este caso en particular en que las MEs estan adheridas a
las paredes del andamio, existe un cuarto factor que es la formacion de la capa de apatita que puede
afectar la velocidad de liberacion. Dass y col [162] desarrollaron microesferas de diferentes
polimeros entre ellos quitosano para la encapsulacion de metoclopramida, obteniendo una
liberacion total a las 6 horas, la liberacion del farmaco se di6 de forma rapida debido a que la mayor
parte de la droga se encontraba en la superficie y el tamafio de las microesferas fue de 20 mpu

aproximadamente.
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Figura 4. 36 Cinetica de liberacion de acetaminofén en los andamios cargados de MEs mediante
la ecuaciodn de Peppas [48].
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4.7 Resultados de las pruebas biologicas
4.7.1 Viabilidad celular

La Figura 4.37 muestra los resultados de las mediciones de D.O. para el calculo del porcentaje de
viabilidad celular mediante el ensayo de MTT a los andamios sin y con MEs mediante la Ec. (3.9);
a las 24 h el control arroja un 110% de viabilidad mientras que los andamios sin MEs 150% vy los

andamios con MEs muestran una mayor viabilidad de 160%.
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Figura 4. 37 Medicion de la densidad éptica (D.O.) de C: Control, E: andamios, E/MEs:
andamios con MEs cargadas de acetaminofén, para la evaluacién de la viabilidad celular.

4.7.2 Proliferacion celular

De acuerdo a la literatura se sabe que durante la interaccién de las células con el substrato y el
medio que las rodea, las células juegan un importante rol de supervivencia, proliferacion y
diferenciacion. [163]. los fibroblastos son células que dependen del anclaje por lo tanto requieren
de una superficie para poder adherirse y posteriormente proliferar. En este trabajo, los resultados
de la Figura 4.38 mostraron que los fibroblastos retrasan su proliferacion cuando son cultivados en

andamios de biovidrio bioactivo CEL2 (con o sin microesferas de acetaminofén) a través de un
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mecanismo desconocido, debido a que su proliferacion es menor que las células del control. Sin
embargo, esta condicion no necesariamente afecta la funcion celular. Otros autores [164], han
mostrado que hay al menos dos mecanismos de adhesion celular en andamios. Primero, la union
directa de las células al material no controlada por el receptor, que incluye interacciones no
especificas entre el material y las celulas, tales como: enlaces de hidrogeno, interacciones
electrostéticas, polares o ionicas entre varias moléculas en la membrana celular y grupos quimicos
funcionales en el material. Por otro lado, a través de integrinas que son, moléculas que permiten la
adhesion celular, esto incluye células dependientes del anclaje. En este trabajo se puede suponer
que, si las células no son capaces de sintetizar y depositar sus propias moléculas de matriz
extracelular alrededor de 24 a 48 h después de la siembra, se someten a apoptosis.

Segundo, la unién mediada por receptores a través de moléculas de matriz extracelular o sus partes.
En este mecanismo, la adhesion celular mediada por el receptor funcional y la transmision de
sefiales en un biomaterial convencional esta mediada por moléculas de matriz extracelular, algunas
de ellas son fibronectina, vitronectina, coldgeno o laminina. Estas moléculas se pueden adsorber
en la superficie del material del entorno circundante, por ejemplo, medios de cultivo celular. Es
importante tener en cuenta que en los experimentos que se muestran en este trabajo, las células
retrasan su proliferacion, tal vez se atribuyen a la dificultad de adherirse al material, pero nunca

mueren.

Por otro lado, en control el pH no sufri6 variaciones porque el medio no esta en contacto con el
andamio de biovidrio CEL2 mientras que, en los otros dos casos, el andamio y las microesferas
estan presentes, lo cual afecta el pH. Al principio, en las primeras 24h, el ligero aumento en el valor
del pH facilita el inicio de la adhesidn celular porque las células prefieren un ambiente ligeramente
alcalino sin embargo el continuo intercambio de iones del material con el medio que lo rodea hacen
que el pH se eleve causando que la proliferacion celular disminuya, considerando el aumento de
pH y los cambios en iones H*, pueden ocurrir multiples efectos en el metabolismo y funciones
celulares como la respiracién celular causando alteraciones en las enzimas y afectando la difusion

e intercambio de nutrientes.

Otros autores mencionan que los cristales de hidroxiapatita promueven la adhesion celular, por lo
cual es recomendable en trabajo a futuro pretratar los andamios en SBF por lo menos 7 dias antes

de las pruebas celulares para poder determinar si la capa de HA es promotora de adhesién celular
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como lo propone Vital-Brovarone y col [36, 38-40], quien trabajo con andamios porosos de

biovidrio CEL2 y mostro mayor viabilidad celular en andamios pretratados en SBF.

