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1. Resumen.

Cuando se producen fracturas traumaticas o en ciertas patologias 0seas, el tejido
0seo no es capaz de regenerarse por si mismo. En estos casos, se requiere un
injerto 6seo o un sustituto sintético para promover la reparacion 6sea, siendo la
mejor opcion el propio hueso. Existen problemas asociados al uso de injertos 0seos,
como la insuficiente cantidad de tejido disponible o el riesgo de transmisién de
enfermedades. Estas limitaciones han propiciado el desarrollo de materiales
sintéticos que reemplacen el tejido 6seo dafiado. En el desarrollo de cualquiera de
ellos se deben tener en cuenta dos conceptos clave: biocompatibilidad vy
biofuncionalidad. Las ceramicas son los materiales mas biocompatibles y poseen
propiedades bioestables, bioactivas o bioreabsorbibles, pero a su vez poseen cierta
fragilidad y pueden generar la aparicion de particulas indeseables.

En el presente trabajo de investigacion se sintetizaron nanoparticulas de fosfato de
calcio a partir de microemulsiones agua/aceite con la intencidbn de observar y
analizar en ellas sus propiedades como acarreador de un farmaco modelo para
finalmente acoplarlo con una membrana de alginato de sodio que también ha sido
estudiada y caracterizada.

Se prepararon tres microemulsiones diferentes (con heptano, tolueno y ciclohexano
respectivamente) que fueron caracterizadas por tamafio de particula, potencial Z y
conductividad. Después de realizar estos estudios se sintetizaron a partir de ellas
nanoparticulas de fosfato de calcio utilizando como reactivos fosfato dibasico de
sodio y cloruro de -calcio dihidratado. Las nanoparticulas obtenidas se
caracterizaron por tamafo de particula, potencial Z, andlisis por espectroscopia
infraroja (IR), difraccion de rayos X de polvos (DXP), andlisis térmico por
calorimetria diferencial de barrido (DSC) y finalmente por microscopia de
transmision electrénica (TEM). Analizando los resultados de estos estudios se llego
a la conclusion de que las nanoparticulas mas convenientes para realizar los
estudios posteriores de adsorcion de farmaco y liberacién del mismo, eran las
obtenidas a partir de la microemulsion con heptano como su fase organica debido
a que presenta una morfologia esférica o que nos brinda una superficie mas
uniforme, también porque es la que presenta un menor tamafio de particula y en
principio son mas estables mecanimamente.

Una vez sintetizadas las nanoparticulas, a partir de la microemulsiéon antes
mencionada, se procede al estudio de adsorcién del farmaco sobre la superficie de
éstas dejandolas en contacto con una solucion de norfloxacina de una
concentracion conocida por determinado tiempo. Después se mide el sobrenadante
en un equipo de espectroscopia UV para saber la concentracion de farmaco libre y
por lo tanto de farmaco adsorbido. Para saber esta concentracion previamente se
realiz6 una curva patrén de norfloxacina en metanol. Finalmente se realiza un



estudio para saber la cantidad maxima de norfloxacina que se puede adsorber en
determinada cantidad de nanoparticulas.

Para el estudio de liberacion las nanoparticulas con el farmaco adsorbido se ponen
en contacto con metanol y se toman muestras del sobrenadante cada determinado
tiempo. Se observé que la norfloxacina se libera lentamente de las nanoparticulas
lo que podria ser indicio de que pueden servir para un sistema de liberacion
modificada.

Las membranas de alginato de sodio se prepararon con cuatro diferente
concentraciones de cloruro de calcio y cada muestra se secé de dos maneras
diferentes: al ambiente y liofilizandolas. Posteriormente las membranas se lavaron
con una solucion de cloruro de calcio al 10% para evitar que se disolvieran al
contacto con el agua. Una vez secas se caracterizaron con microscopio éptico, por
microscopia electronica de barrido y mediante pruebas mecanicas para estimar el
modulo de Young y finalmente se estimo el porcentaje de porosidad, para saber qué
membrana tenia las mejores caracteristicas para formar un sistema hibrido con las
nanoparticulas de fosfato de calcio con el farmaco adsorbido.



2. Introduccién.

La ingenieria de tejidos esta investigando intensamente soluciones que tienen el
potencial de reducir las complicaciones relacionadas con los meétodos de
tratamiento actuales. La ingenieria de tejidos se puede definir como un campo
interdisciplinario que aplica los principios de ingenieria y ciencias de la vida para
desarrollar sustitutos biol6gicos para restaurar, mantener o mejorar la funcién del
tejido. Este concepto implica tres estrategias principales: el uso de células aisladas
de células o sustitutos para reemplazar las funciones limitadas del tejido; utilizacion
de sustancias inductoras de tejido, tales como factores de crecimiento; y andamios
para dirigir el desarrollo del tejido. Un andamio ideal para ingenieria de tejido éseo
€S una matriz que actia como un sustrato temporal que permite el crecimiento
celular y el desarrollo de tejidos. Esto ocurre inicialmente in vitro y, eventualmente,
in vivo. El andamio debe ser capaz de imitar la estructura y la funcion biologica de
la matriz extracelular nativa (ECM) tanto en términos de composicion quimica como
de estructura fisica. Los andamios utilizados para aplicaciones de ingenieria de
tejidos ademas deben ser biocompatibles; capaz de proporcionar soporte mecanico
adecuado; exhibir propiedades superficiales favorables (tales como la promocion de
la adhesion, la proliferacion y diferenciacion de las células) y proporcionar un
entorno en el que las células pueden mantener sus fenotipos.!

Recientemente, la hidroxiapatita (HAP) se ha usado para una variedad de
aplicaciones biomédicas, incluyendo matrices para el control de liberacion de
farmacos y como materiales en ingenieria de tejido 6éseo. La hidroxiapatita tiene
similitud quimica con el componente inorgéanico de la matriz 6sea, la hidroxiapatita
sintética exhibe una fuerte afinidad para albergar los tejidos duros. El enlace quimico
con el tejido anfitrion ofrece a la hidroxiapatita una mayor ventaja en aplicaciones
clinicas en comparacion con la mayoria de los sustitutos 6Oseos, tales como
aloinjertos o implantes metalicos. Las principales ventajas de la hidroxiapatita
sintética son su biocompatibilidad, biodegradabilidad lenta in situ, buena
osteoconductividad y sus propiedades osteoinductoras. Estas capacidades han
hecho de la hidroxiapatita un candidato ideal para implantes o0 componentes de
implantes ortopédicos y dentales.? Los usos comunes incluyen la reparacion 6sea,
aumento de hueso, asi como recubrimiento de implantes o en calidad de carga en
el hueso o los dientes. Sin embargo, la baja resistencia mecéanica de las ceramicas
normales de hidroxiapatita restringe su uso principalmente a aplicaciones de baja
carga. Los recientes avances en nanotecnologia han reavivado el interés en la
formacion de la nanohidroxiapatita y el estudio de sus propiedades a escala
nanométrica.t

Uno de los objetivos centrales de la nanociencia es construir pequefas estructuras
para el disefio de materiales avanzados, nanodispositivos de alto rendimiento y
miniaturizacion de dispositivos electronicos. Las nanoparticulas inorganicas son
particularmente atractivas como piezas de construccion para tales propésitos,
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debido a sus propiedades opticas, electronicas, magnéticas y cataliticas Unicas,
muchas de las cuales pueden ser moduladas simplemente cambiando su tamafio,
forma, o la funcionalizacién de la superficie de la nanoparticulas, sin cambiar la
composicion del material.®

En los dltimos afios, se han realizado diversas investigaciones en las cuales se
estudian biomateriales basados en polimeros que conduzcan a la construccion,
regeneracion, crecimiento y mantenimiento de células y tejidos. Estos materiales no
deben provocar una respuesta inflamatoria ni mostrar respuesta inmune o de
citotoxicidad, deben ser biocompatibles y biodegradables. Ademas, las propiedades
mecanicas de los biomateriales deben ser las adecuadas para la aplicacion deseada
y deben tener una porosidad interconectada controlable para dirigir el crecimiento
celular en la forma deseada y para sostener la vascularizacion del tejido en
crecimiento.*



3. Antecedentes
3.1. Caracteristicas fisiolégicas del hueso.

El depdsito y la reabsorcion continuos de hueso tienen cierto nimero de funciones
fisiolégicas importantes. Primero, el hueso suele adaptar su resistencia en
proporcion al grado de tension al que se le somete. En consecuencia, el hueso
aumenta de espesor cuando esta sometido a cargas importantes. Segundo, incluso
la forma del hueso puede cambiar de disposicidén para soportar adecuadamente las
fuerzas mecanicas mediante el depdsito y la reabsorcion ésea de acuerdo con los
patrones de sobrecarga. Tercero, debido a que el hueso viejo se vuelve
relativamente fragil y débil, se necesita nueva matriz organica a medida que
degenera la vieja matriz organica. De esta forma la dureza normal del hueso se
mantiene.®

La reparacion de una fractura activa al maximo todos los osteoblastos periésticos e
intradseos implicados en la misma. También se forman cantidades importantes de
nuevos osteoblastos de forma casi inmediata a partir de células osteoprogenitoras,
gue son células madre déseas que existen en el tejido superficial que reviste al
hueso, la denominada “membrana ésea”. Por tanto, en poco tiempo, se forma entre
los dos extremos de fractura una gran protuberancia de tejido osteoblastico y nueva
matriz organica 6sea, seguida al poco tiempo del depdsito de sales de calcio. Esta
protuberancia se denomina callo.®

3.1.1. Composicion del hueso.

El hueso es una composicion jerarquica de nanoplatos de HAP, colageno y
proteinas. Esta estructura tiene una funcién sinérgica durante la mineralizacién del
hueso con el coldgeno actuando como molécula de marco de referencia y las otras
proteinas estan involucradas en el desarrollo y regeneracion de la estructura
esquelética.b

El hueso compacto estd compuesto en un 30% de su peso por una matriz organica
y en un 70% por sales. El hueso neoformado puede tener un porcentaje
considerablemente mayor de matriz en relacién con las sales.®

Las sales cristalinas que se depositan en la matriz organica del hueso estan
compuestas principalmente por calcio y por fosfato. La formula de la principal sal
cristalina, denominada hidroxiapatita, es la siguiente:

Caio(POa4)s-(OH)2

En las sales 6seas también existen iones magnesio, sodio, potasio y carbonato,
aunque los estudios de difraccion de rayos X no muestran la formacion de cristales



definidos. Por tanto, se cree que se conjugan como cristales de hidroxiapatita en
vez de organizarse a si mismos como cristales independientes.®

Cada fibra de colageno del hueso compacto esta formada por segmentos que se
repiten en toda su longitud: los cristales de HAP estan situados sobre cada
segmento de la fibra, estrechamente ligados a ella. Este enlace intimo evita el
“cizallamiento” del hueso; es decir, evita que los cristales y las fibras se deslicen
fuera de su posicion, lo cual resulta esencial para dar resistencia al hueso. Ademas,
los segmentos de las fibras de colageno se superponen entre si, lo que hace que
los cristales de HAP se superpongan como ladrillos en una pared.®

3.1.2. Proceso de regeneracion ésea

- Mecanismo de calcificacién 6sea: osteoblastos y osteoclastos

La fase inicial de la formacién de hueso es la secrecién de moléculas de colageno
(monémeros de colagenos) y sustancia fundamental (principalmente
proteoglucanos) por los osteoblastos. Los mondémeros de coldgeno se polimerizan
rapidamente para formar fibras de colageno; el tejido resultante se convierte en
osteoide, un material parecido al cartilago pero que difiere de éste en que facilmente
precipitan sales de calcio. A medida que se forma el osteoide, algunos de los
osteoblastos quedan atrapados en el mismo y entran en fase de reposo, se les
denomina entonces osteocitos.®

En pocos dias tras la formacion del osteoide, comienzan a precipitar sales de calcio
sobre las superficies de las fibras de colageno, formando diminutos nidos que
rapidamente se multiplican y crecen durante dias o semanas para formar el producto
final: los cristales de HAP.®

Las sales de calcio que se depositan primero no son cristales de HAP, sino
compuestos amorfos constituidos por una mezcla de sales. Después, por un
proceso de sustitucion y adicion de atomos, o de reabsorcion y nueva precipitacion,
estas sales se convierten en cristales de HAP, durante un periodo de semanas o
meses. Sin embargo, un pequefo porcentaje puede seguir permaneciendo en forma
amorfa. Esto es importante, porque estas sales amorfas pueden reabsorberse
rapidamente cuando existe una necesidad adicional de calcio en el liquido
extracelular.®

- Deposito del hueso por los osteoblastos.

El hueso esta siendo continuamente formado por los osteoblastos, y esta siendo
continuamente resorbido en las zonas en donde estan activos los osteoclastos. Los
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osteoblastos se encuentran en las superficies externas de los huesos y las
cavidades 6seas. En todos los huesos vivos existe un pequefio grado de actividad
osteoblastica (aproximadamente un 4% de todas las superficies en cualquier
momento en el adulto), de forma que por lo menos algo de hueso nuevo se esti
formando continuamente.®

- Absorcion del hueso. Funcion de los osteoclastos (figura 1).

El hueso también esta siendo continuamente reabsorbido por los osteoclastos, que
son células fagocitarias, grandes, multinucleadas (con hasta 50 ndcleos), derivadas
de monocitos o células analogas a monocitos que se forman en la médula 6sea.
Histol6égicamente, la absorcién del hueso se produce en la inmediata vecindad de
los osteoclastos. Se cree que el mecanismo de esta absorcion es el siguiente; los
osteoclastos emiten proyecciones analogas a vellosidades hacia el hueso,
formando lo que se conoce como un borde fruncido contiguo al hueso. Las
vellosidades secretan dos tipos de sustancias: enzimas proteoliticas, liberadas de
los lisosomas de los osteoclastos y varios acidos, como el acido citrico y el acido
lactico, liberados de las mitocondrias y de las vesiculas secretoras. Las enzimas
digieren o disuelven la matriz organica del hueso, y los &cidos disuelven las sales
Oseas. Las células osteoclasticas también ingieren por fagocitosis diminutas
particulas de matriz 6sea y de cristales, terminando también por disolverlas y
liberando los productos hacia la sangre.®

Figura 1. Actividad osteoclastica y osteoblastica en el mismo hueso.®



3.2 Nanoparticulas de fosfatos calcicos.

Los fosfatos célcicos, en especial la hidroxiapatita, son los componentes que se
encuentran en mayor proporcion en dientes y huesos. Ademas, los fosfatos de
calcio han sido usados en gran medida en cirugias reconstructivas de huesos y
dientes en eventos de trauma.’

