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RESUMEN 
 
 La superovulación se ha utilizado para obtener un mayor desarrollo folicular, mas 

ovulaciones y mayor cantidad de embriones por ciclo. Los tratamientos para lograr 

superovulación se han desarrollado con base en la vida media de la hormona utilizada, de 

tal manera, los protocolos cuya base es la Hormona Folículo Estimulante (FSH) requieren 

de varias aplicaciones diarias a lo largo del tratamiento, ya que tiene una vida media entre 

2 y 5 horas. La necesidad de múltiples aplicaciones hace su uso difícil en muchas 

especies y ocasiona una variación en la respuesta al procedimiento, asociada 

principalmente a la múltiple aplicación de la hormona. En el presente trabajo se desarrolló 

un sistema que permitirá la administración controlada de la FSH durante 96 horas. Se 

elaboraron comprimidos conteniendo FSH (Folltropin-V) y el copolímero acido poli-láctico-

co-glicólico (PLGA) a distintas relaciones. La determinación de proteína liberada por el 

comprimido se realizó de forma indirecta, mediante la prueba de Bradford y 

posteriormente directamente por RIA. En la proporción (FSH/PLGA) 1:500 se observó una 

liberación de proteína durante más de 96 horas, pero de forma poco regular. La 

concentración de FSH fue paralela a la concentración de proteína. La poca regularidad 

presentada en liberación de la proteína y FSH, podría deberse al tipo de polímero usado o 

la hidrólisis del mismo, así como la interacción proteínas-polímero. Los comprimidos 

elaborados en el presente estudio podrían lograr la administración de FSH reduciendo el 

manejo en los animales, ocasionándoles menor estrés y con ello mejorando la eficiencia 

de los tratamientos. 
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ABSTRACT 

 

Superovulation technique has been used to obtain a larger follicular development, 
ovulation and embryos per-cycle. These superovulation treatments have been developed 
taking into account the half life of the used hormone, so this is that Follicle-stimulating 
Hormone (FSH) based protocols require of several daily doses to be taken daily through 
the whole treatment and this is due to the hormone’s half life is  just about between 2 and 
5 hours. Several daily-taken doses make hard the usage of FSH treatments over some 
species and bring a variation on the procedure-response too, associated to the multiple 
hormone intakes mainly. The needle of multiple doses intake makes is to be hardly used 
over several animal species and provokes a variation on the answer to the procedure, 
associated to the hormone multiple intakes mainly. A 96 hours controlled administration 
system has been developed in this work. FSH contained (Folltropin-V) scaffolds and the 
Poly-Lactic-co-Glycolic Acid (PLGA) at different concentrations were made. The protein 
release determination was made by indirect measure with the Bradford taste and by direct 
measure with RIA test. In a 1:500 (FSH/PLGA) proportion, a longer 96 hours releasing 
period of time was registered but in a non-regular way. The FSH concentration was 
parallel to the proteins concentration. It was observed non regular protein release in 96 
hours period of time on a 1:500 (FSH/PLGA) proportion. The FSH concentration got to be 
parallel to the protein concentration. The non regular release of the protein and the FSH 
could be caused due to the nature of the used polymer and / or its hydrolysis and also due 
to the protein-polymer interaction. The elaborated scaffolds in the present could lead us to 
a less animal manipulation by the FSH administration, reaching less stress levels on them 
hence, reaching a higher treatment efficiency. 
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1.0 INTRODUCCIÓN 
 

 Durante varias décadas se ha utilizado la superovulación para obtener una mayor 

cantidad de ovocitos por vaca, con diversos fines como por ejemplo fertilización in vitro o 

trasferencia de embriones. Con el fin de lograr el aumento en la tasa de ovulación han 

sido diseñados diversos programas de suplementación hormonal, en los cuales se ven 

involucrados tratamientos hormonales con gonadotropinas tanto hipofisiaras, Hormona 

Folículo Estimulante (FSH), y no hipofisiarias, como la Gonadotropina Corionica Equina 

(eCG). (Jimo et al., 1995; Lucy, 2007; Mojtaba et al.,  1997; Bo et al., 1994), y en algunos 

casos se ha recurrido al uso de la gonadotropina menopáusica humana (hMG) (Murphy et 

al., 1984).  

 

 Los tratamientos de superovulación se han desarrollado con base en la vida media 

de la gonadotropina utilizada. Los métodos que implementan el uso de la eCG solo 

requieren de una aplicación gonadotrófica y reducen la manipulación de los animales, 

debido a que su vida media es de hasta 40 horas. Sin embargo, su tasa de eliminación es 

muy lenta, esto da como resultado un estimulo prolongado en los ovarios, de  hasta 5 días 

y su utilización genera una alta producción de estrógenos con baja calidad de embriones 

(Foote, 1998). Los protocolos cuya base es la FSH requieren de varias aplicaciones 

diarias durante el tratamiento, dado a que tiene una vida media entre 2 (Ulloa-Aguirre et 

al.,  1995)  y 5 horas, lo que puede ocasionar una variación en la respuesta al tratamiento.  

(Demoustier et al., 1988). Entre los factores más comunes que afectan una adecuada 

respuesta a la superovulación están las ocasionadas por las múltiples aplicaciones, las 

variaciones en las dosis, así como la irregularidad en los horarios de aplicación. Aunado a 

ello está la presentación del estrés ocasionado en los animales tratados por el excesivo 

manejo. A pesar de estos inconvenientes, los embriones colectados de los tratamientos 

que utilizan a la FSH para estimular los ovarios son de mejor calidad en comparación con 

los embriones producidos con los protocolos que utilizan a la eCG para inducir el 

desarrollo folicular (Foote, 1988). 

 

 Por esta razón es deseable desarrollar nuevas tecnologías para la administración 

de la FSH. La administración de FSH en forma continua ha logrado el reclutamiento y 

ovulación de folículos reduciendo la dosis de gonadotropinas utilizadas. Una manera de 

lograr liberación continua es con el uso de las bombas osmóticas de liberación controlada, 
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algunas de las cuales tienen el inconveniente de ser consideradas invasivas, ya que es 

necesario realizar una incisión tanto para la colocación como para el retiro del producto. 

(Desaulniers et al., 1995; Echternkamp, 1992; Mapletoft et al.,  2002; P.A. Fowler et al., 

1997). 

 

Con la aparición de  los polímeros de ácido poli-lactico (PLA), el ácido poli-glicolico 

(PGA) y el copolimero de estos dos (PLGA), los cuales han demostrado buenas 

propiedades de biocompatibilidad y de biodegradación, (Albertsson et al.,  2003), se han 

diseñado nuevas herramientas para la administración controlada de fármacos que 

presentan una vida media corta y una tasa de eliminación de orden cero (Menemşe et al., 

1999; Santoveña et al., 2003). Las propiedades y características de los polímeros 

permiten realizar sistemas de liberación controlada que administran y mantienen niveles 

terapéuticos  de la FSH, evitando con ello las múltiples aplicaciones de los protocolos 

establecidos. El objetivo de este trabajo es elaborar el copolimero de PLGA conteniendo 

FSH, en un implante para la liberación prolongada de la hormona. 
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2.0 HIPÓTESIS 
 

 El comprimido de Hormona folículo estimulante (FSH) con Acido poly-lactico-co-

glicolico (PLGA) libera al compuesto (FSH) de manera constante y prolongada. 
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3.0 Revisión de literatura 

3.1 Hormonas Glicoproteicas 

 

 La hipófisis está formada por la neurohipófisis (parte posterior), la adenohipófisis 

(parte anterior) y en algunas especies por la hipófisis intermedia. La neurohipófisis está 

constituida principalmente por terminaciones nerviosas provenientes del hipotálamo 

(núcleo paraventricular y núcleo supraóptico). En la adenohipófisis se encuentra los 

gonadotropos. Los gonadotropos son células  basofilas (Cheung et al., 2007), que 

sintetizan a la hormona folículo estimulante (FSH) y la hormona luteinzante (LH) (Fares, 

2006; Cheung et al., 2007). 

 

 La FSH y LH pertenecen a la familia de las glicoproteínas al igual que la Hormona 

Estimulante de la Tiroides (TSH) (Cheung et al.,  2007), la Gonadotropina Coriónica 

equina (eCG) y la humana (hCG). La TSH, FSH y LH se sintetizan en la adenohipófisis, 

mientras que eCG y hCG son sintetizadas en la placenta (Fares, 2006).  Estas 

glicoproteínas son termolábiles y están formadas por una subunidad α (alfa) y una 

subunidad β (beta) unidas por enlaces no covalentes (Ulloa-Aguirre et al., 1995). 