- Control
1.0- I Andamios

Andamios/MEs
d d
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0.4- b
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Figura 4. 38 Proliferacion celular durante 5 dias. Resultados de el ensayo MTT para el control
(solamente fibroblastos), andamios y andamios con MEs de quitosano en un tiempo de 4, 48, 72,
96 y 120 h. las letras diferentes indican las diferencias estadisticas. cada variacion estadistica fue

analizada entre el mismo grupo experimental: letra a para el control, a” para los andamios y a”

para andamios con MEs. b y ¢ para los demas grupos experimentales

4.7.3 Adhesion celular

Se comprobd la adhesion celular mediante imagenes de MEB. A primera vista parece que las
celulas no se adhirieron a la superficie del andamio pero a mayores magnificaciones, los
fibroblastos se pudieron observar claramente (Figura 4.39); La morfologia de un fibroblasto es
distinta a la de las demas células ya que como su nombre lo dice, estas células suelen mostrar una
morfologia de fibras largas, es evidente que este tipo de andamios esta destinado a la proliferacion
de osteoblastos, pero es importante notar que los fibroblastos son las primeras células que se
adhieren para generar cualquier tipo de tejido y son la base de la adhesion de todas las demas

células. La Figura4.39 (b) muestra como los fibroblastos estan adheridos a los andamios después
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de 5 dias de haber estado en medio de cultivo, se pueden observar los filopodios de las células, las
microesferas y la superficie del andamio, los tres interactuando uno con el otro. Este estudio
bioldgico fue preliminar pero aun asi muestra ser prometedor para la aplicacion de los andamios

de biovidrio CEL2 con microesferas incorporadas para su uso en el area de regeneracion dsea.

Figura 4. 39 Iméagenes de MEB de fibroblastos adheridos a las paredes del andamio con
microesferas de quitosano cargadas con acetaminofén a diferentes magnificaciones: (a) 250 X,
(b) 500 X, (c) 1000 X, (d) 5000X.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES

Se lograron fabricar andamios con un porcentaje de porosidad interconectada entre el 70 y
75%, lo cual los hace factibles para poder ser empleados en ingenieria de tejidos como
andamiajes 0seos. Estos a partir de una composicion de polvos de vidrio bioactivo CEL2,
ligante y un agente espumante mediante un proceso novedoso combinado de tecnologia de

polvos y espumado de polimeros.

Mediante el proceso propuesto en este proyecto y debido a la separacion del perfil térmico en
etapas es posible obtener porosidad abierta en los andamios y un tamafio de poro adecuado

para el crecimiento 6seo (10-500 pum).

Es posible fabricar microesferas biodegradables a partir de biopolimeros como la pectina y el
quitosano mediante la técnica de emulsion-evaporacion del solvente. Variando los parametros
como son la temperatura, la velocidad de emulsificacion y la relacién polimero-farmaco se

pueden obtener microesferas esféricas de diferentes tamafios mediante este método.

Las microesferas de quitosano fueron las mas aptas para poder emplearse en conjunto con los
andamios ya que mostraron mayor rendimiento en su produccion, asi como menor tamafo de
particula y buena eficiencia de encapsulamiento, pudiendo liberar el acetaminofén de manera

sostenida durante 200 h.

Los andamios, antes y después de su inmersién en SBF, mostraron valores de resistencia a la
compresion en el rango del hueso esponjoso humano (2-12 MPa), tomando en cuenta que

tedricamente esta resistencia aumenta in vivo, es posible su uso en regeneracion osea.

La capa de HA en la superficie de los andamios se formo a partir del primer dia después de
haber sido inmersos en SBF, y la morfologia tipica de coliflor fue comprobada mediante MEB,

lo cual se atribuye a un buen potencial bioactivo de los mismos.

Los andamios en conjunto con las MEs permitieron la adhesion celular y proliferacion de los
fibroblastos durante 5 dias, lo cual tomando en cuenta que no fueron pretratados en SBF, es

un resultado prometedor para la ingenieria de tejidos.

146



Recomendaciones y trabajo futuro.

Se recomienda un estudio més especifico en relacién a la variacion de pH en la parte de pruebas
celulares, asi como un pretratamiento del conjunto andamio/MEs en SBF para estudiar su efecto

en la adhesion y proliferacion celular.

Como trabajo a futuro se propone fabricar andamios de diferentes composiciones de biovidrios
bioactivos que tengan porosidad superior o cercana al 80%, una resistencia a la compresion en el
rango del hueso esponjoso humano y excelente potencial bioactivo. Esto se podrd lograr
controlando la variacién en las composiciones, asi como los perfiles térmicos de espumado y de

sinterizado.

Por otra parte, fabricar microesferas de diferentes biopolimeros, las cuales puedan encapsular no
solo medicamentos sino diferentes tipos de factores y proteinas para que posteriormente éstas
puedan ser estudiadas individualmente o en conjunto con andamios. Respecto a la produccion en
conjunto andamio/MEs, se pretenden hacer varias combinaciones las cuales resulten prometedoras

en el &rea de ingenieria de tejidos.
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