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INTRODUCCION

La osteoporosis es la enfermedad humana 6sea mas frecuente. A partir de los 50 afios
afecta a una de cada cuatro mujeres y a uno de cada ocho varones y su incidencia aumenta de
forma significativa en mujeres después de la menopausia, hasta el punto de que al dia de hoy se
estima que es la enfermedad cronica mas prevalente en todo el mundo en mujeres de raza blanca

mayores de 65 afios 4,

La consecuencia mas directa de la osteoporosis es el incremento de la incidencia de
fracturas por fragilidad, de esta forma los tratamientos para la osteoporosis estan enfocados a
frenar la resorcion ésea o a estimular la formacién de hueso, por lo que la adecuada ingesta de
calcio es de suma importancia en la prevencion y tratamiento de la osteoporosis. La dieta de los
pacientes con osteoporosis debe ser equilibrada, con suficiente aporte de calcio y vitamina D. En
los adultos se recomienda una ingesta de calcio de entre 1000 y 1300 mg por dia (aunque,
después de la menopausia los requerimientos de calcio aumentan ligeramente) %%, sin embargo,
solo aproximadamente un 50% de la poblacion cumple esta recomendacion, y en ocasiones son
necesarios suplementos orales con calcio 4 (cominmente disponibles en combinacién con
compuestos de citrato o carbonato P°%). Es importante enfatizar que no se debe consumir toda la
ingesta recomendada en una sola toma, dado que sobrecargaria la capacidad de absorcion del
intestino, por lo que se debe tomar en dosis separadas, que no excedan los 500 a 600 mg por
dosis %, Asimismo se requieren valores adecuados de vitamina D para una éptima absorcion

intestinal del calcio, asi como para un adecuado metabolismo del tejido 6seo 4.

Los materiales sintéticos mas favorecidos para el reemplazo 6seo estan basados en la
quimica de fosfatos de calcio debido a su que composicion quimica es similar a la fase mineral
del hueso ®%. El B-Fosfato Tricalcico (B-TCP, Cas(PO.),) es una ceramica también conocida
como whitlockita y es una fase absorbible lentamente, notable por su biocompatibilidad y alta
absorcion en hueso, razones por las que ha sido utilizada como material biocompatible para

reemplazo de hueso y para recubrimientos de prétesis de hueso % 2. La sustitucion de magnesio



en lugar de calcio estabiliza el TCP, previniendo su conversion en hidroxiapatita al contacto con
los fluidos corporales Y.

La utilizacion de B-Fosfato Tricalcico sustituido con magnesio (B-TCMP) encapsulado en
particulas de &cido polilactico-co-glicélico (PLGA) representa una opcion viable en la utilizacion
de esta ceramica como un complemento en el tratamiento de la osteoporosis (suplemento
alimenticio). Los sistemas de liberacion con PLGA conjuntan caracteristicas de encapsulamiento,
biocompatibilidad y biodegradacion éptimas para utilizarse en el transporte de B-TCMP hasta el
tracto gastrointestinal. De acuerdo con Miladi K., et al., (2013) la utilizacion del PLGA para el
encapsulamiento de agentes terapéuticos para el tratamiento de la osteoporosis ya ha sido
ampliamente reportado en la literatura, y se han encapsulado en diversos dispositivos agentes
tales como: Risodronato de Sodio en microesferas, Calcitonina en nanoparticulas y microesferas,
Aldronato e hidroxiapatita en microesferas, entre otros °”!. Asimismo, autores como Lim et al.,
(2010), Da-Silva et al., (2007) y Gan & Feng (2006) reportan el uso de scaffolds elaborados con

carragenina para aplicaciones en ingenieria de tejidos.

En este trabajo se utilizaron los métodos de Evaporacién de Disolvente Emulsificado y
Vaciado de Disolvente para la formacién de peliculas de Xantana-k-Carragenina que contengan
microesferas de Fosfato Tricalcico sustituido con Magnesio (B-TCMP) o Whitlockita

encapsulado en acido polilactico-co-glicolico PLGA.
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MARCO TEORICO

1.1 GENERALIDADES DEL HUESO

El hueso es un tejido conectivo especializado que juntamente con el cartilago forma el
sistema esquelético Y. Este tipo de tejido, como otros tejidos conjuntivos, esta compuesto por
células y matriz extracelular. La caracteristica que distingue al tejido 6seo de los otros tejidos

conjuntivos es la mineralizacion de su matriz !, lo que le confiere caracteristicas especiales.

Tiene tres funciones principales:

e Mecanica: Es zona de unién de la musculatura, sirve de sostén al cuerpo y ademas
permite el desplazamiento y todos los movimientos imprescindibles para la vida de
relacion 94 112,

e Protectora: Proporciona blindaje a los 6rganos vitales y aloja a la médula 6sea que
produce y suministra las células hematopoyéticas [ % 1121

e Metabodlica: Como reserva de iones esenciales para el metabolismo, entre ellos sodio,

potasio, magnesio, y especialmente calcio y fosfato 112,
1.1.1 Composicion

La composicion y la estructura de los huesos estan Composicién del Hueso
sujetas a influencias hormonales, metabodlicas vy
nutricionales mltiples %, De manera general, podemos e
decir que el hueso es basicamente una matriz organica Drzgzﬁqf““
mineralizada por depésitos de sales de calcio 2.

Fase
Asi pues, el hueso estd compuesto por una fase mﬂ-%;mﬂ

organica e inorganica, de la que aproximadamente el 70%

de su peso es mineral o materia inorgénica, cerca del 8%

es agua, y lo demas es organico (Figura 1.1). De la _ .
Figura 1.1 Composicion del hueso.

materia  inorganica, aproximadamente 95% estd  Adaptado de [85].



compuesto de hidroxiapatita ®* y el resto son iones como potasio, magnesio y sodio 1. De la
fase organica, alrededor del 85% est4d compuesta de colageno tipo I, y el restante 15% esté
compuesto de pequefias cantidades de otros colagenos, varias proteinas no colagenas,
glicoproteinas, y sélo alrededor del 2% estd compuesto de células. Algunas de estas proteinas no
colagenas son especificas del hueso, como la osteocalcina, mientras que otras como la
osteopontina, fibronectina, y varios factores de crecimiento peptidicos, se encuentran también en
otros tejidos conectivos. Las proteinas no colagenas del hueso participan en el acoplamiento de
las células dseas a la matriz extracelular, y en la regulacién de la actividad del hueso durante el

proceso de remodelacién 6sea 2,

Matriz Osea
Es la responsable de las propiedades biomecanicas del tejido 6seo % y tiene diferentes
funciones, dado que esta calcificada le imparte al hueso gran resistencia a la compresion y a la
traccion. Su composicion esencialmente consiste en fibrillas colagenas (fase organica) y sales
minerales (fase inorganica) %,

Fase inorganica

Esta formada, como ya se menciond, en su mayoria (95%) por iones de fosfato y de calcio
formando cristales parecidos a la hidroxiapatita mineral, con composicién Ca;o(PO4)s(OH),, de
alrededor de 3 nm de espesor y hasta 60 nm de largo. Los iones de la superficie de los cristales de
hidroxiapatita estan hidratados, formando lo que se llama capa de hidratacion. Esta capa facilita
el intercambio de iones entre el cristal y el liquido intersticial. La mineralizacion empieza a lo
largo de las fibras de colageno, donde inicialmente se depositan los cristales de esta apatita
paralelamente en intervalos regulares y periddicos, otorgando rigidez al hueso. Se supone que las
glicoproteinas dseas (osteocalcina, osteonectina y osteoponina) desempefian un papel en la
formacion de los cristales de hidroxiapatita, dado que existen otros tejidos ricos en colageno tipo
I (proteina también presente en el hueso) pero que no contienen estas glicoproteinas
especificamente Oseas y que normalmente no presentan calcificacion. Asimismo, la fase

inorganica presenta pequefias cantidades de iones carbonato (CO3), magnesio, potasio, sodio y
citrato [29 47 96, 110]
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Fase organica

-Proteinas Colagenas

« Colageno tipo |

Aproximadamente el 85% del material organico del hueso estd formado por colégeno tipo
I, que es una proteina con una compleja conformacién jerérquica dividida en cuatro estructuras:
estructura primaria (aminoacido triplete), estructura secundaria (o-hélice), estructura terciaria
(triple hélice) y estructura cuaternaria (fibrillas) % EI colageno tipo I del hueso se diferencia del
que estd presente en otros tejidos principalmente por sus modificaciones postraslacionales. Por
ejemplo, el patron de hidroxilacion de lisinas es distinto en el hueso que en tejidos como la piel
(1121 'E| colageno en el hueso, sintetizado por los osteoblastos, sirve como un patrén y también
puede inicializar y propagar la mineralizacion de manera independiente a las vesiculas de la
matriz. Esta proteina le confiere al hueso resistencia a la traccion, elasticidad y flexibilidad %,
Aparte del colageno tipo |, en el hueso se encuentran otras proteinas coldgenas en menor

abundancia, entre ellas:

» Col&geno tipo Il
Presente en pequefias cantidades, parece regular el didmetro del colageno fibrilar cuyas

mutaciones en humanos explican los diferentes tipos de enfermedad de Ehlers- Danlos 2.

» Colégeno tipo V
Se lo encuentra con frecuencia intimamente asociado con las fibras de colageno tipo | y

controla el didmetro de las fibrillas de éste tipo de colageno .

-Proteinas No Colagenas

Asimismo en el tejido 6seo se encuentran presenten otras proteinas no colagenas,
constituidas por proteoglicanos y glicoproteinas.

* Proteoglicanos

Son macromoléculas compuestas por glicosaminoglicanos (GAGs) unidos de manera
covalente a una proteina central de la cual deriva su nombre, por ejemplo decorina, biglicano,

versicano o fibromodulina. Estas macromoléculas se encuentran asociadas principalmente a las
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fibras colagenas, a las que se fijan en determinados puntos especificos de su estructura (excepto
en aquellos que constituyen los puntos de nucleacion en la formacion de hueso) por lo que se las
considera como el elemento de fijacion que rellena los espacios entre las fibras colagenas. Este
gel de proteoglicanos solidifica la red de fibras colagenas confiriéndoles a los tejidos la turgencia
y la resistencia a la presion. Aunque su funcion no se limita a brindar estabilidad mecénica sino

que también constituyen sitios de unién para ciertos factores de crecimiento ! 3% &1,

« Glicoproteinas

Estas moléculas resultan de la unién de una fraccién glucidica con una fraccion proteica a
través de enlaces covalentes. La fraccion hidrocarbonada estd representada por una o varias
cadenas glucidicas (azucares), generalmente ramificadas y de pequefio tamafio, unidas a la
secuencia polipeptidica. Se producen en diferentes etapas de la maduracion del osteoblasto y a
diferencia de los glicosaminoglicanos, las glicoproteinas carecen de &cidos uronicos y ésteres
sulfatos. La trombospondina, fibronectina, osteopontina y sialoproteina 6sea son glicoproteinas
que exhiben una secuencia RGD (Arg-Gly-Asp), que constituyen dominios de enlace para
receptores de membrana celular de la familia de las integrinas. Por otro lado, la osteocalcina y la

proteina Gla matricial se caracterizan por presentar gran afinidad hacia iones minerales como
ca¥ [38, 42, 80]

Componente Celular

En el hueso coexisten varios tipos de células que constituyen un sistema celular
especializado responsable de la reparacion, el mantenimiento y la adaptacion del hueso. Podemos
hablar de tres tipos de células principalmente: Osteoblastos, Osteocitos y Osteoclastos (ver
Figura 1.2); sin embargo, en el hueso también se encuentran presentes los Pre-osteoblastos, Pre-
osteoclastos, las Células Linfoides y las de Revestimiento [© 22,

-Osteoblastos:

Derivan de las células mesénquimales pluripotenciales de la médula 6sea, endostio,

281 Son las células formadoras de matriz del hueso en

periostio y pericitos perivasculares
crecimiento y maduro, sintetizando sustancia osteoide (matriz no calcificada) a un ritmo de 2 a 3
um por dia ?® 9 Durante el crecimiento se ubican en la parte superficial de la matriz y su forma

es poliedrica. Los osteoblastos realizan diversas tareas: secretan colageno, proteoglicanos,

12



osteocalcina, osteopontina, osteonectina y otras proteinas; producen factores de crecimiento
paracrinos y autocrinos; tienen receptores para una serie de hormonas, citocinas y vitaminas
como la parathormona (PTH), la 1,25 dihidroxivitamina D (1,25D), la prostaglandina E;, el IGF-I
y IGF-1I que promueven la proliferacion y diferenciacion de la célula mesenquimatica
pluripotencial indiferenciada, que da origen a preosteoblastos y osteoblastos; asimismo, median
la reabsorcion llevada a cabo por los osteoclastos a través de la sintesis de citoquinas especificas
(28. 1121 Finalmente, una vez mineralizada la matriz, algunas de estas células quedan atrapadas

dentro y se transforman en osteocitos, o mueren por apoptosis %!,

-Osteocitos:

A diferencia de los osteoblastos y los osteoclastos que se encuentran en la superficie 0sea,
los osteocitos se hallan en el interior. Son el tipo de células mas abundantes del tejido dseo y
tienen forma estrellada, sus variadas prolongaciones constituyen conexiones con las
prolongaciones de los osteocitos vecinos, permitiendo intercambiar electrolitos y moléculas
pequefias, de la misma manera que habilitan un flujo de sustancias desde los osteoblastos de la
superficie 2% % Tienen un tamafio aproximado de 7 pum de didametro y 2 pm de espesor. Su
funcion aln no estd bien definida, pero ciertamente desempefian un papel fundamental en el
transporte de materiales organicos e inorganicos hacia los huesos [, asimismo, se los ha descrito
como sensores de carga mecanica, lo cual genera estimulos que seran transmitidos a través de las
células interconectadas, fendomeno llamado mecanotransduccion, convirtiéndose asi en el sistema
de comunicacién en el hueso 1 2y participando de este modo activamente en el proceso de
remodelacion Osea (sintesis y mineralizacion de la matriz osteoide) detectando las variaciones
mecanicas de las cargas. Este tipo de célula constituye el estadio final de la linea osteoblastica y

son incapaces de renovarse %2,

-Osteoclastos:

Son células polinucleadas de gran tamafio (10 um) que se localizan en las superficies
6seas, ricas en mitocondrias y vacuolas ?®1. Sus membranas consisten en numerosos dobleces y
los pliegues de este borde rugoso cambian constantemente de forma y realizan movimientos
activos [ 9 | os osteoclastos son los encargados de resorber (absorber) la matriz calcificada, los

osteoclastos se movilizan hacia la zona a reabsorber y luego se adhieren a la superficie dsea

13



mineralizada a traves del borde rugoso mediante las integrinas. A este nivel el pH es acido, ya
que secretan acidos (H") generados por la anhidrasa carbdnica 1l y enzimas proteoliticas como
colagenasas, metaloproteasas, etc., que inducen la resorcion del hueso mediante la solubilizacién

de la matriz orgénica primero y posteriormente la mineral 2%,

Osteosclastos |

Osteosblastos

Figura 1.2. Dibujo que muestra las tipicas ubicaciones en el hueso
de las tres células descritas. Adaptado de [112].

1.1.2 Macroestructura del hueso

El hueso tiene principalmente dos funciones mecanicas que cumplir: soportar la carga del
cuerpo y al mismo tiempo poseer flexibilidad. Su estructura macroscépica especifica es lo que le
permite cumplir con estas caracteristicas ). Como se mencion6 en el apartado anterior, desde el
punto de visto histoldgico, el hueso es un tejido conjuntivo mineralizado muy vascularizado e
inervado, que se estructura en laminillas de matriz osteoide calcificada. La disposicion de estas
fibrillas determina su macroarquitectura, determinando asi dos tipos de hueso: compacto y
esponjoso ?®1 como se aprecia en la Figura 1.3. Aunque los huesos del esqueleto presentan
diversos tamafios y formas, todos poseen una estructura afin, en la que la parte externa esta
constituida por una compacta capa de tejido calcificado (hueso compacto), el interior del hueso
estd parcial o totalmente ocupado por un entramado de trabéculas finas calcificadas (hueso
esponjoso); asi pues, el 70-85% de la superficie 6sea corresponde a la superficie interna o

enddstica y s6lo el 25-30% corresponde a la superficie externa o peridstica ™.
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Hueso trabecular Hueso cortical  \/asos sanguineos

Figura 1.3. Estructura del hueso. Se puede ver el hueso cortical que junto con
el sistema vascular rodea el entramado trabecular. Adaptado de [6].

Hueso cortical o compacto: Representa alrededor del 80% del volumen total del hueso y
aproximadamente el 30% de la superficie disponible para la remodelacién P4. El hueso
compacto posee una unidad estructural repetitiva denominada osteona %! (de entre 10-
500 pm de diametro [3%)), constituida por un conducto central o de Harvers (de tamafio
variable), que esta rodeado de laminas concéntricas de matriz ¢sea calcificada (alrededor
de 4-20 laminas B). Estas osteonas se agrupan densamente y tienen una red de conductos
por los cuales atraviesan vasos sanguineos, linfaticos y nervios. Los osteocitos se sitlan
entre las laminas de matriz en espacios denominados lagunas (de tamafio aproximado al
de los osteocitos, 7-15 um de diametro) comunicados a traves de sus caracteristicas

prolongaciones ®!. El hueso cortical posee una tasa metabdlica lenta .