 

3.1.1 Subunidad alfa (α) 
 

 Las gonadotropinas poseen la misma secuencia de aminoácidos en la subunidad 

α, esto se debe a que la cadena primaria es codificada por un mismo gen (Green et al., 

1985). En el caso de la FSH la subunidad alfa está compuesta de 92 aminoácidos (aa) en 

los humanos y de 96 aa para las otras especies de mamíferos (Ulloa-Aguirre, et al., 1998), 

teniendo una homología mínima del 80% entre especies (Knobil, 1998; Sairam et al., 

1985). La subunidad alfa tiene una participación muy importante al momento de transmitir 

la señal biológica al receptor  (Sairam et al., 1985). 

 

3.1.2 Subunidad beta (β) 

 

 La subunidad β es producida por un gen específico para cada hormona,  por 

ejemplo el gen que codifica la secuencia beta de la FSH humana reside en el cromosoma 

11p13, el cual genera una secuencia de 111 aminoácidos en los mamíferos (Ulloa-Aguirre 

et al., 1998; Cheung et al., 2007). Esta diferencia en la secuencia de aminoácidos, aunada 
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a los diferentes patrones de glicosilación de cada hormona, proporcionan las propiedades 

biológicas que caracteriza a cada una de las hormonas glicoprotéicas (Samaddar et al., 

1997). 

 
3.1.3 Estructura Tridimensional de las subunidades  
 

 Las subunidades α y β presentan dentro de su estructura la formación de puentes 

de disulfuro, lo que confiere la estructura tridimensional de las subunidades. La subunidad 

α presenta 5 enlaces, mientras que en la subunidad β se han observado de 2 a 6 puentes 

de disulfuro (Fares, 2006), dependiendo de la glicoproteína. En el caso de la FSH la 

subunidad β de la FSH presenta 6 puentes de disulfuro (Ulloa-Aguirre et al.,  1998). 

 

3.1.4 Glicosilación de la FSH 
 

 La Glicosilación es un proceso químico que consiste en adicionar una o varias 

cadenas de carbohidratos a otra molécula, en este caso a las proteínas. Este evento da 

inicio en el retículo endoplasmático rugoso con la  transferencia de un oligosacárido unido 

a una asparginina (Ulloa-Aguirre et al., 2001).  

 

 Las cadenas de azúcar presentes en las glicoproteínas se pueden clasificar en dos 

grupos, N-acetilgalactosamina que está unido al grupo hidroxilo, de una serina o treonina, 

a los que se les conoce como O-oligosacáridos. El otro grupo de azúcares se llama N-

oligosacáridos, los cuales contienen un N-acetilglucosamina y está unido a un grupo 

amida de una aspargina (ASN) de un polipéptido en su porción terminal (Green et al., 

1985).  

 

 La subunidad alfa de la FSH presenta dos secuencias de oligosacaridos-ASN de 

acido sialico ubicados en la posición 52 y 78 (Zion et al.,  1998; Smith et al., 1988; Ulloa-

Aguirre et al., 2001). La subunidad beta presenta variaciones según la especie, en el caso 

de la FSH humana presenta dos cadenas de N-oligasacaridos en la posición 7 y 24 (Zion 

et al., 1998; Ulloa-Aguirre et al., 2001; Fares, 2006)  y no presenta cadenas de O-

oligosacáridos, mientras que en la FSH bovina si están presentes ambas cadena de 

oligosacáridos (Green et al., 1985). 
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 Las estructuras de oligosacáridos en las hormonas glicoproteícas juegan un papel 

fundamental en muchas de las características funcionales de la molécula. Son 

importantes no sólo para el plegado, montaje y conformación de la molécula, sino también 

para la secreción heterodimerica, destino metabólico y la interacción con su receptor 

(Ulloa-Aguirre et al., 2001; Ulloa-Aguirre et al., 1988) 

 
3.1.5 Secreción de FSH 
 

 A diferencia de la secreción de LH, la cual está directamente controlada por la 

GnRH (LHRH), la secreción de FSH está regulada por un doble mecanismo, el primero de 

ellos se encarga de controlar la secreción basal (secreción constitutiva), mientras otro 

mecanismo estará encargado de controlar la secreción pulsátil. Una porción sustancial de 

la secreción de FSH es secretada de forma constitutiva, la cual parece ser dictada por la 

disponibilidad de RNAm para la porción beta de la FSH (FSHβ), lo cual se traduce en FSH 

(Padmanabhan et al.,  2002). 

  

 La liberación de FSH no asociada a GnRH es modulada por la activina, inhibina y 

folistatina. Originalmente se pensó estas hormonas que únicamente eran producidas en 

las gónadas (ovario y testículo), sin embargo hay evidencia de su síntesis a nivel de la 

hipófisis (Padmanabhan et al.,  2001; Phillips, et al., 2005; Garverick et.al., 2002).  

 

 La activina estimula la secreción de la hormona folículo estimulante, mientras que 

la inhibina y la follistatina la inhiben. Padmanabhan et al., (2001) menciona que la activina 

juega un papel importante en la regulación en síntesis de la FSH, aun más importante que 

el de la GnRH, ya que promueve la producción de ARNm para la FSHβ. Por otra parte, se 

ha observado que la folistatina  suprime la secreción de FSH, hasta en un 48%. Los 

efectos de la folistatina están mediados a través de un mecanismo específico en la  

pituitaria, el cual reprime la de la activina de una forma directa, sin intervenir en la 

secreción de GnRH. La acción ejercida por la folistatina se ve reflejado en la poca 

disponibilidad de la activina a nivel periférico (Padmanabhan et al., 2002). La forma en 

que actúa la folistatina resulta de su alta afinidad por la activina, neutralizando por 

completo su acción, por lo tanto la activina sólo estará activa cuando no está unida o 

limitada por la acción de la folistatina. (De Kretzer et al., 2002)  

 



7 

Finalmente, la inhibina provoca un retraso en la secreción de FSH, por que la 

inhibina se una a receptores de la activina, actuando como antagonista, aunque con una 

menor afinidad (Padmanabhan et al., 2001b; Padmanabhan et al., 2002). 

 
3.1.6 Vida media de la FSH 
 

A lo largo de la vida reproductiva de un individuo se van secretando diversas 

isoformas de FSH (Zaidi et al., 1981). Esta diversidad de la hormona se basa en la 

cantidad de ácido siálico presente en la molécula, cual estará regulada por las 

concentraciones de estradiol (E2) en sangre, posiblemente por los niveles de GnRH.  

Durante la etapa reproductiva, cuando las concentraciones de E2 son altas, la molécula 

de FSH es menos glicosilada, lo que dará origen a isoformas básicas (Castro-Fernández 

et. al, 2000). Niveles bajos de E2 permiten una mayor glicosilación, originando formas 

acidas de la FSH. (Zion et al.,  1998; Padmanabhan et al., 2001b). La vida media de la 

FSH en plasma estará en función de su glicosilación. Las formas básicas tendrán una vida 

media más corta, pero con mayor afinidad al receptor, en cambio las formas acidas 

tendrán una vida media más prolongada y menor afinidad hacia el receptor (Zion et al., 

1998; Padmanabhan et al., 2001b). 

 

 

3.1.7 Función de la FSH 
 

 La FSH está involucrada en diversos eventos esenciales para la reproducción. Su 

secreción y acción coordinada permite un control preciso de la función ovárica y testicular. 

La FSH actúa sobre las células de la granulosa y células de sertoli promoviendo  la 

síntesis de estrógenos y varios factores no esteroideos que participan en la 

gametogénesis (Ulloa-Aguirre et al., 2001). 

 

 Durante el ciclo estral de bovinos y pequeños rumiantes, se presentan de dos a 

cuatro oleadas foliculares. Cada oleada se inicia por un aumento en la concentración 

plasmática de la FSH, este incremento estimula a un grupo de folículos, conocidos como 

antrales, para que continúen con su desarrollo hasta que cambian su dependencia a LH 

(Hampton et al., 2004). Durante este lapso de tiempo, la FSH tiene una participación 

importante dentro de los folículos induciendo la diferenciación y proliferación celular (Zion 
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et al., 1998,), principalmente sobre las células de la granulosa, induce la síntesis de p540 

aromatasa, para transformar la testosterona en estradiol, (Stocco, 2001). A su vez, los 

esteroides gonadales ejercen efecto de retroalimentación negativa sobre el eje 

hipotálamo-hipófisis, suprimiendo la liberación de FSH de la glándula pituitaria 

(Padmanabhan et al., 2001b; Holzer et al., 2006).  