Los fosfatos de calcio son de gran relevancia en la ciencia de los materiales, la
biologia y la medicina, ya que constituyen la fase inorganica importante de tejido
duro humano. A excepcion del esmalte, los fosfatos de calcio son siempre
nanocristalinos en su estructura. A medida que el hueso natural esta hecho de
caracteristicas a nanoescala, se cree que la adaptacion deliberada del tamafio de
los cristales, la morfologia, la estequiometria y la composicion de nanoparticulas de
fosfato de calcio puede conducir a la mejora de propiedades tales como la
bioactividad, biocompatibilidad, area superficial, estabilidad quimica y fisica, y
propiedades mecéanicas. Ademas, la similitud de la estructura cristalografica de
hueso natural, esmalte y la dentina a la de HAP sintética junto con el andlisis quimico
gue muestra la presencia de calcio y fosfato como componentes principales en estos
minerales, condujo a la creencia de que la fase inorganica principal del hueso y los
dientes son esencialmente HAP representada por la féormula quimica
Cai10(POa4)s:(OH)2 con una proporcion de calcio a fosforo de 1.67. La brushita
(CaHPO4+2H20) se forma en los depoésitos de guano y fosforita, los suelos y los
calculos humanos. Actia como una fase precursora de la formacion de huesos y
dientes, asi como para HAP. En la industria se usa como un intermedio en la
produccién de fertilizantes de fosfato, como un aditivo en alimentos vy
medicamentos, asi como en insumos dentales.®

3.2.1 Caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas de fosfato de
calcio.

Las nanoparticulas pueden imitar o alterar procesos biolégicos por lo que su uso en
la medicina podria dar solucion a viejos problemas asociados con la solubilidad,
biodisponibilidad, inmunocompatibilidad y citotoxicidad de muchos de los
medicamentos de uso tradicional. Las nanoparticulas utilizadas en la administracion
de farmacos para terapia o para diagndstico son sélidos coloidales que varian su
tamafio de 2 nm a 1 000 nm. Sin embargo, particulas mayores de 200 nm no son
muy utilizadas debido a que pueden activar el sistema inmunolégico y ser aclaradas
en la sangre por las células Kupffer. Normalmente, el farmaco de interés es disuelto,
encapsulado, adsorbido o adherido dentro o sobre nanocapsulas (sistema vesicular,
en el cual el farmaco es confinado a una cavidad rodeada por una membrana
polimérica) o nanoesferas (sistema matricial en el que el farmaco es fisica y
uniformemente dispersado).®
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En cuanto a la biocompatibilidad y biodegradacion las nanoparticulas de fosfato de
calcio son completamente biocompatibles y biodegradables comparadas con otras
nanoparticulas. A diferencia de nanoparticulas magnéticas, de silicay metélicas, las
nanoparticulas de fosfato de calcio no producen toxicidad severa. Nanoparticulas
metalicas de cromo, cadmio, oro, plata, selenio, telurio, cobalto, éxido de titanio,
oxido de cobre y Oxido de zinc muestran un incremento en la frecuencia de
mutaciones, produce lesiones oxidativas, disminuye la viabilidad celular e induce
dafio en el ADN. Contrario a esto, las nanoparticulas de calcio pertenecen a la clase
de materiales mas seguros, ya que subproductos de éstas como grupos Ca?*, PO43"
0 COs?” estan presentes de forma natural en el torrente sanguineo dentro de un
intervalo de concentracion de 1-5 mM. Si se fabrican de manera apropiada, éstas
pueden tener la misma quimica, tamano y estructura cristalina que el tejido “blanco”
y mejorar la actividad y la bioaceptabilidad del material antes de la liberacion del
medicamento.?

En cuanto a tamafio, su sintesis en condiciones controladas puede dar lugar a
particulas con un tamafio <100 nm. Por lo tanto, estas nanoparticulas tienen la
principal ventaja de una mejor absorcidén por endocitosis directa que se limita a un
intervalo de tamafio de 20-200 nm de didmetro y puede conducir a alta la eficacia
de transfeccién (tranferencia de material genético mediante vectores).t°

Las particulas sensibles a estimulos pueden aumentar significativamente la eficacia
de los farmacos quimioterapéuticos mediante el aumento de su acumulacion en el
sitio del tumor. El fosfato de calcio como material a granel, asi como en
nanoparticulas muestra esta propiedad, es sensible a estimulos. Es escasamente
soluble a pH normal de la sangre (7,4) y las condiciones mas alcalinas, pero la
disolucién se acelera a pH bajo, que se encuentra generalmente en cualquier
entorno de tumores, en regiones inflamadas o en endolisosomas, haciéndolos utiles
para la administracién de moléculas activas en zonas malignas. Como algunos otros
sistemas de administracién, pueden retener los farmacos durante un periodo de
tiempo mas largo después de la administracion, debido a que tienen un tiempo de
degradacion mas largo, una propiedad que es esencial para la cinética de liberaciéon
controlada.t®

En el presente escenario de la administracién de farmacos, la administracion dirigida
siempre es deseable ya que permite que la molécula activa pueda alcanzar solo el
sitio de destino. Las nanoparticulas de fosfato de calcio proporcionan una captacion
fisica de la carga molecular atil que se puede mejorar mediante el desarrollo de
nanoparticulas compuestas modificadas en su superficie con lipidos y polimeros.
Su superficie se puede modificar facilmente con estas moléculas, que no solo
mejoran la estabilidad fisica, también proporcionan el sitio de unién para una
estructura objetivo. La facilidad de modificacion de la superficie hace que sean
adecuadas para la administracion dirigida de colorantes hidréfobos,
oligonucleétidos y farmacos, asi como moléculas hidréfilas.1°
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En la administracién intravenosa, la mayor parte de los sistemas de liberacion son
eliminados rapidamente por los macréfagos presentes en la sangre, lo que reduce
la cantidad que se requiere del farmaco en el lugar especifico de destino,
especialmente en enfermedades como el cancer o el Alzheimer. El fosfato de calcio,
al estar presente de forma natural en el cuerpo en general, no provoca una
respuesta inmune por parte de los macréfagos.?

3.2.1.1 Hidroxiapatita y brushita como ayuda para la regeneracion
Osea.

Las nanoparticulas de hidroxiapatita (HAP) cristalina son el mineral tipico que se
usa en reparaciones 0seas, sin embargo las apatitas de hueso tienen diferente
morfologia. A pesar de que la jerarquia estructural de huesos y dientes difiere,
ambos muestran bloques inorganicos formados por nanoparticulas de HAP.”

Estudios previos han demostrado que particulas del tamafio de entre 20-40 nm
juegan un papel importante en la formacion del biomineral. Esto nos sugiere que
esta base inorganica construida por blogues en diente y hueso pueden ser
precisamente estas particulas de apatita. Decenas o centenas de estos
nanobloques, en una matriz de colageno, se combinan y auto ensamblan en
biomateriales que tienen caracteristicas fisicas y quimicas notables, tales como
resistencia mecanica Unica, insensibilidad a la disolucién y una estructura flexible.’

Asi, las caracteristicas de nanoparticulas de HAP mas pequefias pueden tener
caracteristicas mucho mas similares a la HAP que hay durante la biomineralizacion,
que las particulas de HAP mas grandes.’

Ademas, las nanoparticulas de HAP pueden promover la adhesion, proliferacion y
la sintesis de fosfatasa alcalina en los osteoblastos y dirigir una rapida reparacion
del hueso dafiado.’

Se ha reportado también que la nano HAP puede ser un mejor candidato en
aplicaciones biomédicas.!! Sin embargo, el efecto dependiente del tamafio de las
nanoparticulas aun no se entiende del todo (figura 3). A pesar de que los materiales
de fosfato de calcio convencional han sido bien estudiados y muestran su
biocompatibilidad, la utilidad de particulas de HAP mas pequefias como materiales
en biomedicina han recibido una mayor atencion, sin embargo la sintesis de
nanoparticulas de HAP de tamafio bien definido sigue siendo dificil de controlar.”

La HAP ha sido usada en gran manera en investigaciones de biomateriales debido
a que su estructura es muy similar a los componentes inorganicos de hueso y diente,
al igual que por sus propiedades osteoconductivas y excelente biocompatibilidad.®
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Figura 3. Los osteoblastos se adhieren en mayor proporcion a los implantes a base de
nanoparticulas que a los implantes convencionales.0

Las particulas de HAP pueden ser sintetizadas por varios métodos, como
reacciones en estado solido, usando técnicas de plasma, por crecimiento cristalino
bajo condiciones hidrotérmicas, hidrolisis en capa de otras sales de calcio y por
cristalizacion de sol-gel. Estos métodos, sin embargo, dan como resultado particulas
de HAP de tamafio y/o morfologia muy irregular lo que nos puede llevar a un
comportamiento biol6gico no controlado.®

Brushita es el nombre que se le otorga al mineral de fosfato calcico dibésico
dihidratado de férmula Ca(HPO4) ¢« 2H20. Su peso molecular es de 172,10 y su
composicién por peso es la siguiente: Calcio (23,29 %), fosforo (18,0 %), hidrégeno
(2,93 %), oxigeno (55,78 %) o también: H20 (26,17 %), CaO (32,59 %), P20s (41,24
%). Es practicamente insoluble en agua, poco soluble en acido acético y soluble en
acido clorhidrico (HCI) o en &cido nitrico (HNOs3). Se usa en odontologia en la pasta
de dientes, en la alimentacion, en la fabricacion de vidrio y en fertilizantes.*?

La estructura cristalina de la brushita consiste de laminas compactadas de cadenas
paralelas en las que los iones de calcio estan coordinados por seis atomos de
oxigeno de los aniones de fosforo, y por 2 &tomos de oxigeno de las moléculas de
agua. La brushita es el fosfato calcico menos estable segun la regla de paso de
Oswald y es metaestable en condiciones fisiologicas siendo mas reabsorbible que
la hidroxiapatita y que el fosfato tricalcico beta. De hecho, la brushita puede
reabsorberse a una velocidad ligeramente superior a la de neoformacioén de hueso
lo cual es muy interesante en procesos de regeneracién 6sea. En el hueso, la
brushita es una de las primeras fases de fosfato célcico que se forma en el comienzo
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de la nucleacion y crecimiento de los cristales de HAP siendo un mineral importante
en el crecimiento de la hidroxiapatita in vivo.?

3.2.2 Meétodos de preparacion de las nanoparticulas.

- Microemulsiones.

Las microemulsiones son mezclas isotropicas, estables, claras, constituidas por una
fase oleosa, una acuosa y uno o mas anfifilicos. Despiertan interés a nivel
farmacéutico debido a varias ventajas que ofrecen: capacidad de incorporar un
amplio rango de moléculas de principios activos con mejoramiento de la
biodisponibilidad, ser de facil preparacion y de excelente estabilidad.*®

La clasificacion de microemulsiones imita a la utilizada para emulsiones
convencionales, es decir que aqui también se define el signo o/w para aceite en
agua y w/o para agua en aceite. Pero para este caso en particular se utilizan los
términos microemulsiones discretas o gotas (en inglés, droplet microemulsion). En
los sistemas o/w la fraccion de volumen de aceite es baja. Contrariamente, las
microemulsiones gotas w/o se presentan probablemente cuando la fraccion de
volumen del agua es baja. Una tercera clasificacion se define para sistemas en los
cuales las cantidades de agua y de aceite son similares, en los que puede resultar
una microemulsion bicontinua. En este dltimo caso, ambos, el aceite y el agua
existen como una fase continua en presencia de una interfase continuamente
fluctuante que es estabilizada por el surfactante con una curvatura final de cero.!3

Las microemulsiones son definidas como sistemas de agua, aceite y por lo menos
un compuesto anfifilico que se presenta como una solucién liquida simple,
Opticamente isotrépica y termodinamicamente estable. Estos sistemas son
comunmente de interés para el cientifico farmacéutico por el considerable potencial
de actuar como vehiculos de liberacion de farmacos que incorporan una amplia
variedad de moléculas activas.?

Las microemulsiones y, en particular las microemulsiones w/o (agua/aceite), han
recibido considerable atencion como medio de reaccién para la sintesis de
nanomateriales. El interés se deriva de la facilidad y reproducibilidad de la formacién
de la microemulsién y la diversidad de conjuntos organizados que forman en
diferentes condiciones de composicion y funcionamiento. La miniaturizacion de los
materiales tiene beneficios potenciales no sélo en términos de eficiencia, sino
también por las propiedades fisicoquimicas de estos materiales. Realizar cambios
en la composicion de la microemulsion, tales como la concentracion de tensoactivo
y la relacion molar de agua/tensoactivo ejercen una influencia significaiva en las
caracterisitcas de las nanoparticulas sintetizadas.'4
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El proceso de microemulsion es una técnica sencilla y facil de usar que puede
utilizarse para producir diversos tipos de fosfato de calcio. Los principales
componentes del proceso de microemulsiébn son una mezcla de aceite, agua y
tensoactivo. Ademds, un cotensoactivo se utiliza para crear una baja tension
interfacial, que ayuda en la produccién de particulas nanométricas.*®> De acuerdo
con un informe anterior por Higgins'®, esta técnica es factible para aplicaciones
industriales para producir nanoparticulas.’

Entre los diversos enfoques desarrollados para la sintesis de nanoparticulas de
fosfato de calcio, el método basado en microemulsion es uno de los métodos mas
flexible y conveniente, ya que es muy eficaz en la produccion de particulas que
tienen un tamafo en el intervalo de nanémetros, junto con un grado minimizado de
aglomeracién de particulas y morfologia controlada de las mismas.'® Las
microemulsiones agua en aceite son transparentes, donde interactian el liquido
isotropico con gotas de agua de tamafio nanométrico que se dispersan en una fase
continua de aceite y estas son estabilizadas por moléculas de tensoactivo en la
interfase agua/aceite. Estos tensoactivos proporcionan un efecto jaula que puede
controlar la nucleacion y el crecimiento. Como resultado, las particulas obtenidas de
tal manera son generalmente muy finas y monodispersas.2

- Método mecano-quimico.

Las sintesis mecanicoquimicas fueron disefiadas originalmente para aleaciones
reforzadas con dispersién de éxido (ODS). En los ultimos 20 afios, han tenido gran
crecimiento y ahora se utilizan para la fabricacion de una gran variedad de
materiales, tanto de composicion metalica como no metélica. Sin embargo, poco se
ha hecho en el caso de la sintesis de HAP cristalina, aunque las reacciones
mecanoquimicas han tenido éxito en la sintesis de varios materiales ceramicos con
propiedades novedosas. Los intentos de sintetizar hidroxiapatita cristalina a través
de reacciones mecanoquimicas dieron como resultado una composicién catidnica
de baja cristalinidad. Los materiales de partida para la sintesis mecanoquimica de
hidroxiapatita pueden ser CaHPO4 y CaO. Se mezclan cantidades de los dos
materiales en una relaciéon molar de 3:2 en un molino de bolas convencional (con
bolas de zirconio) en etanol como medio de molienda. La mezcla se muele durante
48 horas para después eliminar el etanol a 80 °C. La mezcla en polvo desecada se
tritura usando un mortero para eliminar grumos grandes de polvo y luego se pasa a
través de tamices de malla 200. La activacion mecanica de la mezcla en polvo se
lleva a cabo en un molino agitador operado a 900 r.p.m por determinadas horas. La
mezcla en polvo se carga en un vial de alimina de 37 mm de diametro y 40 mm de
longitud, junto con una bola de acero inoxidable de 12.7 mm de diametro. La
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activacion mecénica se lleva a cabo en un molino de agitacion de alta energia
durante cierto periodo de tiempo. 1°

- Método sol-gel.