Hueso esponjoso o trabecular: Representa cerca del 20% del volumen total del hueso y
un poco més del 70% de la superficie disponible para la remodelacion P4, el esqueleto
axial (craneo, columna vertebral, térax y pelvis). A primera vista el entramado trabecular
pareciera aleatoriamente distribuido, sin embargo una mejor observacion nos permite
darnos cuenta de que las trabéculas se encuentran orientadas precisamente a lo largo de

las lineas de esfuerzo y de soporte, formando una estructura similar a la de una “red
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esponjosa” °!. En el espesor de las trabéculas, se disponen los osteocitos en el interior de

las lagunas %%,

1.1.3 Formacién, Mantenimiento y Remodelacion Osea

El tejido 6seo sufre procesos de crecimiento, modelado y remodelado, que representan los
recursos bioldgicos posibles para vehiculizar cualquiera de los cambios naturales mecanicamente
significativos de su estructura resistiva (es decir, que afecten la rigidez intrinseca o la distribucion
espacial del material calcificado). Siendo este ultimo proceso de gran relevancia, ya que la

mayoria de patologias 6seas son consecuencia de alguna alteracion en este proceso P°* 12,

Crecimiento (Osteogénesis)

En el desarrollo del esqueleto se hallan involucrados dos eventos principales: el disefio, en
el que se definen la forma, tamafio y localizacién de los elementos del esqueleto; y la
diferenciacion que involucra un proceso de varios pasos donde células mesénquimales
progenitoras independientes reciben sefiales que activan la transcripcion de genes que controlan
la proliferacién y diferenciacion de osteoblastos, condrocitos y osteoclastos 8. En la etapa
embrionaria y hasta la juventud, el proceso de osteogénesis con la fase de sintesis de matriz
organica y la posterior mineralizacion ocurre donde no habia hueso, es lo que se conoce como
osificacion primaria. Es un proceso rapido, el colageno se distribuye al azar, los osteocitos no
tienen una distribucion regular el grado de mineralizacion no es muy alto. Este tipo de hueso se
denomina primario, reticular, plexiforme o no laminar. En el adulto sdélo aparecera en
circunstancias reparadoras o patologicas. Se conocen dos mecanismos de osificacion primaria: 1)
intramembranosa, endoconectiva, o directa porque el tejido dseo se origina directamente en una
lamina de mesénquima, y 2) endocrondral, porque en el mesénquima donde se originara el futuro
hueso, aparece primero el cartilago hialino, que sirve de molde o modelo para que ulteriormente

se desarrolle, también a partir del mesénquima, el tejido 6seo 27,
Posteriormente hueso esponjoso secundario de tipo lamelar (Haversiano) sustituye ese

hueso primario. Alrededor de este hueso se produce luego una aposicion de origen periostico de

capas de nuevo hueso lamelar de estructura compacta (proceso antiguamente llamado
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“osificacion membranosa”) que forma parte del proceso ulterior de modelado para formar la

envoltura compacta externa 2.

Modelado

Consiste en una combinacién de formacion Osea osteoblastica de tejido lamelar y
resorcion osteoclastica, llevados a cabo de forma independiente, no acoplada, y determinan la
forma y el tamafio (“crecimiento en ancho”) de los huesos, ademas de permitir la renovacién
constante del esqueleto. Ademas cuando se altera el proceso de modelado pueden generarse
deformidades 6seas. EI modelado estd programado genéticamente, pero es probable que los
factores mecénicos locales también influyan sobre el mismo, aunque la aposicidn periostica

tiende a minimizarse hacia la edad madura °® 121,

Remodelado

Cuando un hueso es sometido a fuerzas que superan su resistencia mecanica se origina su
fractura, desencadenandose tras ella el proceso de consolidacion o reparacién Osea, que tiene
como objetivo restablecer la estructura tisular y las propiedades mecanicas originales Y. La
remodelacion del hueso es un proceso muy activo que consiste en la renovacion 6sea mediante la
accion sucesiva y coordenada de osteoclastos (resorcion dsea) y osteoblastos (formacidn 6sea) en
diminutos focos por todo el esqueleto, denominados unidades de remodelacion 6sea. Anualmente
se renueva el 25% del hueso trabecular y el 3% del cortical y en un periodo de 10 afios, se ha

renovado la totalidad de los huesos por lo menos una vez ¥ %I,

Existen diferentes razones por la que se presenta el proceso de remodelacion:

- En una primera etapa (en el embrion y en procesos reparativos reaccionales) sobre el
hueso reticular y su reemplazo por el lamelar.

- En la osificacion endocondral donde todo hueso que se forma se remodela para ser
finalmente hueso lamelar adulto.

- Ciertas zonas del esqueleto estan en constante remodelacion: zonas en las que una elevada
muerte de osteocitos genera un sector que actla como hueso muerto, por lo que se debe
reemplazar; o zonas en las que se presenta un nuevo requerimiento mecanico (nuevos

deportes, variaciones de peso, etc.) y el hueso debe adaptarse a ello.
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- Lesiones esqueléticas de diversas clases (fracturas, pérdidas de piezas dentarias, etc.) 104,

El ciclo de remodelacion toma aproximadamente 120 dias, y se pueden distinguir seis
fases principalmente: activacion, resorcion, acoplamiento, formacién, mineralizacion y reposo
%1 Se describen a continuacion las fases de remodelado ¢seo antes mencionadas e ilustradas en la
Figura 1.4.

a) Activacion: La superficie del hueso inactivo se prepara para la resorcion. Lo que
involucra una retraccion de las células tapizantes y la remocion de la capa delgada de
colageno que cubre la superficie del hueso. Mediante sefiales quimiotacticas se atraen a
los preosteoclastos, los cuales se fijan en la superficie 6sea y desplazan a las células
tapizantes del hueso. El sitio especifico de activacion puede ser alcanzado mediante
esfuerzo mecanico transmitido a las células tapizantes mediante la red de canales de los

osteocitos 81,
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Células Troncales

) LR Monocito Mesenquimales
e =% .. *( g
Células Troncales o
Hematopoyéticas : R .
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" Linea de unién

AR L AT,
Activacion ~ Resorcion  Acoplamiento \\ A

Formacion
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Figura 1.4. Pasos de remodelado en hueso trabecular
adulto. Adaptado de [6].
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b) Resorcion: Durante este proceso se presenta la proliferacion y fusion de los precursores
osteoclasticos, la preparacion de los osteoclastos para la resorcion y el desarrollo de la
membrana rugosa. Posteriormente, los osteoclastos resorben el hueso, lo que lleva a la
formacion de lagunas o cavidades, que en el hueso trabecular forman una cavidad en
forma de laguna (Laguna de Howship) de alrededor de 50 um de profundidad, y en el
hueso cortical la cavidad tiene forma de tdnel (cono penetrante). Este periodo dura entre 1
y 3 semanas. Por (ltimo, los osteoclastos migran lentamente o sufren apoptosis .

c) Acoplamiento: Los osteoblastos progenitores son atraidos a la cavidad de resorcion,
mientras que los monocitos y las células tapizantes preparan la superficie de la cavidad de
resorcion para la produccion de hueso nuevo mediante la remocion de los restos dejados
por los osteoclastos. Este periodo de inactivacion dura aproximadamente dos semanas ™
6]-

d) Formacion: Los osteoblastos activos producen el osteoide. Una vez finalizada esta etapa,
aproximadamente un 65% de los osteoblastos sufren apoptosis, mientras que el otro 35%
se transforma en osteocitos o en células tapizantes [*©.

e) Mineralizacion: Para dar lugar a la mineralizacion del osteoide, los osteoblastos deben
producir previamente vesiculas de matriz (las cuales son redondeadas, de tamafio variable
y estan limitadas por una membrana). Durante la formacion del osteoide estas vesiculas se
separan del osteoblasto por gemacién (derivan muy probablemente de la membrana
celular) y pasan a la matriz, donde constituyen el centro para la formacion de cristales de
fosfato de calcio. Esta etapa requiere contar con concentraciones locales normales de
iones de calcio y fosfato, de lo contrario los osteoblastos pueden producir una gran
cantidad de matriz organica en poco tiempo, retrasando la mineralizacion 1.

f) Reposo o Inactivacion: Los osteoblastos se transforman en células tapizantes o en

osteocitos si permanecen atrapados en el hueso recién formado .

1.2 HUESO Y METABOLISMO MINERAL
El cuerpo humano contiene en promedio cerca de 1 kg de calcio, mas del 99% del cual
existe en el hueso y los dientes. En el hueso, el calcio existe en forma de hidroxiapatita

[Ca10(PO4)s(OH)2] ). Dado que la parte mineral del hueso estd compuesta esencialmente de
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hidroxiapatita, como ya se menciond, sustancias externas tales como tetraciclinas, polifosfatos, y
bifosfonatos pueden ser incorporados de la misma manera con alta afinidad BY. EI hueso presenta
un importante papel en el metabolismo fosfo-célcico, actuando como auténtico deposito de
calcio. De la cantidad total de calcio contenida en el hueso podemos distinguir dos porciones: una
porcion inestable, donde se encuentra el calcio absorbido o fijado débilmente, es el calcio
intercambiable, que suponemos menos del 1% y una porcion estable 2,

La concentracion de calcio en plasma es de cerca de 10 mg por 100 ml. Cerca del 40% de
esta cantidad esta enlazada a proteinas y 10% a iones, de modo que aproximadamente sélo la
mitad est4 ionizada, por lo que se denomina calcio ionizado. El nivel de calcio ionizado, y por lo
tanto, el calcio plasmatico, se determina por la interaccion de los tres 6rganos diana: intestino,
hueso y rifion BY los cuales regulan el mantenimiento de los mecanismos homeostaticos
encargados de regular las concentraciones extracelulares de calcio y fésforo realizado por dos
hormonas polipeptidicas: la hormona paratiroidea (PTH) y la calcitonina. Ademas, interviene una
hormona esteroidea, la vitamina D, fundamentalmente con su metabolismo activo. La actividad
de los osteocitos es controlada por la concentracién de calcio del liquido extracelular, niveles
elevados de calcio y la calcitonina inhiben la desmineralizacion, mientras que niveles bajos de

calcio y la PTH la aumentan [#2.

1.2.1 Homeostasis del calcio
La Tabla 1.1 muestra las principales hormonas y agentes humorales relacionados con la
regulacion del metabolismo del calcio, entre los que podemos destacar principalmente:

e PTH (Hormona paratiroidea): secretada por las glandulas paratiroideas, actla en
respuesta a la disminucién del calcio iénico, por lo que se la considera una hormona
hipercalcemiante. En un principio la respuesta es mediada por los osteoblastos que
aumentan el paso de calcio del hueso al espacio extracelular, luego, si el estimulo es muy
intenso se activan los osteoclastos segregando enzimas lisosomicas en el tejido Gseo,

disolviendo la matriz organica 2 1¢7,
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e Calcitonina: sintetizada en las células parafoliculares o células C de la tiroides, inhibe la
liberacion de calcio y fésforo. En el rifidn ocasiona hipercalciuria o hipofosfaturia, y en el

intestino disminuye la absorcién de calcio, sin afectar la de fésforo 21671,

e Vitamina D: El organismo recibe un doble aporte de vitamina D, la vitamina D2
ergocalciferol y vitamina D3 colecalciferol mediante la dieta. Esta vitamina favorece la
absorcion activa de calcio por el enterocito en el intestino, y en el hueso, su accion es
similar a la PTH, remodelando hueso y favoreciendo el aporte de calcio, fésforo y

aminoacidos al hueso en formacién. Un exceso de vitamina D produce hipercalcemia **
16, 75]

Tabla 1.1. HORMONAS Y MARCADORES HUMORALES QUE INTERVIENEN EN
LA REMODELACION OSEA*
HORMONA INTERVENCION

Hormona Paratiroidea (PTH) Estimula la resorcion Gsea

Calcitoninay h Tiroidea Inhiben la actividad de los osteoclastos. Disminucion

estimulante (TSH) de la absorcion de calcio en intestino

Vitamina D3 (Colecalciferol) Absorcion de Calcio. Resorcion Osea

Estrogenos Maduracion del esqueleto. Retarda osteolisis
Glucocorticoides Reduccidn del calcio plasmatico
Osteoprotegerina (OPG) Inhibe actividad y produccidn de osteoclastos

*Adaptado de [12, 16, 75]

Por otro lado, en el esquema de la Figura 1.5 se representa el estrecho equilibrio
mantenido por la absorcién intestinal, la eliminacién renal y la movilizacion ésea, asi como la
accion de las hormonas antes mencionadas sobre estos procesos, para mantener la homeostasis
del calcio. Asi pues, de manera general podemos decir que la homeostasia del calcio se mantiene

por el equilibrio entre la absorcién neta de calcio y su excrecion urinaria 12 643,
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Figura 1.5. Homeostasis del calcio. Adaptado de [12].

1.2.2 Absorcién del calcio

La absorcién del calcio en el intestino es pequefia, porque muchos de los compuestos de
calcio ingeridos con la dieta o formados por el propio intestino son insolubles, y porque es dificil
la absorcion de cationes divalentes en la mucosa intestinal. Del 70 al 80% del calcio de la dieta
es excretado por las heces. La fuente mas importante de calcio para el organismo es la consumida
en la dieta, principalmente con los productos lacteos. En una dieta normal, se ingieren
aproximadamente 1000 mg de calcio al dia, mismo que se junta en el intestino con el procedente
de las secreciones gastrointestinales, alrededor de 600 mg. De estos 1600 mg, en el intestino
delgado se absorbe un 45% (700 mg) vy el resto se elimina por las heces. Sélo durante periodos de
mineralizacion esquelética acelerada (crecimiento, embarazo y lactancia) el calcio de la dieta es

casi totalmente absorbido %641,

1.2.3 Excrecion del calcio
Casi todo el calcio del filtrado glomerular se reabsorbe en el tabulo contorneado proximal

y en la rama ascendente del asa de Henle. En el tubulo contorneado distal y el tibulo colector la
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reabsorcion de calcio es muy selectiva, estando bajo el control de la PTH, y por ende, en estrecha
relacion con la calcemia (niveles del calcio) ™% *!. De esta manera, el nivel de calcio en plasma
dependera de los flujos entre el fluido extracelular y consecuentemente la sangre, y estos tres
organos. Para el hueso, los roles desarrollados por la resorcion de hueso y por el equilibrio en la
superficie de los cristales de apatita aln se debaten. Dado que el 99% del calcio del cuerpo, se
localiza en el esqueleto, este 6rgano actuara como reserva del ion. En caso de escasez de calcio,
los mecanismos homeostaticos trabajaran en el detrimento del hueso (resorcion) para mantener el

calcio plasmatico, el cual parece tener prioridad absoluta B!

, ya que el calcio interviene en la
conduccidn nerviosa, la contractilidad muscular, el mecanismo de secrecion y accion de diversas
hormonas y enzimas citosolicas, la permeabilidad de membranas, el proceso de coagulacién de la

sangre y la mineralizacion del hueso 7.

1.3 MATERIALES CERAMICOS PARA SUSTITUCION OSEA: FOSFATOS DE CALCIO
La formacion de hueso, como ya se menciond, involucra primero la formacion del
osteoide (matriz organica), proceso que los osteoblastos llevan a cabo mediante la sintesis y
liberacion de las fibras de colageno, con la posterior mineralizacién del mismo por deposicion de
fosfato de calcio. Esta mineralizacién es un procedimiento controlado en el que en los pequefios
espacios intersticiales vacios encontrados entre el arreglo de fibras colagenas que forman el
osteoide, se depositan nanocristales de apatita, involucrando méas de 200 distintas proteinas
acidas. Estas proteinas actian como inhibidores, nucleadores o patrones para el crecimiento
epitaxial de los nanocristales, anclados al colageno %), Los componentes inorgénicos del hueso
son los principales responsables de conferirle rigidez y resistencia a la compresion, mientras que

la parte organica lo provee de las correspondientes propiedades de tension 4.

Asi pues, la fase mineral de los huesos y los dientes es un fosfato de calcio basico,
semejante, mas no idéntico, a la hidroxiapatita sintética [HA, Ca1o(PO4)s(OH).]. Sin embargo, las
apatitas biologicas difieren de la HA estequiométrica en varios aspectos tales como menores
dimensiones cristalinas y baja cristalinidad . Los fosfatos de calcio presentes en tejidos

biolégicos, comunmente en calcificaciones patologicas, incluyen Fosfato de Calcio Amorfo
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(ACP), Fosfato Dicélcico Dihidratado (DCPD), Fosfato Octacélcico (OCP) y pB-Fosfato
Tricélcico sustituido con Mg (B-TCMP) P!, como se puede observar en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2. FOSFATOS DE CALCIO BIOLOGICAMENTE RELEVANTES**

Acréimo Férmula Nombre Relacion | Presencia en tejidos
Ca/P bioldgicos
Hueso, dentina,
HA Cay0(PO4)s(OH): Hidroxiapatita calcificaciones del
1.67 esmalte dental, piedras
urinarias, placas
arteroscleroticas
Calculo dental y
B-TCP Ca3(POy), B-Fosfato Tricélcico 1.5 urinario, depositos de
(whitlockita) tejido blando,
cartilago artritico,
presente comunmente
como B-TCMP
OCP CagH2(P0O,)*5H,0O | Fosfato Octacalcico 1.33 Célculo dental y
urinario
Fosfato de Calcio Calcificaciones de
ACP Cay(POa),*nH,0 1.2-2.2 -
Amorfo tejido blando
Fosfato de Dicélcico Célculo dental,
DCPD CaHPO4+2H,0 Dihidratado 1.0 piedras urinarias,
(brushita) condrocalcinosis

** Adaptado de [9]

Esta claro que el indice de la regeneracion 6sea depende de varios factores, tales como la
porosidad, composicion, solubilidad y presencia de ciertos elementos que, liberados durante la
resorcion del material ceramico, facilitan la regeneracion 6sea llevada a cabo por los osteoblastos
[108] ' asf, debido a su similitud con las fases inorganicas de los tejidos mineralizados, los fosfatos

de calcio presentan una excelente biocompatibilidad y bioactividad, lo que justifica su creciente
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utilizacion en el desarrollo de biomateriales para sustitucion y reparacion de tejido 6seo °\. Entre
todos los fosfatos de calcio disponibles, o de formulacién potencial, es importante conocer la
relacién Ca/P, asi como su acidez y solubilidad, ya que, mientras menor sea la relacion Ca/P,
mayores son la acidez y solubilidad de la mezcla 1%, de este modo se puede predecir su tasa de
degradacidn, hecho que es muy relevante puesto que si ésta es muy rapida, puede comprometer la
estabilidad (del fosfato) y aumentar la concentracién de iones fosfato (PO4)* vy calcio (Ca*")
extracelular y puede producir muerte celular ). La reabsorcién o biodegradacion de las
ceramicas de fosfatos de calcio puede presentarse por didisolucidnfisico-quimica, relacionada
estrechamente con el tipo de material y el pH del medio, por desintegracion fisica en forma de
pequefias particulas a causa de un ataque quimico y también se ven influidas por factores
bioldgicos, es decir, por el tipo de células que rodeen el sitio donde se implante la ceramica, su
localizacion, la edad, el sexo y las concentraciones hormonales. Entre las variables relacionadas
con el aumento de la tasa de biodegradacion se incluyen el incremento del area superficial, la
disminucion de la cristalinidad y la homogeneidad de los cristales, la disminucion del tamafio de
grano Yy las sustituciones ionicas; por otro lado, la presencia de fluoruro en la hidroxiapatita y la
presencia de Mg®* en el fosfato tricalcico se pueden considerar factores que disminuyen la

biodegradacion de la ceramica 4 ¢,

A continuacién se describirdn aspectos generales acerca de los dos primeros fosfatos

presentados en la Tabla 1.2, principales fosfatos utilizados en el campo de los biomateriales.