 
3.2 Superovulación  
 

 El objetivo de la superovulación en el ganado es producir y obtener la mayor 

cantidad de ovocitos o embriones viables, que cuenten con las características necesarias 

para que logren sobrevivir y den origen a gestaciones que puedan llegar a término 

(Mapletoft et al.,  2002; Bo et al.,  1994). Para alcanzar este fin se han desarrollado 

diversos tratamientos, los cuales consisten en la administración de gonadotropinas (Son 

et al.,  2007; Yamamoto et al., 1994) o sustancias que imiten su función (Yamamoto et al., 

1994). Tradicionalmente, los esquemas de superovulación han utilizado la FSH o la eCG 

(Son et al., 2007). 

 

 La eCG es una gonadotropina, de origen placentario (Allen, 2001), con mayor 

cantidad de hidratos de carbono que la FSH, por lo que su vida media es de hasta de 40 

horas (Jimo, 1995). Su larga vida media permite que una solo aplicación de eCG sea 

suficiente para lograr superovulación. No obstante, debido a su vida media tan larga, la 

utilización de eCG provoca una continua estimulación a nivel ovárico, ocasionando la 

producción de altos niveles de estradiol, generando que algunos folículos no sean 

ovulados o se liberen de forma prematura (Foote, 1988). Las alteraciones endocrinas 

causadas por la eCG, ocasionan que los embriones obtenidos generalmente sean de baja 

calidad. Los estrógenos promueven un acelerado transporte de los embriones, originando 

que sean expulsados al útero, en condiciones poco óptimas para el desarrollo (Son et al.,  

2007; Driancourt et al., 1991; Mejía et al.,  2000). Para tratar de neutralizar o minimizar la 

constante estimulación por parte de la eCG al ovario, se ha implementado la 

administración de anticuerpos contra eCG 24 horas después del pico preovulatorio del LH. 

Sin embargo su limitante es que el momento en el que se dará la elevación de LH no es 

fácilmente predecible (Dieleman et al., 1993). Debido a los pobres resultados que se 

presentan con la administración de la eCG, se prefiere utilizar FSH de extracto pituitario 

para llevar a cabo los esquemas de superovulación (Driancourt et al., 1991).  
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 El uso de la eCG causa activación prematura los ovocitos asociados con los 

perfiles anormales en la síntesis de proteínas en comparación con los tratamientos que 

utilizan FSH (Mejía et al.,  2000).  

 

 Para realizar la estimulación ovárica con FSH se requieren de dos aplicaciones 

diarias con intervalos de 12 horas, (Jimo et al., 1995; Bo et al., 1994; Yamamoto et al., 

1994), y durante un periodo de 3, 4 o 5 días, en dosis decrecientes. El uso diario de dos 

inyecciones resulta muy costoso e implica un manejo excesivo de los animales, y puede 

dar lugar a errores en la dosificación y estrés en las hembras que serán tratadas 

(Yamamoto et al., 1994; Bo et al.,  1994).  

 

 La respuesta por parte del ovario a estos tratamientos estará mediada por diversos 

factores, entre los que se encuentran el día del ciclo estral en el que se inicio el 

tratamiento, la cantidad de gonadotropina administrada y la pureza de la hormona (Bo et 

al.,  1994). El uso de dosis excesivas de FSH puede inducir problemas similares a los que 

se han visto con la eCG (Foote, 1988). Entre los principales problemas observados en 

tratamientos con dosis alta de FSH se encuentran la formación de cuerpos lúteos de vida 

media corta y la baja fertilidad, producto de las alteraciones del ambiente uterino que 

dificultan el transporte de gametos o embriones (Mejía et al.,  2000). Todo esto se verá 

reflejado en la respuesta al estímulo ovárico el cual será medido en el número de ovocitos 

obtenidos 

 

Cuadro 1.1, se hace un análisis de algunos efectos de la eCG en comparación con la 

FSH, en los tratamientos de superovulación (adaptado de Foote y Ellington 1988).  

 

Características 
Tipo de tratamiento 

eCG FSH 
Folículos ovulados prematuramente 14% 9% 

Folículo tamaño Por arriba de lo normal Por arriba de lo normal 
Síntesis anormal de proteínas 

foliculares 30% 7% 

Esteroides Incrementado Sin cambios 
Porcentaje de suero fuera del rango 

normal 38% 53% 

Disminución del pico normal de LH 26% 7% 
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 Es importante considerar que la inducción de la ovulación puede dar lugar a una 

pobre tasa de gestación, debido a la asincronía entre el desarrollo embrionario y el 

ambiente uterino, lo que resulta de una secreción de estradiol por arriba de los niveles 

fisiológicos (Mejía et al.,  2000; Turker, 1996). 

 
 
3.3 Generalidades de los polímeros 
 

 En la década de 1960  se inició la investigación y el uso de los polímeros y 

copolímeros para aplicaciones médicas, conocidos como biomateriales, que son 

productos que están en contacto con los sistemas biológicos. Dentro de los biomateriales 

podemos considerar los materiales que están presentes en aplicaciones como: 

marcapasos, suturas, grapas, etc. Los termoplásticos resultaron candidatos  idóneos para 

su uso en la medicina ya que presentaban buenas características de biocompatibilidad, 

biodegradabilidad y fuerza mecánica. Las materias primas como los poliésteres sintéticos 

fueron adoptados e implementados en la industria farmacéutica, donde se les han dado 

diversos usos dentro de los que se encuentran la elaboración de sistemas que permitan la 

administración modulada de fármacos (Albertsson et al.,  2003), es decir, que al ser 

introducido este sistema a un organismo vivo inicie la liberación de un principio activo 

durante un determinado tiempo. La liberación del fármaco estará mediada por diversos 

factores entre los que se encuentran la forma física, las dimensiones, la consistencia del 

implante, el peso molecular del polímero o copolímeros, la cantidad del fármaco utilizado 

(Santoveña et al.,  2003), así como la degradación del mismo. Tomando en cuenta estas 

consideraciones se han desarrollado diversos métodos para lograr una adecuada 

administración de los principios activos, entre los más importantes se cuentan los 

implantes a base de polímeros, tanto, biodegradables como no biodegradables. Dentro de 

los no biodegradables se encuentran el copolímeros de acetato de etilen-vinil y el silicón, 

con los cuales se construyen sistemas tipo matriz para la liberación de fármacos. Mientras 

que por parte de los biodegradables se encuentran los hidrogeles, los polímeros 

naturales, así como termoplásticos derivados de las lactonas, entre los que resaltan el 

ácido Láctico (PLA), ácido Glicólico (PLG) y la E poli-caprolactona (Sinha et al., 1998), así 

como los copolímeros de acido láctico y ácido glicolico, el cual es conocido como poli 

(ácido láctico-co-glicólico) (PLGA) (Tapia, 2007).  

 



11 

3.3.1 Métodos de polimerización  
 

 El poliéster inicia su formación cuando el monómero en su estructura cíclica, el 

cual el estado inicial del monómero, reacciona con compuestos organometálicos, los cues 

actúan como catalizadores o iniciadores y producen la apertura del anillo (ROP) y 

ocasionan un reordenamiento de los electrones que conforman el monómero, insertando 

un radical. Esos radicales insertados son derivados de los metales pesados, que por su 

toxicidad deberán ser removidos antes de su uso, especialmente para polímeros con fines 

farmacéuticos y biomédicos. También existen enzimas naturales capaces de catalizar al 

poliéster que por su naturaleza no tóxica lo hacen un mejor candidato para la ROP de 

lactonas. El tipo de iniciador, así como el grupo final juegan un papel importante en la 

estabilidad térmica e hidrolítica del poliéster final.  (Tapia, 2007; Albertsson et al., 2003).  

 

 El mecanismo de polimerización dependerá del tipo de iniciador. La coordinación-

inserción, la reacción catiónica y aniónica son los tres mecanismos principales por el cual 

se puede dar inicio a la polimerización de ésteres. La reacción de lactonas se realiza 

generalmente en masa, en solución, en emulsión o dispersión. Se ha observando que los 

poliésteres de alto peso molecular sólo se han obtenido mediante el uso de reacciones 

aniónicas o por la polimerización por apertura del anillo coordinación-inserción (Albertsson 

et al., 2003; Tapia, 2007; Dove, 2008), ya que la polimerización por reacciones catiónicas 

son difíciles de controlar y por lo tanto de predecir su peso (Tapia, 2007). 