Para sintetizar nanoparticulas de hidroxiapatita por el método de sol-gel se sigue el
siguiente procedimiento: se utiliza Ca(NOs)2:4H20 y P20s con una relacion molar de
10:3 y se utiliza alcohol etilico como disolvente. La secuencia de la disolucion de los
precursores no es importante, aunque la adicion rapida de una solucion a otra puede
dar lugar a que haya precipitacion. La disolucion preparada, después de disolver los
precursores, se transforma lentamente en un gel después de un periodo de 30
minutos a un maximo de 2 horas después de la terminacion de la agitacion inicial
de la solucién durante 30 minutos. El gel se seca a continuacion en un horno a 120
°C en aire durante 15 horas después de lo cual el gel seco es posteriormente tratado
térmicamente en aire estacionario a 900 °C durante 12 h.?°

3.2.3 Usos de las nanoparticulas en hueso.

a) Reparacion de huesos.

En la ingenieria de tejidos duros los materiales con mayor resistencia mecanica,
tales como metales, aleaciones 0 sus compuestos siempre son los preferidos. Sin
embargo, la mayoria de estos materiales no son bioreabsorbibles y necesitan la
extirpacion quirargica después de la implantacion. El material ideal para este tipo de
tejidos debe ser uno que posea suficiente fuerza mecanica y bioactividad para
estimular la actividad de regeneracion.°

La HAP nanocristalina es la opcion mas popular de todas las categorias de fosfato
de calcio que se utiliza en la ingenieria de tejidos debido a su alta estabilidad y la
semejanza estructural como un componente inorganico principal de los sistemas
bioldgicos. Las nanoparticulas de fosfato de calcio que forman compuestos en 3D
con otros metales, minerales o polimeros son los principales avances en la
ingenieria de tejidos duros.?* Estos nanocompuestos 3D estdn compuestos por
nanoparticulas de fosfato de calcio o carbonato de calcio (CaCOzg) incorporadas en
una matriz de polimero biodegradable que tiene una estructura porosa
interconectada que sirve de apoyo Yy refuerza la regeneracion de tejidos o la
sustitucion de una forma natural. Estos compuestos mejoran las propiedades
mecanicas, asi como caracteristicas nanotopograficas que imitan la estructura del
hueso natural. En hidrogeles inyectables las nanoparticulas sirven principalmente
como herramienta para controlar la cinética de liberacién de compuestos bioactivos
mediante la reduccién de la degradacion rapida de los hidrogeles.*°
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Las nanoparticulas de fosfato de calcio también estdn ganando atencion para el
tratamiento de enfermedades como osteoporosis y osteomielitis debido a que tienen
la capacidad de aumentar la respuesta osteogénica de los osteoblastos.??

Debido a que controlar su tamafio es sencillo, hay experimentos que se basan en
su morfologia para determinar sus propiedades terapéuticas. En el trabajo de
Yurong Cai, et. al se demostro que bloques de nanoparticulas de HAP de 20 nm de
tamafio (np20 HAP) tienen el mayor potencial para estimular la regeneracién 6sea
(MSCs) inhibiendo el crecimiento de células de osteosarcoma in vivo. Esto sugiere
la potencial utilidad terapéutica de la np 20 HAP en el reemplazo y la reconstruccion
del hueso, especialmente después de la ablacion parcial de los tumores 6seos.
Ademas, hay evidencia de que las nanoparticulas se internalizan, o que parece
influir en la proliferacion celular que es significativamente mayor que para las células
control. Estos datos pueden proporcionar una mejor comprension de las
propiedades funcionales de los nano biominerales y también implican las
aplicaciones potenciales de nano HAP en materiales biomédicos.’

Actualmente en la Universidad Politécnica de Catalunya se esta trabajando en dos
lineas de investigacion de interés: el disefio de espumas de fosfato de calcio
inyectables, con propietades osteoinductivas, que tiene como objetivo el de
profundizar en los mecanismos que gobiernan la osteoinduccion vehiculada por el
material (in vitro e in vivo), poniendo especial atencion a las propiedades texturales,
la reactividad del material y la combinacién con diferentes moléculas para mejorar
la osteoinduccion; y en el disefio de nuevos fosfatos de calcio biomiméticos para la
administracion local de medicamentos y de iones biolégicamente relevantes. Se
busca el disefio y desarrollo de sustitutos éseos sintéticos con funciones adicionales
de valor terapéutico (como propiedades antibacterianas y mejora de la
angiogénesis) que es un punto de particular interés es el desarrollo de materiales
inyectables.?3

b) Esmalte y reparacién de dientes.

El fosfato de calcio nanocristalino también ha demostrado excelentes resultados en
el esmalte y la dentina contra la erosion, la gingivitis, hipersensibilidad de la dentina
y la periodontitis marginal. Como los huesos, el fosfato de calcio nanoestructurado
también es analogo al bloque de construccién basico de esmalte que es similar a
cristales en forma de aguja de apatita con diametro entre 20-40 nm. Su naturaleza
remineralizante, su capacidad para neutralizar el &cido lactico y su mayor resistencia
mecanica hace que sean mejores herramientas en comparacién con los
compuestos dentales disponibles en el mercado. M.D. Weir, et al. informaron de una
mayor remineralizacion bajo nanocompuestos de fosfato de calcio después del
tratamiento de desmineralizacion/remineralizacion en comparacion con los
compuestos comerciales que liberan fltor.?* Rellenos dentales con fosfato de calcio
en nanofase también han demostrado sustancialmente reducida la formacion de
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caries y la pérdida mineral del esmalte cerca de las margenes del nanocompuesto
en comparacion con los compuestos de control, que puede ser debido a la liberacién
de iones de calcio y fosfato de los compuestos.?® La eficacia de estos compuestos
en la caries o periodontitis puede mejorarse ain mas mediante la encapsulacion de
las nanoparticulas con moléculas como agentes antibacterianos como la
clorhexidina o su utilizaciébn junto con nanoparticulas de plata que son un
antibacteriano inherente.°

c) Material de recubrimiento para otros implantes.

El fosfato de calcio nanoestructurado como material de recubrimiento para metales
biomédicos es otra aplicaciéon en la ingenieria de tejidos duros.?® Los materiales
tales como aleacion de cromo-cobalto, titanio y sus aleaciones y acero inoxidable
pueden recubrirse con nanofosfato de calcio para mejorar sus atributos biolégicos.
El recubrimiento de metales biomédicos acelera el crecimiento de las células
naturales y por lo tanto aumenta la fijaciobn haciéndolos Utiles para sitios de alta
carga tales como los huesos del fémur y la tibia. Este enfoque se utiliza basicamente
para mejorar la unién entre los implantes y los huesos que los rodean mediante la
mejora de la interaccidn entre las proteinas, células y tejido en la superficie del
implante.1°

3.3. Membranas de alginato de sodio.

Las mezclas de polimeros hidrofilicos biocompatibles son ampliamente utilizados
en muchas aplicaciones farmacéuticas y médicas. Entre ellos, las formulaciones
para la administracion de farmacos incluyen genes, vitaminas y proteinas, por lo
que han adquirido importancia, ademas pueden ser utilizados a través de vias de
administracion como la oral, nasal, ocular, e intravenosa. Esta gran versatilidad se
debe fundamentalmente a las caracteristicas especificas de los biopolimeros, tales
como la biodegradacion, adhesividad, y su sensibilidad térmica y al pH.?’

Los alginatos, una clase de polisacéarido natural, son uno de los componentes clave
usados en compuestos biocompatibles por su capacidad de formacion de geles,
porque pueden modular las propiedades reologicas si se afiaden con otros
polisacaridos, por su sensibilidad al pH y, por ultimo, porque se pueden procesar
facilmente con tecnologias de bajo costo.?’

Los geles de alginato de calcio se utilizan en la industria biotecnolégica para la
produccion de perlas para la inmovilizacién de enzimas o células.?®

La capacidad del alginato para producir membranas fuertes e insolubles con iones
de calcio puede ser utilizada para mejorar tales propiedades de las membranas de
alginato. Sin embargo, la formacion de la membrana de alginato con iones de calcio
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es tan instantdnea que impide en algunos casos la formacion de la misma
membrana.?®

3.3.1 Caracteristicas de las membranas de alginato.

El alginato es de gran interés como potencial componente en peliculas de
biopolimeros o para recubrimiento debido a sus propiedades coloidales Unicas, que
incluyen brindar espesamiento, dar estabilidad, habilidad de suspension, formador
de membranas, produccién de geles y estabilizacién de emulsiones.?®

Se encuentra en las algas pardas, tales como las especies de Ascophyllum,
Durvillaea, Ecklonia, Laminaria, Lessonia, Macrocystis, Sargassum y Turbinaria. De
estos, los mas importantes son Laminaria, Macrocystis y Ascophyllum. Sobre una
base de peso seco, el contenido de alginato son 22%-30% en Ascophyllum, 25-44%
en Laminaria digitata y 17-33% y 25-30%, respectivamente, para el frondas y tallos
en Laminaria hyperborea. El alginato puede ser extraido de algas marinas en bruto
mediante un tratamiento con una solucién acuosa soluciones alcalinas, tipicamente
NaOH, en la que el alginato naturales en diversas formas de sal se convierte en
soluble en agua alginato sddico (SA). Después de la filtracion, el alginato de sodio
en soluciéon se pueden precipitar por la adicién de cloruro de calcio.*

Es un hidrato de carbono coloidal hidréfilo obtenido a partir de las diversas especies
de algas marinas pardas (Phaeophyceae) que en términos moleculares, es una
familia de copolimeros binarios no ramificados de uniones (1->4) B-D-acido
manuronico y residuos de a-L-acido gulurénico (figura 3.A).2°

Figura 3. A) Estructura del alginato con bloques manurénico y gulurénico.?’

19



Figura 3.B) Estructura alginato de de calcio conformacion caja de huevo.

Aungque las membranas preparadas a partir de hidrocoloides, como el alginato,
forman membranas fuertes, presentan una mala resistencia al agua debido a su
naturaleza hidrofilica. La capacidad de alginato para hacer geles fuertes e insolubles
con los iones de calcio se puede utilizar para mejorar dichas propiedades de las
membranas de alginato (figura 3.B). Sin embargo, la formacion de gel de alginato
con iones de calcio es tan instantdneo que impide fundicion para hacer membranas
en algunos casos. Kaletunec, Nussinovitch, y Peleg (1991) informaron de un método
para aumentar la resistencia del gel por inmersiébn en soluciones acuosas de
cationes multivalentes.?®

El alginato con diferentes pesos moleculares es utilizado en el campo de la
medicina. ElI cambio del peso molecular del alginato de sodio puede alterar las
propiedades mecanicas del andamio de alginato de calcio reticulado i6nico. El
alginato de sodio tiene un peso molecular alto. Por lo tanto, la excrecion directa del
alginato de sodio es dificil. La dificultad en la excrecion de alginato de sodio limita
su aplicacién a un grado particular.3!

Sin embargo, el alginato con un bajo peso molecular puede ser excretado por el
metabolismo del cuerpo. El alginato con un peso molecular bajo puede acelerar el
crecimiento de los queratinocitos, mejorar la tasa de migracion de las células
endoteliales, y promover la proliferacion de fibroblastos. Sin embargo, las
propiedades mecéanicas del hidrogel o membranas porosas creadas a partir de
alginato sodico con un peso molecular excesivamente baja no pueden cumplir con
los requisitos basicos de vendajes médicos o andamios para la ingenieria de tejidos.
Por lo tanto, debe aclararse el rango de peso molecular para que el alginato de sodio
pueda usarse.3!
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3.3.2 Usos en la industria farmacéutica.

Los usos de membranas de alginato de sodio en la industria farmacéutica son
extensos, a continuacion se mencionan algunos ejemplos:

a) Investigacion en ingenieria tisular.

Los andamios de alginato se han usado para la preparacion de tejidos blandos o
duros en la ingenieria de tejidos, pero la estructura del andamio necesita ser
mejorado para aumentar su desempefio en los tejidos. La membrana de alginato
altamente poroso se forma por reticulacion idnica con alginato de alto peso
molecular que muestra la mejor propiedad de formacion de membrana. Con la
tecnologia de liofilizacion y precongelacion a -10 °C, se construyen materiales de
‘nido de abeja” (porosidad = 92,06%). El cambio de la temperatura de pre-
congelacion puede regular estructura de poros en cierta medida. Con el aumento
de la cantidad de alginato de sodio, la porosidad y el tamafio de poro de los
materiales se redujeron, mientras que resistencia a la traccion y alargamiento a la
rotura aumentaron.3°

b) Agente reductivo en la sintesis de nanoparticulas.

La sintesis de nanoparticulas asistida por polimeros proporciona un mecanismo
predecible y que puede simular facilmente diferente rutas biol6gicas. Las soluciones
polimérico coloidales e hidrogeles son conocidos por ser agentes de terminacién
eficaces para la formacién de nanoparticulas de plata, que se abre de posibilidades
para una variedad de aplicaciones biomédicas, tales como recubrimientos
antimicrobianos, apésitos y los implantes de tejidos.3?

El alginato tiene un numero de grupos hidroxilo -OH libre y grupos carboxilo -COOH
distribuidos a lo largo de su columna vertebral. En la sintesis de nanoparticulas de
plata, los grupos -COOH pueden interactuar electrostaticamente con Ag* para
formar el complejo, y los grupos -OH reducen Ag* a Ag®.3?

c) Combinacion con otros polimeros para la sintesis de nanofibras mas
estables.

Para superar los obstaculos de facil disolucion de las nanofibras de PVA sin
tratamiento de reticulacion (crosslinking) y la poca capacidad de electro hilado de
las nanofibras reticulados de PVA a través de un proceso de electrospinning, las
nanofibras electrospun de hidrogel a base de PVA se preparan con el método de
entrecruzamiento posterior (post-crosslinking). Se espera que las fibras
“electrospun” de hidrogel puedan ser un andamio prometedor para aplicaciones de
cultivo celular y la ingenieria de tejidos. Las fibras de PVA, PVA/alginato de sodio
(PVA-SA) y PVA/poli (acido y-glutamico) (PVA-PGA) se prepararon mediante el
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método electrospinning. Se conocen estudios de PVA con la incorporacion de
materiales adecuados, como quitosano, alginato de sodio, colageno y otros
polimeros sintéticos en aplicaciones biomédicas tales como apédsito para heridas,
lentes de contacto, los sistemas de administracion de farmacos y la ingenieria de
tejidos.33

d) Membranas/obleas orales para dosificacion de nicotina.