1.3.1 Hidroxiapatita, (HA)

Entre los fosfatos de calcio, la HA [Ca;o(PO4)s(OH),] cuenta con las propiedades de
mayor estabilidad, mayor densidad y mayor insolubilidad, y desde el punto de vista quimico y
estructural es el material con mayor similitud (aunque no idéntico) al componente mineral de
huesos y dientes ), por lo que ha sido objeto de estudio y utilizado como biomaterial en
aplicaciones clinicas desde 1981. Esta ceramica en su forma densa es casi inerte y se puede
presentar en dos formas cristalinas: monoclinica y hexagonal, siendo la forma hexagonal de
interés practico pues la forma monoclinica no es estable bajo presencia de pequefias cantidades
de iones externos. En la préctica, se comporta fundamentalmente como un material

osteoconductivo y osteofilico, lo que significa que actia como un armazén aprovechado por el
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tejido huésped para la insercion de células y vasos y para el depdsito de hueso neoformado.
Asimismo, no presenta caracteristicas osteogénicas, es decir, que propicie la migracion de
osteoblastos y preosteoblastos, sin embargo, algunos estudios sugieren que determinadas
geometrias podrian aportarle capacidad osteoinductiva, esto es, cuando el contacto del material
cerdmico con células no 6seas provoca la transformacién de éstas en precursores 0seos,
caracteristica que presentan materiales como la matriz de hueso mineralizado o las proteinas

morfogenéticas 6seas [ 64 %,

Se han reportado diversos métodos de sintesis, sin embargo, la precipitacién acuosa es el
mas utilizado, haciendo reaccionar una sal de calcio y un fosfato alcalino o bien un hidroxido o
un carbonato de calcio y acido fosforico, teniendo especial cuidado en el ambiente en que se
desarrolla esta reaccion, pues se requiere mantener un pH bésico (>9) durante la precipitacion. Se
producen de este modo buenos productos cristalinos a una temperatura de 100 °C, la disminucién
de esta temperatura deriva en un descenso de la cristalinidad de la hidroxiapatita resultante, otro
factor a considerar es el tiempo de reaccién, dado que un tiempo corto produce nanocristales o
productos amorfos, mientras que el tamarfio del cristal y la cristalinidad aumentan con el tiempo

de reaccion 64,

1.3.2 B-Fosfato tricalcico, (8-TCP)

Los fosfatos de calcio con composicion [Cas(PO,),] existen en diversas fases dependiendo
de la temperatura y de la presion parcial del agua, las dos fases mas conocidas del fosfato
tricalcico son: a) a-TCP [a-Caz(POy,),], fase estable a altas temperaturas (entre 1120 y 1470 °C),
exhibiendo una estructura monoclinica y b) B-TCP [B-Ca3z(PO4),] la cual es estable a

temperaturas menores a 1120 °C, y posee una estructura hexagonal 146481,

Se han reportado varios métodos de sintesis de B-TCP, entre los que destacan la
precipitacion acuosa mediante la cual se pueden obtener nanopolvos estables y de alta pureza [49,
68, 113], la sintesis por la técnica de mezcla liquida con la que se logran compuestos bifasicos
estables de B-TCP e hidroxiapatita [78], la sintesis por sol-gel por medio de la que se pueden
conseguir compuestos estables y bioactivos sutituidos con Sr [83], y la sintesis hidrotermal que

permite sintetizar de manera rapida y directa B-TCP sustituida con Magnesio [18, 54].

26



El B-TCP se puede encontrar en tejidos bioldgicos como piedras en glandulas salivales, o
calculos dentales, considerandosela biocompatible, por lo que ha sido gran objeto de estudio y en
la actualidad se utiliza en una amplia variedad de aplicaciones protésicas dentales y dseas %6 1131,
Esta ceramica no es uno de los componentes naturales del hueso, como la hidroxiapatita (muy
similar a la fase inorganica del tejido 6seo) sin embargo, posee la caracteristica de ser mas
soluble en los fluidos corporales, relacion Ca/P menor que la de la hidroxiapatita (ver Tabla 1.2),
por lo que su reabsorcion es entre 10 a 20 veces mas rapida, de modo que el B-TCP muestra una

liberacion répida de iones Ca*" y PO,> cuando se lo expone a los fluidos fisiologicos B % %1,

1.3.3 B-Fosfato tricalcico con magnesio (f-TCMP)

El B-TCP es uno de los biomateriales mas importantes basados en fosfatos. Actualmente
se sabe que estimula significativamente la estructura mineral del hueso. Es una cerdmica
altamente biocompatible y reabsorbible en el tejido 6seo % % Sin embargo, el B-TCP es
inestable y mucho mas soluble en agua comparado con la hidroxiapatita, por lo que muchas
investigaciones sefialan que puede degradarse al implantarlo en el huésped. Asimismo, es sabido
que se transforma en hidroxiapatita en presencia de agua, por lo que esta inestabilidad hidrolitica

hace muy dificil estudiar su interacciéon con varios tipos de células % %

. Sin embargo,
sustituyendo magnesio en la red de B-TCP, la estructura se puede estabilizar. La fase se vuelve
mas resistente a la disolucidn, a la hidrdlisis y a su transformacion en hidroxiapatita en presencia

de agua bajo condiciones fisiolégicas > &%

. Ademas, con el magnesio el B-TCP se logra
sintetizar bajo condiciones acuosas normales, aunque la solubilidad del compuesto disminuya
conforme aumenta el contenido de magnesio (551 En el organismo, el Mg estimula directamente
la proliferacion de osteoblastos y una disminucion de Mg provoca una inhibicion en el
crecimiento celular debido a la reduccion resultante en ADN, ARN Yy sintesis de proteinas.
Asimismo, una disminucion en el contenido de Mg en hueso y una alta cristalinidad se relacionan
con la osteoporosis senil. Estos efectos adversos asociados a la deficiencia de Mg pueden acarrear
crecimiento y mineralizacion desigual de hueso, reducir la calidad del hueso, su dureza y
densidad, asi como aumentar su fragilidad, ademas se ha propuesto que la deficiencia de Mg es

un factor de riesgo potencial de osteoporosis .
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1.4 OSTEOPOROSIS
La osteoporosis se define como un trastorno esquelético sistémico, metabdlico y
multifactorial, caracterizado por una masa 6sea baja (menor que la mecanicamente apropiada) y
por un deterioro de la microarquitectura del tejido 6seo (detrimento de la conectividad y forma
trabecular), con el consecuente incremento de la fragilidad 6sea. La susceptibilidad a las fracturas
se vuelve mayor. Son fracturas que aunque pueden presentarse en cualquier estructura 0sea,
principalmente se localizan en el antebrazo distal, los cuerpos vertebrales, la zona proximal del
himero vy el cuello del fémur 12 7373970 'Dada la reduccion de la parte mineral del hueso
radioldgicamente en esta patologia, aumenta la translucidez (ver Figura 1.6); asi, la densitometria
0sea, que mide la mineralizacion en el hueso, revela la disminucion de este parametro.
Recientemente la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) ha redefinido la osteoporosis en
términos de los valores de masa 6sea medidos por medio de densitometria Gsea tipo DEXA (por
las siglas en inglés para Dual-energy X-ray Absorptiometry, Densitometria por Absorcién con
doble haz de rayos X). Asi se ha conseguido estimar la frecuencia de la osteoporosis y proponer
la siguiente categorizacion 25 111;
- Osteopenia: Masa 6sea ubicada entre 1 y 2.5 DE (desviaciones estandar) por debajo de la
media correspondiente al adulto joven de 30 afios (méximo de masa 6sea) ..
- Osteoporosis: Los valores de masa 6sea se localizan por debajo de las 2.5 DE de masa
juvenil B,

- Osteoporosis grave o complicada: Acompafiada de una o més fracturas ..

I ™
A
.JI
\
7 ™
B

Figura 1.6. [llustracion de la
osteoporosis en cabeza de fémur. A.
Cabeza de fémur normal. B. Cabeza
de fémur con diagnostico de
osteoporosis [94].
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1.4.1 Clasificacién y Factores de Riesgo

La Tabla 1.3 muestra una clasificacion de la osteoporosis, siendo la primaria y la
secundaria los tipos mas comunes en la préctica clinica *2. A pesar de la etiologia para cada tipo
de osteoporosis, cualquier mecanismo de pérdida de mineralizacion Osea esta asociado en esta
enfermedad; asimismo, existen factores, tanto preventivos como promotores de riesgo, como los

que se mencionan a continuacion 2

Factores de riesgo demostrados ™
Envejecimiento

Baja masa Osea

Menopausia precoz

Afios de menopausia

Historia de fractura previas, (cadera particularmente)
Tabaco

Alcohol

Absorcidn intestinal de calcio disminuida

Alta eliminacion urinaria de calcio

Bajo peso corporal

Historial familiar de fracturas

Baja exposicion al sol

Poco ejercicio fisico

Ciertas medicaciones (corticoesteroides, heparina)

Factores protectores contra la pérdida de masa ésea y/o fracturas

Incremento de indice de masa corporal

Terapia hormonal sustitutiva desde la menopausia.
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Tabla 1.3. CLASIFICACION DE LOS TIPOS DE OSTEOPOROSIS ***

Tipo

Osteoporosis

Caracteristicas

Primaria

Pérdida de masa Osea, debida a una
Postmenopausica | resorcion Gsea elevada durante el
periodo posmenopausico.

Pérdida paulatina de masa dsea, debida
Involuntaria o senil | a una sustitucién 6sea baja producida
durante el envejecimiento.

Secundaria

Producida como consecuencia de una enfermedad o condicion
preexistente, p. ej. asociada con hipertiroidismo, inmovilizacién
prolongada, etc.

Idiopética juvenil
y del adulto
joven

“Baja densidad 6sea para la edad cronolédgica del individuo”.
Infrecuente, transitoria con tendencia a la remision espontanea.
Fracturas frecuentes en zonas metafisarias y de columna
vertebral. Causas frecuentes: enfermedades genéticas y
hereditarias, patologias enddcrinas, inmovilizacion,
enfermedades nutricionales, y utilizacién de farmacos como
corticoesteroides, heparina, entre otros.

\Y

Localizada

Pérdida de masa Osea confinada a una parte especifica del
esqueleto. Asociada generalmente con la inmovilizacion de un
miembro resultado de una fractura, inflamacion o una parélisis
muscular (Atrofia de Sudeck).

*** Adaptado de [2, 12, 104, 112].

1.4.2 Diagnostico y valoracion

En general la Osteoporosis es asintomadtica, por lo que suele definirse como “la
enfermedad silenciosa”. En ocasiones puede presentarse como una raquialgia insidiosa (dolor en
la columna vertebral), progresiva, cronica, que aumenta con los esfuerzos y se calma con el

reposo. Cuando se complica con la fractura, el dolor se presenta en forma brusca y espontanea o

frente a un esfuerzo o traumatismo minimo %,

En su diagnostico y valoracion se relacionan distintos procedimientos:

= Anamnesis: que incluya edad, sexo, raza, habitos alimenticios y de actividad fisica,

enfermedades previas y antecedentes familiares

(37]
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= Exploracion fisica: valorando dolor 6seo (agudo y cronico), deformidades (cifosis,
disminucion de talla) y fracturas, estado de la piel (en los pacientes osteoporéticos con
frecuencia se observa una piel fina y transparente, hipopigmentada e inelstica),
determinacion de talla, peso y envergadura (distancia entre las puntas de los dedos, con

los brazos en cruz) 7). (Ver Figura 1.7).

t |

Columna con cifosis Columna normal

B)

)

Figura 1.7. Algunos de los factores a valorar en la exploracion fisica. A) Comparacion
entre una columna normal y una con cifosis. Adaptado de [43], B) Medicion de la
envergadura en un infante, C) llustracion de las fracturas mas comunes en la
osteoporosis (en la zona pélvica, en los cuerpos vertebrales, en el cuello del fémur, en
la zona proximal del humero, en el antebrazo distal) Adaptado de [101].

=  Actividad Sérica: con determinaciones de calcio, fésforo, fosfatasa alcalina total

(indicador de formacion de hueso, actividad osteoblastica), fosfatasa acida (indicador de
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resorcion Osea, actividad osteoblastica), y PTH. Actualmente también se han desarrollado

nuevos marcadores bioquimicos de formacion dsea, como la determinacién de

osteocalcina, isoenzima de la fosfatasa alcalina, propéptido carboxitermial del

procolageno tipo I, entre otros 237,

= Biopsia Osea: Estudio histoldgico de biopsia 6sea traniliaca (que incluya hueso cortical y
trabecular) para evaluar las alteraciones del recambio 6seo B,

= Estudios radioldgicos: entre los que se incluyen la radiologia convencional (debe tomarse
en cuenta que hace falta una pérdida del 30% del calcio 6seo para que se pueda identificar
la osteopenia con esta técnica), tomografia axial computarizada TAC (capaz de evaluar la
masa trabecular y cortical por separado, propiedades geométricas y densidad mineral del
hueso, entre otros), y microresonancia magnética (uURM) Yy microtomografia
computarizada (WTC), con los que ha sido posible un andlisis tridimensional de la
arquitectura 6sea y su relacion con la fuerza del hueso 1% 37391031

= Densitometria dsea: Técnica de diagnostico esencial en la valoracion de esta enfermedad,
basada en el uso de rayos X, aunque también se utilicen los ultrasonidos. Puede ser de
cuerpo entero (Densitometria por Absorcién con doble haz de rayos X, DEXA) o de
regiones especificas (fotodensitometria radiogréfica, ultrasonidos QUS, TAC para

columna y antebrazo) 7 3% 1031,

1.4.3 Tratamiento

Aunqgue no existe una terapia individual 6ptima para el manejo de la osteoporosis, el
tratamiento se centra en inhibir la resorcion 0sea o estimular la formacion Gsea. Las opciones de
tratamiento farmacolégico de primera linea aprobadas por la FDA (Food and Drug
Administration), seguras y efectivas para el tratamiento de la osteoporosis son biofosfonatos
(alendronato, risendronato), raloxifeno, calcitonina y hormona paratiroidea. Un aporte suficiente
de calcio y vitamina D administrados juntos, a través de la dieta o de suplementos, es esencial
para la prevencion de la osteoporosis. El aporte de 1000 mg de calcio en la dieta permite una
reduccion de fractura de cadera de 24%. La suplementacién con calcio (1000 mg/d) y Vitamina

D3 (800 UI/d) debe indicarse aunado con el tratamiento farmacoldgico 73,
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1.5 ENCAPSULAMIENTO DE AGENTES TERAPEUTICOS CON VECTORES DE ACIDO
POLILACTICO-CO-GLICOLICO, (PLGA)

Los polimeros se han utilizado ampliamente como biomateriales para la fabricacion de
dispositivos médicos, asi como de materiales tridimensionales (andamios) y bidimensionales
(peliculas) para la ingenierfa de tejidos °®!. Del mismo modo, se han desarrollado varios sistemas
de liberacion controlada a partir de polimeros biodegradables utilizados como portadores para la
liberacion de agentes farmaceuticos de una amplia variedad, incluyendo antibioticos, farmacos

anticancerigenos, esteroides, péptidos, proteinas y muchos otros agentes terapéuticos 2.

El &cido poliglicélico es un polimero biocompatible cristalino de alto peso molecular que
se hidroliza lentamente en agua, dando como resultado moléculas de acido glicolico que se
convierten por accion enzimatica en glicina, misma que participa en la sintesis proteica o de
serina y que transformada en piruvato se incorpora al ciclo de Krebs. En este polimero destaca su
resistencia a la flexion y a la torsién, y con él se confeccion6 la primera sutura reabsorbible
aprobada para su uso en la clinica, y se han elaborado implantes para el tratamiento de fracturas.
Por otro lado, el &cido polilactico también ha sido utilizado en el campo de los biomateriales
como material de sutura, este polimero se transforma por desesterificacion hidrolitica en acido
lactico, que también se incorpora al ciclo de Krebs y se excreta como CO; a nivel pulmonar. Los
implantes de acido polilactico son menos rigidos que los de acido poliglicdlico, pero su periodo
de degradacion es mas prolongado . Se han elaborado copolimeros de estos acidos con el
objetivo de combinar y mejorar las propiedades mecanicas y el tiempo de degradacion ¢
obteniendo copolimeros PLGA (acido polilactico-co-glicolico), cuya estructura quimica se puede

apreciar en la Figura 1.8.

0
o H
- Figura 1.8. Estructura quimica del acido
o polilactico-co-glicdlico ™M,
m n
0
CH,

El grado de cristalinidad y el punto de fusion de los polimeros estan directamente

relacionados con su peso molecular. De este modo, la fuerza mecanica, el comportamiento de
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hinchado, la capacidad para soportar la hidrdlisis, y subsecuentemente, la tasa de
biodegradacion, estdn directamente influenciadas por la cristalinidad del copolimero PLGA,
misma que depende del tipo y de la estequiometria de los componentes monomeros individuales
(lactida y glicolida) de la cadena polimérica. Asi, los polimeros PLGA con una relacion molar
50:50 de &cido lactico y glicolico respectivamente se hidrolizan mucho més rapido que aquellos

que contienen una mayor proporcién de cualquiera de los dos monémeros 1> 1161,

1.5.1 ¢ Por qué utilizar un sistema PLGA?