 

3.3.2 Ácido poli-láctico (PLA) 
 

 El ácido láctico es una molécula quiral simple (Figura 1) que presenta dos 

enantiómeros, L-y D -ácido láctico lo que da origen a 3 formas isoméricas, la L-Lactida, D-

Lactida y la combinación de ambos D,L- Lactida (Gupta et al., 2007). 

 

 El ácido Láctico se puede producir  por dos vías, la primera es mediante la 

fermentación natural de la melaza, la fécula de papa o de dextrosa de maíz y la otra vía 

conocida es por medio de materias primas petroquímicas. La ruta petroquímica del ácido 

láctico es la mezcla racémica ópticamente inactivo de los  isómeros de L y D. 

Actualmente, la ruta más popular es la fermentación, en la que el almidón de maíz se 

convierte en ácido láctico por acción de las  bacterias, para lo cual se utiliza una cepa de 
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Lactobacillus (Gupta et al., ,2007). Dentro de sus usos más comunes se emplea en 

ingeniería de tejidos como estructuras específicas para dirigir el crecimiento y 

diferenciación celular, así como transportador de fármacos  (Chang-Sik et al., 2005). 

 
Figura 1: Esquema del Ácido Lactico. Lado Izquierdo se observa en su forma cíclica. Lado Derecho se 

observa en su forma lineal 

 

3.3.3 Ácido poli-glicólico (PGA) 
 

 El ácido poli (glicólico) es una poliéster lineal alifático (Figura 2) altamente 

cristalino (45-55%) e hidrofílico de fácil degradación hidrolítica tanto in vitro como in vivo, 

presenta punto de fusión alto (220-225°C) y una baja solubilidad en disolventes orgánicos. 

Debido a su biocompatibilidad y biodegradabilidad este polímero y sus copolímeros se 

han estudiado para diversos fines entre los que destacan la liberación de fármacos y 

aplicaciones ortopédicas. El primer uso para aplicaciones médicas fue como suturas 

absorbibles, conocida comercialmente como Dexon y su degradación, generalmente, se 

realiza a través de un mecanismo heterogéneo. (Albertsson et al.,  2003; Chang-Sik  et 

al., 2005) 

 
Figura 2: Esquema del Ácido Glicolico, Lado Izquierdo se observa en su forma cíclica. Lado Derecho se 

observa en su forma lineal  
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3.3.4 Ácido poli-(láctico-co-glicólico) PLGA 
 

 La copolimerización es una técnica utilizada para modificar las propiedades de los 

polímeros iníciales dando como resultando polímeros que se ajustan a las necesidades 

previamente originadas (Tapia 2007). Entre los copolímeros más utilizados en la industria 

farmacéutica se encuentra el PLGA y por lo tanto es uno de los más estudiados (Chang-

Sik et al., 2005).  

 

 Estos compuestos presentan variaciones en sus características, las cuales están 

directamente relacionadas con las proporciones de PLA y PGA presentes en el 

compuesto y el tipo de lactida utilizada. Es así, que un copolímero que contenga poly(L-

Lactida) dará origen a un polímero cristalino, mientras que con una poly(DL-Lactida) dará 

origen a uno amorfo (Tapia 2007; Rodríguez 2007).  

 

 La morfología adquirida por los copolímeros es de gran importancia ya que 

determinará sus posibles usos. Entre los más comunes en la biomedicina están la 

elaboración de prótesis, piel artificial, implantes dentales, injertos vasculares, alfileres, 

tornillos de hueso, y placas de fijación de fractura interna temporal (Albertsson et al., 

2003; Tapia 2007). 

 

3.3.5 Degradación del Polímero 
 

 La degradación de los polímeros o copolímeros es de gran importancia, ya que la 

cinética de la molécula encapsulada y la dosis liberada estará íntimamente relacionada 

con la erosión del comprimido. (Chang-Sik et al., 2007).  

 

 La degradación de los polímeros depende de muchos factores, entre los que se 

encuentran la superficie, el tamaño del comprimido, el peso molecular y la porosidad. 

También hay que considerar el tiempo de exposición al medio, la temperatura, el pH del 

medio donde se está llevando a cabo la degradación y los solventes residuales presentes 

(Huang et al., 2006; Frank, 2004; Pamula et al., 2008). Existen otras propiedades de gran 

importancia que intervienen en la degradación del polímero y consecuentemente en la 

liberación del fármaco, dichas propiedades son la temperatura de transición vítrea (Tg) y 
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la cristalinidad, sin embargo, la participación de la cristalinidad sobre la degradación de 

los polímeros no ha sido esclarecida en su totalidad (Frank 2004). 

 

 Existen dos tipos de degradación de manera natural de los poliésteres sintéticos, 

formas heterogénea u homogénea (Singh et al., 2007). 

 

 La degradación heterogénea, también llamada la erosión de superficie (Kotwal et 

al., 2007),  se basa en la erosión de las superficies del comprimido provocado por las 

condiciones medioambientales en las cuales se encuentra. La degradación del núcleo del 

comprimido es relativamente baja (Anderson et al., 1997), o nula por lo que se mantiene 

la integridad química del polímero que no se encuentra en contacto con el medio (Singh et 

al., 2007). Este tipo de degradación es característica de los polímeros cuya morfología es 

altamente cristalina (Kotwal et al., 2007). 

 

 La degradación homogénea se produce de manera masiva, donde la erosión se 

lleva a cabo en todo el sistema de liberación y el agua penetra al comprimido, generando 

fragmentos de éste por la ruptura de los enlaces covalentes (Singh et al., 2007; Anderson 

et al., 1997) 

 

 El proceso de degradación in vitro de PLGA se divide en cuatro etapas,  

La fase I se caracteriza por la absorción de agua.  

La fase II se observa un descenso brusco, pero constante, del peso molecular debido a la 

ruptura al azar de las cadenas, preferentemente de las uniones glicólico-glicólico  en el 

centro de la matriz.  

La fase III se caracteriza por la evidente pérdida de peso. La distancia entre las cadenas 

se incrementa originando poros que faciliten la salida de los grupos ácidos. La pérdida de 

peso junto con la difusión y la disolución es producto de la degradación del ácido en la 

solución. 

La fase IV se caracteriza por la disminución en la cantidad de los poros o el colapso de 

estos, los cuales forman una especie de red. (Huang et al, 2006).  

 

 Huang et al. (2006) observaron que los copolímeros de PLGA, inician su hidrólisis 

en los segmentos ricos en ácido glicólico, es decir, tiene predilección por segmentos 

donde hay dos ácidos glicólicos unidos. (Huang et al, 2006), Esto se debe a que el acido 
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glicólico es más hidrofílico con respecto al acido láctico, razón por la cual los copolímeros 

que tienen una mayor  proporción de acido glicólico sufren una degradación más rápida, 

comparativamente con el acido láctico. (Huang et al, 2006; Houchin et al., 2008) 

 
3.3.6 Liberación del Fármaco 

 

 La liberación del fármaco puede ocurrir de tres formas dependiendo del tipo de 

unión entre los polímeros y el principio activo, las cuales se describen a continuación:  

 

 El principio activo que se adjunta covalentemente a la estructura central del 

polímero es liberado por una hidrólisis entre los enlaces que unen al fármaco con 

la estructura del polímero (Kotwal et al., 2007; Sinha et al., 1998).  

 Cuando el fármaco está rodeado por una membrana biodegradable, la liberación 

del principio se da activo se da mediante la erosión de la membrana polimérica. Al 

mismo tiempo, el fármaco puede difundir hacia fuera del dispositivo (Kotwal et al., 

2007; Sinha et al., 1998).  

 Finalmente, cuando el principio activo está disperso de forma homogénea en un 

polímero biodegradable, la liberación se realiza por un mecanismo de difusión o 

por la erosión del polímero o por una combinación de ambas (Kotwal et al., 2007; 

Sinha et al., 1998).  