Dejar de fumar es de actual importancia debido al efecto negativo en la salud vy el
impacto econdmico significativo en muchos paises. Se han desarrollado
membranas bucales y obleas que comprenden HPMC y alginato de sodio (SA) para
su uso potencial en la terapia de reemplazo de nicotina a través de la mucosa bucal,
como una alternativa barata pero efectiva a los parches de nicotina y goma de
mascar que se utilizan actualmente.3

Las membranas y obleas pueden poseer propiedades adhesivas cuando se
formulan con polimeros mucoadhesivos tales como HPMC y alginato de sodio. Las
propiedades de los polimeros mucoadhesivos tales como carga de superficie y la
solubilidad juegan un papel vital en su capacidad de adherirse a las superficies
mucosas. Los polimeros cargados tales como el alginato de sodio demuestran
mayor adhesion que los polimeros no iénicos (por ejemplo, HPMC), debido a su
capacidad de formar una fuerte interaccion electrostéatica con la superficie cargada
de mucina. El uso de sistemas poliméricos compuestos se pueden adoptar para
mejorar las propiedades funcionales de una forma de dosificacion polimérica. La
HPMC es muy eficaz en el disefio de sistemas de administracion de farmacos
controlados, mientras que el alginato de sodio se puede utilizar para mejorar la
mucoadhesién de una forma de dosificacion polimérica dada. Ademas, la naturaleza
anidénica del alginato de sodio proporciona un medio potencial de interaccion de los
grupos amino dela nicotina con las cadenas laterales de acidos carboxilicos del
alginato de sodio, lo que podria mejorar la mucoadhesién y proporcionar un mayor
control de la liberacién del farmaco.3*

e) Sintesis de membranas sensibles a cambios de pH.

Se han preparado membranas de material compuesto novedoso sensible al pH con
propiedades térmicas y mecanicas mejoradas que contiene ceniza de hueso en
gelatina/alginato de sodio/acido hialuronico (Gel / SA / HYA) de estructura
polimérica para disefiar un sistema de administracién de farmacos por colon.®®

Muchos tipos diferentes de vehiculos de farmacos poliméricos se han desarrollado
y utilizado para proporcionar terapia dirigida en administracion de farmacos. Entre
estos tipos, los hidrogeles sensibles al pH estan atrayendo mas atencion para su
uso en sistemas de liberacion controlada de farmacos, ya que proporcionan; (1) facil
aplicacion (i) la liberacion del farmaco es dirigida para un érgano especifico, (iii) la
liberacién del farmaco es controlada durante un largo periodo de una manera
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deseada (iv) la reduccion al minimo de la posibilidad de efectos secundarios
desfavorables en comparacion con los sistemas de liberacion clasicos. Los
hidrogeles sensibles al pH se han fabricado usando polisacaridos naturales tales
como alginato sddico (SA) y &cido hialurénico (HYA). El alginato de sodio tiene
también una capacidad de formar geles en la presencia de cationes multivalentes.
El acido hialurénico es un componente principal de la matriz extracelular y
glicosaminoglicano que posee N-acetil glucosamina solubles en agua y acido
glucurénico como su unidad de repeticion. El acido hialurénico y el alginato de sodio
desempeiian un papel vital en la formacion de la estructura polimérica sensible al
pH ya que tienen un grupo ionizable (COO) en sus estructuras.3®

3.3.3 Maddulo de Young.

El esfuerzo es una consecuencia de las fuerzas internas que se producen en un
cuerpo por la aplicaciéon de cargas exteriores. A la intensidad de la fuerza por unidad
del area transversal se le llama esfuerzo unitario:

dpP

O'=a

Donde o es el esfuerzo unitario (N/m?), P es la carga aplicada (N) y A es el area
sobre la cual actla la carga (m?). Si la resultante de las fuerzas aplicadas pasa por
el centroide de la seccidn considerada, se puede usar la siguiente expresion para
calcular el esfuerzo:

g = Z
El cambio de longitud que sufre un objeto bajo esfuerzo, se conoce como
deformacion. La deformacién unitaria se define como el cambio en la longitud por
unidad de longitud:

dé

€=E

Donde ¢ es la deformaciéon unitaria (m/m), & es la deformacién total (m) y L la
longitud original (m). Si se cumplen las siguientes condiciones:

- el elemento sometido a tensién debe tener una seccién transversal recta
constante

- el material debe ser homogéneo

- lafuerza o carga debe ser axial, es decir, producir un esfuerzo uniforme.

De esta manera, la deformacién unitaria se puede expresar como:
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6

£=1

Los resultados de un ensayo a tension suelen representarse en un grafico XY, a
este grafico se le denomina diagrama esfuerzo- deformacion. Por otro lado, la
elasticidad es la propiedad que hace que un objeto, que ha sido deformado, regrese
a su forma original después de que se han removido las fuerzas aplicadas. Segun
esta definicidn, casi todos los materiales son elasticos (hasta cierto limite de carga).
Robert Hooke establecio que el esfuerzo es proporcional a la deformacién (o « €);
a esto se le conoce como ley de Hooke. Esta relacion es facilmente identificable en
el diagrama esfuerzo-deformacion desde el origen y hasta llegar al limite de
elasticidad. La pendiente de este segmento de la gréfica es el médulo de elasticidad
del material en cuestion y se representa por la letra E. Por consiguiente:

Aunque da la impresion de ser una medida de las propiedades elasticas de los
materiales, E es una medida de su rigidez; entre mayor es el valor de esta constante,
mayor es la rigidez del material. Esta constante de proporcionalidad fue calculada a
principios del siglo XIV por Thomas Young; por lo que también es llamada modulo
de Young vy corresponde a la constante de proporcionalidad que relaciona el
esfuerzo y la deformacion unitaria (mientras el material no exceda su mite elastico).
El médulo de Young de un material cualquiera puede cambiar con la temperatura.6

3.4. Sistemas hibridos/compuestos.

Los materiales complejos constituidos por dos o mas fases sélidas reciben
comunmente el nombre de materiales compuestos ("composites"), siendo los mas
comunes aquellos constituidos por un polimero organico que constituye la fase
continua (matriz) y un sélido inorganico como fase dispersa que actia como agente
o carga reforzante del polimero. El resultado de la interaccion entre ambos
componentes organico e inorganico es un efecto sinérgico que conduce a la mejora
de las propiedades del material con respecto a las que muestran los componentes
de forma individual. Cuando la fase dispersa presenta al menos una dimension en
la escala nanométrica, estos materiales hibridos de naturaleza organo-inorganica
se denominan "nanocomposites" 0 nanocompuestos. La nanoestructuracion de los
componentes incrementa el nimero de interacciones a nivel nanométrico entre el
polimero organico y el sélido inorganico, dando lugar a materiales con propiedades
estructurales muy superiores a las de los microcomposites. Dependiendo de las
propiedades aportadas por el polimero o por el sdlido inorganico, estos materiales
hibridos nanoestructurados pueden presentar también propiedades funcionales
adecuadas para muy diversas aplicaciones como catalizadores heterogéneos,
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componentes de sensores quimicos y en dispositivos Opticos, opto-electronicos,
magnéticos y electroquimicos.?’

Hace ahora dos décadas que se empez0 a utilizar el término hanocomposite a raiz
de la aparicion de varios articulos que describian la preparacion de los sistemas
organo-inorganicos. A partir de estos trabajos, el desarrollo de este tipo de
materiales hibridos ha experimentado una progresion espectacular, como
demuestra el incremento de publicaciones sobre este tema en los ultimos 10 afios,
que crece desde unos 100 articulos hasta mas de 1500 publicaciones cientificas por
afo (base de datos ISI Web of Knowledge). Aunque todavia hay pocas aplicaciones
gue hayan alcanzado el nivel comercial, existen ya diversos usos que aprovechan
las excelentes propiedades estructurales y funcionales de los nanocomposites,
principalmente los basados en arcillas. En efecto, no se han cumplido todas las
expectativas que existian sobre comercializacibon de nanocomposites para
aplicaciones estructurales. Con respecto a las aplicaciones funcionales son cada
vez mas prometedores los resultados dirigidos a su empleo como materiales de
barrera para proteccion de alimentos, retardantes de llama, componentes en
dispositivos Opticos, eléctricos o electroquimicos, asi como en diversas aplicaciones
biomédicas.®’

En el trabajo realizado por Takahisa Anada, Yoshitomo Honda, et. al se encontrd
qgue el alginato precipitado con fosfato de octacalcio (OCP) proporciona un mejor
andamio para que los osteoblastos se adhieran y proliferen en un entorno
tridimensional y promueva la regeneracion 6sea, indicando que el OCP es un
material candidato para modificar la superficie de los andamios poliméricos no
interactivos con células tales como el alginato, en una condicién osteogénica.s38

En otro trabajo realizado por Yongxiang Luo, Anja Lode, et. al se realizaron
andamios compuestos de alginato /nanoHAP con parametros de poro disefiados y
estructuras de nacleo/envoltura usando la técnica de trazado 3D y mineralizacion in
situ bajo condiciones suaves (a temperatura ambiente y sin usar disolventes
organicos). Los datos obtenidos indican que este método es adecuado para fabricar
andamios compuestos de alginato/nanoHAP con una capa de nanoHAP,
recubriendo la superficie de los hilos de alginato homogénea y completamente. La
mineralizacion de la superficie mejor6 las propiedades mecéanicas y mejoroé la union
celular y la extension, asi como la liberacion sostenida de la proteina acoplada. Los
resultados demostraron que el método proporciona una interesante opcion para la
aplicacion de ingenieria de tejidos 6seos.3°

3.5. Lineas celulares en estudios de regeneracion ésea.

Diversas lineas celulares se emplean para estudiar las propiedades de las
nanoparticulas en sistemas in vitro. A continuaciéon se mencionan algunos ejemplos
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de lineas celulares empleadas en dichos estudios y las pruebas que se pueden
realizar:

a) MC3T3 (células de la béveda craneal derivadas de ratones recién nacidos).

Después de sintetizar polvos de hidroxiapatita, estos se presionan de manera
isostatica para convertirlos en pellets de 10 mm de diametro por la aplicacion de
una fuerza uniaxial de 800 N. El cultivo celular de prueba se prepara sembrando las
células MC3T3 con una densidad de 2 x 10* sobre los pellets previamente
formados. En este cultivo se realizan pruebas de viabilidad celular, valoracién de
actividad metabdlica, valoracion de la cantidad total de ADN y un estudio de
fluorescencia para visualizar la internalizaciéon de las nanoparticulas a las células.*°

b) Raw 264.7 (macréfagos de raton).

Se desarrollé un sistema hibrido de poliaril éter cetona (PEAK) con nanoparticulas
de hidroxiapatita. Para realizar el estudio se preparé un medio de cultivo de células
Raw 264.7 donde los cultivos madre se cultivaron en cajas de cultivo de 25 cm? y
todos los experimentos se llevaron a cabo en placas de microtitulacion de 96
pocillos. Los estudios que se realizaron en este caso fueron determinacion de
viabilidad celular y valoracién de la actividad metabdlica.*!

c) MG-63 (células de osteosarcoma humano).

En este estudio se observo el comportamiento de nanobastones de hidroxiapatita al
estar en contacto con células MG-63. Estas células fueron sembradas en una placa
de cultivo de 96 pocillos con una densidad de 5 x 103. Al siguiente dia se les
adicionaron los nanobastones en concentraciones de 0, 20,40y 60 ug/ml. Después
de tres dias se estudio la viabilidad celular por una valoracién de la actividad
metabdlica y después de cinco dias se realizd una valoracion de la actividad de la
fosfatasa alcalina.*?

d) Sa0S2 (células de osteosarcoma humano).

Después de recubrir una aleaciéon de magnesio con fosfato tricalcico, las células
Sa0S2 fueron sembradas directamente sobre las aleaciones en una densidad de
1x10°. Los cultivos se incubaron en placas de seis pocillos durante 24 horas a 37
°C con COz2 al 5% en un incubador humidificado. Tres muestras pa ralelas fueron
probadas en este experimento. Después de diferentes periodos de incubacion, las
muestras se lavaron tres veces con solucion salina tamponada con fosfato (PBS)
para eliminar las células que no se adhirieron. En este experimento se realizaron
estudios de proliferacion celular, se obtuvieron imagenes por fluorescencia,
inmunocitoquimica, andlisis de microestructura y andlisis por western blot.*3
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4. Objetivos.

Objetivo general.

Elaborar nanomateriales hibridos a partir de alginato de sodio y nanopatrticulas de
fosfatos calcicos adsorbidas con un farmaco modelo como sistema de liberacion en
regeneracion osea.

Objetivos particulares.

Preparar microemulsiones agua/aceite y caracterizarlas por tamafio de
particula, potencial Z y conductividad.

Sintetizar nanoparticulas de fosfato de calcio a partir de fosfato dibasico de
sodio anhidro y cloruro de calcio di hidratado para su posterior
caracterizacion por FT-IR, Analisis térmico (DSC), Difraccion de Rayos X de
polvos y TEM.

Adsorber sobre las nanoparticulas un farmaco modelo (norfloxacina) para
realizar un estudio de liberacion.

Elaborar membranas de alginato de sodio con cloruro de calcio como
plataforma para las nanoparticulas de fosfato de calcio y caracterizacion de
dichas membranas por microscopia SEM, calculo del médulo de Young y
porcentaje de porosidad.

Caracterizar el sistema hibrido.

5. Hipotesis.

Si se logra obtener nanoparticulas de fosfato de calcio a partir de microemulsiones
agua/aceite a las cuales se les pueda acoplar un farmaco (antibiético) y se prepara
una membrana con buenas caracteristicas de flexibilidad y porosidad, entonces se
podria formar un sistema hibrido para regeneracion ésea con propiedades
antisépticas.
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6. Materiales y metodologia experimental.
- Microemulsiones y su caracterizacion.

Para realizar las microemulsiones se utilizO como fase oleosa ciclohexano (J.T.
Baker), tolueno (Sigma-Aldrich), acido oleico (Sigma-Aldrich) y heptano grado
analitico (MERCK); como co- tensoactivos se utilizé propanol, 2-propanol y n-
butanol (los tres de J.T. Baker) y como tensoactivos se utilizo Tween 80 (Hycel),
Span 80 y TX-100 (ambos de Sigma- Aldrich). Como fase acuosa se utilizd agua
destilada y filtrada con equipo Millipore. Las proporciones de cada microemulsion
se observan en la tabla 1:

Microemulsién | Fase Fase oleosa Tensoactivo Co-
Acuosa tensoactivo
14 Agua/ 4.0 g | Ciclohexano/ 8.0 g | Span 80/ 2.136 g | Butanol/2.66 g

Tween 80/ 3.204 g

2% Agua/ 1.5 g | Tolueno/ 6.96 g TX-100/ 4.08 g -

346 Agua/ 4.0 g | Heptano/ 7.4 g TX-100/ 4.3 g Butanol/ 4.3 g

447 Agua/ 1.5 g | Ciclohexano/ 3.5 | TX-100/ 1.0 mL 2-propanol/
mL 4.0 mL

i Agua/ 2.0 g | Acido oleico/ 6.6 g Propanol/ 14.0

mg

Tabla 1. Composicién de las microemulsiones a caracterizar

Para realizar las microemulsiones se mezclaron en frascos de vidrio los
componentes en las proporciones indicadas en la tabla anterior a temperatura
ambiente y bajo agitacién constante. Cuando la mezcla adquirio una apariencia
transparente y uniforme, se deja reposar por unos minutos y posteriormente se
caracteriz6 por conductimetria, potencial Z y tamafio de particula utilizando el
equipo Zetasizer nano ZS de Malvern con rango de medicion de tamafio de 0.3 nm
a 100 pum que utiliza un laser de dispersién dinamica de luz (DLS) de 4mW 632.8nm
en un angulo de 173°.

- Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas.

Para la sintesis de las nanoparticulas de fosfato de calcio se utilizé fosfato de sodio
dibasico anhidro (J.T. Baker) y cloruro de calcio dihidratado (MERcK) Para la
medicién del potencial Z, conductividad y tamafio de particula se utilizé el equipo
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Nanosizer de Malvern, con las mismas caracteristicas que tenia el equipo al realizar
los estudios de las microemulsiones. Para el andlisis térmico por calorimetria
diferencial de barrido (DSC) se utilizé un termoanalizador Mettler Toledo a un ciclo
con temperatura inicial de 25°C hasta llegar a 500°C; para la obtencion del espectro
IR se uso6 un espectrofotometro de FTIR / FIR Spectrum 400 de Perkin-Elmer; para
la difraccion de rayos X de polvos (DXP) se emple6 un difractdmetro de rayos X,
modelo D8 Advance Davinvi configuracion theta-theta marca Bruker AXS y para
TEM se us6 un microscopio de transmision electronica JEOL JEM-2010 (resolucion:
0.23 nm-0.14 nm, voltaje de aceleracién de 80-200kV, amplificacion: 3000-1500Kk).
Los estudios por DSC, TEM, FT-IR y DXP fueron realizados en la Unidad de
Servicios de Apoyo a la Investigacion y la Industrio de la Facultad de Quimica de la
UNAM (USAII). Se preparon por separado una microemulsion con cloruro de calcio
dihidratado y otra con fosfato dibasico de sodio anhidro (ambas de concentracion
de 0.5 M) y finalmente ambas se mezclaron para obtener las nanoparticulas de
HAP. Posteriormente se separaron las nanoparticulas de los componentes de la
microemulsion se centrifugaron en una centrifugadora Sorvall Biofuge Primo R de
Thermo Electron Corporation a 3000 rpm por 10 minutos a 19°C. Una vez terminado
ese proceso se eliminaron los componentes liquidos, se extrajeron las
nanoparticulas del tubo de centrifuga y se lavaron con metanol caliente y finalmente
se secaron las nanoparticulas en una parrilla a 80°C por 2 horas.

- Adsorcion de norfloxacina en las nanoparticulas de HAP

Se realizé una disoluciéon madre de norfloxacina a una concentracion de 1mg/mL y
se diluyé a una concentracién de 100 pg/mL y a partir de esta se realizaron 6
disoluciones con concentraciones de entre 1 y 12 pug/mL para realizar la curva
patrén. Las concentraciones se midieron en el equipo de espectroscopia UV.

Después se elaboraron seis soluciones mas con concentraciones diferentes a las
anteriores para realizar un estudio de adsorcion utilizando 30.0 mg de las
nanoparticulas obtenidas de la microemulsién 3 (ME3) sintetizadas previamente y
usando 5.0 mL de cada solucion en cada una de las muestras. Se midi6 con un
equipo de espectroscopia UV a cada hora cada una de las muestras para observar
la cinética de adsorcion.

Una vez encontrado el tiempo de adsorcion maxima se realiz6 un estudio para hacer
la isoterma.

Se filtraron las nanoparticulas y se dejaron secar para realizar posteriormente un
estudio de liberacion.
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- Elaboracion de las membranas de alginato de calcio.

Para la elaboracion de las membranas se utiliza alginato de sodio y cloruro de calcio,
en las proporciones que se indican en la tabla 2:

Muestra Volumen total* | Alginato de sodio | Cloruro de calcio
(mL) 2%(peso/volumen) | dihidratado
(9) (peso/volumen)
(9)
1 200.08 4.0016 0.15 (0.075%)
2 200.109 4.0021 0.20 (0.1%)
3 200.163 4.0032 0.30 (0.15%)
4 200.218 4.0043 0.40 (0.2%)

Tabla 2. Composicién de las membranas que se van a caracterizar. *En el volumen total se considera
el volumen adicional que agrega el adicionar cloruro de calcio dihidratado utilizando el valor de su
densidad.

Las muestras se vacian en dos cajas Petri de 8.3 cm de didmetro cada una para
secar por 24 horas, una a temperatura ambiente y otra por liofilizacion en una
liofilizadora FreeZone Triad Freeze Dry System de Labconco modelo 74000-40 con
un periodo de pre-congelamiento a -20°C y un segundo a -40°C.

Las propiedades mecéanicas para cada una de las membranas obtenidas se llevaron
a cabo en un texturometro Multitest 1-i, modelo Mecmesin con celda de carga de 50
N y software Emperor, para la obtencibn de los datos de tension. Las
determinaciones se realizaron con muestras de membranas de 2 por 4 cm, las
cuales fueron sujetadas al equipo con una mordaza inferior y superior. Las
condiciones empleadas para la prueba fueron: velocidad de desplazamiento de 5
mm/min, desplazamiento inicial (yo) de 20 mm, desplazamiento maximo (ymax) de 60
mm, carga de 40 N y tiempo de duracion de 3 min. Mediante el software empleado
se obtiene el desplazamiento corregida (ying) para cada fuerza aplicada; permitiendo
conocer la fuerza de corte (Fc) para las muestras. Después se selecciona la que
tenga mejor elasticidad para adicionarle las nanoparticulas de HAP de la ME3. Este
pardmetro de elasticidad se determina realizando el calculo del médulo de Young,
ya que este es un indicativo de la firmezay rigidez de la pelicula.

El estudio de porosidad*® se realiza pesando en seco (Ps) las membranas y después
estas se sumergen en una caja Petri con agua por 24 horas (este estudio solo se
realiza en las membranas que han sido previamente lavadas con una solucion de
CaClz al 10%). Posteriormente se retiran las membranas del agua y con un papel
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filtro se les retira rapidamente el agua superficial para después volver a pesarlas

(Pd). Para saber el porcentaje de porosidad se realiza el siguiente céalculo:

7. Resultados.

% Porosidad =

Pd — Ps 100
_— %
Ps

- Caracterizacion de las microemulsiones

Las microemulsiones elaboradas (tabla 3) deben ser agua en aceite con la finalidad
de albergar en la fase interna el fosfato de sodio y el cloruro de calcio,

respectivamente, Este experimento se realizo por triplicado.

Microemulsién Tamafo de | Potencial Z (mV)* | Conductividad
particula (nm) (uS/cm)

ME1 2251 -- 5.80

ME2 29.1 -- 0.26

ME3 22.49 -- 6.98

Tabla 3. Caracterizacion de las microemulsiones por tamafio de particula, potencial Z vy
conductividad. Las mediciones se realizan por intesnidad. * El potencial Z no pudo ser medido debido
a que la concentracion de las microemulsiones no son las adecuadas para realizar dicha medicion.

En el estudio de las microemulsiones soOlo se presentan los resultados de las
primeras tres microemulsiones debido a que son las que muestran los mejores
resultados. En el caso de la ME4 fue imposible medirla debido a que al mas minimo
cambio de superficie la microemulsion se rompia y los componentes se separaban,
lo que implica que es demasiado sensible para poder trabajar con ella. Y en cuanto
a lo que respecta a la ME5, no fue posible que la microemulsién se formara como
lo dice en el articulo de referencia.

- Caracterizacion de las nanoparticulas sintetizadas.

Las nanoparticulas fueron elaboradas a partir de la unién de dos microemulsiones
de 20.0 mL, de los mismos componentes con fosfato de sodio dibasico anhidro y de
cloruro de calcio dihidratado, respectivamente. Ambas soluciones se encontraban
en una concentracién de 0.5 M. Esta concentracion se eligid6 después de hacer
pruebas con las tres microemulsiones que si resultaron viables para el estudio. Esa
prueba consistio en agregar a las microemulsiones soluciones de concentracion de
0.25, 0.5 y 0.75 M de ambas sales por separado. Lo que se observé es que por
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encima de una concentracion de 0.5 M la microemulsibn se rompia y los
componentes se separaban, mientras que por debajo de 0.5 M éstas, mantenian su

aspecto uniforme.

La tabla 4 resume los hallazgos encontrados.

Microemulsién Tamafo de la | Potencial Z | Rendimiento
nanoparticulas (mV) de la reaccién
obtenidas (nm) (mQ)

ME1 130.8 -22.8 519.17

ME2 17.7 -7.69 190.33

ME3 39.22 -2.51 526.20

Tabla 4. Caracterizacion de las nanoparticulas obtenidas por tamafio de particula y potencial Z.
Las mediciones se realizan por intensidad con un volumen de 1.0mL

- Andlisis por infrarojo por transformada de Fourier.

El andlisis por FT-IR se realizd para poder obtener informacion estructural de las
nanoparticulas obtenidas en cada una de las microemulsiones. Se espera
comprobar la presencia de fosfato de calcio como hidroxiapatita y en su isoforma

brushita.
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Figura 4. Espectro IR de las nanoparticulas obtenidas a partir de la microemulsion 1.
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Figura 5. Espectro IR de las nanoparticulas obtenidas a partir de la microemulsion 2.
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Figura 6. Espectro IR de las nanoparticulas obtenidas a partir de la microemulsion 3.
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- Analisis por Difraccion de rayos X de polvos.

A continuacién se muestran los resultados obtenidos del analisis de difraccion de

rayos X de polvos que se les realizé a las nanoparticulas obtenidas a partir de las
tres microemulsiones de estudio.
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Figura 7. Resultado del andlisis por difraccion de rayos X de polvos de las nanoparticulas obtenidas
microemulsion 1.
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Figura 8. Resultado del andlisis por difraccion de rayos X de polvos de las nanoparticulas obtenidas
a partir de la microemulsién 2.
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Figura 9.a. Resultado del analisis por difraccion de rayos X de polvos de las nanoparticulas obtenidas
a partir de la microemulsion 3.

Figura 9.b. A) DXP Hidroxiapatita?®. B) DXP de la brusita!!

- Andlisis por Microscopia de transmision electronica.

En este estudio se espera observar la morfologia de las nanoparticulas obtenidas

para determinar después cual es la mas convniente para realizar estudios
posteriores.
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Figura 10. Resultado del andlisis por TEM de las nanoparticulas obtenidas a partir de la
microemulsién 1.

Figura 11. Resultado del analisis por TEM de las nanoparticulas obtenidas a partir de la
microemulsién 2.

Figura 12. Resultado del analisis por TEM de las nanoparticulas obtenidas a partir de la
microemulsion 3.
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- Analisis térmico. Calorimetria diferencial de barrido.

Con este estudio se quiere comprobar la existencia de HAP en la muestra al
observar su transicion cristalina al aplicar calor
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Figura 13. Andlisis térmico por calorimetria diferencial de barrido de las nanoparticulas obtenidas a
partir de las tres microemulsiones.

Repetibilidad de la técnica.
- Caracterizacion de la microemulsion.

En la tabla 5 se observan los resultados obtenidos de tamafio de particula, potencial
zeta y conductividad para una muestra diferente de la ME3.

Tamarfo de particula Potencial Z Conductividad (uS/cm)

42.01 nm La concentracion de la | 6.66
muestra no es adecuada
para medir potencial Z

Tabla 5. Caracterizacion de la microemulsion por tamafio de particula, potencial Z y conductividad. * El potencial
Z no pudo ser medido debido a que la concentracion de la microemulsion no es las adecuadas para realizar
dicha medicion.

- Caracterizacion de las nanoparticulas formadas.

En la tabla 6 se encuentran los datos obtenidos de tamafio de particula y potencial
zeta de las nanoparticulas obtenidas a partir de la microemulsion, asi como el
rendimiento de la reaccién entre el fosfato dibasico de sodio y el cloruro de calcio.
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Tamano de la Potencial Z Rendimiento
nanoparticulas (mV) de lareaccidn
(nm) (mg)

21.1 -4.16 530.52

Tabla 6. Caracterizacion de las nanoparticulas obtenidas por tamafio de particula y potencial Z.

- Andlisis por infrarojo por transformada de Fourier

En este segundo analisis por IR se espera encontrar los mismos picos
caracteristicos obtenidos en la primera muestra sintetizada de nanoparticulas para
verificar que la se sintetizan nanoparticulas muy similares en muestras diferentes

de la misma microemulsion.
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Figura 14. Analisis IR de las nanoparticulas obtenidas a partir de la microemulsion 3.
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- Analisis de difraccion de rayos X de polvos.

En este segundo analisis por DXP se espera ver los mismos picos caracteristicos
de rusita y de HAP observados en el primer difractograma, ya que ésta ténica nos

permite ver los compuestos presentes en la muestra que estan constituidos por los
mismos elementos.

30000
25000
20000

15000

Intensidad

10000

DRI

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
20

Figura 15. Resultado del andlisis por difraccién de rayos X de polvos de las nanoparticulas obtenidas
a partir de la microemulsion 3.

- Andlisis por microscopia de transmision electronica.

En este segundo analisis por TEM esperamos observar las nanoparticulas con
morfologia redonda, pero ésta vez esperamos que la imagen nos muestre dicha
morfologia con mayor claridad que en el estudio previament realizado.

Figura 16. Resultados de andlisis por TEM de las nanoparticulas obtenidas a partir de la
microemulsién 3.
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Analisis térmico. Calorimetria diferencial de barrido

En esta segunda DSC esperamos observar las mismas transiciones cristalinas
observadas previamente.

3.5
2.5

1.5

mwW

0.5

250 300 350 400

19462

-1.5
Temperatura (2C)

Figura 17.. Andlisis térmico por calorimetria diferencial de barrido de las nanoparticulas obtenidas a
partir de la microemulsion 3.

- Adsorcion de norfloxacina en las nanoparticulas de HAP.
Curva patron.

Para realizar la curva patrén de norfloxacina se realiz6 una disoluciébn madre de una
concentracion de 1.0 mg/mL, la cual se diluyé a una concentracion de 100 pg/mL y
posteriormente se realizaron 6 diluciones a las siguientes concentraciones: 1, 2, 6,
8,10 y 12 upg/ml. Posteriormente se midié en el equipo de espectroscopia UV, a
285.41 nm. Los resultados obtenidos para la curva se muestran en la tabla 7 y la
representacion grafica de dichos datos se muestran en la figura 18.

Concentracion Absorbancia
(ng/mL)
1 0.171
2 0.270
6 0.699
8 0.955
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10 1.192

12 1.396

Tabla 7. Absorbancia obtenida en cada una de las diferentes concentraciones de norfloxacina.

Curva patron de Norfloxacina

1.6
y =0.1129x + 0.047

R2=0.9991
1.2 L

1.4

0.8
0.6

Absorbancia

0.4
0.2 o

0 2 4 6 8 10 12 14
Concentracion (ug/mL)

Figura 18.. Curva patron de norfloxacina.