Actualmente el PLGA ha despertado un gran interés debido a su excelente
biocompatibilidad, biodegrabilidad y fuerza mecéanica, dado que con el PLGA es fécil desarrollar
sistemas de liberacion para transportar una gran variedad de agentes activos, como vacunas,
péptidos, proteinas y micromoléculas, algunos de los cuales estan aprobados por la FDA (Food
and Drug Administration) para su uso en administracién de farmacos . La importancia y
relevancia de la utilizacion del PLGA como método de liberacion (mediante la formacion de
nanoparticulas y microesferas usualmente) radica de manera primordial en los siguientes
aspectos:

a) La liberacion se produce por degradacion hidrolitica, y los productos de biodegradacion

(via segmentacion hidrolitica del enlace éster entre acido lactico y glicélico, ver Figura

1.9) se forman a una velocidad muy lenta, y por lo tanto, no afecta las funciones celulares

normales. Ademas estos mondémeros se metabolizan facilmente en el cuerpo via ciclo de

Krebs y se eliminan como diéxido de carbono y agua * 77161,

0 0
0 4' o W OH HO
HO 0
m n C———> m | HO +n Y\OF
CH_,1 O CH,, 9
PLGA Acido lactico Acido glicolico

Figura 1.9. Degradacion del &cido polilactico-co-gligolico en acido lactico y acido glicélico.
Adaptado de ™9,

b) Al encapsularlo en PLGA, el agente terapéutico se dispersa por toda la matriz polimérica,

permitiendo una liberacién uniforme en el medio 1),
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c) El principio activo envuelto en la matriz de PLGA se libera de manera constante
mediante, la degradacion de la matriz. Esta degradacion puede controlarse de acuerdo con
la composicion del copolimero y su peso molecular, pudiendo modificar los tiempos de

liberacion de acuerdo con las necesidades 153 771,

1.5.2 Elaboracion de particulas de PLGA

Las particulas de PLGA generalmente se elaboran por la técnica de evaporacion de
disolvente emulsificado (emulsion solvent evaporation) o por técnicas de desplazamiento (solvent
displacement). Al elegir un método de elaboracion de las particulas es importante considerar que
la estabilidad y la actividad biolégicas del principio no se deben ver afectadas durante el
encapsulamiento, igualmente, la calidad de las particulas y su eficiencia de liberacion deben ser
reproducibles ¥ 1. Asimismo, hay que tomar en cuenta las propiedades fisicoquimicas del
principio activo a incorporarse ya que afectan significativamente el resultado de los patrones de
liberacion de las particulas resultantes, ademas las interacciones atractivas principio activo-

polimero pueden reducir las velocidades de liberacion '™,

1.5.3 Efectos del pH en la degradacion del sistema PLGA

Dado que la degradacion de las particulas de PLGA se efectGa de adentro hacia afuera, se
han llevado a cabo investigaciones sobre el pH dentro de las particulas, mediante microscopia
confocal utilizando tinciones fluorescentes sensibles al pH, potenciometria, resonancia magnética
nuclear, entre otros métodos. Los valores reportados oscilan en el rango de 1.5 a 6.4, hecho que
se atribuye a las diferencias en las formulaciones de las microparticulas de PLGA investigadas
(18] De modo que el medio en el cual se desarrolla la liberacion influira notablemente en la
velocidad a la que se lleve a cabo ésta. De acuerdo con Banu S. Zolnik et al., (2007) se pueden
utilizar condiciones acidas para acelerar la liberacién desde las microesferas de PLGA. Los datos
demuestran que la morfologia de las microesferas durante la degradacion a pH é&cido es
considerablemente diferente comparada con la exhibida a un pH de 7.4, mostrandose mas fragiles
y erosionadas en pH &cido. Por otro lado, algunos autores como K. Makino et al., (1986), utilizan
un pH alcalino para optimizar la degradacion de las microesferas de PLGA, aunque los cambios

morfolégicos antes mencionados no se presenten en pH alcalino ).
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2. HIPOTESIS Y
OBJETIVOS
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HIPOTESIS

El fosfato tricalcico con magnesio (B-TCMP) encapsulado en &cido polilactico-co-glicélico

(PLGA) funciona como sistema de transporte de calcio hasta el intestino donde se absorbe, ayudando en el

tratamiento de la osteoporosis.

OBJETIVOS

Obijetivo General

Obtencion de un sistema de ingestion para el compuesto p-Fosfato Tricélcico con Magnesio (B-

TCMP), encapsulado en polilactida-co-glicolida (PLGA).

Obijetivos Particulares

Formar peliculas de biopolimero estables termomecanicamente.

Encapsular el compuesto B-TCMP en las peliculas elaboradas, construyendo un medio de
distribucion del fosfato hasta su sitio de absorcion en el intestino delgado.

Determinar si la concentracién del fosfato es la adecuada para que se mantengan estables
mecanicamente las peliculas.

Determinar las propiedades de textura de las peliculas mediante pruebas de tension.

Comprobar si hay encapsulamiento y liberacion del fosfato de calcio de las peliculas, en un fluido

bioldgico simulado.
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3. MATERIALES Y
METODOS
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3.1 MATERIALES
3.1.1 Reactivos

Acido polilactico-co-glicélico [Poli (D,L lactida-co-glicolida)], relacion lactida-glicolida
50:50 (PLGA, Sigma-Aldrich, 50:50 peso molecular de 40, 000-75, 000)

Acido polilactico-co-glicélico [Poli (D,L lactida-co-glicolida)], relacion lactida-glicolida
75:25 (PLGA, Sigma-Aldrich, 75:25 peso molecular de 66, 000-107, 000)

Goma Xantana (Drogueria Cosmopolita S. A. de C. V). Ver Apéndice 3.

k- Carragenina (Fluka BioChemika). Ver Apéndice 3.

B-Fosfato tricalcico con magnesio (B-TCMP). Se utilizo B-TCMP, fosfato tricalcico con

magnesio, B-(CarsMgys)(POs),, obtenido mediante sintesis hidrotermal %

. Y para
comparar el efecto de la sustitucion en las peliculas (Apéndice 5), se utilizo también -
TCP sintetizado mediante la técnica de sol-gel asistida por ultrasonido (Apéndice 2).
Etanol 99%

Acetona

Agua destilada

3.1.2 Equipo

Homogeneizador Ultraturrax (IKA® T18 basic, de 6,000-24,000 rpm)
Zetasizer, Nano Zs (Malvern Instruments)

Bafo Ultrasénico (Cole-Parner® 8890)

Liofilizadora (Labconco, Triad™)

Bano agitador (Heto® MaxiShaker)

Multitest 1i (Mecmesin®)

Espectrometro de Fibra Optica S2000, Ocean Optics, Inc.

Equipo TGA, SDT Q600 de TA Instruments.
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3.2 METODOS EXPERIMENTALES

3.2.1 Elaboracion de las Peliculas

Para la formacion de las peliculas se combinaron y adaptaron dos de los métodos de
obtencidn de particulas de PLGA mas efectivos y usados actualmente: Evaporacion de disolvente
emulsificado (Emulsion Solvent Evaporation) [76, 107] y Vaciado de Disolvente (Solvent
Casting) [56, 74]; el primer procedimiento se utiliza principalmente en la microencapsulacion de
farmacos con PLGA y el segundo se suele emplear recientemente en la elaboracion de estructuras
que funcionen como andamios con fosfatos de calcio para la reparacion de cartilago y de hueso
en ingenieria de tejidos.

Dado que el Fosfato Tricalcico y el Fosfato Tricalcico con Magnesio (whitlockita) no son
solubles en agua, acetona u otro disolvente utilizado en la disolucion del PLGA, se utiliza la
goma Xantana como medio para poder suspender la whitlockita. Por otro lado, la k-Carragenina
brinda la forma a la pelicula, formando un medio en el cual se dispersa la suspension de

whitlockita.

El procedimiento llevado a cabo se describe en los parrafos siguientes, y se esquematiza
en la Figura 3.4. Primero se disuelve el PLGA en acetona; al mismo tiempo, se disuelven en agua
destilada la goma Xantana y separadamente se disuelve la k-Carragenina, ambos procesos a una
temperatura de 35 °C y agitacién a 250 rpm. Esto, dado que el Fosfato Tricalcico y el Fosfato
Tricélcico sustituido con Magnesio (whitlockita) no son solubles en agua, acetona u otro
disolvente utilizado en la disoluciondel PLGA, la goma Xantana actuara como medio para poder
suspender la whitlockita, mientras que la k-Carragenina brindara la forma a la pelicula, y
proporcionard un medio en el cual dispersar la suspension de whitlockita. Ambas gomas se
utilizan en una concentracion de 0.25% del volumen la disolucion final. Cuando se encuentra
disuelta la Xantana, se disminuye la velocidad de agitacion y se agrega la proporcion deseada de
whitlockita, aumentando la velocidad de agitacién lentamente permitiendo una incorporacion y
dispersion completa del fosfato en la goma Xantana. Se trabajaron concentraciones de whitlockita
de 0.5, 1y 2% (p/v). Una vez que se observa la whitlockita completamente dispersa en la goma

Xantana, se disminuye nuevamente la velocidad de agitacion y se agrega la disolucion de «-
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Carragenina, aumentando gradualmente la velocidad de agitacion permitiendo de este modo una

incorporacion homogeénea de ambas disoluciones.

Después de haber obtenido una mezcla uniforme de ambas
gomas disueltas y la whitlockita, se agrega el PLGA completamente
disuelto en acetona, y esta disolucién se emulsifica mediante el
homogeneizador Ultraturrax® durante 5 minutos a 13,000 rpm, como se
muestra en la Figura 3.1. Posteriormente, esta emulsién se somete a

sonicacion, para eliminar el disolvente (acetona), durante 20 minutos.

Una vez sonicada, la emulsion se vierte en contenedores planos y Figura 3.1

antiadherentes (Figura 3.2), y se coloca a la intemperie durante 20  Emulsificacion de la

minutos aproximadamente para continuar la eliminacion del disolvente. mezcla.

Finalmente se liofiliza a -30 °C durante 20 horas (Figura 3.3).

Las peliculas secas se retiran de los contenedores y se almacenan en refrigeracion.

Figura 3.2. Vertido de la Figura 3.3. Liofilizacion.
emulsion.
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FORMACION DE LAS PELICULAS CON WHITLOCKITA

PLGA en
Acetona
(2.5%)

Didisoluciénde

Xantana
(0.25%)

B-TCMP
6 B-TCP

Didisoluciénde
k-Carragenina
(0.25%)

A

Agitacion magnética
controlada (35 °C)

A

[
Ll

A 4

Emulsificacion

A 4

Sonicacién

A 4

Obtencidn de la

forma

Peliculas sélidas

13,000 rpm, 5 min

Liofilizar, -30 °C, 20 h,
P=0.045 atm

a) 20 min, Evaporacion de acetona
b) Verter en contenedor

Figura 3.4. Esquema del proceso de formacion de las peliculas.

Las peliculas a elaborar se etiquetaron como se muestra en la Tabla 3.1 para su
identificacion, de acuerdo con su contenido nominal de polimeros y/o fosfatos. Una vez
determinada la concentracion de Xantana y Carragenina (Apéndice 4), se variaron las
concentraciones de fosfato y la relacion lactida:glicolida del PLGA. Las primeras tres constituyen
las peliculas referencia (o control), y con ellas se comparan los efectos de la adicion de las

distintas concentraciones de fosfato. (Los efectos sobre las peliculas con fosfato tricalcico sin

magnesio se presentan en el Apéndice 5).
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Tabla 3.1. NOMENCLATURA DE LAS PELICULAS ELABORADAS DE ACUERDO
CON SU CONTENIDO DE POLIMERO Y FOSFATO

Contenido (porcentaje de la disolucion vertida)
Pelicula PLGA
Xantana | Carragenina B-TCP | B-TCMP
50:50 | 75:25

XanCarr 0.25% 0.25% - - - -
XanCarrPLGA50:50 0.25% 0.25% 2.5% - - -
XanCarrPLGA75:25 0.25% 0.25% - 2.5% - -
XanCarrPLGAS50:50BTCP0.5 0.25% 0.25% 2.5% - 0.5% -
XanCarrPLGA75:25BTCP0.5 0.25% 0.25% - 2.5% 0.5% -
XanCarrPLGAS0:50BTCMPO0.5 0.25% 0.25% 2.5% = = 0.5%
XanCarrPLGA75:25BTCMP0.5 | 0.25% 0.25% - 2.5% - 0.5%
XanCarrPLGAS0:50BTCMP1 0.25% 0.25% 2.5% = = 1%
XanCarrPLGA75:25BTCMP1 0.25% 0.25% - 2.5% - 1%
XanCarrPLGAS50:50BTCMP2 0.25% 0.25% 2.5% - - 2%
XanCarrPLGA75:25BTCMP2 0.25% 0.25% - 2.5% - 2%

3.2.2 CARACTERIZACION DE LAS PELICULAS

1. Caracterizacion por Potencial Zeta

Se midieron los potenciales zeta de las peliculas utilizando un equipo Zetasizer Nano Zs
(Malvern Instruments), empleando como dispersante agua destilada. Las peliculas fueron
disueltas en agua destilada desionizada en una concentracién de 1 mg/mL, a 30 °C. Una vez
disuelta la pelicula, se coloc6 dentro de la celda correspondiente. Se programdé la medicién a 25
°C.

2. Microscopia electronica de barrido

Las peliculas obtenidas se analizaron mediante un microscopio electrénico de barrido de
emisién de campo Jeol JSM-7600F, obteniendo imagenes a 500X y 10 kV. No se requirio

recubrimiento para la observacion de las peliculas.
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3. Andlisis Térmico

Para la obtencion de los termogramas se utilizé un equipo SDT Q600 de TA Instruments,
en una atmosfera de nitrogeno. La temperatura se aumento6 a una velocidad de 10 °C/min, de 20
°Ca500 °C.

4. Propiedades mecénicas: ensayo de tension

La textura se analiz6 mediante un ensayo de tension llevado a cabo en un texturémetro
Multitest 1i de Mecmesin®. Se cort6 la pelicula en porciones rectangulares de 1.8 cm por 4.7 cm,
al colocarse en la celda de carga se reduce 1 cm de cada extremo por sujecién, por lo que el area
efectiva de 4.86 cm?. Utilizando una celda de carga de 10 N, a una velocidad de 5 mm/min, hasta

6 N o un porcentaje de ruptura de 50% (ver Figura 3.5).

Figura 3.5. Ensayo de Tension

Con los valores obtenidos en este ensayo se calcularon los valores de fuerza de fractura,
cohesividad y rigidez para cada una de las peliculas evaluadas. En una gréafica fuerza-
desplazamiento, como la de la Figura 3.6, se estimo la fuerza maxima soportada por la pelicula
(h) que nos indica la fuerza de fractura y el desplazamiento (d) al cual se presenta esta fuerza
maxima que representa la cohesividad; la rigidez del material esta dada por el cociente de estas
cantidades (h/d) ©*®). Posteriormente, calculando la deformacion (geng) Y €l esfuerzo ingenieril
(ceng) @ partir de los datos del ensayo, se emplearon las ecuaciones de deformacion de Hencky

(en) v el esfuerzo corregido (oc), por medio de las siguientes ecuaciones ®:

&, = —In(l— geng) y O¢ = Ogng (l—eeng)
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o
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le—— 4

Desplazamiento (cm)

Figura 3.6. Graéfica de la fuerza aplicada vs el desplazamiento del material, donde
la distancia (d) es la cohesividad y (h) es la fuerza de fractura.

Finalmente, se obtuvieron los valores del médulo de Young, calculando la pendiente de la
porcién lineal de la gréfica esfuerzo corregido contra deformacion de Hencky. Se presenta en la
Figura 3.7 una gréfica a manera de ejemplo:

1 -
0.9 -
T 08 -
<
bo 07 T
S 06 -
=)
L 05 -
15
8 0.4 -
o ' my= 10.766 kPa
5 03 -
2
G 0.2 -
0.1 -
o+ : ; ; .
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Deformacion de Hencky g,

Figura 3.7. Gréfica esfuerzo corregido vs deformacion de Hencky, la pendiente en la
porcidn lineal (rojo) representa el médulo eléstico (my).
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5. Perfil de Liberacion

Considerando que durante su paso por el tracto gastrointestinal el material estard en
contacto con un medio fisiologico de pH variable que oscila entre 2 y 7.5 (aproximadamente,
dependiendo la region GI) se realizaron dos perfiles: uno a pH &cido (pH 2.8) y el otro a pH
basico (pH 7.2). ElI medio utilizado se bas6 en una disolucion de medio salival simulado

(Marques, et al., 2011) cuya composicion se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 3.2 COMPOSICION DEL MEDIO SALIVAL SIMULADO"

Composicion (9/L)
Cloruro de Potasio 0.149
Cloruro de Sodio 0.117
Bicarbonato de Sodio 2.100
Alfa-amilasa* 2.000
Mucina gastrica* 1.000

* Adaptado de [65]
*Las enzimas mencionadas (mucina gastrica, alfa amilasa) se incorporaron mediante la

agregacion de 100 uL de saliva (de pH conocido) por cada mL de medio salival elaborada.

Primero se valord el perfil con el medio simulado a pH &cido, para lo cual se agreg6 al
medio salival simulado la cantidad suficiente de disolucién de HCI 1 M hasta alcanzar el pH
acido requerido. Se elabor6 la curva de calibracion (absorbancia contra concentracién) con
alicuotas de concentracion conocida de B-TCMP dispersas en el medio simulado que se muestra

en la Figura 3.8.

Posteriormente, se elaboraron dos perfiles de disolucién uno con la pelicula sin fosfato
(s6lo Xantana, k-Carragenina y PLGA) y otro con la pelicula con concentracion de f-TCMP 2%
(maxima concentracion elaborada). Para lo cual se prepararon 7 viales (por perfil) en los que se
agregaron 2 mg de pelicula/2 mL de medio simulado, estos viales se colocaron dentro de un bafio
agitador (Heto® MaxiShaker) a una temperatura de 37 °C y en agitacién constante. Se tomaron
muestras a diversos tiempos: 7, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos, retirando el vial del bafio al

tiempo indicado y midiendo su absorbancia mediante un equipo de espectrofotometria UV-Vis,
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espectrometro de Fibra Optica S2000, Ocean Optics, Inc. La longitud de onda seleccionada se

determind de manera experimental.

Curva de calibracion del pH acido

0.6 -

0.5 -
©
2 04 -
©
£
o
2 0.3 -
<

0.2 y = 0.1428x + 0.0143

R2=0.9983
0.1
0 T T T T T T T 1
0 0.5 1 15 2 2.5 3 35
Concentracion (mg/mL)

Figura 3.8. Curva de calibracion para un medio simulado con pH acido.

Posteriormente la absorbancia del perfil de la pelicula sin fosfato se rest6 a la absorbancia
de la pelicula con fosfato, y utilizando la ley de Lambert-Beer (ver Apéndice 6.1.5, Perfil de
Liberacion) se determind la concentracion de fosfato en esta diferencia. Para la valoracién del
perfil con medio simulado a pH bésico se agrego6 al medio salival simulado la cantidad suficiente
de disolucion de HCI 1M hasta alcanzar este pH. Y del mismo modo que el perfil antes descrito,
se elabord la curva de calibracion (absorbancia contra concentracién) con alicuotas de
concentracion conocida de B-TCMP dispersa en este medio simulado, obteniendo la curva que se

muestra en la Figura 3.9.

Finalmente, se elaboraron los perfiles de disolucion de la misma forma que para aquellos
en los que se utilizd el medio simulado de pH acido: Preparando 7 viales por perfil (el de la
pelicula con fosfato y aquella que no contiene fosfato) conteniendo 2 mg de pelicula/2 mL de
medio simulado, colocando los viales en el bafio agitador a 37 °C y en agitacion constante. Se

tomaron muestras a los tiempos de: 7, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos, y se midid la absorbancia
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de dichas muestras mediante espectrofotometria UV-Vis. Para determinar la concentracion de
fosfato (fosfato liberado), se utiliz6 la Ley de Lambert-Beer, midiendo la absorbancia a partir de

la diferencia entre la absorbancia del perfil de la pelicula con fosfato menos la de la pelicula sin

fosfato.
Curva calibracién pH basico
0.7 -
0.6 - .
[&)
s
S 04 -
1
2
9 0.3 -
<
0.2 -
y = 0.3724x - 0.1017
0.1 - R2=0.984
0 T T T T T T
0.75 0.95 1.15 1.35 1.55 1.75 1.95
Concentracion (mg/mL)

Figura 3.9. Curva de calibracion para medio simulado con pH bésico.
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4. RESULTADOS Y
DISCUSION
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4.1 MATERIAL ELABORADO

Se obtuvieron peliculas uniformes de un espesor aproximado de 2 mm, y un didmetro de
7 cm (equivalente al del contenedor en el que se vertieron), tal y como se muestra en la Figura
4.1.