 

3.4 Otros biomateriales absorbibles para la elaboración de sistemas de liberación 
de fármacos  
 
 El desarrollo de biomateriales ha sido un proceso en evolución. Muchos de los 

biomateriales en uso clínico originalmente no fueron diseñados para tales fines, sin 

embargo, los biomateriales fueron utilizados para resolver los problemas a los cuales se 

enfrentaban, es así que surgieron los materiales biodegradables para la elaboración de 

sistemas de liberación de fármacos (Langer et al., 2003), entre los cuales se pueden 

destacar los siguientes:  
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3.4.1 Hidrogeles 
 

 Los polímeros explandibles, que son insolubles en agua, se denominan 

comúnmente hidrogeles. (Sinha et al., 1998). Los Hidrogeles son estructuras hidrofilicas 

conformadas por enlaces cruzados de homopolímeros o copolímeros, los cuales son 

insolubles debido a la presencia de productos químicos (covalente o iónico), o la física de 

los enlaces cruzados, este último puede ser una mezcla de cristales o de la estructura de 

hidrógeno agregada que proporcionan una estructura de la red dando la integridad física 

del implante. Los hidrogeles han sido extremadamente útiles en aplicaciones 

farmacéuticas y biomédicas, principalmente por su alto contenido de agua,  la similitud al 

tejido natural, así como su biocompatibilidad.  Además han sido clasificados también 

como amorfo, semicristalino (Langer et al., 2003). Los hidrogeles más usados son la 

polivinil pirrolidona, los derivados de la celulosa y polyethylene glycol diacrylate (PEGDA) 

 

3.4.2 Polimeros de origen natural 

 

 Recientemente se han investigando los polímeros de origen natural para la 

elaboración de sistemas de liberación controlada de fármacos, tal es el caso del Chitosán 

[Chitosan, β (1,4) 2-amino-2-D-glucosa], es un biopolímero catiónico, el cual es el principal 

componente de las conchas de cangrejo y del camarón. El Chitosan ha sido usado en la 

biomedicina, ingeniería de tejidos y sistemas de liberación de fármacos, debido a su 

biocompatibilidad, baja toxicidad, y fácil degradación en el cuerpo por las enzimas como la 

lisozima y chitosan. Además de los geles y comprimidos, el chitosan ha sido utilizado para 

el tratamiento de las infecciones por hongos, mediante una aplicación por vía oral (Langer 

et al., 2003). 

 

3.5 Determinación Hormonal 
 

 Existen diversos métodos para definir la cantidad de hormonas presentes en una 

muestra. La confiabilidad con la que la prueba determina la concentración hormonal 

dependerá de la sensibilidad del método analítico implementado. Se han desarrollado 

diversas pruebas que permiten cuantificar la cantidad total de proteína de forma indirecta. 

Dentro de estos ensayos se encuentra la prueba de Bradford, el cual utiliza un colorante 

denominado azul coomasie como reactivo principal. El fundamento es la interacción del 
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reactivo con algunos aminoácidos, principalmente arginina y en menor medida con 

histidina, lisina, tirosina, triptófano y fenilalanina. Sin embargo, la medición de proteínas 

totales no se una indicación de la liberación de la proteína de interés. Por esta razón se 

emplearan métodos analíticos específicos, tales como radioinmunoensayo (RIA) y 

enzimoinmunoensayo (EIA).  

 

 El método de RIA es altamente fiable y preciso, aunque tiene como inconveniente 

el uso de radioisótopos (I125), por tal motivo su uso queda restringido a laboratorios 

especializados. Entre los métodos no radiactivos se encuentran el EIA que incluso puede 

ser usado en pruebas de campo, sin embargo, ambas pruebas requieren la generación de 

anticuerpos específicos para cada proteína que se pueda medir (Prakash et al.,  1999).  

 

 Estos métodos son de gran ayuda para la determinación de hormonas especificas 

de especie, tal es el caso de la FSH. 
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4.0 MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 Se desarrollaron 15 implantes de FSH y PLGA en 4 etapas, para lo cual se utilizó 

hormona folículo estimulante de extracto pituitario porcino (Folltropin-V; BIONICHE) y los 

copolímeros PLGA25G01 y PLGA35M05 con un peso molecular de 26 600, 39 600 Mn 

respectivamente y el copolímero P2191 con un peso molecular que oscila entre 40000 – 

75000wt, celulosa 435244 y lactosa L3750 (Sigma-Aldrich) 

 

4.1 Elaboración del comprimido 
 
 El proceso para la elaboración de los comprimidos constó de 4  etapas: molienda, 

tamizado, mezclado y compresión 

 

4.1.1 Molienda 

 

 Consistió en triturar cada uno de los reactivos que integran la formulación del 

comprimido, (polímero, celulosa, lactosa) con la ayuda de un molino  analítico de 

cuchillas. Para el caso del polímero, éste se coloco dentro del contenedor del molino y se 

añadió un poco de nitrógeno liquido para endurecerlo y facilitar la molienda. 

 

4.1.2 Tamizado 

 

 Se realizó un tamizado de los reactivos previamente molidos, para estandarizar el 

tamaño de partícula. Para la primera etapa se utilizó una malla con una abertura de 250 

micras de diámetro, mientras que para las etapas posteriores (II a IV) fue utilizada una 

malla de 75 micras de diámetro, todo esto con la finalidad de que las partículas de los 

reactivos fueran los más semejantes a las partículas del liofilizado comercial de la FSH. 

(Anexo 1) 

 

4.1.3 Mezclado 

 

 El mezclado de los componentes de los implantes, para el etapa I, se realizó en 

viales de plástico de 4ml, donde se introdujeron los reactivos, los cuales fueron 

incorporados de la siguiente forma: 20 vueltas al frente, 20 vueltas atrás, se coloco en el 
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vortex por 10 segundos, finalizando nuevamente con 20 vueltas al frente y 20 atrás, sobre 

su eje transversal. Para los implantes de los etapas II a IV el mezclado se hizo en viales 

de cristal, siguiendo la metodología antes descrita. 

 

4.1.4 Compresión 

 

 La compresión se realizó en una prensa CARVER (Anexo2), teniendo variaciones 

en cada etapa, es así, que para el etapa I se aplicó una presión de 2 toneladas, utilizando 

punzones de acero inoxidable con un diámetro de 3mm. Para el etapa II, se usó una 

presión de 2 toneladas, usando punzones de 1.4 cm de diámetro, finalmente para los 

etapas III y IV se utilizaron los punzones de 3 mm de diámetro a una presión de 1 

tonelada. En todas las etapas el tiempo de compresión fue de 10 segundos.  

 

4.2 Pruebas de la liberación de proteína  
 

4.2.1 Método de liberación in vitro 

 

 Los implantes del etapa I fueron colocados en celdas horizontales de reflujo 

utilizando membranas de spetra/por de celulosa regenerada, las cuales contenían 3 ml  

de Solución Buffer de Fosfatos (PBS [NaCl1.5M,KH2PO4mM]) a un pH de 7.4 (Anexo 3, 

Foto1), mientras que para los implantes de la fase II a IV las liberaciones se realizaron en 

vasos termostatados (Anexo 3, Foto2), en un volumen de 15 ml de PBS 1N. Ambos tipos 

de celdas fueron alimentadas por un baño termostático de recirculación, con constante 

agitación magnética, que permitía mantener  la temperatura de las celdas a 37.5ºC 

  

4.2.2 Muestreo  

 

 El muestreo inició en el momento de la colocación del implante en la celda de 

liberación (hora cero). Posteriormente se tomaron muestras cada 15 minutos durante las 

dos primeras horas, después se prolongó a cada 30 min por las dos horas subsecuentes, 

consecutivamente se tomaron muestras cada 60 min por dos horas más. Una vez 

concluido este periodo, se tomó una muestra cada dos horas hasta llegar a las 48 horas, y 

finalmente se tomó una muestra cada 12 horas hasta llegar a las 96 horas totales de 

muestreo. 
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4.3 Determinación hormonal de las muestras  
 
 La cantidad de proteína contenida en las muestras fue determinada mediante el 

método de Bradford (Deutscher et al., 1990).  

 

 Para determinar el contenido real de FSH en las muestras obtenidas, se utilizó el 

método de RIA fase liquida, utilizando el kit comercial de la marca TUENRE, este kit 

contiene anticuerpo de conejo. El procedimiento de titulación se realizó bajo las 

condiciones descritas por el Tucker Endocrine Research Institute sin que se presentará un 

porcentaje de unión entre el antibFSH.1 y la hormona radioyodada (tuenre.bFSH.ig). En 

función de estos resultados, se procedió a la titulación de acuerdo a las condiciones 

descritas en nuestro laboratorio (Perera et al., 2008). 