Estudio cinético de adsorcion.

Se llevé a cabo un estudio de adsorcién del farmaco (norfloxacina) con la finalidad
de saber el tiempo que tardaba en adsorberse el farmaco en las nanoparticulas de
la ME3, usando 5.0 mL de siete concentraciones diferentes de norfloxacina y 30.0
mg de nanoparticulas de HAP, en agitacién constante. Terminado el determinado
tiempo la agitacion se detenia, se dejaban asentar las nanoparticulas en la solucion
por quince minutos y posteriormente se extraia el sobrenadante del frasco de
manera muy cuidadosa con una jeringa de 5.0 mL. Un mililitro de la muestra era
centrifugado a 12000 rpm por 5 minutos y finalmente se media el sobrenadante en
el equipo de UV.

En la tabla 8 se muestran los resultados obtenidos de este primer estudio.
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Muestra | Abs. | C Abs. |C T |Abs. |C T2 |Abs. |C T3

al inicial | alT1 | (pg/mL) | (min) |al T2 | (ug/mL) | (min)| al TS | (g/mL) | (min)
inicio | (ug/mL)
0325| 2462 0105 053 20(0332| 2524 40
045 3569 0172 1107 30| 0143 0830 50(0216| 149 | &0
0636 5217 0199 1346 40[0203| 1381 | 60
0805 6713 0533 4304 300318 2400 600441 3489, &0
0996| 6405 0392, 3055 40[0384| 2984 &0
1198 | 10194| 0419 3294| 60| 049| 3923, 80
1284| 10956| 0498| 3994| 60| 0543| 4393 80

=l | | | | 3| b3 | =k

Tabla 8. Estudio cinético de la adsorcién de norfloxacina en las nanoparticulas de HAP de la ME3

Calculamos la concentracion de cada muestra usando la ecuacion de la recta, que
en este caso es:

y = 0.1129x + 0.047

Despejamos x y nos queda:

_ y—0.047
T 0.1129

Para el primer valor de absorbancia (muestra 1):

03250047
X T T 01129

= 2.462 pg/mL

En la figura 19 se muestran los resultados de la tabla anterior:
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Estudio cinético de adsorcion de norfloxacina en

nanoparticulas de la ME3
y =-0.0899x + 10.643

12

R?=0.9163
y =-0.0868x + 9.8569

~ R? = 0.898
é y=-0.0965x +8.0337 ~ —®—Muestral
=2 R?=0.8998 —@®— Muestra 2
S =.0.0452x + 6.1501 ,
%. .,.Y._'"" > X;79' Muestra 4
o . ‘e
5 y =-0:0251x + 2.7616 —&— Muestra 5
(@)

2 _
R-=04674 —@— Muestra 6

"'y =0.0016x + 1.8025
0 R?=0.0007
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

—&@— Muestra 7

Tiempo (minutos)

Figura 19. Estudio cinético de la adsorcion de la norfloxacina en las nanoparticulas de HAP de la
ME3.

Isoterma de adsorcion.

Posteriormente se llevo a cabo otro estudio de adsorcion del farmaco (norfloxacina)
en las nanoparticulas de HAP de la ME3, usando 5.0 mL de siete concentraciones
diferentes de norfloxacina y 30.0 mg de nanoparticulas de HAP. La muestra inicial
se mide en el equipo UV y se calcula la concentracion como se explico
anteriormente en el estudio cinético

Para saber la concentracion molar inicial, se realiza el siguiente calculo:

2542ug 1mg 1lg 1 mol norfloxacina 1000 mL

=7.960x10"°M
mL 1000 ug *1000mg ™~ 31933g 1L x

Para saber el nimero inicial de moles:

7.960x10"°mol

_ -8
1000 i x 5.0mL = 3.980x10"° moles
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En la tabla 9 estan los resultados de cada medicion:

Muestra Absorbancia | Concentracion | Concentraciéon | Numero de
inicial de | molar (mol/L) | moles alinicio
norfloxacina
(Hg/mL)

1 0.334 2.542 7.960 x10~° 3.980 x10°8

2 0.423 3.330 1.042 x10~° 5.214 x10°8

3 0.606 4951 1.550 x10~° 7.752 x1078

4 0.827 6.908 2.163 x107° 1.081 x10~7

5 1.006 8.494 2.660 x10~° 1.330 x10~7

6 1.219 10.380 3.250 x10~° 1.625 x10~7

7 1.310 11.186 3.503 x10~> 1.751 x10~7

Tabla 9. Célculos de concentracién y nimero de mol para cada concentracion de norfloxacina.

Terminado el tiempo al equilibrio de la adsorcion determinado en el estudio anterior,
la agitacion se detenia, se dejaban asentar las nanoparticulas en la solucién por
quince minutos y posteriormente se extraia el sobrenadante del frasco de manera
muy cuidadosa con una jeringa de 5 mL. Se toma una muestra de un mililitro y se
centrifuga a 12000 rpm por 5 minutos y posteriormente se leen las muestras
centrifugadas en el equipo de espectroscopia UV para obtener la absorbancia al
equilibrio. La concentracién al equilibrio, la concentracién molar al equilibrio y el
namero de moles al equilibrio se obtienen realizando los mismos calculos que se
explicaron anteriormente.

Para saber cuantos moles fueron adsorbidos, se realiza la siguiente resta (ejemplo
para la muestra 1):

mol adsorbidos = mol iniciales — mol al equilibrio

mol adsorbidos = 3.980x1078 mol — 6.795x107° = 3.300x108 moles

Para conocer el valor de Y en cada punto, se realiza lo siguiente:

Y = moles adsorbidos/gramos de nanoparticulas usadas para el experimento

47



B 3.300x10"8mol
~0.030 gramos de nanoparticulas

= 1.100x10"®moles/gramo

Los resultados de cada una de las determinaciones se muestran en la tabla 10 y su
representacion grafica se puede observar en la figura 20 y 21:

Muestra | Absorbancia | Concentracién | Concentracion | Nomero de | Moles Y (moles/g de
al equilibrio | al  equilibrio | molar al | moles al | adsorbidos | nanoparticulas)
(Hg/mL) equilibrio equilibrio
(moliL)
1 0.09 0.434 1.359x10°® 6.795x107° | 3.300x107% | 1.100x107¢
2 0.143 0.903 2.829x10°® 1.414x107% | 3.800x107% | 1.266x1075
3 0.177 1.204 3.772x1075 1.886x107% | 5.866x107% | 1.955x1076
4 0.315 2.426 7.600x1075 3.800x107® | 7.017x107* |2.339x10°®
5 0.384 3.038 9.513x107% 4.756x107® | 8.543x107% | 2.847x10°¢
6 0.455 3666 1.148x107% 5741x1078 | 1.051x1077 | 3.504x107®
7 0.510 4154 1.300x10°% 6.504x10°® | 1.101x1077 | 3.670x107°¢

Tabla 10. Resultados de los célculos realizados para la obtencién del valor de Y.

Concentracion molar al equilibrio vs. Y

0.000004
y =0.2219x + 8E-07 L9

0.0000035 R%2=0.9715

0.000003
E 0.0000025 .
g 0.000002 ) :
= .

0.0000015

0.000001 o
0.0000005

0
0 0.000002 0.000004 0.000006 0.000008 0.00001 0.000012 0.000014

Concentracion (mol/L)

Figura 20. Concentracion molar al equilibrio vs. Y
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Concentracidon molar al equilibrio vs. Y (ajuste®)

0.000004
y =0.225x + 7E-07 e 4

0.0000035 R2=0.9956

0.000003
0.0000025
0.000002
0.0000015

Y (mol/gramo)

0.000001 L
0.0000005

0
0 0.000002 0.000004 0.000006 0.000008 0.00001 0.000012 0.000014

Concentracion (mol/L)

Figura 21. Concentracién molar al equilibrio vs. Y. * El ajuste lineal se realizé eliminando los puntos
3y6

Para obtener el valor de Ymax (cantidad maxima de farmaco que se puede adsorber
en cada gramo de nanoparticulas) se realiza un ajuste lineal Isoterma de Langmuir,
gue dice que la cantidad adsorbida aumenta con la concentracion hasta alcanzar un
valor limite correspondiente al recubrimiento de la superficie por una monocapa.
Este fue el primer modelo importante que trato de interpretar un proceso de
adsorcion basandose en el equilibrio adsorcion-desorcion. La rapidez de adsorcion
es proporcional a la presion y a la fracciéon de superficie no cubierta, en tanto que la
desorcion solo depende de la fraccidn de superficie cubierta. Al equilibrio ambas
son iguales.

ky — ko CO = k0

Despejando 6 que es la fraccion de superficie cubierta y dividiendo entre kg,
podemos sustituir % = b, la ecuacion queda de la siguiente manera.
d

5 koC  bC
kgt k,C 1+b

Aplicando el inverso, graficamente se obtiene la ecuacion lineal de Langmuir y
definiendo:

0 =Y/Ymax
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El inverso de la concentracién al equilibrio para la muestra 1 es:

1

1.359x10~%mol/litro

Para el inverso de Y de la muestra 1:

1

1.100x10~%mol/gramo

C/Y de la muestra 1:

1.359x10~%mol/litro

1.100x10~mol/gramo

Los resultados obtenidos son los siguientes (tabla 11):

= 735762.387 L/mol

= 908882.949 gramo/mol

= 1.235 gramo/litro

Muestra | Concentracion | Y (mol/g) | 1/C (L/mol) | 1/Y (g/mol) | C/Y
molar al (g/L)
equilibrio
(mol/L)

1 1.359x107° 1.100x107¢ | 735762.387 | 908882.949 | 1.235

5 2.829x107° 1.266x107¢ | 353454.480 | 789467.671 | 2.233

3 3.772x107° 1.955x107¢  265090.860 | 511380.950 | 1.929

4 7.600x107° 2.339x107° | 131577.945 | 427498.304 | 3.249

5 9.513x107°¢ 2.847x107% | 105108.912 | 351159.321 | 3.340
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6 1.148x107°

3.504x107¢ | 87082.987 | 285374.857 | 3.277

7 1.300x10°5

3.670x107°% | 76870.697 | 272435.947 | 3.544

Tabla 11. Resultados obtenidos de los célculos realizados para el ajuste lineal.

Las figuras 22-25 muestran los resultados graficos de los datos de la tabla 11;
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Figura 23. Inverso de Y vs. Inverso de C. * El ajuste lineal se realizé eliminando los puntos de las
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Figura 22. Inverso de Y vs. Inverso de C
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C/Y vs. C
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Figura 24. Valor de C/Y vs. C.
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Figura 25. Valor de C/Y vs. C. * El ajuste lineal se realiz6 eliminando los puntos de las muestras 2 y
4

Observamos que el mejor valor de r? lo tiene el modelo de C/Y vs. C, por lo que de
esta grafica se obtiene, de la pendiente, el valor de Ymax de la siguiente manera:

_ 1
"~ Ymax

m
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Ymax =

198978

= 5.025x10"° mol/gramo

Una vez obtenido el valor de Ymax, utilizamos 30.0 mg de nanoparticulas y las
pusimos en contacto con una solucion de 5.0 mL de norfloxacina con concentracion
de 100 pg/mL para cargar la mayor cantidad de farmaco. Este experimento se
realiz6 por triplicado y a continuacion se muestran los resultados obtenidos:

Valor de | Concentracién | Concentracién | Concentraciéon | Moles Valor de Y
absorbancia del adsorbida molar adsorbidos

del sobrenadante

sobrenadante

0.866 7.25 92.75 2.904x10~% 1.130x10°7  3.766 x10°°
0.852 7.13 92.87 2.908x10~* 1.108x10°7 | 3.693 x10°°
0.870 7.29 92.71 2.903x10~*% 1.135x10°7 | 3.783 x10°°

Tabla 12. Resultados para el calculo de mol adsorbidos y valor de Y

Liberacion del farmaco adsorbido en las nanoparticulas de HAP de la ME3.

La liberacion del farmaco adsorbido se llevé a cabo usando las nanoparticulas
filtradas del proceso de adsorcidn anterior y estas se pusieron en contacto con 10.0
mL de metanol en agitacion y temperatura constante de 37°C por 24 horas. Para
separarlas se tomaba 1.0 mL de la muestra, se centrifugaba en tubos Eppendorf a
12000 rpm por 5 minutos y se media el sobrenadante. En la tabla 13 se muestran
los resultados obtenidos en cada toma de muestra:

Tiempo (h) | Absorbancia | Factor de | Concentracién de | % de
dilucion de la | la muestra | farmaco
muestra (ng/mL) liberado

1 0.182 5 5.978 6.436

2 0.242 5 8.635 9.297

3 0.353 5 13.551 14.591
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4 0.365 5 14.083 15.164
24 0.837 5 34.986 37.67
26 1.172 5 49.822 53.647

Tabla 13. Resultados de la liberacion de la norfloxacina adsorbida en las nanoparticulas.

A continuacion (figura 26) se muestra la gréfica de la liberacion de la norfloxacina

de las nanoparticulas:

Para determinar el orden de reaccion de la liberacién de la norfloxacina de las
nanoparticulas de HAP de la ME3 se realizan las gréficas siguientes (figura 27-
29):

Porcentaje de farmaco liberado
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Figura 26. Liberacion de la norfloxacina de las nanoparticulas de HAP.
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Grafica orden cero. Liberacion del farmaco de las
nanoparticulas de la ME3.
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Figura 27. Gréfica orden cero. Liberacion del farmaco de las nanoparticulas de la ME3.

Grafica orden 1. Liberacion del farmaco de las
nanoparticulas de la ME3.
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Figura 28. Gréfica orden 1. Liberacion del farmaco de las nanoparticulas de la ME3.

Grafica orden 2. Liberacion del farmaco de las

nanoparticulas de la ME3.
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Figura 29. Grafica orden dos. Liberacion del farmaco de las nanoparticulas de la ME3.
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La pendiente nos proporciona el valor de k, que es una constante de
proporcionalidad denominada constante cinética, constante de velocidad o
coeficiente de velocidad. k es independiente de la concentracion.

En una reaccion de orden cero la ecuacion diferencial de velocidad es:

d[A]
v = 7 =k
(4] t
d[A] = | kdt
[4o] 0
[A] = [Ao] — kt

La representacion grafica de [A] frente a t da una recta de pendiente — k y ordenada
en el origen [A]o. Por lo tanto el valor de k es:

k= —11599 H9/mLy,

- Caracterizacion de las membranas de alginato de calcio.

Las membranas de alginato de calcio se secaron en las siguientes condiciones: la
muestra 1, 2, 3 y 4.a se secaron a temperatura controlada de 40 °C y con vacio; las
muestras 1, 2, 3y 4.b se secaron en la liofilizadora a -40 °C con presion de 0.021
mBar por 24 horas. Las siguientes imagenes (figura 30-33) muestran el resultado
de los dos procesos de secado para cada muestra:
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Figura 30. Membrana con 0.075% de CaCl: 1.a) secada al ambiente, 1.b) liofilizada.