Figura 4.1. Peliculas resultantes del proceso de formacion.

4.2 CARACTERIZACION POR POTENCIAL ZETA

Como se observa en el grafico de la Figura 4.2 las peliculas de control presentaron
potenciales zeta negativos entre los -70 y los -85.1 mV, dada la presencia de la Xantana y de la k-
Carragenina, que al ser polisacaridos de carga negativa, originan repulsiones entre las particulas
presentes provocando que éstas no floculen en suspension. Asi se logra una mayor estabilidad en
el sistema formado. También se puede observar que la adicion del PLGA provoca un ligero
aumento del potencial zeta en la pelicula (potencial zeta menos negativo). EI PLGA presenta una
ligera carga negativa, caracteristica debida a los grupos carboxilos (acidos debiles) presentes en
la superficie de las particulas *®, y es la relacion lactida:glicolida 75:25, la que presenta

potenciales mas negativos.
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Potenciales zeta de las peliculas de control

m XanCarr
m XanCarrPLGA50:50
60 m XanCarrPLGA75:25

Potencial zeta (mV)
A
o

Figura 4.2. Potenciales zeta de las peliculas de control. Se observa que la relacion 75:25
presenta potenciales mas negativos.

Por otro lado, los graficos siguientes muestran el efecto de agregar el fosfato tricalcico
con magnesio (B-TCMP), en primer lugar en una concentracion de 0.5% (p/v), se provoca un
aumento en el potencial zeta, dada la aparicion del calcio y el magnesio en el fosfato. La
presencia de estos cationes, provoca una disminucion de las repulsiones entre particulas anionicas
de los biopolimeros. Ademaés, debido al aumento de la concentracion de iones, se presenta una
disminucion en el espesor de la doble capa, lo que conlleva a un aumento del potencial zeta
(Apeéndice 6.1.1, Potencial zeta). Del mismo modo, se presentan potenciales méas negativos en las

peliculas formadas con la relacion lactida:glicolida igual a 75:25.

Asimismo, en las concentraciones de 1% y 2% (p/v) de fosfato sustituido con
magnesio, se presenta un aumento considerable del potencial zeta, con referencia a las peliculas
control, siendo mayor este aumento en las peliculas con relacion lactida:glicolida 75:25. (Figuras
43y 4.4)

51



Potenciales zeta de las peliculas de acuerdo con su concentracion de
B-TCMP

m XanCarrPLGA50:50BTCMPX

m XanCarrPLGA75:25BTCMPX

Potencial zeta (mV)

Concentracion de B-TCMP

Figura 4.3. Potenciales zeta de las peliculas de acuerdo con su concentracion de Fosfato
tricalcico con magnesio.

Diferencias en potenciales zeta con respecto a las peliculas de
control
45 7 41
40 . 375

m XanCarrPLGA50:50BTCMPX

m XanCarrPLGAT75:25BTCMPX

Diferencia de Potencial zeta (mV)
N
(6]

X =0.5% X=1% X=2%
Concentracion de p-TCMP

Figura 4.4. Diferencias de los potenciales zeta de las peliculas con fosfato tricélcico con
magnesio con respecto a las peliculas control elaboradas. Se observa que las peliculas con PLGA
presentaron potenciales menos negativos conforme aumenta la concentracion de fosfato.
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Los valores de potencial zeta exhibidos por las peliculas son negativos, para ambas
relaciones lactida:glicolida, 75:25 y 50:50, lo que significa que las peliculas formadas no
sedimentan en disolucion dadas las repulsiones electrostaticas presentes. Como se aprecia en los
resultados en las peliculas con relacion lactida:glicolida 75:25 la adicion de B-TCMP registré
diferencias con su pelicula control considerablemente mayores que las observadas con peliculas

con relacion lactida:glicolida 50:50.

ANALISIS DE LA MICROESTRUCTURA

4.3 Microscopia Electrénica De Barrido

La morfologia de las peliculas con contenido de B-TCMP de 1% (p/v) presentan una
distribucion uniforme (en el Apéndice 6, se pueden observar las imagenes de MEB de las
peliculas de control elaboradas). Cabe destacar que se utilizo la técnica LABE (del inglés low-
angle backscattering electrons, electrones restrodispersados de angulo bajo) para obtener las
siguientes imagenes de MEB. Asi pues, la Figura 4.5 presenta la pelicula elaborada con 3-TCMP
y PLGA relacién lactida:glicolida 50:50 en concentraciones de fosfato 1%, misma que mostrd
una morfologia tipica de las peliculas formadas con k-Carragenina [44, 92, 60] y se notan en ella
cumulos (como los encerrados en los recuadros en la Figura 4.5) seguramente de fosfato
tricalcalcico con magnesio (B-TCMP) distribuido de manera uniforme a traveés de toda la

estructura porosa de la pelicula.

Figura 4.5. Imagen de MEB de la
pelicula ~ XanCarrPLGA50:50BTCMP1
(500X, 10kV). Las particulas de contraste
claro son de fosfato tricélcico con
magnesio (recuadros).

—_— 10pm IIM
10.0kV LABE SEM




En la Figura 4.6 se comprobd mediante analisis EDS que las particulas sefialadas en la
pelicula contienen al fosfato. En efecto la relacion atdmica de (Ca+Mg)/P es de 1.42 y la de Ca/P
es de 1.24.

Elemento | % Peso % Atomico
C 47.98 63.69
e @) 23.41 23.33
s Mg 1.47 0.97
P 10.42 5.37
Ca 16.72 6.65
Total 100.00

20 um

Spectrum 3

.-h!—i-L.MLu-. T Y VU S Y
0 1 2 3 4 5 G 7
ull Zcale 266 otz Cursor 5.282 (0ot ke

Figura 4.6 Resultados de EDS realizado a la zona sefialada de la pelicula
XanCarrPLGAS50:50BTCMP1, mostrando la presencia de B-TCMP.

Por otro lado, la adicion del B-TCMP en peliculas con relacion lactida:glicolida 75:25,
Figura 4.7, mostro peliculas con cumulos mas irregulares de B-TCMP (recuadros en la Figura
4.7), tambien su distribucion es méas desordenada, comparada con la mostrada en las peliculas con
PLGA50:50, y la pelicula luce saturada de estas particulas, y en principio son menos estables

mecanicamente al flujo.
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Figura 4.7. Imagen de MEB de la pelicula
XanCarrPLGA75:25BTCMP1 (500X,
10kV). Las particulas de contraste claro
son de fosfato tricalcico con magnesio
vl il (recuadros).

10.0kV LABE SEM WD 7.8mm

R

Del mismo modo, en la Figura 4.8 se comprobd mediante analisis EDS que las particulas
sefialadas en la pelicula contienen al fosfato. Mostrando una relacion atomica (Ca+Mg)/P de 1.56
y la de Ca/P es de 1.4.

Elemento | % Peso % Atdémico
C 19.81 30.52

@) 43.59 50.42

Mg 1.59 1.21

P 12.39 7.40

Ca 22.62 10.45
Total 100.00

Spectrum 3

Full Zcale 73 cts Cursar: 5100 (3 ct=) ke

Figura 4.8. Resultados del EDS realizado a la zona sefialada de la pelicula
XanCarrPLGA75:25BTCMP1, mostrando la presencia de -TCMP.
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Las imagenes de MEB, permiten afirmar que las peliculas con relacion lactida:glicolida
50:50 son las mas adecuadas para uso como vector de transporte del B-TCMP, dado que muestran
una distribucion de B-TCMP ordenada, lo que significa que la interaccidn entre las particulas no
afecta su distribucion y brinda una ordenacion uniforme del fosfato de calcio con magnesio
encapsulado en el vector de PLGA. Las particulas se encuentran dispersas uniformemente entre
los poros de la pelicula, y no en su superficie, tal como lo reporta Da-Silva D. et al., (2007) en la
elaboracion de nanocompositos porosos preparados mediante la coprecipitacion de fosfatos de

calcio en una matriz de k-Carragenina [20]

4.4 Anélisis Termogravimétrico, (TGA)

Esta técnica se utilizé para caracterizar térmicamente los materiales, en primer lugar, el
efecto de la adicion de PLGA en las peliculas formadas por los polisacaridos, y en segundo lugar,
el resultado de la variacién del porcentaje de fosfato de calcio en el sistema de biopolimeros. En
la degradacion térmica de las macromoléculas el aumento de la agitaciébn molecular, provocada
por la absorcion de energia calorifica, disminuye la fuerza de los enlaces que pueden llegar a
romperse. En algunos casos, 10os polimeros experimentan reacciones quimicas que producen
especies gaseosas. Estas reacciones se evidencian por la pérdida de peso del material, por lo que
en general, la estabilidad térmica de los polimeros es una medida de su resistencia a esta
descomposicion M. Las siguientes figuras nos muestran los analisis de los termogramas de 0 a
500 °C de los compuestos:

1) PLGA,

2) XanCarr,

3) XanCarrPLGA,

4) B-TCMP,

5) XanCarrPLGABTCMPO.5,
6) XanCarrPLGABTCMP1, y
7) XanCarrPLGABTCMP2.
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La tabla 4.1 describe los procesos presentes en el termograma ilustrado en la Figura 4.9.
que muestra la curva del PLGA (curva 1).

Tabla 4.1 ANALISIS DEL TERMOGRAMA DEL PLGA

Temperatura Zgrzfég Proceso
1 52.84 °C 0.83% | Evaporacion del disolvente utilizado (acetona).
2 96 °C 0.71% | Eliminacion de agua fisisorbida.
3 163 °C 1.40% | Pérdida de agua quimisorbida.

12 etapa. Asociada a la
degradacion del PGA, reportada
alrededor de 271 °C por

Degradacion  del

4 | 263-325°C | 28250 |PLGA- A partir

giemi:grs 26a3 Cl:a Mohamaddi-Rovshandeh, et al.,
(2001).
temperatura -
2% etapa. Correspondiente a la
reportada por

5 325-369 °C 63.00% |Leung et al, descomdp05|0|on ) del PL,?\,
(2008). reportado por Nakayama, et al.,

(2007) a los 320 °C.
6 | 369-494.24°C | 2.31% | Culminacion de la descomposicion.

Remanente
1.35%
[Y-1] Y-4 Y3
1 2

100 -+ 3 4 ]
1 00 5|
80 - ]
L 2 ) |

4 = 0
- 005 & 2 1.0

o %0 il 'EJ =

3 2 5 5

a 2 3
S laon 2 2 05
- -0, fo Z X -
404 a % ]

] - 0
20 - -0 0
6 .:

0 T T T T T T T T T
0 50 100 130 200 250 300 350 400 450 500
Temperatura (°C)

Figura 4.9. Andlisis del termograma del PLGA con relacién molar 50:50.
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Por su parte la curva 2 presentada en la Figura 4.10, que contiene la mezcla los
polisacéridos Xantana y k- Carragenina se describe en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2 ANALISIS DEL TERMOGRAMA DE LA PELICULA QUE CONTIENE
XANTANA Y K- CARRAGENINA

% Peso
perdido
1 91.44 °C 13.16% | Pérdida de agua fisisorbida.

2 233.7-253°C | 5.69% | Inicio de la degradacion de la - Carragenina.
Temperatura cercana a la reportada por Sadeghi,
3 253-281 °C 17.20% | (2012). Asociados ambos detrimentos a la pérdida de
sulfatos en la estructura 2.

Comienzo de la degradacion de la goma Xantana. Esta

Temperatura Proceso

4 281-305 °C 19.58% | temperatura es similar a la descrita por Darzi et al.,
(2012).
5 305-406.7 °C | 17.40% | Progresiva  fragmentacion de  estructura  de
6 406.7- 8.90% carbohidratos tanto de la Xantana como de la «-
498.6 °C V70| carragenina 2.
Remanente
13.80%
Y-4 Y2
12
100 1 I
T 004 2 L 1o
80 - | /\ ’ '
Low | ~ 233.73°C i
L @] —_
| 2 ) - 08 3
g 60000 | £ It
g 1 9 L 06 D
i) | T2
S —aonfp > i %
40 < o =
{ ° - 04 4
T 00 S 6
20
Iy - 02
O T T T T T T T T T - OO
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Temperatura (°C)

Figura 4.10. Anélisis del termograma de la pelicula que contiene Xantana y k- Carragenina.
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El efecto de agregar el PLGA a los polisacéridos se observa en el termograma de la Figura
4.11. Este sistema conjunta las temperaturas de degradacion de la goma Xantana (alrededor de
los 280 °C ) de la «-Carragenina (cerca de los de 230 °C P% y del PLGA cuya

descomposicion se reporta a partir de los 260 °C 8! como se detalla en la Tabla 4.3.

Tabla 4.3 ANALISIS DEL TERMOGRAMA DE LA PELICULA ELABORADA CON
XANTANA, K- CARRAGENINA Y PLGA
% Peso
Temperatura : Proceso
perdido
1 69 °C 6.50% | Evaporacion del disolvente del PLGA (acetona).
2 102 °C 1.59% | Pérdida de agua fisisorbida del compuesto.
Inicio de la descomposicién de la k- Carragenina ™ y
° 0,
3 267.78°C | 12.46% | o hien de la degradacion del copolimero PLGA 8.
Continuacién de la degradacién de los biopolimeros y
267.78- : ;
4 o 37% con el comienzo de este mismo proceso en la goma
321°C [21]
Xantana "
5 357.24 °C 7% Final de la degradacién del copolimero.
6 3572? 8.15% | Progresiva  fragmentacion de  estructura  de
4427 °C ;
442 7 carbohldrato? ]tanto de la Xantana como de la -
1= 0, H 32
7 4944 °C 4.29% | Carragenina “~.
Remanente
21.49%
' Y4 Y-2
: 12
100 T_ [
<4 2 3
L 004 W/\ [ 10
504 ° 249.62°C 4
2 08 5
- ¢ 3
2 = - 06 2
: =
a 3 5 3
) - 04 O
.l
20+ 002 w—_ 0
D | T T T T T T T T T [ OO
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Temperatura (°C)

Figura 4.11. Analisis del termograma de la pelicula elaborada con Xantana, k- Carrageninay PLGA.
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La Figura 4.12 es un gréafico comparativo entre las curvas antes descritas. Se observa que
el efecto de agregar PLGA en la pelicula con polisacaridos proporciona a ésta una estabilidad

térmica ligeramente mayor.

100

80

60 -

% Peso

40

204 —=—1)PLGA
[—e— 2) XanCarr
1 —2—3) XanCarrPLGA

. . . T . . . .
0 100 200 300 400 500
Temperatura (°C)

Figura 4.12. Termograma comparativo de las peliculas 1, 2y 3.

La Figura 4.13 presenta el analisis del termograma del fosfato tricalcico con magnesio %,

Los procesos térmicos de esta curva (4) se describen en la Tabla 4.4.

Tabla 4.4 ANALISIS DEL TERMOGRAMA DEL FOSFATO TRICALCICO CON
MAGNESIO B-TCMP

%0 Peso

Temperatura : Proceso
perdido
1 98.96 °C 4.03% | Pérdida de agua fisisorbida.
2 181.24 °C 2.56% | Eliminacion de agua quimisorbida.

Pérdida los nitratos presentes en la fase después de su

° 0
3 260.19°C | 8.20% | oo

260.19- o N o
4 499 58 °C 2.93% | Pérdida de carbonatos presentes ™.
Remanente
82.25%

60



Y-1 Y4 Y-2

1 0.20
100 _: ‘—-q} 2 ‘ L
——— 3
L " L
- 0.00 4
. ’—‘_‘_‘_\—ﬁ‘_‘——-—i_
80 - 0.15
L 0.000 o
. i & N
X 604 2 ot
S liw 3 g
3 IR - 010 3
a [ ¢ <
40 %
- 0004 4 a
L C
™
- - 0.05
201 5008
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 000
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Temperatura (°C)

Figura 4.13. Analisis del termograma del fosfato tricalcico con magnesio B-TCMP
Adaptado de 4.

A continuacién se describen los termogramas de las peliculas 5, 6 y 7 correspondientes al
sistema Xantana-Carragenina-PLGA, con la adicién del fosfato de calcio con magnesio en
distintas concentraciones (0.5%, 1% y 2% (p/v), respectivamente). En la Figura 4.14 se presenta
la pelicula con menor concentracion de fosfato (0.5%) y su analisis se detalla en la Tabla 4.5.
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Tabla 4.5 ANALISIS DEL TERMOGRAMA DE LA PELICULA XANCARRBTCMPO0.5

% Peso
Temperatura ; Proceso
perdido
1 50.9°C 1.65% | Evaporacion del disolvente del PLGA (acetona).
2 101.39°C 2.01% | pérdida de agua fisisorbida del compuesto.
3 151°C 0.85% | Eliminacion de agua quimisorbida.
4 218 °C 7549% | Pérdida los nitratos presentes en la whitlockita
sintetizada !,
5 218-280.8°C | 11.8% | Inicio de la descomposicion de la k- Carragenina 1501y
también de la degradacién del copolimero PLGA %,
. Continuacién de la degradacion de los biopolimeros y
6 | 280.8-323°C | 15.31% | con el comienzo de este mismo proceso en la goma
Xantana 24,
7 364.48 °C 12.74% | Final de la degradacion del copolimero.
8 494.9 °C 8.43% | Ultima etapa de descomposicion de los polisacaridos y
la pérdida carbonatos del B-TCMP
Remanente
39.69%
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Figura 4.14. Anélisis del termograma de la pelicula XanCarrBTCMPO.5, que contiene
una concentracion de fosfato tricalcico con magnesio de 0.5% (p/v).
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En la tabla 4.6 se describe el termograma de la Figura 4.15. En esta figura se muestra la
curva 6, correspondiente a la pelicula con concentracion de fosfato del 1% (p/v).

Tabla 4.6 ANALISIS DEL TERMOGRAMA DE LA PELICULA XANCARRBTCMP1

% Peso
Temperatura . Proceso
perdido
1 50.9 °C 2.14% | Evaporacion del disolvente del PLGA (acetona).
2 97.81°C 1.91% | Pérdida de agua fisisorbida del compuesto.
3 173 °C 3.62% | Eliminacion de agua quimisorbida.
4 2173 °C 7 45% P_erdlc_ja Io[;] nitratos presentes en la whitlockita
sintetizada ™.
5 252.74 °C 3.1% | Inicio de la descomposicion de la k- Carragenina ™.
Inicio de la degradacion del copolimero PLGA Py
6 292.74- 13.74% | comienzo de este mismo proceso en la goma Xantana
310.05 °C R I P J

7 358.11 °C 8.45% | Final de la degradacion del copolimero.
Ultima etapa de descomposicion de los polisacaridos y

8 494.9 °C 6.77% .
la pérdida carbonatos del B-TCMP
Remanente
52.93%
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Figura 4.15. Analisis del termograma de la pelicula XanCarrBTCMP1, que contiene
una concentracion de fosfato tricalcico con magnesio de 1% (p/v).