 

4.4 Análisis estadístico 
 

 La concentración proteínica de las muestras se estimó mediante una regresión 

lineal con efecto cuadrático de las absorbancias registradas durante la determinación de 

proteína total en la prueba de Bradford  

 

 Para estimar la correlación entre las concentraciones de proteína y FSH se realizo 

mediante el paquete estadístico SAS, donde se correlacionaron los miligramos de 

proteínas totales obtenidos con la prueba de Bradford y los nanogramos de FSH 

obtenidos con RIA 
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5.0 RESULTADOS 
 

 En el presente trabajo se desarrollaron 16 comprimidos con diferentes 

proporciones de Hormona Folículo Estimulante y Acido poli(láctico-co-glicolico), las cuales 

se resumen en el siguiente cuadro. 

 

 

ETAPA No de  
Comprimido 

 
n FSH 

(mg) 
Polímero 

(mg) 

Peso 
Molecular del 

polímero 
(Mn, *wt) 

Celulosa 
(mg) 

Lactosa 
(mg) 

I 1 4 0.3 17.16 26 600 --- --- 
II 2 2 5 5 26 600 --- 40 
 3 2 5 5 39 600 --- 40 
 4 2 5 5 26 600 2.5 37.5 
 5 2 5 5 39 600 2.5 37.5 

III 6 2 5 10 26 600 --- 2.5 
 7 2 2.5 10 26 600 --- 5 
 8 2 5 10 26 600 --- 10 

IV 9 2 1 19 26 600 --- --- 
 9ª 2 1 19 39 600 --- --- 
 10 2 1 39 26 600 --- --- 
 10ª 2 1 39 39 600 --- --- 
 11 2 1 49 26 600 --- --- 
 11ª 2 1 49 39 600 --- --- 
 12 2 1 99 26 600 --- --- 
 13 2 0.5 139.8 26 600 --- --- 
 14 2 0.5 224.7 39 600 --- --- 
 15 4 0.5 249.5 40-75 000* --- --- 

--- 16 4 --- 20 26 y 39 000 --- --- 
Cuadro 5.1 Resumen de las proporciones y reactivos utilizados para cada uno de los comprimidos que 

conformaron cada a las diferentes etapas del presente trabajo. 

 

 

 

5.1 Etapa 1 
 

 Durante esta etapa los comprimidos tenían una proporción hormona:polímero de 

1:56, con el polímero con un tamaño de partícula de 250 micras de diámetro. El liofilizado 

de FSH fue difícil de estandarizar debido a que la presentación comercial presenta un 

tamaño de partícula muy pequeño que dificulta la medición del tamaño de partícula. 
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En la incubación de los comprimidos se observó liberación de proteína desde el inicio, los 

valores obtenidos oscilaban alrededor de los 1.41 + 0.02 mg que se mantuvieron hasta 

por 26 horas. 

 

 
Grafica 5.1 Concentraciones puntuales de proteína recuperada durante la fase de liberación de los implantes 

cuyas proporción de hormona-polímero 1:57 (n=4). 
 

 Al finalizar el proceso de liberación, a las 26 horas se observó que el comprimido 

prácticamente conservo su forma original, mostrando una ligera erosión en las paredes.  

 

 

 

5.2 Etapa 2 

 

 Con base en los resultados obtenidos anteriormente se decidió modificar algunos 

factores, tales como el tamaño de partícula de los componentes, la presión utilizada en los 

comprimidos, el tipo de celdas de liberación utilizadas, la relación hormona:polímero, así 

como las características físico-químicas del polimero pudieron haber influido en la 

liberación de proteína de la etapa I. 

 

 Se observó una rápida desintegración de los comprimidos, posiblemente como 

resultado del uso de punzones de mayor diámetro, lo que dio origen a comprimidos con 

una mayor superficie de contacto al buffer. Además, la integración de la celulosa y lactosa 

como parte de la formulación permitió una mayor apertura de canales para la rápida 
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hidrolización del implante, apresurando su desintegración. Todo lo anterior pudo provocar  

que la proteína incluida en el comprimido fuera liberada durante los primeros 15 minutos. 

 

 Las concentraciones de prot eína durante l a primer hora al canzaron un nivel 

promedio 0.645 mg, para posteriormente descender a concentraciones de 0 mg, lo cual se 

esquematiza en la gráfica 5.2. 

 

 
Grafica 5.2: Representación grafica de las concentraciones de proteína liberada de los implantes de la etapa 
II, las líneas azul y roja representa al implante 2 (n=2) y 3(n=2) respectivamente, los cuales contienen FSH 

(10%), polímero (10%)  y lactosa (80%). Mientras que las líneas verde y morada, representan a los implantes 
4(n=2) y 5(n=2), que en su formulación contienen FSH (10%), polímero (10%), celulosa (5%) y lactosa (75%). 

 
 

 
Figura 5.1. Implantes de la etapa II, A: FSH (10%), polímero (10%)  y lactosa (80%), B: FSH (10%), polímero 

(10%), celulosa (5%) y lactosa (75%), la flecha señala el sitio de fractura. 
 

 Dado que la inclusión de celulosa no resulto satisfactoria se decidió excluirla de la 

formulación, dando paso a la etapa 3 del desarrollo. 

 
 

A                              B 
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5.3 Etapa 3
 

 La formulación de la etapa 3 estuvo conformada por la FSH, PLGA y Lactosa en 3 

diferentes porcentaje de i nclusión ( 14, 2 8 y 40 %). Para la comp resión se util izaron los 

punzones de 0.3cm  de  diámetro, pa ra r educir l a superficie de con tacto con  el  m edio y 

disminuir la velocidad de desintegración y usando una presión de 1 tonelada.  

 

 La concentración de proteica inicial f ue de 2.16 mg pa ra e l t iempo cer o, 

alcanzando niveles prom edio de  27.76 mg en la primer ho ra, el  i mplante 6 m ostró 

concentraciones proteinitas de 4.1mg para la segunda hora, descendiendo a niveles de 0 

mg en la hora 3, en tanto, en los implantes 7 y 8 dejaron de liberar proteína en la segunda 

hora. La i nclusión de  l actosa acelero el pro ceso de de sintegración d el i mplante. Los 

comprimidos que contenían mayor cantidad de lactosa ( implante 8) se desintegraron en 

45 minutos, mientras que los comprimidos que contenían una cantidad menor de lactosa 

(implante 6), tardaron 75 minutos en desintegrarse (Grafica 5.3). 

 

 Con los resultados obtenidos se decidió reformular una vez más la composición de 

los implantes, dando lugar a la etapa 4. 

 

 
Grafica 5.3 Se representa las concentraciones de proteína recuperadas durante la fase de liberación de los 
implantes de la etapa 3, la línea azul representa al implante 6(n=2) el cual contenía 14% de lactosa, 24% de 
FSH y 57% polímero; la línea roja representa al comprimido 7(n=2), cuyo contenido de lactosa era del 28%, 

14% de FSH y 57% polímero y finalmente el implante 8(n=2) está representado por la línea verde, este 
comprimido contenía el 20% de FSH, 40% polímero y 40% de lactosa de inclusión  
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5.4 Etapa 4
 

 En esta etapa se excluyeron adyuvantes po r lo q ue los comprimidos estaban  

conformados únicamente por el copolímero y FSH. Esta etapa  estuvo dividida en 4 fases, 

la di visión se hi zo con  base en  las propo rciones de hormona-polímero y f acilitar su 

análisis. En l a fase 1 d e la etapa I V, los co mprimidos con tenían una proporcion 1:20  

(implantes 9), 1:40(implantes 10) de FSH : polímero. Para el primer caso, la concentración 

de proteína inicial se encontraba en los 5 1.30 mg, l ogrando l a máxima l iberación en  l a 

hora 1 con un nivel de de 218.83 mg para una de recuperación de 272.4 mg, mientras que 

en el  segundo caso, los niveles iníciales eran de 17 mg en la hora 0, liberando toda la 

proteína en el transcurso de la primer hora, con concentraciones de 174.97 mg, logrando 

una recuperación total de 192.13 mg. (Grafica 5.4). 

 
  

Grafica 5.4: Concentraciones de proteína determinada de los comprimidos de la etapa IV de la fase I, las 
líneas azul y roja representa a los implantes 9(n=2) y 9a(n=2) respectivamente, cuyas proporciones de 

inclusión eran de 1:20 (hormona:polímero). Las líneas verde y morada representan a los implantes 10(n=2) y 
10ª(n=2), cuyas proporciones eran de 1:40. 

 

 Dado el  corto t iempo de l iberación, se incrementó la can tidad de  PLGA para 

retrasar la salida de la hormona. 