Figura 31. Membrana con 0.1% de CaCl: 1.a) secada al ambiente, 1.b) liofilizada.

Figura 32. Membrana con 0.15% de CaCl: 1.a) secada al ambiente, 1.b) liofilizada.
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Figura 33. Membrana con 0.2% de CaCl. 1.a) secada al ambiente, 1.b) liofilizada.

Posteriormente se realizO un corte en la membrana para observar su
comportamiento al medio ambiente por una semana y para su posterior analisis en
el texturometro. De manera inicial, las membranas se disuelven al contacto con el
agua y para evitar que se solubilizaran, las muestras se sumergieron en una
solucién de cloruro de calcio al 10.0% por 10 minutos y se observd que todas
mantenian su estructura después de lavarlas con agua destilada.

Las muestras liofilizadas se observaron al microscopio éptico con aumento de 10X
y 40 X. En las siguientes imagenes (figura 34) se muestra lo observado:
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Figura 34. Membranas liofilizadas observadas con microscopio éptico. Las imagenes de la
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izquierda muestran las membranas vistas con aumento de 10X y las de la derecha las muestran
vistas con aumento de 40X.

Las membranas liofilizadas también se observaron con el microscopio de
transmision electronica de barrido y las figuras 35, 36, 37 y 38 muestran las
imagenes obtenidas:

Figura 35. Resultados de andlisis por TEM de la membrana 0.075% liofilizada.

Figura 36. Resultados de andlisis por TEM de la membrana 0.1% liofilizada.
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Figura 37. Resultados de analisis por TEM de la membrana 0.15% liofilizada.

Figura 38. Resultados de andlisis por TEM de la membrana 0.2% liofilizada.

- Célculo del modulo de Young

La ecuacion lineal que describe el comportamiento entre yv (como variable
dependiente) y ov (como variable independiente); la pendiente obtenida es E
(mdédulo de Young):

g, = E xy,
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Las unidades manejadas son N para la fuerza; mm para los desplazamientos (Yingy
yv) y Pa para la tension.

Para el calculo del modulo de Young se ocupan sélo los datos obtenidos con
comportamiento lineal, estos datos representan alrededor de menos del 10% del
desplazamiento total. EI cambio de pendiente indica el punto de ruptura de las
membranas por el equipo.

De los resultados obtenidos por el texturometro utilizaremos los valores de carga y
desplazamiento. Para un valor obtenido en el estudio de la membrana de alginato
de sodio con 0.075% de CacClz, estos valores son:

Carga (N) Desplazamiento (mm)

0.64 0.06

Tabla 14. Valores de carga y desplazamiento para un valor dado por el texturémetro.

El desplazamiento debe cambiarse a metros:

1 metro .
x 0.06 milimetros = 0.00006 metros

1000 milimetros

Para saber el desplazamiento total le sumamos al desplazamiento anterior los dos
centimetros establecidos al inicio del experimento:

0.00006 metros + 0.02 metros = 0.02006 metros

Para obtener el valor de la tensién, dividimos el valor de la carga entre el area
transversal de la muestra:

0.64 N

0.04mz =~ 16 N/m?

Para saber el porcentaje de la deformacion, dividimos el delta de la longitud entre la
longitud final:

0.00006 metros
0.02006 metros

x100 % = 0.29910 %

Finalmente se grafican los datos obtenidos de tension verdadera contra porcentaje
de desplazamiento.
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Los resultados de las curvas mecéanicas de fuerza de tensidn contra la deformacion
(figura 39-42) muestran la evolucién del médulo de Young, en las membrana con
alginato de sodio al 2.0% y con variacién de cloruro de calcio de 0.075 a 2.0 %,
secadas a temperatura ambiente, se puede observar en las graficas siguientes
como a diferente concentracion de cloruro de calcio presente, la pendiente de la
curva cambia, mostrando las membranas mayor rigidez a mayor concentracion de
cloruro de calcio.

Membrana con 0.075% de CaCl,
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Figura 39. Calculo de médulo de Young para la membrana con alginato de sodio al 2.0% con
cloruro de calcio al 0.075%
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Figura 40. Calculo de médulo de Young para la membrana con alginato de sodio al 2.0% con
cloruro de calcio al 0.1%
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Membrana con 0.15% de CaCl,.
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Figura 41. Calculo de médulo de Young para la membrana con alginato de sodio al 2.0% con
cloruro de calcio al 0.15%

Membrana con 0.2% de CaCl,.
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Figura 42. Calculo de médulo de Young para la membrana con alginato de sodio al 2.0% con
cloruro de calcio al 0.2%

Por otro lado, los resultados de las membranas con alginato de sodio al 2.0% y
lavadas con cloruro de calcio al 10.0 %, secadas a temperatura ambiente, presentan
curvas de flujo con una rigidez mayor que va incrementando conforma aumenta la
concentracion de cloruro de calcio (figuras 43-46), es decir, la pendiente de la curva
cambia significativamente.
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Membrana con 0.075% de CacCl,
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Figura 43. Calculo del médulo de Young para la membrana con alginato de sodio al 2.0% con
cloruro de calcio al 0.075% lavada con solucion de CaCl2 al 10%

Membrana con 0.1% de CaCl,
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Figura 44. Calculo del médulo de Young para la membrana con alginato de sodio al 2.0% con
cloruro de calcio al 0.1% lavada con solucion de CacCl: al 10%
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Membrana con 0.15% de CacCl,

200
180
160 e  J
140 y=359.03x-170.91 .
120 R2=0.9929 .. &
..... 'y

100 e

80 e S

0 o

40

20

Tension (Pa)

0.6 0.65 0.7 0.75 0.8 0.85 0.9 0.95 1

% Deformacion

Figura 45. Calculo del médulo de Young para la membrana con alginato de sodio al 2.0% con
cloruro de calcio al 0.15% lavada con solucion de CacClz al 10%

Membrana con 0.2% de CaCl,
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Figura 46. Calculo del mddulo de Young para la membrana con alginato de sodio al 2.0% con
cloruro de calcio al 0.2% lavada con solucién de CacClz al 10%

Los resultados de las curvas mecéanicas de fuerza de tension contra la deformacion
en las membrana con alginato de sodio al 2.0% y cloruro de calcio de 0.075 a 2.0%
secadas mediante liofilizacién (figuras 47-50), presentan cambios en su respuesta
mecanica, respecto a las anteriores, ya que estas peliculas son mas quebradizas y
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fragiles, tal como se observa a diferente concentracion de cloruro de calcio la
pendiente de la curva cambia, siendo mas quebradizas.

Membrana con 0.075% de CaCl,
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Figura 47. Calculo del médulo de Young para la membrana con alginato de sodio al 2.0% con
cloruro de calcio al 0.075% liofilizada.
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Figura 48. Calculo del médulo de Young para la membrana con alginato de sodio al 2.0% con
cloruro de calcio al 0.1% liofilizada
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Membrana con 0.15% de CaCl,
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Figura 49. Calculo del médulo de Young para la membrana con alginato de sodio al 2.0% con
cloruro de calcio al 0.15% liofilizada.
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Figura 50. Calculo del médulo de Young para la membrana con alginato de sodio al 2.0% con
cloruro de calcio al 0.2% liofilizada.

Como puede observarse en las figuras 51-54, se presentan cambios en la respuesta
mecanica de estas ultimas membranas liofilizadas respecto a las anteriores, ya que
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estas peliculas son todavia mas quebradizas y fragiles, tal como se observa que a
diferente concentracion de cloruro de calcio, la pendiente de la curva aumenta.

Membrana con 0.075% de CaCl,
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Figura 51. Calculo del médulo de Young para la membrana con alginato de sodio al 2.0% con
cloruro de calcio al 0.075% liofilizada lavada con solucién de CaCl: al 10%

Membrana con 0.1% de CaCl,
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Figura 52. Calculo del médulo de Young para la membrana con alginato de sodio al 2.0% con
cloruro de calcio al 0.1% liofilizada lavada con solucién de CacClz al 10%
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Membrana con 0.15% de CacCl,
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Figura 53. Calculo del médulo de Young para la membrana con alginato de sodio al 2.0% con
cloruro de calcio al 0.15% liofilizada lavada con solucion de CaCl2 al 10%
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Figura 54. Calculo del mddulo de Young para la membrana con alginato de sodio al 2.0% con
cloruro de calcio al 0.2% liofilizada lavada con solucién de CacClz al 10%

Para observar mejor el comportamiento de las membranas en cuanto a sus
propiedades de rigidez, se observa en las figuras 55-58 una comparacion entre los
cuatro grupos de membranas del estudio.
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Membranas secadas al ambiente
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Figura 55. Comparacion de los resultados obtenidos para el célculo del médulo de Young para
las cuatro membranas secadas a ambiente.
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Figura 56. Comparacion de los resultados obtenidos para el calculo del médulo de Young para las
cuatro membranas secadas a ambiente y lavadas con una solucion de CacClz al 10%
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Membranas liofilizadas
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Figura 57. Comparacion de los resultados obtenidos para el célculo del médulo de Young para las
cuatro membranas liofilizadas.

Membranas liofilizadas lavadas con una solucion
de CaCl, al 10%
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Figura 58. Comparacion de los resultados obtenidos para el célculo del médulo de Young para las
cuatro membranas liofilizadas y lavadas con una solucién de CacCl. al 10%.

En la tabla 15 se resumen los valores del médulo de Young para las 16 membranas
estudiadas:
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Porcentaje de | M6dulo de | M6édulo de | Médulo de | Médulo de Young
CacCl> Young de|Young de |Young de | de las Membranas
las las las liofilizadas lavadas
Membranas | Membranas | Membranas | con solucién de
secadas al | secadas al | liofilizadas | CaCl; al 10% (Pa)
ambiente ambiente (Pa)
(Pa) lavadas con
solucién de
CacCl, al
10% (Pa)
0.075 259.76 307.77 2.8099 14.342
0.1 314.56 321.25 24.184 21.726
0.15 347.37 359.03 30.237 39.455
0.2 430.19 440.72 106.550 141.980

Tabla 15. Valor del médulo de Young para cada membrana.

- Estudio de Porosidad

El estudio de porosidad se realiz6 por duplicado en cada una de las membranas. A
continuacion (tabla 16) se muestran los resultados de las membranas secadas al

ambiente:
Membrana con | Membrana con | Membrana con | Membrana con
0.075% de | 0.1% de CaCl, | 0.15% de | 0.2% de CaCl.
CaC|2 CaC|2
Muestrasecal | 0.0215¢g 0.0153 0.0156 0.0153
Muestraseca?2 | 0.0216 g 0.0137 0.0215 0.0220
Muestra 0.0363 0.0270 0.0290 0.0321
himeda 1
Muestra 0.0352 0.0238 0.0411 0.0446
himeda 2

Tabla 16. Porosidad en las membranas secadas al ambiente. Pesos de las membranas secas y

humedas.

Para saber el porcentaje de porosidad para la muestra 1 de la membrana con
0.075% de CacCl2, realizamos el siguiente calculo:
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% Porosidad =

0.0363 g — 0.0215 g

0.0215 g

* 100 = 68.83%

A continuacion los resultados de cada una de las membranas (tabla 17):

Membrana con | Membrana con | Membrana con | Membrana con
0.075% de | 0.1% de CaCl, | 0.15% de | 0.2% de CacCl,
CaC|2 CaC|2
Muestra 1 68.83% 76.47% 82.89% 109.80%
Muestra 2 62.96% 73.72% 91.16 102.72%
Promedio 65.89 75.09 87.02 106.26

Tabla 17. Porcentaje de porosidad en las membranas secadas al ambiente.

En la siguiente tabla 18 se muestran los resultados de las membranas liofilizadas:

Membrana con | Membrana con | Membrana con | Membrana con
0.075% de | 0.1% de CaCl, | 0.15% de | 0.2% de CaCl.
CaC|2 CaC|2
Muestrasecal | 0.1820 0.1060 0.0745 0.0907
Muestraseca?2 | 0.1638 0.1096 0.0726 0.1483
Muestra 0.5662 0.3989 0.3015 0.4310
himeda 1
Muestra 0.5121 0.4082 0.3074 0.7342
himeda 2

Tabla 18. Porosidad en las membranas liofilizadas. Pesos de las membranas secas y humedas.

En la tabla siguiente (tabla 19) se muestran los datos del porcentaje de porosidad
para ambas muestras de las membranas liofilizadas:

Membrana con

Membrana con

Membrana con

Membrana con

0.075% de | 0.1% de CaCl, | 0.15% de | 0.2% de CaCl.
C&Clz CaC|2
Muestra 1 211.09% 276.32% 304.69% 375.19%
Muestra 2 212.63% 272.44% 323.41% 395.07%
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Promedio

211.86%

274.38% 314.05% 385.13%

Tabla 19. Porcentaje de porosidad en las membranas liofilizadas.

- Acoplamiento del sistema hibrido.

Se utiliza la membrana liofilizada con 0.15% de cloruro de calcio debido a que tiene
un modulo de Young bajo y una porosidad alta. Para hacer el acoplamiento de la
membrana con las nanoparticulas de HAP se prepara primero la membrana de
alginato de sodio al 2% con la cantidad indicada de CaClz y se vierte en una caja
Petri para después agregar las nanoparticulas cargadas con el farmaco y finalmente

se precongela a -40°C para después liofilizar.

La figura 59 es la obtenida al graficar los resultados de tension contra deformacion

obtenidos por dicha membrana:

Tension (Pa)

Figura 59. Modulo de Young para la membrana con 0.15% de CaClz con nanoparticulas.
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Membrana 0.15% de CaCl: 39.455

Membrana 0.15% de CaClz con 280.02
nanoparticulas

Tabla 20. Comparacion del mddulo de Young de la membrana 0.15% de CaClz sin nanoparticulas y

con ellas.

75




- Estudio de porosidad en la membrana con nanoparticulas.

Muestra Muestra seca | Muestra Porcentaje Promedio (%)
(mg) humeda (mg) | de
porosidad.
1 58.6 451.1 669.7 688.65
2 45.9 370,7 707.6

Tabla 21. Porcentaje de porosidad en las membranas con nanoparticulas.

\
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8. Analisis de resultados.
Caracterizacion de las microemulsiones.

El valor de la conductividad (tabla 3) es importante debido a que es un valor que
nos indica si efectivamente la microemulsion agua/aceite se esta formando. Una
emulsion fase externa agua (O/W) posee una conductividad relativamente alta (del
orden de mS/cm) especialmente si hay electrolitos en su fase externa; mientras que
las emulsiones fase externa aceite (W/O) poseen una baja conductividad (en el
orden de puS/cm), como corresponde a la conductividad del aceite.®® Esto coincide
con los datos obtenidos en el experimento y muestra que efectivamente el agua se
encuentra como una fase dispersa en la fase organica.

En ninguno de los articulos utilizados para elaborar las microemulsion se dice el
tamafio de particula esperado, sin embargo es importante saber el tamafio para
conocer la dimension aproximada de las nanoparticulas que se sintetizaran
posteriormente.

Caracterizaciéon de las nanoparticulas.