63



Finalmente, la Figura 4.16 corresponde a la pelicula con una concentracion de fosfato del
2% (p/v). La Tabla 4.7 describe los procesos presentes en este grafico.

Tabla 4.7 ANALISIS DEL TERMOGRAMA DE LA PELICULA XANCARRBTCMP2

% P
Temperatura ° ?SO Proceso
perdido
1 49 °C 2.01% | Evaporacion del disolvente del PLGA (acetona).
2 99.97 °C 2.2% | Pérdida de agua fisisorbida del compuesto.
3 160.2 °C 2.7% | Eliminacion de agua quimisorbida.
4 217 °C 10.2% P_erdlc_ja Io[;] nitratos presentes en la whitlockita
sintetizada ™.

Inicio de la descomposicion de la k- Carragenina *' y
también de la degradacion del copolimero PLGA P2,

o Comienzo de este mismo proceso en la goma Xantana
6 270- 326 °C 8.57% | 21

3) 217-271°C 4.7%

7 373.9°C 4.86% | Culminacion de la degradacion del PLGA.
Ultima etapa de descomposicion de los polisacaridos
8 4949°C | 3.45% ma eap P P y
la pérdida carbonatos del B-TCMP
Remanente
61.32%
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Figura 4.16. Analisis del termograma de la pelicula XanCarrBTCMP2, que contiene
una concentracion de fosfato tricalcico con magnesio de 2% (p/v).
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La siguiente tabla presenta la concentracion tedrica, en porcentaje de peso, de cada uno de

los componentes de las peliculas, calculados tomando en consideracion sus densidades.

TABLA 4.8 CONCENTRACION TEORICA
Porcentaje tedrico Pelicula
de: XanCarrBTCMPO0.5 | XanCarrBTCMP1 | XanCarrBTCMP2
Xantana 6.59% 5.19% 3.64%
k- Carragenina 7.47% 5.88% 4.13%
PLGA 58.92% 46.39% 32.55%
B-TCMP 27% 42.52% 59.66%

En la Figura 4.17 se presenta un grafico comparativo de las curvas 4, 5, 6, y 7. Se observa
que de 0 a aproximadamente 290 °C el descenso en el porcentaje de peso de la pelicula es mayor
conforme la cantidad de fosfato aumenta. Sin embargo, a partir de los 290 °C tiene lugar una
inflexion en el comportamiento de las curvas, presentandose una mayor disminucion del peso en
la pelicula que tiene la menor concentracion. Esta inversion puede atribuirse a que a esta
temperatura los biopolimeros se han degradado en su mayoria. Ademas se observa una
concordancia con el remanente de las peliculas 5, 6, y 7 y el porcentaje teorico de f-TCMP, dado

que estos restos son en su mayoria fosfato, es estable a esta temperatura °*1.

100:
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204 |—e— 5) XanCarrBTCMPO0.5
10 |—*— 6) XanCarrBTCMP1
| |[——7) XanCarrBTCMP2
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T T T T
200 300 400 500

Temperatura (°C)

v T
0 100

Figura 4.17. Termograma comparativo de las peliculas 4, 5,6y 7.
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4.5 Ensayo de Tension

Esta prueba presenta parte del comportamiento mecénico mostrado por las peliculas
elaboradas, mismo que dara cuenta de las caracteristicas estructurales de las mismas. A
continuacion se exponen dos graficas que indican la respuesta de las peliculas a un esfuerzo de
tension. En la Figura 4.18 se observa una disminucion en el valor del esfuerzo maximo soportado
por las peliculas con relacion lactida:glicolida 50:50 conforme aumenta la concentracion de
fosfato, lo que indica que se fragilizan con el incremento de la concentracion de whitlockita. Un
comportamiento similar reportan Da-Silva et al., (2007) y Lee et al., (2008), en scaffolds
elaborados de k-Carragenina/fosfato de calcio y de PLGA/HA, respectivamente. Los datos
demuestran que la integridad estructural del compuesto y su resistencia mecénica se ven
considerablemente disminuidas conforme se aumenta la cantidad de fosfato en el mismo 2% ¢,
Esto concuerda con el aumento de los valores de los potenciales zeta, y la disminucién de la
temperatura de degradacion de acuerdo con cada concentracion; sin embargo, los valores de sus

maddulos elasticos conservan una relacién considerablemente estrecha.

XanCarrPLGA50:50, variaciones de acuerdo con la
concentracion de g-TCMP

1.8 -
16 1 06 1
14 - 0.4
12 -

0.2 A
1 -

0.8 - 0 -
0.00 0.03 ——Sin BTCMP
—=—Con 0.5% de BTCMP
Con 1% de BTCMP
—*—Con 2% de BTCMP

0.6 -

0.4 -
0.2

O w T T T T 1
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40

Esfuerzo corregido o, (kPa)

Deformacion de Hencky g,

Figura 4.18 Gréfica del esfuerzo corregido vs la deformacién de Hencky, para las peliculas
compuestas con PLGA 50:50 en las diferentes concentraciones de fosfato estudiadas. Se
observa que las pendientes en las porciones lineales (0.0 < g,< 0.03) son cercanas.
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En la Tabla 4.9, se comparan los valores de moédulo eléstico y esfuerzo maximo
soportado. Se observa como, a medida que la concentracion de fosfato se eleva, el esfuerzo

maximo soportado por la pelicula disminuye.

Tabla 4.9 Valores de Mddulo elastico y Esfuerzo maximo para las

peliculas compuestas por PLGA50:50

Médulo Esfuerzo
Pelicula o o
elastico (kPa) méaximo (kPa)
XanCarrPLGA50:50 20.711 1.592
XanCarrPLGA50:50BTCMP0.5% 46.071 1.67
XanCarrPLGA50:50BTCMP1% 29.364 1.4
XanCarrPLGA50:50BTCMP2% 37.064 0.89

Las peliculas formadas con una relacion lactida:glicolida 75:25, presentan una tendencia
similar, es decir, el esfuerzo maximo soportado disminuye conforme aumenta la concentracion de
fosfato en la pelicula; sin embargo, estos compuestos exhiben médulos elasticos notablemente
distintos (cada vez menores) a los de las peliculas con relacién lactida:glicolida 50:50, tal y como
se aprecia en la Figura 4.19. La pelicula con la concentracion mas elevada de B-TCMP presenta
el modulo menor, lo que indica una menor deformacion eléstica (es menos maleable), comparada

con las demas peliculas.
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XanCarrPLGA75.25, variaciones de acuerdo con la
concentracién de g-TCMP
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Figura 4.19 Gréafica del esfuerzo corregido vs la deformacion de Hencky, para las
peliculas compuestas con PLGA 75:25 en las diferentes concentraciones de fosfato
estudiadas. Se observa que las pendientes en las porciones lineales disminuyen al aumentar
la concentracion de fosfato.

En la Tabla 4.10, se presentan los valores de modulo elastico y esfuerzo maximo
soportado, y se advierte que a medida que aumenta el contenido de fosfato en la pelicula

disminuye su resistencia a la tension, lo que significa que es méas deformable.

Tabla 4.10 Valores de Modulo eléstico y Esfuerzo maximo para las

peliculas compuestas por PLGA75:25

Modulo Esfuerzo
Pelicula . )
elastico (kPa) méaximo (kPa)
XanCarrPLGA75:25 10.766 0.899
XanCarrPLGA75:25BTCMP0.5% 39.127 1.432
XanCarrPLGA75:25BTCMP1% 6.022 0.489
XanCarrPLGA75:25BTCMP2% 3.745 0.166
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Las propiedades mecénicas de rigidez, cohesividad y fuerza de fractura, se presentan en la
Tabla 4.11. Estos resultados explican las caracteristicas de las peliculas al retirarlas del
contenedor. En las peliculas de B-TCMP con PLGA 50:50, los valores de rigidez (oposicion a la
deformacion), médulo eléstico y fuerza de fractura son mayores, lo que indica que resisten una
mayor carga antes de fracturarse o deformarse, alin a la mas alta concentracion de fosfato
trabajada. También queda claro el por qué de la casi nula maleabilidad y lo quebradizas que se
mostraban las peliculas de B-TCMP con PLGA 75:25, dados los bajos valores del mddulo

elastico, rigidez y fuerza de fractura exhibidos.

Tabla 4.11 VALORES OBTENIDOS A PARTIR DEL ENSAYO DE TENSION

Fuerza
Modulo | Esfuerzo o o
] o o de Cohesividad | Rigidez
Pelicula elastico | maximo
fractura (cm) (N/cm)
(kPa) (kPa)
(N)

XanCarr 28.82 1.18 0.60 0.12 4.93
Peliculas con PLGA 50:50
XanCarrPLGA50:50 20.71 1.59 0.85 0.23 3.73
XanCarrPLGA50:50BTCMP0.5% | 46.07 1.67 0.85 0.10 8.50
XanCarrPLGA50:50BTCMP1% 29.36 1.40 0.72 0.13 5.39
XanCarrPLGA50:50BTCMP2% 37.06 0.89 0.45 0.07 6.03
Peliculas con PLGA 75:25
XanCarrPLGAT75:25 10.77 0.90 0.48 0.23 2.05
XanCarrPLGA75:25BTCMP0.5% | 39.13 1.43 0.72 0.10 7.44
XanCarrPLGAT75:25BTCMP1% 6.02 0.49 0.26 0.22 1.17
XanCarrPLGA75:25BTCMP2% 3.75 0.16 0.09 0.12 0.72

Como se menciond antes, al agregar fosfato tricalcico con magnesio se presenta una
disminucion de las repulsiones entre particulas aniénicas de los biopolimeros debido a los
cationes presentes en el fosfato. Esto provoca que las peliculas alteren su estructura y por tanto

su comportamiento mecanico sea distinto.
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4.6 Perfiles de Liberacion

En general el tiempo de transito desde la boca a la primera porcion del intestino delgado
en un humano adulto saludable es de 0.5-2 horas, pero puede retrasarse y ser de 3-6 y de 5-8
horas después del consumo de comidas ligeras o pesadas, respectivamente. Este tiempo es mayor
para alimentos sélidos que para liquidos. Asimismo, la edad, las enfermedades y otras

condiciones fisiolégicas pueden alterar estos tiempos %!

. En la Figura 4.20 se presenta el
comportamiento de liberacion resultante del perfil de disolucion llevado a cabo hasta un tiempo
méaximo de dos horas (ver seccion 3.2.2, Perfil de Liberacion). Este grafico indica que es un pH
basico el que potencia la liberacién del fosfato presentdndose la méaxima liberacion a los 60
minutos, mientras que en el pH acido la méxima liberacion se present6 hasta los 90 minutos de
exposicion. Una vez que el material se pone en contacto con el medio, los polisacaridos se
hidratan y se hinchan (dado su caracter hidrofilico) para de este modo acabar por disolverse,
dejando expuestas las particulas de PLGA con B-TCMP. En ese momento comienza la

degradacidn de las particulas.

Concentracion de p-TCMP liberado
100% -
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80% -
70% A
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40% A
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0% . T . . .
5 25 45 65 85 105
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BTMP liberado (%)

——pH é&cido

——pH bésico

Figura 4.20 Grafica que presenta la concentracion (porcentual) de B-TCMP liberado de la
pelicula, con respecto al tiempo que estuvo expuesta al medio.



La degradacion del PLGA se debe a la hidrolisis simple del esqueleto éster en disolucion
acuosa. De manera general esta degradacion puede acelerarse mediante una mayor hidrofilicidad,
un aumento en las interacciones quimicas entre los grupos hidrolizables, menor cristalinidad y un
volumen mayor a la relacion superficial del dispositivo “%. Asimismo, de acuerdo con K. Makino
et al., (1986), la degradacion se ve afectada por la concentracion de sales en las soluciones
buffer, sugiriendo que la reaccion de escision del enlace éster se acelera por la conversion de los
productos de degradacion &cidos en sales neutras 2. La disolucion salival utilizada contiene
sales como cloruro de sodio, cloruro de potasio, y en mayor cantidad, bicarbonato de sodio (y el
pH de esta disolucion fue regulado mediante la adicion de HCI), de modo que en el pH basico, al
ser mas determinante la presencia de estos compuestos, se presenta una aceleracion de la
degradacion del PLGA tal y como lo reportan Makino et al., (1986). Por lo tanto se consigue una
liberacion mas pronta del fosfato. Estos resultados indican que tomando en consideracion el
tiempo de transito de la boca al intestino delgado (que es donde se absorbe el calcio consumido
en la dieta), el vector generado mediante la pelicula de biopolimeros representa una opcion

adecuada para el transporte del fosfato de calcio.
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5. CONCLUSIONES
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5.1 CONCLUSIONES

Con la metodologia empleada se pudieron elaborar peliculas de biopolimeros con posible
aplicacion en el transporte de sustancias encapsuladas, brindando un ambiente estable y de facil
manipulacion. El proceso de obtencion se basa en la elaboracion de microparticulas de PLGA
actualmente utilizadas con el propdsito de distribuir farmacos. Asimismo, el proceso combina la

obtencidn de una pelicula de biopolimeros en la cual estas particulas pueden ser ingeridas.

Las peliculas elaboradas con el PLGA relacion lactida:glicolida 50:50 presentaron tanto
caracteristicas mecanicas como morfologia adecuadas para elegirlas como vectores de transporte
del B-TCMP. En efecto, la disposicion del fosfato encapsulado en PLGA presentd una mejor
distribucion en de la pelicula, y se localiza no s6lo en su superficie, sino en los poros formados

por la estructura del material.

La desventaja de este vector es que al aumentar la concentracion de fosfato, se deteriora la
calidad mecénica de la pelicula, ademas de su microestructura, ya que se acelera la degradacién

térmica de los biopolimeros y se modifica la morfologia de las peliculas.

Mediante la prueba de liberacion se pudo determinar que el B-TCMP, en efecto, se
encuentra encapsulado en las particulas de PLGA. En esta prueba se verifica que si un agente
terapéutico se encuentra dentro de un vector debe primero ser liberado de dicho producto y
generalmente debe ser disuelto en los fluidos con los que entre en contacto para producir su
efecto. Por lo tanto, la deteccion de dicho agente se ve determinada por la disolucién del vector.
En este caso el B-TCMP no se detectd de inmediato, lo que indica que se debe producir la
degradacion del PLGA para poder libelarlo al medio. Ademas, el porcentaje de deteccion
(porcentaje de fosfato liberado) fue aumentando gradualmente conforme el vector estuvo en

contacto con el medio.

Finalmente, con base en los resultados obtenidos, se puede afirmar que este tipo de

peliculas presentan caracteristicas favorables para utilizarlas como sistema de ingestion del -
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TCMP, representando un vector interesante y una alternativa que se puede conservar estable al

transportarle, y ademas, permite su liberacion en los sitios de absorcion deseados.

Los resultados obtenidos son favorables, sin embargo, se recomienda continuar el estudio
del comportamiento del material obtenido en un medio simulado géastrico e intestinal para de este
modo, estimar las propiedades de disolucién de manera precisa. lgualmente, es de interés
observar la interaccion de la pelicula y del fosfato en un ambiente fisioldgico real, para conocer
las caracteristicas de liberacion y de absorcion del fosfato, asi como realizar una medicién

adecuada de la degradacion de los biopolimeros y de la eficiencia de encapsulamiento.
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Apéndice 1. Técnicas de Caracterizacion

6.1.1 Potencial Zeta

Las suspensiones coloidales (emulsiones) deben su estabilidad a la carga eléctrica del
mismo signo existente entre las particulas coloidales que la forman, de este modo la superficie de
la particula cargada atrae a los iones de la disolucién y provoca repulsiones con las otras
particulas evitando su asociacion y precipitacion. Existe una teoria sobre la distribucion de los
iones en la suspension, denominada Teoria de la Doble Capa Eléctrica, que considera la
disposicion de una capa eléctrica formada por la carga superficial fija sobre las particulas (por los
contraiones atraidos) y otra en la parte del liquido préxima a la interfase, formada por los iones
de carga similar (co-iones) mismos que la superficie repele; sin embargo, en esta distribucion de
iones también influye la agitacion térmica, que tiende a redispersar los iones en la disolucién,
dando como resultado la formacion de una doble capa eléctrica, constituida por la superficie
cargada y por un exceso neutralizador de contraiones sobre coiones (el sistema debe ser

eléctricamente neutro) distribuidos difusamente en el medio acuoso * “°#, (Figura 6.1).

La teoria de la doble capa eléctrica hace referencia a la distribucion de los iones, y por
consiguiente, a la magnitud de los potenciales eléctricos que se encuentran en las proximidades
de la superficie cargada . El potencial eléctrico de un plano es igual al trabajo contra las fuerzas
electrostaticas necesario para llevar una unidad de carga eléctrica desde el infinito (desde la masa
de la disolucion, en este caso) hasta ese plano 2. Como se observa en la Figura 6.1, la capa
doble se encuentra dividida en dos partes: la interna (capa de Stern), que puede incluir iones
adsorbidos, y la difusa (capa de Gouy-Chapman) en la que los iones se distribuyen por efecto de
las fuerzas eléctricas y en movimiento térmico aleatorio. Un plano separa las dos partes de la
capa doble, éste se denomina plano de Stern, y las mantiene separadas de la superficie una
distancia aproximada de un radio de ion hidratado: de modo que los contraiones pueden
mantenerse en la superficie debido a la atraccion electrostatica y el centro de estos iones
hidratados forma el plano de Stern (linea punteada en la Figura 6.1) . Alejandose de la
superficie de la particula hacia el cuerpo de la disolucién, en direccion al eje horizontal, el
potencial cambia de manera lineal entre el V, (potencial superficial) y el Vs (potencial de Stern)
en la capa de Stern y desciende de manera gradual exponencialmente entre Vs y cero en la capa
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difusa. La capa difusa llega gradualmente a su fin a medida que la composicién se aproxima a la
del liquido, donde la concentracion de aniones se iguala con la de cationes y el potencial se
aproxima asintoticamente a cero. Considerando el punto final indefinido, de manera arbitraria se
le asigna al espesor 6 de la capa difusa el valor de la distancia a lo largo de la cual el potencial, en

el limite entre las capas de Stern y Gouy-Chapman, cae a 1/e= 0.37 de su valor 82,

Ademas de los iones presentes en la capa de Stern, una determinada cantidad de
didisolvente se unira a los iones y la superficie cargada. Esta capa solvatante, conocida como
superficie o plano de deslizamiento, se mantiene junto a la superficie y el borde de la capa, y
representa el limite del movimiento relativo entre el sélido (y el material adherido) y el liquido.
El potencial existente en el plano de deslizamiento recibe el nombre de potencial zeta (V,) o
potencial electrocinético, no incluye la capa de Stern e incluye sélo la parte de la capa difusa que
se encuentra por fuera de la cubierta de hidratacion, este potencial electrocinético corresponde
entonces al de la zona en la que la velocidad es cero, pero donde el gradiente no es nulo: todas las
moléculas que estdn mas cerca de la superficie no se mueven, ya sea porque estan absorbidas, o
porque son moléculas de soluto que solvatan iones adsorbidos. Si hay poca adsorcion y si la
doble capa es bastante extendida el potencial zeta es aproximadamente igual al potencial de la
superficie; sin embargo, en otros casos el potencial zeta puede ser considerablemente diferente
del potencial de superficie [* & %4,

El potencial es importante dado que se puede medir su magnitud mediante la microelectroforesis
o cualquier otro de los fenémenos electrocinéticos ™ 8. El potencial zeta puede ser una manera
efectiva de monitorear el comportamiento del coloide, puesto que indica cambios en el potencial
de la superficie y en las fuerzas de repulsién de los coloides 3. La repulsion electrostética
depende de:

- Vo, es decir, de la densidad de la carga en la superficie de la particula.