 

 En la segunda fase de esta etapa se diseñaron compr imidos con una proporción 

de 1:50 y 1:100. 

 

   0               1            2              3              4           5                6             7              8             9 
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 Los comprimidos con una proporción de FSH:PLGA de 1:50 liberaron proteína en 

concentraciones de 20 ug en la hora cero y observando un pico en la hora uno con una 

concentración promedio de 159.83 ug, para posteriormente descender de forma paulatina, 

manteniendose en niveles promedios de 17 ug hasta las 6 horas. 

 

 Por otra pa rte, los comprimidos cuya propor ción Hormona:PLGA fue de 1:100 , 

tuvieron un comportamiento irregular, observándose proteína durante los primeros 15 min, 

descendiendo a niveles de 0 del minuto 30 al 60 y elevándose a partir del minuto 75 hasta 

mostrando proteína hasta las 6 horas para finalmente descender a 0 mg/ml. (grafica 5.5). 

 
Grafica 5.5 Representación grafica de los valores puntuales de proteína recuperada de los implantes de la 

etapa IV de la fase II, donde las líneas azul y roja representa a los implantes 11 y 11ª(n=2) respectivamente, 
cuyas proporciones de inclusión eran de 1:50 (hormona:polímero). Las líneas verde representan a los 

implantes 12(n=2), cuyas proporciones eran de 1:100. 
 

 En la fase III de la etapa IV (implantes 13 y 14), Se realizaron comprimidos cuyas 

composiciones de hormona:polímero son: 1:280 y 1:449, respectivamente. Se detectaron 

niveles bajos de de proteína, entre 0.5 y 0.2 mg, de forma irregular durante 96 horas. Las 

cantidades de  pro teína de r ecuperada fueron 5 veces más de  lo i ncluido para l os 

implantes numero 13 y 3 veces más para los comprimidos número 14 como se aprecia en 

el cuadro 2. (grafica 5.6). 
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Grafica 5.6 Concentraciones de proteína recuperada de los implantes de la etapa IV de la fase III, la línea azul 
esquematiza el comportamiento del implante 13, cuyas proporción de hormona-polímero eran de 1:140(n=2). 

Las líneas roja representan al implante 14(n=2), cuyas proporciones eran de 1:225. 
 

 Finalmente, tras los resultados obtenidos en las etapas anteriores, así como en las 

diferentes fases de esta etapa, se de sarrollaron comprimidos con  un a proporción de 

1:500, los cuales mostraron liberación de proteína durante 96 horas, que oscilaban entre 

5.25 y 0.15 mg/hr, siendo hasta este momento la mejor opción para la liberación de FSH a 

dosis bajas.  

 

 
Grafica 5.7 Esquema de las concentraciones liberación de proteína y FSH de los implantes cuyas proporción 

de hormona-polímero fueron de 1:500(n=4), la línea roja representa las concentraciones puntuales de proteína 
recuperada medida con el reactivo de Bradford (BF). La línea azul muestra las concentraciones de FSH 

determinados mediante la técnica de radioinmuno análisis (RIA). 
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 Para confirmar el resultado obtenido mediante la técnica de Bradford se midió FSH 

por RIA.  

 

 Los resultados aportados por el radioinmunoanálisis muestran la presencia de 

FSH, con una variación muy amplia a lo largo de las 96 horas. Las cuales inicialmente 

mostraron niveles de 61 ng/hr, alcanzando niveles de 354.20 ng/hr durante la primer hora 

de liberación para posteriormente iniciar un descenso de FSH a partir de la segunda hora 

donde se detectaron niveles de 224.5 ng/hr, llegando a los 48 ng/hr a la hora 3. 

Finalmente los valores de FSH determinados a partir de la hora 4 y hasta la hora 96 

oscilaron entre 2.8 y 0.29 ng/ml (grafica 5.7). Las concentraciones promedio de FSH 

obtenidas al finalizar las 96 horas de liberación fueron de 32 ng/hr. Tanto las 

concentraciones de FSH como las concentraciones de proteína mostraron un paralelismo 

con una correlación de 0.98 (P<0.05) gráfica 5.8.  

 
5.8 Grafica de Correlación entre Proteína y FSH en escala logarítmica base 10 

 

 Las concentraciones acumuladas de proteína y FSH  se representan en la grafica 

5.9. La cantidad acumulada promedio liberada por los implantes a lo largo de las 96 

horas, tuvo un valor inicial de 61.15 ng durante en la hora cero de liberación, llegando a 

total de 1182.26 ng al final de las 96 horas, En tanto que las cantidades de proteína 

iniciaron con niveles de 0.799 mg llegando a un total de de 25.41 mg totales a las 96 

horas.  
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Grafica 5.9: Se esquematiza la cantidad de proteína acumulada liberada en 96 horas. La línea azul representa 

las concentraciones acumuladas de FSH determinadas por RIA, mientras que roja los valores de proteína 
determinadas por Bradford. 

 

 En el cuadro 2 se presenta los valores de proteína total recuperada de los 

implantes sometidos a la  prueba de liberación. 

 
Cuadro 5.2: Se resumen los miligramos y porcentajes de proteína y FSH incluidos y recuperados 

Etapa Comprimido Proporción 
FSH:PLGA: n mg 

incluidos 

mg de 
proteína 

recuperados 

microg de 
FSH 

recuperados 

% de 
proteína 

recuperada 

% de FSH  
recuperada 

I 1 1:57 4 0.3 7.08 + 2.91  2360  
II 2 1:1:8 2 5 1.11  22  
 3 1:1:8 2 5 3.81  76  
 4 2:2:1:15 2 5 4.35  87  
 5 2:2:1:15 2 5 3.27  65  

III 6 2:4:1 2 5 2.04  41  
 7 1:4:2 2 5 2.44  49  
 8 1:2:2 2 2.5 1.76  70  

IV 9 1:20 2 1 14.29  1429  
 9 1:20 2 1 22.09  2209  
 10 1:40 2 1 15.41  1541  
 10 1:40 2 1 10.20  1020  
 11 1:50 2 1 21.65  2165  
 11ª 1:50 2 1 18.51  1851  
 12 1:100 2 1 4.96  496  
 13 1:140 2 0.5 2.75  550  
 14 1:225 2 0.5 1.59  318  

 15 1:500 4 0.5 25.41 + 
0.0001 1.18  + 0.07 300  
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5.5 Comprimidos de PLGA sin FSH
 

 Durante l a de terminación de proteínas se ob tuvieron valores de r ecuperación 

totales por ar riba de  l os añadidos a la f ormulación, po r esta razón se  realizaron 

comprimidos sin FS H. Las pruebas de  l iberación detectó l a de terminación de proteína. 

(Grafica 5.10). 

 

 
Grafica 5.10: Se esquematiza las concentraciones de proteína liberada de los comprimidos de PLGA que no 

contenían hormona n=4. 
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6.0 DISCUSION 

 

 En el presente trabajo se desarrollaron comprimidos PLGA, los cuales contenían y 

liberaron FSH por 96 horas. Las concentraciones de FSH liberada fueron de 32 ng/hr. 

Esta cantidad en un bovino de 500kg aportarían 0.064 ng/ml, considerando que tuviera 

una vida media de 1 hora, sin embargo la vida media de la FSH es de 2.5 horas (Ulloa-

Aguirre et al., 1995) por lo que hay que considerar el acumulado, lo cual da una 

concentración de 0.13ng/ml de FSH a nivel sanguíneo, esta concentración  sería 

insuficiente para lograr una estimulación ovárica, dado que para que se de un desarrollo 

folicular se necesitan concentraciones de 50 microgramos de FSH en hora, lo que 

representaría una concentración sanguínea aproximada de 1ng/ml. El fundamento para 

determinar que la administración de 50 microgramos para lograr una estimulación ovárica 

se basa en el trabajo realizado por Garverick et al., (2002), quienes observaron que al 

administrar 50 microgramos/hr de FSH en vacas de carne con la pituitaria inhibida por la 

administración crónica de un agonista de GnRH presentaba concentraciones de FSH 

similares a los del grupo control, logrando estimulación ovárica muy parecida a lo que 

ocurriría de forma natural. Por lo que se infiere que las concentraciones de FSH que 

producen estimulación ovárica con niveles fisiológicos oscilan alrededor de 1 ng/ml 

(Garverick et al 2002) Esto no concuerda con lo presentado por Rathbone et al., (2001), 

quienes al realizar una revisión bibliográfica encontró que los niveles de FSH oscilan entre 

1.3 y 2 ng/ml en bovinos durante la fase lútea, reportando los niveles más altos en el día 

9, lo cual se acerca mucho a los días en que se presentan la emergencia en la oleada 

folicular. Sin embargo, tanto las concentraciones reportados por Garverick et al., como los 

niveles presentados por Rathbone et al., están por arriba de las concentraciones liberados 

en implantes del presente trabajo. Por lo tanto, se infiere que las concentraciones de FSH 

aportadas por el implante no tendrán efecto sobre la estimulación ovárica, dado que 

niveles liberados en una hora estarían por debajo de los considerados como fisiológicos. 