El tamafio de las nanoparticulas (tabla 4) reportado para la ME1 es de 54-94 nm?3!
y el obtenido por el experimento es de 130.8 nm. Esto puede deberse a la diferencia
del proceso de secado de las nanoparticulas ya que en el articulo lo hacen por
calcinacion a 800°C y de manera experimental se secaron con una parrilla de
calentamiento a 80°C.

Para las microemulsiones ME24° y ME3“6 no se reporta en sus respectivos articulos
ni su tamafio de particula ni su potencial Z.

Desde un punto de vista fisico, el potencial zeta es el potencial eléctrico en la doble
capa interfacial; es decir que es el punto donde se unen la capa difusa y la de
Stern.>!

También el potencial zeta es la diferencia de potencial entre el medio de dispersiéon
y la capa estacionaria unido a la particula dispersada. Este valor puede ser medido
de una manera muy simple, mientras que la carga de la superficie y su potencial, no
pueden medirse en los fluidos. La importancia del potencial zeta es: que su valor
puede estar relacionado con la estabilidad de las dispersiones coloidales. El
potencial zeta indica el grado de repulsién entre particulas adyacentes, cargadas en
una dispersion.5!

Para las moléculas y particulas que son lo suficientemente pequefias, un alto
potencial zeta le confiere estabilidad, es decir, la solucion o dispersion se resistira a
la agregacion.>!
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Cuando el potencial es bajo, se tiene atraccion entre las particulas, se supera a la
repulsion y se forman fléculos, en lugar de dispersion. Por lo tanto, los coloides de
alto potencial zeta se estabilizan eléctricamente, mientras que, los coloides con
bajos potenciales zeta tienden a coagular o flocular.5?

En la tabla 4 podemos observar que el potencial Z de las nanoparticulas es muy
pequefio por lo que, basado en la informacion anterior, estas tenderan a juntarse,
esto fue especialmente problemético al momento de medir el tamafio de particula
ya que el equipo utilizado no tiene una funcion de agitacion constante y por esto el
equipo media las particulas solas y las particulas en camulos, dando resultados
variables. El angulo adoptado por las nanoparticulas al pasar por el laser también
afecta dicha medicion, ya que el equipo podia medirlas a lo largo, ancho o alto.

- Andlisis por IR.

En cuanto al analisis de IR mostrado en la figura 4, observamos dos picos
caracteristicos alrededor de 523 cmt y 577cm-?, y otros dos alrededor de 1055 cm-
1y 1137 cm? que corresponden al grupo POs*, esto indica la presencia de
hidroxiapatita. Vemos otros dos picos alrededor de 874 cm™? y 1200cm*
correspondientes al grupo HPO4?, lo que nos indica que hay brushita en la muestra
(isoforma de la hidroxiapatita). La sefial observada alrededor de 1600 cm
pertenece al grupo OH-". Finalmente se ve una sefial amplia entre 3400-3500 cm
gue indican presencia de agua en la muestra. Esto mismo se observa en las figuras
5y6.8

- Andlisis por difraccién de rayos X de polvos.

Observamos en la figura 7, correspondiente al andlisis de DXP, que en la ME1 hay
presencia de brushita principalmente con sefiales caracteristicas en 12°, 21°, 23.9°,
29.3°, 30.5°, 34.5° 36.2° y se percibe una sefial en 26.9° y una sefal ligera a 33°
caracteristicas de la hidroxiapatita. En la figura 8 correspondiente a la ME2 vemos
una mayor presencia de hidroxiapatita con sefales claras en 26.9° y 33°. El
contenido de brushita en esta ME es evidente con sefial a las mismas temperaturas
que la anterior. Finalmente en la figura 9.a correspondiente a la ME3 observamos
presencia también tanto de brushita como de hidroxiapatita con sefales a las
temperaturas antes indicadas. Estos sefiales pueden observarse de manera mas
clara en los analisis de difraccion de rayos X por separado de la brusita y la
hidroxiapatita (figura 9.b) que confirman la presencia de ambos compuestos en las
tres muestras de estudio., Una alta intensidad y definicion en las sefiales nos indica
una alta naturaleza cristalina de las nanoparticulas, por lo que la sefal de 12°
correspondiente a brusita nos indica que es de alta cristalinidad.®
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- Analisis por microscopia de transmision electronica (TEM).

Para la caracterizacion por TEM, esta reportado que una amplia variedad de
morfologias pueden encontrarse en la sintesis de nanoparticulas. Puede ser
nanoesferas (25-40 nm de diametro) o similar a una lamina (3-16 nm de ancho y 50-
300 nm de longitud), en forma de varilla (10-17 nm de diametro y 24-50 nm de
longitud) y en forma de aguja (4-8 nm de diametro y 80-100 nm de longitud).>? Esto
coincide con lo observado en la figura 10 de la ME1 que muestran forma de agujay
un tamafo de 130 nm; y en la figura 11 de la ME2 parecen varillas (estructura mas
corta y mas ancha) con un tamafio de 17.7 nm. En la figura 12 de la ME3 no es
sencillo visualizar una morfologia especifica, sin embargo se puede decir que son
nanoparticulas con una morfologia mas esférica, cuyo tamafio también coincide con
el esperado (39.22nm).

- Andlisis térmico. Calorimetria diferencial de barrido.

Con respecto a la figura 13, son evidente en las tres muestras dos picos
endotérmicos, uno alrededor de 140 °C y otro méas definido a 190 °C. EIl primero
corresponde a la evaporacion del agua de cristalizacidon de la brushita y el segundo
a la deshidratacion total de la misma, asociado con una transicion de fase del cristal
y su completa transformacion a monetita, segun la reaccion:

_CaHPO 2H;0 —————» CaHPO,4 + 2H;0

Se selecciond la microemulsion 3 (agua/heptano/TX100/butanol) para realizar los
estudios posteriores de adsorcion y liberacion del farmaco, y el acoplamiento en una
membrana organica. Esta seleccién se hizo debido a que en los resultados de TEM
podemos observar una morfologia mas esférica, lo que nos da un area superficial
mas uniforme y debido a que contiene hidroxiapatita y brushita en cantitades
similares de acuerdo al analisis por DXP, lo que nos brinda los beneficios de tener
una mayor fuerza de carga, que proporciona la HAP y una mejor eliminacién, que
proporciona la brushita. Ademas en esta microemulsién se observa el mayor
rendimiento de la reaccidn entre el fosfato dibasico de sodio anhidro y el cloruro de
calcio dihidratado, como se indica en la tabla 4.
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Repetibilidad de la técnica.
- Analisis por IR.

En la figura 14 observamos dos picos caracteristicos alrededor de 523 cm*y 577cm-
1,y otros dos alrededor de 1055 cm™y 1137 cm™ que corresponden al grupo POs*
, esto indica la presencia de hidroxiapatita. Vemos otros dos picos alrededor de 874
cm?y 1200cm? correspondientes al grupo HPO4?, lo que nos indica que hay
brushita en la muestra (isoforma de la hidroxiapatita). La sefial observada alrededor
de 1600 cm* pertenece al grupo OH-. Finalmente se ve una sefial amplia entre 3400-
3500 cm™? que indican presencia de agua en la muestra. Estas observaciones
coinciden con las obtenidas en el estudio anterior por IR de las nanopartpiculas
obtenidas a partir de la microemulsion 3.

- Andlisis de DXP

Observamos en la figura 15 que hay presencia de brushita (sefiales caracteristicas
en 12°C, 21°C, 23.9°C y 29.3°C) y una sefial ligera a 33° caracteristica de la
hidroxiapatita.

- Andlisis por TEM.

La micrografia (figura 16) nos muestra que la morfologia de las nanoparticulas
obtenidas a partir de la microemulsion 3 es esférica, lo que concuerda con los
resultados obtenidos previamente.

- Andlisis térmico.

Respecto a la figura 17, vuelven a ser evidentes dos picos endotérmicos, uno
alrededor de 140 °C y otro mas definido a 190 °C. El primero corresponde a la
evaporacion del agua de cristalizacion de la brushita y el segundo a la
deshidratacion total de la misma, asociado con una transicion de fase del cristal y
su completa transformacion a monetita.

Finalmente en los estudios realizados para observar la reproducibilidad de la técnica
podemos ver que todos coinciden con los resultados obtenidos previamente, lo que
muestra que la metodologia para obtener las nanoparticulas de HAP es consistente.
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Adsorcion de norfloxacina en las nanoparticulas de HAP.

- |Isoterma de adsorcion.

Para obtener el valor de Ymax se realiz6 un ajuste lineal Isoterma de Langmuir
(figura 22-25) y observamos que el valor de r?> es mejor en este ajuste, lo que implica
que la adsorcion se da en monocapa, lo que significa que la cantidad adsorbida
aumenta hasta alcanzar un valor limite correspondiente al recubrimiento de la
superficie por una monocapa. Es la isoterma caracteristica de un proceso
Gnicamente de quimisorcion.

Al realizar la adsorcion del farmaco en mayor cantidad observamos en la tabla 12
que el valor de Y de las tres muestras es inferior al valor de Ymax determinado
anteriormente, lo que nos indica que el valor obtenido de ese estudio es correcto.

Liberacién del farmaco adsorbido en las nanoparticulas de HAP de la MES.

En el estudio de liberacion observamos en la figura 26 que la norfloxacina se libera
de manera muy lenta de las nanoparticulas, esto se debe principalmente a que la
norfloxacina tiene baja solubilidad en el metanol. No podria atribuirse este hecho a
una afinidad del farmaco por las nanoparticulas debido a que estas son neutras.
Observamos que después de 24 horas se ha liberado menos del 50% del farmaco
adsorbido, por lo que podemos deducir que podria ser una opcion para el disefio de
una forma farmacéutica de liberacion modificada.

Observamos en las siguientes tres graficas (figura 27, 28 y 29) que el mejor valor
de r? es el correspondiente a la gréafica de orden cero, lo que implica que la velocidad
de reaccion es independiente de la concentracion de reactivos.

Caracterizacion de las membranas de alginato de calcio.

- Morfologia por microscopio optico y por SEM

En la figura 30, 31, 32 y 33 se observa como el proceso de secado afecta
considerablemente la morfologia de las membranas. Mientras que en las
membranas secadas al ambiente se observan membranas transparentes y muy
delgadas, en las membranas liofilizadas vemos que son mas gruesas y mas
porosas. Esta porosidad puede apreciarse de manera superficial en la figura 34,
donde se observan poros al visualizar las membranas liofilizadas al microscopio
optico, aunque el mismo grosor de las membranas impide el paso de la luz lo que
hace que no se aprecien bien los poros. Sin embargo estos poros pueden verse con
mayor claridad en las figuras 35, 36, 37 y 38, en donde se analizan las membranas
por SEM.

81



- Célculo del Modulo de Young.

La rigidez de las membranas se obtuvo mediante el médulo de Young (E), un
parametro que indica la capacidad de deformacion de un material cuando a éste se
le aplica determinada tensién. Entre mas pequefio sea, significa mayor grado de
elasticidad. Se observa en la tabla 15 que en ambos tipos de membranas el médulo
de Young se hace mas grande después de lavarlas con la solucion de CaClz en
todas las muestras. En el caso de las membranas secadas al ambiente se observa
que el moédulo de Young es elevado y va en crecimiento conforme aumenta el
porcentaje de CaClz presente en la muestra. Sin embargo, las membranas secadas
al ambiente con 2% de CaClz son demasiado rigidas, por lo que al aplicar la fuerza
de tension en vez de romper la membrana lo que se observa es un desplazamiento.
Esta medicién resulta inexacta, pero no pudo obtenerse un resultado mas fiable
debido a que si se apretaban mas las mordazas el texturémetro marcaba un error o
se observa cizallamiento en los bordes.

En el caso de las membranas liofilizadas se ve que el médulo de Young es
considerablemente mas bajo que en las membranas secadas al ambiente lo que
implica que estas son mas flexibles.

- Estudio de porosidad.

En el estudio de porosidad (tabla 17 y tabla 19) puede verse que las membranas
secadas al ambiente tienen baja porosidad, esto debido principalmente a la forma
de secado, pero la porosidad aumenta conforme aumenta la cantidad de CaCl:
presente en la membrana. En el caso de las membranas liofilizadas se ve que estas,
al mantener la estructura durante el proceso de eliminacion de agua presentan una
mayor porosidad. De igual manera que en las membranas secadas al ambiente, la
porosidad aumenta conforme aumenta la cantidad de CaCl: presente en la
membrana

Acoplamiento del sistema hibrido.

- Modulo de Young.

Para el calculo del modulo de Young del sistema hibrido se ve que este valor
aumenta en comparacion con el valor obtenido por la membrana que no contiene
nanoparticulas (tabla 20). Sin embargo el valor no es excesivamente grande lo que
implica que la membrana, aunque se vuelve mas rigida, es aun lo suficientemente
flexible para poder trabajar con ella. Este aumento en la fragilidad de la membrana
se debe a que las nanoparticulas se intercalan en la estructura de la membrana

82



volviendo su posicién en un punto de ruptura al momento de aplicar la fuerza con el
equipo.

En la figura 59 podemos observar que el valor del modulo de Young para la
membrana con nanoparticulas aumenta en comparacién a la misma membrana sin
nanoparticulas, sin embargo el incremento no es exagerado, lo que significa que la
membrana con nanoparticulas no es tan flexible como la membrana sin ellas pero
sigue siendo lo suficientemente elastica como para continuar trabajando con ella.

- Estudio de porosidad.

En cuanto a la porosidad en la membrana con nanoparticulas (tabla 21) se puede
ver que la porosidad se duplica. Esto se puede deber a que las nanoparticulas
también toman agua del medio haciendo que la captacion de esta aumente.

Haciendo un pequefio analisis del estudio de porosidad y del célculo del modulo de
Young de las membranas, tanto de las secadas al ambiente como de las liofilizadas
en sus ambas formas (solas y lavadas con solucién de CaClz), se concluye que la
mejor membrana para realizar los estudios en cultivos celulares es la membrana
con 0.15% de CaClz lavada con una solucion de CaClz, debido a que tiene un valor
del médulo de Young bajo y un porcentaje de porosidad alto.

9. Conclusiones.

- Se logré sintetizar y caracterizar nanoparticulas de fosfato de calcio a partir
de microemulsiones agua/aceite, mostrando ser un método efectivo de
sintesis con alta reproducibilidad.

- Se logré la adsorcion del farmaco norfloxacina en las nanoparticulas de HAP
de manera tal que se logré estudiar la liberacion del farmaco de las mismas,
visualizando que estas podrian utilizarse como un sistema de liberacion
modificada.

- Se logré la elaboracion y caracterizacién de las membranas de alginato de
sodio con cloruro de calcio, dando como resultado que las membranas
liofilizadas son mas flexibles y mas porosas que las membranas secadas al
ambiente.

- Se logré el acoplamiento y caracterizacion del sistema hibrido y se observé
que la adicion de las nanoparticulas modifican las propiedades de la
membrana haciéndola mas porosa y ligeramente mas rigida.
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