- El espesor de la doble capa.

Estos factores gobiernan la magnitud del potencial zeta. Afiadiendole aditivos al sistema
acuoso, mismos que pueden reducir o aumentar el potencial de Stern, se puede por lo tanto, variar
el potencial zeta ®2. Si las particulas en suspension tienen un potencial zeta alto (negativo o

positivo) tenderdn a repelerse unas a otras y no habra tendencia a unirse; sin embargo, si las
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particulas tienen un valor de potencial zeta bajo, tenderan a unirse (agregandose o floculando).
Generalmente la linea divisoria entre suspensiones estables e inestables se toma ya sea entre
+30mV o -30mV, de modo que, particulas con potenciales zeta mas positivos que +30mV o mas

negativas que -30mV son usualmente consideradas estables .

< Doble Capa —»
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Figura 6.1 a) Representacion esquematica de la Teoria de la Doble Capa, b)
Variaciones en el potencial con la distancia a la superficie de la particula.
Adaptado de [4, 82].
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6.1.2 Microscopia Electronica de Barrido, (MEB)

El microscopio electrénico de barrido es uno de los instrumentos mas versatiles
disponibles para la examinacion y analisis de las caracteristicas microestructurales de objetos
solidos. Su principio de funcionamiento consiste en enfocar sobre una muestra electrodensa
(opaca a los electrones) un fino haz de electrones acelerado con energias de excitacién desde
0.1kV hasta 50kV. El haz se desplaza sobre la superficie de la muestra realizando un barrido que
obedece a una trayectoria de lineas paralelas, se crea una zona tridimensional donde
interaccionan los electrones del haz y los &tomos de la muestra: zona de excitacion primaria. En

esta zona se pueden emitir siete tipos de sefiales fundamentales:

Electrones que atraviesan la muestra y emergen por su cara
a) ELECTRONES

inferior, cuando el haz logra atravesar el espesor de la
TRANSMITIDOS

muestra.

Electrones incidentes que chocan con los nucleos o con los
b) ELECTRONES )
electrones de los atomos de la muestra, rebotan y escapan de

RETRODISPERSADOS _ _ _
ella (interaccion eléstica).

Alguno de los electrones incidentes o retrodispersados
colisionan con un electron de los &tomos que constituyen la

muestra (colision inelastica), el atomo se ioniza y puede
c) ELECTRONES

emitir estos electrones. Tipo 1: producidos por electrones
SECUNDARIOS

incidentes.  Tipo 2: producidos por  electrones
retrodispersados. Escapan en diferentes direcciones y pueden
recogerse para formar una imagen tridimensional del

espécimen.
d) FOTONES Debidos a colisiones inelasticas.

Emitidos cuando un electron de la capa externa de un atomo

de la muestra “salta” a una capa més profunda por efecto de
e) ELECTRONES

AUGER

la interaccion del a&omo con los electrones incidentes o
retrodispersados. Proporcionan informacion muy precisa de

la superficie.
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El choque de un electron con un atomo de la muestra produce
la emision de un electron, el “hueco” dejado es ocupado por

otro electron situado en la capa mas externa al electrén

f) RAYOS X
desalojado, el exceso de energia es liberada en forma de
rayos X caracteristicos utilizados para determinar
composicién elemental

g) CORRIENTE DE El balance resultante entre los electrones incidentes y los

ESPECIMEN emitidos da lugar a una corriente.

Las sefiales generadas como resultado de la interaccion del haz de electrones con el

espécimen se utilizan para obtener distintos tipos de informacion "%, Las imagenes de MEB se

producen colectando los electrones transmitidos en un tubo de rayos catddicos. A continuacion se

describe una de las técnicas de MEB més utilizada y dos de los principales imé&genes producidas:

Anélisis elemental por rayos X. La energia liberada en formar los rayos X es caracteristica
del 4&tomo que es excitado, formando de este modo, diversos picos en el espectro de
energia de acuerdo con la composicion del material (cada elemento quimico tiene una
estructura electrénica Unica, y una respuesta particular a las ondas electromagnéticas). Por
lo tanto, ésta es una técnica analitica para determinar la composicion elemental de un
compuesto 72| llamada Espectroscopia por Dispersion de Energia de Rayos X, (EDS, del
inglés Energy Dispersive Spectroscopy).

Imagenes por electrones secundarios. Utilizadas principalmente para contraste
topografico, para la visualizacion de la superficie del espécimen, su textura y rugosidad
[114]'

Iméagenes por electrones retrodispersados. Usados para la diferenciacion de elementos en

un espécimen basandose en el contraste de acuerdo con el nimero atémico 1!,

El microscopio electronico de barrido puede subdividirse en varios sistemas de

componentes que llevan a cabo diferentes funciones:

Elemento productor del haz de electrones o cafion electronico (Filamento de tungsteno, de
hexaboruro de lantano o de emision de campo).

Conjunto de lentes electromagnéticas y diafragmas.
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- Sistema generador de barrido (permite explorar la muestra).
- Platina que permite sujetar y orientar la muestra respecto al haz de electrones.
- Detector que permite recoger y amplificar la sefial de interaccion electrones-muestra.

- Sistema productor de vacio.

Esta técnica no es destructiva, y los anélisis se pueden obtener con una resolucion del

orden de 1 um.

6.1.3 Termogravimetria, (TGA)

Se conoce como analisis térmico al conjunto de técnicas en las que se monitorea una
propiedad fisica de una sustancia y/o de sus productos de reaccion en funcién de la variacion de
la temperatura en una atmdsfera controlada. La sustancia se somete a un programa de temperatura
controlado. El resultado grafico obtenido se denomina curva de analisis térmico °!. El Analisis
Termogravimétrico (TGA) es una técnica analitica en la que se monitorea el peso de una
sustancia en funcion de la temperatura o del tiempo, siguiendo un programa de temperatura
controlado % ™. Se pueden distinguir tres tipos basicos de analisis

e TGA isotérmico: Se mantiene la temperatura constante registrando los cambios de peso.

e TGA cuasi isotérmico: La muestra a analizar se calienta mientras el peso es constante y se
estabiliza la temperatura mientras se van produciendo los cambios de peso.

e TGA dinamico: La muestra se calienta en una atmosfera controlada con una rampa de

temperatura establecida.

Los datos se presentan en forma de una curva térmica TG (conocida también como
termograma), del peso contra la temperatura, o del peso porcentual de la muestra remanente
contra la temperatura o el tiempo ®® (ver la Figura 1.11). Las curvas termogravimétricas son
caracteristicas de un compuesto o material dado debido a la secuencia Unica de las transiciones

fisicas y las reacciones quimicas que ocurren en intervalos definidos de temperatura ™.

Un analizador TG consiste principalmente en un platillo o crisol, también conocido como
portamuestras, donde la muestra se coloca. Este portamuestras se encuentra en contacto o

préximo a un sensor que detecta la temperatura y sus variaciones durante el experimento,
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asimismo consta de una balanza de precision (termobalanza) que permite la medida continua del
peso de la muestra en funcion de la temperatura o tiempo. El portamuestras yace en un horno que
se calienta o se enfria durante el proceso. El sistema también cuenta con una purga de gas que
permite el control del ambiente en el que se desarrolla el experimento y un procesador para el
control y programacion de la temperatura 2 ™ %! Para una muestra dada, la variacién del peso
en funcién de la temperatura suministra informacion sobre la estabilidad térmica y la
composicion de la misma, la estabilidad térmica y la composicion de los intermedios que puedan
formarse durante el analisis y de la composicion del residuo que queda al final del experimento
%1 El trazo de la primera derivada, con respecto al tiempo o de la temperatura, corresponde a
una técnica conocida como “temogravimetria derivada (DTG)”, la curva térmica resultante Se
debe a la variacion de la pérdida de masa contra la temperatura. La curva DTG representa el
resultado del mismo experimento que la curva TG (variacion del peso frente a la temperatura o el
tiempo), pero de forma diferente. Una curva TG de un compuesto puro puede considerarse como
caracteristica del compuesto, debido a la secuencia de procesos fisicoquimicos que experimenta
en determinadas condiciones en un intervalo de temperaturas. Si se representa el porcentaje de
peso en funcién de la temperatura, podemos relacionar las variaciones de peso con las
estequiometrias de las reacciones, lo cual nos conduce directamente al analisis cuantitativo de
muestras cuya composicion cualitativa se desconoce. La mayoria de los autores estan de acuerdo
en reconocer que el uso de las curvas DTG en lugar de las TG es mejor, puesto que un pequefio

cambio en la curva de TG se ve mejor definido en la DTG 4.

Peso (mg)
0
Peso %

Temperatura (°C) o Tiempo (min)

Figura 6.2 Tipica presentacion de los datos de una curva térmica TGA. Las abscisas
pueden ser tiempo o temperatura, y las ordenadas pueden ser el peso o el peso
porcentual. Adaptado de [79].
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6.1.4 Prueba de Textura

La aplicacion de un material depende de su comportamiento bajo ciertas condiciones, es
decir, su funcionamiento esta criticamente definido por sus propiedades mecanicas, dado que
éstas reflejan directamente la naturaleza y la microestructura del material, asi como los posibles
efectos que sobre €l puedan tener la temperatura, la aplicacion de esfuerzos y los cambios
quimicos, entre otros factores 1. Tomando en cuenta que la finalidad de las peliculas formadas es
ser utilizadas como suplemento de calcio, la aplicacion final de este material sera un producto

alimenticio.

La textura, se define como el conjunto de atributos: mecéanicos, geométricos y
superficiales que de modo subjetivo son apreciados por los sentidos (vista, tacto, oido), y que
hacen referencia a la impresion percibida de su peculiaridad fisica, en cuanto resultado de una
deformacion sufrida por el alimento ' #’. De este modo, la textura siempre se manifiesta como
una consecuencia externa de un cambio en la disposicion de los elementos estructurales, o de los
diversos componentes quimicos, asi como de sus combinaciones . Los alimentos exhiben una
amplia variedad de texturas y propiedades reoldgicas, por lo que se emplean diversos métodos
para estimar dichas propiedades, entre los que destacamos tres clases:

e Métodos Fundamentales: En ellos se estiman las propiedades que son utiles para calculos
en ingenieria, por ejemplo elasticidad, relacion de Poisson y varios mddulos como
rigidez, compresién y mddulo de Young.

e Métodos Empiricos: En estos métodos se evallan las variables generalmente no muy bien
definidas, pero que estan relacionadas con algunos atributos mecanicos, como rigidez,
puncién y extrusion. En el pasado, la mayoria de los atributos de textura de alimentos
fueron estimados por este tipo de métodos.

e Métodos Imitativos: En estos métodos, se intenta imitar con instrumentos mecanicos las
condiciones de masticacién del alimento en la boca [°°.

Actualmente existe un gran numero de instrumentos para medir el comportamiento
mecanico de los alimentos sélidos, cuyas caracteristicas principales son:

- Pueden realizar diferentes tipos de prueba con un mismo equipo, adaptando celdas de
carga o de diversas geometrias.
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- Registran la variacion de la resistencia que opone el alimento a la fuerza aplicada y
mediante este registro obtienen informacién més amplia sobre el comportamiento

mecanico del alimento durante los procesos de deformacion y de rotura.

Estos instrumentos, denominados de manera general Texturometros Universales constan
de tres partes esenciales:
1. Lacelda de carga, con la que se aplica la fuerza.
2. El sistema motriz, que produce el desplazamiento de la celda de carga.
3. El sistema que mide y registra la respuesta mecanica de la muestra °® (Programa de PC

en nuestro caso).

La textura estd gobernada por una combinacion de las propiedades mecénicas y de
fractura y su modificacion y expresién durante el proceso de masticacion. Es probablemente
imposible medir la textura en una maquina, aungue es posible identificar los factores principales
que rigen la textura de un material alimentario y medirlos, estimando una parte de su textura.
Existen diferentes tipos de ensayos aplicables sobre los alimentos. Ensayos de materiales y su
interaccion con las variables estructurales y de proceso que permiten determinar un atributo
particular. Se debe seleccionar el que mejor contribuya a estudiar la caracteristica de textura que
se esta considerando 7). De este modo, utilizando un Texturémetro Universal se puede analizar
la textura mediante un ensayo de tension. Este tipo de ensayos determinan una gran variedad de
propiedades mecanicas de los materiales. En este trabajo con los datos obtenidos a partir de este
ensayo se estimaron:

- El médulo elastico o modulo de Young es un pardmetro caracteristico de cada material
que indica la relacion existente en la zona de comportamiento elastico de dicho material
entre los incrementos de tensién aplicados en el ensayo de traccion y los incrementos de
deformacion relativa producidos. EI modulo de elasticidad es constante durante la zona
elastica del material, indicando un comportamiento lineal en el mismo (ley de Hooke). Se

. , o . . ., O
puede entonces determinar el modulo elastico de un material mediante la relacion E = —,
&

donde o es el esfuerzo aplicado y € es la deformacion producida. En un diagrama

esfuerzo-deformacion el médulo eléstico es la pendiente en la regién elastica . La
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deformacion ingenieril o de Cauchy, que se expresa como la razén de cambio dimensional
entre la dimension inicial: ¢,,, = fl es suficiente para la mayoria de los materiales que
0
soportan cargas. Sin embargo, muchos materiales alimenticios muestran deformaciones
muy grandes, que no se pueden describir adecuadamente por la deformacién ingenieril,
por lo que la deformacion de Hencky es mas adecuada debido a que considera los
cambios de dimensién instantaneos durante el estiramiento . Esta deformacion se
expresa como el logaritmo natural de la longitud extendida dividida por la longitud

|
original: &, = O:Izln(llj 871 a valores de deformacién pequefios (<10%), estos
0

IO
nameros no son muy diferentes, pero mas all, se desvian considerablemente. Asimismo,
dadas las limitaciones analiticas del esfuerzo ingenieril (Geng), que sOlo ofrece calculos
basados en el area original, se considera mas adecuado el esfuerzo corregido (o¢), que
permite establecer una relacion entre el esfuerzo constante aplicado y el area de la seccion
instantanea sobre la que ocurre la deformacion durante el estiramiento.

- La cohesividad se puede definir como la tendencia de un material a mantenerse unido 7,
caracterizada por la resistencia presentada por las uniones internas de un alimento al ser
deformado ™. Expresada como el desplazamiento en la muestra provocado por la
aplicacion de la fuerza hasta el momento de su fractura .

- Fuerza de fractura, el maximo valor de carga soportado por el material antes de
romperse.

- Larigidez es la capacidad de un material para conservar su forma ante la aplicacién de un
esfuerzo. EI modulo de elasticidad proporciona una medida de la rigidez intrinseca del
material sometido a esfuerzos de tension (o compresion). Mientras mas alto sea el modulo
de elasticidad de un material mas elevada la rigidez de éste, y ello significa que ante las
tensiones de trabajo se deforma muy poco !, (ver Figura 1.13). Se expresa como la razén

de la fuerza de fractura entre el valor de la cohesividad [,

La Figura 6.3, ilustra la relacion entre el médulo de Young y la rigidez. En el inciso a) se
muestra una grafica esfuerzo-deformacion en la que podemos observar claramente que la muestra

B tiene un modulo de Young mayor que el presentado por la muestra A (su pendiente es mayor).
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Por otro lado, en el inciso b) se presenta una gréfica fuerza-desplazamiento en la que mediante el
cociente de la fuerza de fractura entre la cohesividad podemos determinar el valor de rigidez, de
modo que se observa que el valor de rigidez para la muestra B es mayor que el de la muestra A.
Asi se puede constatar que mientras mas alto sea el mddulo de Young de un material mas elevada

la rigidez de éste, lo que indica que ante esfuerzos de tension el material se deforma poco.
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Figura 6.3. Relacion entre el médulo de Young y la rigidez.

6.1.5 Perfiles de Liberacion

Las peliculas a elaborar constituirdn un sistema de ingestion que contenga el fosfato de
calcio, bajo esta premisa, la determinacion preliminar del encapsulamiento y de la liberacion del
fosfato se realiz6 mediante la elaboracion de perfiles de disolucion de la pelicula, adaptando este
modelo de liberacién de farmacos muy utilizado actualmente 28! os perfiles de disolucion se
utilizan cada vez mas para evaluar las caracteristicas de liberacion de diversos productos
farmaceéuticos. La importancia de este método radica en el hecho de que si un agente terapéutico
debe producir su efecto a partir de un producto, debe liberarse de dicho producto y generalmente
debe disolverse en los fluidos del tracto gastrointestinal (GI). Por lo que la prueba de disolucion
debe considerarse como indicador de la liberacion potencial del agente y de las caracteristicas de

absorcion de un producto tanto en humanos, como en animales Y. Ademés, la disolucién es un
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requerimiento para la aprobacion reglamentaria de un producto para su comercializacion y es un
componente vital del programa general de control de calidad "®]. Esta técnica nos ayuda a estimar
la velocidad (cantidad/tiempo) y la extension (cantidad total) segun las cuales el agente se libera a
partir de nuestro sistema. Es importante mencionar la diferencia entre una prueba de disolucion,
en la cual se analiza la muestra a un solo tiempo, y un perfil de disolucion en el que se cuantifica

el agente a partir de muestras a diferentes tiempos.

De manera general, en estos perfiles el ambiente del tracto gastrointestinal (GI) se
representa mediante un medio simulado (agitado suavemente) que cumpla con las
especificaciones de pH (en un rango entre 4-7.5). Se determina el porcentaje acumulativo de
agente disuelto en un nimero de puntos (muestras tomadas en distinto tiempos) y se puede
reportar como una grafica comparativa del porcentaje de agente disuelto contra puntos blanco a

los mismos tiempos. La grafica resultante es conocida como “Perfil de Disolucion” B4,

El método adaptado en este trabajo es el conocido como técnica de tubos de dilisis
(Rojas-Oviedo, et al., 2012), que en resumen se describe a continuacién ©¢:

- Sedisuelve el material en el medio simulado.

- Ladisolucion se vierte en un tubo de dialisis, manteniendo el sistema agitado lentamente,
a una temperatura constante (37 °C).

- Serealiza toma de muestras de la disolucidn a diferentes tiempos.

- Se mide la absorbancia de las muestras adquiridas en un espectrofotémetro UV-Vis.

- Se establece la concentracion utilizando una curva de calibracion de una disolucion de

agente de concentracion conocida.

* Espectrofotometria UV-Vis (Ultravioleta y Visible)

La espectrofotometria se basa en la medida de la absorcion por las diferentes sustancias,
de una radiacion electromagnética de longitudes de onda situadas en una banda definida y
estrecha, esencialmente monocromatica. La banda espectral empleada en las mediciones se
extiende desde las longitudes de onda corta de la zona ultravioleta hasta la visible del espectro
(UV de 190 nm a 380 nm vy la visible de 380 nm a 780 nm). En general, los espectros ultravioleta

y visible de una sustancia, no tienen un alto grado de especificidad, sin embargo, son muy
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adecuados para las valoraciones cuantitativas y en el caso de muchas sustancias constituyen un
medio til de identificacion adicional. La energia de un haz radiante disminuye con la distancia
que viaja a través de un medio absorbente. También disminuye en relacién con la concentracion
de iones o moléculas absorbentes presentes en el medio. Estos dos factores determinan la
proporcién de la energfa incidente total que se transmite 7). La relacién entre la absorcion de luz
por una disolucién diluida o por un gas y la concentracion de la fase absorbente viene dada por la
ley de Beer. Mientras que la relacion entre la absorcion de la luz y la trayectoria recorrida por
ésta, viene dada por la ley de Lambert, es conveniente considerar ambas leyes conjuntamente %%
en la que conocemos como Ley de Lambert-Beer. Esta ley es una ecuacion fundamental en los
métodos espectrométricos de andlisis, ya que permite calcular la concentracién de una sustancia a
partir de la radiacion absorbida por una didisoluciénde la misma .
A=a-b-C
Donde:

A, es laabsorbancia. A= IOg“’Gj’ logaritmo base 10 del inverso de la transmitancia (T) 7).

a, es la absortividad %, que es una constante de proporcionalidad independiente de la
concentracion, paso de luz e intensidad de la radiacién incidente. La absortividad depende de la
temperatura, del disolvente, de la estructura molecular y de la longitud de onda de la radiacion, y
sus unidades dependen de b y de C. También es conocida como coeficiente de extincion
(especifica o molar, dependiendo de sus unidades) [**.

b, es la trayectoria del haz incidente (camino 6ptico) 9.

C, es la concentracion de la disolucion P9,

De manera general, todos los tipos de espectrofotometros estan disefiados de modo que
permitan el paso de la energia radiante esencialmente monocromatica a través de la sustancia de
prueba (contenida en una celda portadora) y hagan posible la medicién de la fraccion de la
intensidad de la radiacion transmitida. El espectrofotometro consta de una fuente de energia, de
un dispositivo dispersante, por ejemplo un prisma o una graticula (rejilla de difraccion), de
rendijas para seleccionar la banda de longitudes de onda (monocromador), de una celda o
portador de la sustancia de prueba, de un detector de la energia radiante, amplificadores

asociados y dispositivos de medicion y registro °7).
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El procedimiento experimental para el analisis cuantitativo utilizando la Ley de Lambert-
Beer implica la preparacion de una curva de calibracion que permita relacionar el valor de la
absorbancia del analito que queremos determinar con su concentracion %, para obtener esta
curva se deben graficar las lecturas de las absorbancias obtenidas con las disoluciones de
referencia contra sus respectivas concentraciones y trazar la curva patron. Para determinar la
concentracion de la disolucion de la muestra, se interpola en la curva patron la absorbancia
obtenida con la disolucion de muestra, y sobre esta base, se calcula el resultado de la valoracion.

Es posible hacer el céalculo del resultado de la valoracién utilizando el analisis de regresion lineal
[97]
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Apéndice 2. Obtencion del Fosfato Tricalcico (B-TCP)
mediante la técnica sol-gel asistida con ultrasonido.

Para la obtencidn del fosfato tricélcico sin magnesio, se adapt6 el método sintesis por sol-
gel utilizado por Gomes S., et al., (2009). Modificando el proceso de modo que para favorecer la
nucleacion y proporcionar energia para la condensacion se asistio la técnica mediante ultrasonido.

El procedimiento seguido se describe a continuacion.

Se utilizaron nitrato de calcio tetrahidratado [Ca(NO3),*4H,0] (Fermont S.A. de C.V.) y
pentadxido de difosforo [P,0s] (Sigma-Aldrich) en relacién molar Ca/P de 1.5. Se diluyeron
estos compuestos en la proporcion mencionada mediante Etanol 99%, a 40 °C y agitacion
constante. Posteriormente, esta disolucion se coloc6 en un bafio ultrasonico (Branson 1510, 70W,
42KHz) durante 18 horas. Luego, se calento la disolucién a 60 °C durante 5 horas para evaporar
el etanol. Se concluyd el secado en una estufa a 85 °C durante 10 horas, hasta obtener un polvo
blanco que finalmente se calcin6 a 1100 °C durante 10 horas. Teniendo un proceso de 43 horas
en total.

Mediante esta técnica fue posible obtener la fase de fosfato tricalcico deseada B-TCP

[Caz(POy),], lo cual se puede ver a través del difractograma obtenido (Figura 6.4).
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Figura 6.4 Difractograma del fosfato obtenido, mostrando la fase de Ca3(PO,),.
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Asimismo, se observaron los cristales obtenidos mediante MEB. La Figura 6.5 muestra una region
caracteristica del B-Fosfato Tricalcico. Se puede observar que presentan una estructura geométrica regular
con pequefios poros alternados. La amplificacion empleada fue de 2500X y la barra de la figura muestra la

escala correspondiente a 10 pm.

&

—— 10pm
1.00kV SEI GB_HIGH WD 7.4mm

Figura 6.5 Imagen de MEB de una region caracteristica de la fase de Caz(PO,),.

Mediante la implementacion de este método se redujo el tiempo de obtencion de B-TCP (por la
técnica de sol-gel) de 73 horas ® a 43 horas. Permitiendo asi un ahorro de tiempo y energia considerables
en la obtencion de esta fase.
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Apendice 3. Caracteristicas de la goma Xantana y de la k-
Carragenina

6.3.1 Goma Xantana

Es un heteropolisacarido con una estructura primaria consistente en unidades repetidas de
pentasacaridos formada por dos unidades glucosa, dos unidades manosa, y una unidad de &cido
glucurodnico, en relacion molar 2.0:2.8:2.0 (ver Figura 6.6). Las disoluciones de xantana
obtenidas mediante disolucion a temperatura modera tienden a ser altamente viscosas. Este
polisacarido no es toxico y no inhibe el crecimiento, tampoco es sensibilizante ni provoca
irritacion ocular o en la piel, de modo que la xantana ha sido aprobada por la FDA (Food and
Drug Administation) en los Estados Unidos de América para su utilizacion como aditivo
alimenticio sin ninguna limitacion especifica. Asi pues la goma xantana es utilizada como
espesante de disoluciones acuosas, estabilizador de emulsiones y suspensiones, tanto en la

industria farmacéutica como en la alimenticia, agricola y cosmética 4.

CH;OH
CH,COOCH,

00C  0—CH; coo- HgH

e

Figura 6.6. Estructura de la goma Xantana (polisacarido de la X. campestris).
Adaptado de [34].
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6.3.2 k-Carragenina

Carragenina es el nombre genérico con el que se conoce a una familia de polisacaridos
obtenidos mediante extraccion a partir de ciertas especies de algas marinas rojas (Rhodophyta).
Estos polisacaridos usualmente se dividen en seis formas basicas: Iota (1)-, Kappa (x)-, Lambda
(M-, Mu (un)-, Nu (v)- y Theta (6)-carragenina, y forman parte de una familia de galactanos
sulfatados hidrofilicos, podemos observar la estructura

- . OH
de la x-carragenina en la Figura 6.7. El codigo de 035:3 %
*N10

letras asignado a los residuos corresponde a la 03—

denominacion simplificada desarrollada por Knutsen y

colaboradores. Todas las carrageninas son solubles en ) .
Figura 6.7. Representacion

agua, e insolubles en disolventes organicos, aceites 0  esquematica de la estructura de la
grasas. Son utilizados en varios productos tales como ~ unidad dimérica repetitiva de la k-
] ] carragenina. Adaptado de [57].

farmacos, cosméticos textiles, entre otros. Este

polisacarido estabiliza dentifricos, absorbe fluidos corporales cuando se lo formula en vendajes,
mientras que en lociones y shampoos es utilizado ya que interacciona con el caroteno humano
para brindar piel suave y cabello mas sedoso. Se ha probado que es muy util como excipiente en
tabletas debido a la buena compatibilidad, gran solidez y viscoelasticidad persistente de las
tabletas durante su compresion. En el area de la biomedicina se han elaborado nanocompuestos
porosos mediante la coprecipitacion de fosfatos de calcio dentro de matrices de k-carragenina,

viables para ingenieria de tejido 6seo 7.
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Apéndice 4. Determinacién de la concentracion adecuada
de Xantana y Carragenina

En la siguiente tabla se muestran seis peliculas elaboradas con distintas concentraciones
de Xantana y Carragenina, con el objetivo de obtener la concentracion de polimeros mas

adecuada para utilizar en el sistema, utilizando como referencia el fosfato sin magnesio y el

PLGA 50:50.

Tabla 6.1. PELICULAS ELABORADAS CON DISTINTAS CONENTRACIONES
DE XANTANA'Y CARRAGENINA

Contenido (porcentaje de la disolucionvertida,
Y
Pelicula PN)
) PLGA
Xantana | Carragenina B-TCP
50:50
XanCarr0.13PLGA50:50 0.13% 0.13% 2.5% -
XanCarr0.13PLGA50:50BTCP 0.13% 0.13% 2.5% 0.5%
XanCarr0.25PLGA50:50 0.25% 0.25% 2.5% -
XanCarr0.25PLGA50:50BTCP 0.25% 0.25% 2.5% 0.5%
XanCarr0.38PLGA50:50 0.38% 0.38% 2.5% -
XanCarr0.38PLGA50:5BTCPO 0.38% 0.38% 2.5% 0.5%

Las peliculas elaboradas para determinar la concentracion adecuada de Xantana y
Carragenina, presentaron los potenciales zeta mostrados en la Tabla 6.2. Con base en los valores
del potencial zeta y la diferencia entre el potencial de la pelicula control (sin fosfato) y el
potencial de la pelicula con fosfato, las peliculas con concentracion de Xantana y Carragenina al
0.25% respectivamente, conservan mayor estabilidad que las deméas concentraciones (potencial
zeta mas negativo). Ademas, la diferencia entre los potenciales es menor, lo que sefiala que se
desestabilizan menos al agregar el fosfato. Por lo tanto, se concluyd que dicha concentracion de

Xantana y Carragenina seria la adecuada para elaborar las peliculas posteriores.
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Tabla 6.2. POTENCIALES DE LAS PELICULAS ELABORADAS PARA
DETERMINAR LA CONCENTRACION DE XANTANA Y CARRAGENINA A

UTILIZAR
Pelicula Potencial Zeta (mV) Diferencia
XanCarr0.13PLGA50:50 -74.3
155 mV
XanCarr0.13PLGA50:50BTCP -58.8
XanCarr0.25PLGA50:50 -70
10.3mV
XanCarr0.25PLGA50:50BTCP -59.7
XanCarr0.38PLGA50:50 -75.9
16.4 mV
XanCarr0.38PLGA50:5BTCPO -59.5
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Apéndice 5. Comportamiento de las peliculas elaboradas
con fosfato tricalcico sin Mg (B-TCP)

Se elaboraron las peliculas con B-TCP (fosfato tricélcico sin magnesio) con el propdsito
de determinar de manera preliminar las variaciones estructurales apreciables al agregar el fosfato.

De modo que solo se caracterizaron por potencial zeta y MEB.

Los potenciales zeta presentados por las peliculas elaboradas con fosfato tricalcico sin
magnesio fueron de valores negativos, de 59.6 mV para la pelicula con PLGA 50:50 y de 66.1
mV para la pelicula con PLGA 75:25, de acuerdo a estos resultados la pelicula mas estable seria
entonces aquella con el potencial menor (ver Apéndice 1, Potencial Zeta), por lo que se decidio

trabajar con ella en la caracterizacion estructural por MEB.

Tabla 6. 3. VALORES DE LOS POTENCIALES ZETA DE LAS
PELICULAS CON B-TCP

) Potencial Zeta Diferencia con la
Pelicula
(mV) pelicula control
XanCarrPLGA50:50BTCP0.5 -59.7 +10.3 mV
XanCarrPLGA75:25BTCP0.5 -66.1 +14 mV

Como se mencion0, estas peliculas control fueron elaboradas para determinar las
variaciones estructurales apreciables al agregar el fosfato sin magnesio, de este modo, en la
Figura 6.8 se muestra la micrografia de la pelicula compuesta por Xantana y k-Carragenina y
PLGA (75:25) al 0.25%, respectivamente y 0.5% de B-TCP. Se eligio trabajar con la relacion
lactida:glicolida 75:25 basado en los resultados arrojados por lo potenciales zeta obtenidos, que
nos indican que esta relacion ofrecera peliculas mas estables (potencial zeta méas negativo). Se
observan en la imagen las particulas del B-TCP organizadas en cimulos distribuidos por toda la
pelicula de acuerdo con el EDS realizado a la zona sefialada, (Figura 6.9), cabe destacar que se
utilizé una energia de 10kV para observar con mayor definicion la distribucion de las particulas
de PLGA encapsulando al fosfato tricalcico, dado que a una menor energia de interaccion, no se

observan estos cumulos pues se hallan entre los pliegues de la pelicula formada, lo que nos indica
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que el fosfato no se encuentra simplemente adsorbido en la superficie de la pelicula, sino a través
de su estructura. El material conserva la forma tipica de las peliculas formadas por el biopolimero
k-Carragenina, sin embargo, como se puede observa claramente la distribucién de los cimulos no
es uniforme, a pesar de que se presentan a través de toda la pelicula, no son de formas o tamafios
regulares, lo que indica una distribucion poco uniforme del fosfato, hecho también fue apreciable
con el fosfato de calcio sustituido con magnesio (ver Apéndice 1, Microscopia Electronica de
Barrido) utilizando el PLGA con esta relacion lactida:glicolida.

—— - LaS A
—_— 10pm IIM-UNAM
10.0kV SEI M WD 8.0mm

—

Figura 6.8. Imagen de MEB de la pelicula XanCarrPLGA75:25BTCP0.5
(500X, 10kV).

En la Figura 6.9 se muestran los resultados del EDS realizado, para comprobar que los
cumulos contienen al fosfato de calcio.
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Elemento | %Peso %Atémico

CK 27.14 41.34
OK 34.14 39.04
PK 14.45 8.54

CaK 24.27 11.08

Totals 100.00

20pm Electron Image 1

Spectrum 1

ull Teale 67 cts Cursor: 0.000 ke

Figura 6. 9. Resultados del EDS realizado a la zona sefialada de la pelicula
XanCarrPLGA75:25BTCPO0.5, mostrando la presencia de -TCP.

En las siguientes imagenes se muestra como al incrementar la concentracion del fosfato
en estas peliculas, el tamafio de los cimulos fue aumentando también (sefialados con las flechas),
sin embargo, su distribucion se sigue conservando poco uniforme en la pelicula, Figuras 6.10 y
6.11.

Figura 6.10. Imagen de MEB de la
pelicula  XanCarrPLGA75:25BTCP1
(500X, 10kV), compuesta por los
polimeros Xantana y x-Carragenina y
PLGA (75:25).

_— 10pm IIM-UNAM
10.0kV SEI LM WD 8.0mm
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— 10pm IIM-UNAM
10.0kV SEI M WD 8.0mm

Figura 6.11. Imagen de MEB de la pelicula XanCarrPLGA75:25BTCP2
(500X, 10kV), compuesta por los polimeros Xantana y k-Carragenina y
PLGA (75:25) .
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Apéndice 6. Imagenes de MEB

En esta seccidn se presentan las imégenes de Microscopia Electrénica de Barrido de las
peliculas control elaboradas, con el fin de mostrar como el PLGA se distribuye en la pelicula. Asi
como para mostrar las micrografias de las peliculas elaboradas con concentracion de B-TCMP
diferente del 0.5% y 2% p/v.

En primer lugar, la Figura 6.12 muestra la pelicula formada solamente con los
polimeros Xantana y k-Carragenina, donde se aprecia la forma caracteristica que exhiben las

peliculas formadas por k-Carragenina [44, 60, 92].

4
—_— 10pm IIM-UNAM
10.0kV SEI SEM WD 7.8mm

Figura 6.12. Imagen de MEB de la pelicula XanCarr (500X, 10kV),
compuesta por los polimeros Xantana y «-Carragenina 0.25%,
respectivamente.

Por otro lado, en las Figuras 6.13 y 6.14 se observan las peliculas control (sin fosfato)
formadas por los polisacaridos y ademas el PLGA, relacion 50:50 y 75:25 respectivamente, se
puede ver cémo las particulas formadas por el PLGA se hallan dispersas a lo largo de toda la
pelicula por entre los pliegues formados por la pelicula de k-Carragenina. Aun en la distribucion
del PLGA sin fosfato se observa que en la peliculas elaboradas con la relacion lactida:glicolida
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75:25, la distribucion de este copolimero no es homogénea, y que se forman cUimulos de
particulas, (circulo de la Figura 6.14), no observandose este comportamiento en la micrografia de
la Figura 6.13.

— 10pm ITM-UNAM
10.0kV SEI SEM WD 7.7mm

Figura 6.13. Imagen de MEB de la pelicula XanCarrPLGA50:50 (500X,
10kV), compuesta por los polimeros Xantana y k-Carragenina y PLGA
(50:50).

— 10pm IIM-UNAM
10.0kV SEI SEM WD 7.7mm

Figura 6.14. Imagen de MEB de la pelicula XanCarrPLGA75:25 (500X, 10kV),
compuesta por los polimeros Xantana y k-Carragenina y PLGA (75:25).
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