 

 En el presente estudio se utilizo PLGA como base para controlar la liberación de la 

FSH. Con base en lo anterior y tomando en consideración las características físico-

químicas de la FSH, así como las características del polímero, se prepararon comprimidos 

por medio de la técnica de compresión directa. La razón por la cual se utilizó la técnica de 

compresión directa para la elaboración de los comprimidos radicó en que la FSH es una 
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glicoproteína fácilmente desnaturalizable (Ulloa-Aguirre et al., 1998), por lo que el realizar 

algún procedimiento que implique el uso de calor por tiempos prologados o de solventes 

podría inactivar la proteína, haciendo que la hormona disminuya o pierda su actividad 

biológica, tal como lo comenta Santoveña et al., (2009), quien observó que al formular una 

pastilla por el método de compresión directa, el péptido que se deseaba administrar no 

comprometió la estabilidad de la hormona. Por lo que, los comprimidos elaborados por 

compresión directa permitirá que las hormonas no sufran alteración en su estructura y 

función. 

 

 En el transcurso del presente trabajo se usaron dos presiones y dos punzones 

diferentes. En la etapa I se utilizaron punzones de 0.3cm de diámetro a una presión de 2 

toneladas, esta presión resulto muy alta para el diámetro de estos punzones, ya que la 

presión máxima que resiste este diámetro es de 0.8 toneladas, razón por la cual los 

punzones sufrieron fracturas (Hibbeerler, 2006). En la etapa II se utilizó la misma presión 

pero con punzones de mayor tamaño (1.4cm), sin embargo, los comprimidos obtenidos se 

desintegraron rápidamente por tener una mayor superficie de contacto con el PBS, 

además del excesivo contenido de lactosa. La rápida desintegración del comprimido y por 

ende la rápida liberación de proteína dio pauta para realizar cambios en la compresión, 

por tal motivo se regresó al uso de los punzones de 0.3cm pero a una presión de 1 

tonelada. Los comprimidos producto de esta etapa tuvieron la dureza suficiente para 

resistir el manejo, previo a la liberación, sin embargo como se puede apreciar en las 

graficas correspondientes a la etapa III, la liberación de proteína fue en un tiempo muy 

corto, posiblemente por la alta concentración de lactosa incluida en los implantes, la cual 

ayudo a una rápida desintegración de la pastilla. Por lo descrito anteriormente aunando a 

el trabajo presentado por Santoveña et al, (2009) se puede inferir que  la presión ejercida 

para la compresión de los implantes, así como el diámetro de los punzones a utilizar es de 

gran importancia. Un exceso en la presión genera comprimidos muy compactos, lo cual 

interfiere en liberación del fármaco, mientras que comprimidos elaborados con una 

presión baja dan lugar a implantes frágiles que liberan el principio activo de forma rápida 

por su rápida desintegración, además de un manejo muy delicado. 

 

 Además de la compresión existen otros factores a considerar como la adición de 

adyuvantes que actúen como “disgregantes” o “secuestrantes”, los cuales contribuyen a 
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dosificar la liberación del fármaco. En este estudio se incluyeron diluyentes en la 

formulación para solucionar la falta de liberación del fármaco y desintegración de 

implantes observado en la etapa I. La inclusión de “disgregantes” tuvo la finalidad de abrir 

canales dentro del comprimido, los cuales ayudarían a la hidrolización y fragmentación de 

los comprimidos. La inclusión de lactosa y celulosa a concentraciones de los diluyentes 

iban desde el 10% de la formulación total hasta el 200% del peso total de los reactivos 

base (polímero-hormona) aumento la fragilidad de los comprimidos e hizo su manejo 

delicado (Aulton 2004). 

 

 Estas concentraciones están muy por arriba de las reportadas en la literatura, la 

cual indica que las cantidades de disgregantes dentro de una forma farmacéutica no 

deberán exceder del 5% del volumen total del comprimido (Aulton 2004). Por lo tanto, Los 

comprimidos que contenían Lactosa dentro de la formulación dieron como resultado 

comprimidos altamente hidrosolubles que liberaron el total de la proteína en 15 minutos, 

posiblemente por las altas concentraciones de la lactosa. Las concentraciones de lactosa 

estaban por arriba niveles reportados como máximos en la literatura. Las altas 

concentraciones de lactosa en conjunto con su solubilidad dio lugar a que los 

comprimidos se desintegraran de manara casi inmediata al contacto con el medio acuoso. 

Por esta razón se decidió retira a la lactosa y celulosa de la formulación. 

 

 Considerando la alta solubilidad de la lactosa, se integro celulosa a la formulación, 

con la finalidad de que esta última retrasara el proceso de liberación de la hormona. La 

celulosa al hidrolizarse sufre un proceso por el cual el agua queda atrapado en las redes 

del polímero por lo que este compuesto al humectarse se hinchara. Este fenómeno podría 

ayudar a la desintegración del implante, pero al mismo tiempo encapsularía al fármaco 

retrasando su salida. Por otra parte el hinchamiento ayudará a abrir canales para fracturar 

el implante ayudando a la desintegración del comprimido (Sinha, et al., 1998). Por lo 

tanto, la celulosa se añadió para que cumpliera con dos funciones, la primera ayudar a la 

desintegración del comprimido y la segunda a retrasar la liberación del fármaco. Por lo 

anterior se infiere que los implantes que contenían celulosa presentarían una degradación 

más lenta que los que contenían lactosa. Lo anterior no ocurrió así, ya que los 

comprimidos que contenían celulosa presentaron una desintegración más rápida, lo cual 

puedo deberse a la pobre interacción del polímero con la celulosa dando como resultados 
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comprimidos frágiles y poco manejables, los cuales se rompían con facilidad durante su 

almacenamiento. 

 

 Otro factor a considerar durante la elaboración de una forma farmacéutica es el 

tamaño de partícula que presentan los reactivos, en este caso, que conformaran el 

comprimido. Las formulaciones donde los reactivos presentan un tamaño de partícula 

diferente, las partículas pequeñas llegan a presentar una mala interacción con las 

partículas grandes (Aulton, 2004), por lo cual los reactivos de menor tamaño llegan a 

precipitarse dentro del contendor donde se estará realizando el mezclado, dando origen a 

un mezclado heterogéneo, lo cual contribuye, en este caso, a una mala interacción entre 

la FSH y el PLGA. Lo anterior fue el fundamento para determinar que la PLGA fuera 

tamizado con una malla de 75 micras de diámetro y poder llevar el tamaño del polímero lo 

más cercano a tamaño de la FSH. Por lo descrito anteriormente, es importante realizar 

pruebas reologicas que permitan conocer el tipo de interacción que existe entre el 

polímero y la hormona. La determinación del tipo de interacción existente entre la PLGA y 

la FSH ayudara a determinar la metodología más adecuada para realizar formulaciones 

farmacéuticas que permitan la liberación controlada del fármaco y comprender el tipo de 

liberación que se está llevando a cabo, esto permitirá realizar los ajustes necesarios en la 

formulación para obtener una liberación constante en dosis terapéuticas de la hormona 

folículo estimulante. 

 

 Por lo anterior, es importante conocer el tipo de interacción entre la hormona y el 

polímero para poder determinar el porqué de la variabilidad en las concentraciones de 

FSH presentes en las muestras. Las interacciones hormona-polímero pueden darse de 

dos formas: la interacción por enlaces covalentes o que el principio activo este disperso 

por todo el polímero (Sinha et al., 1998). El tipo de unión entre la hormona y el polímero 

determinaran la forma de liberación. Para el caso de las uniones covalentes la liberación 

se dará por la hidrólisis de los puentes que unen al fármaco con el polímero, mientras que 

en los casos donde el principio activo está disperso entre el polímero la liberación se 

puede dar de tres formas, la primera es por un mecanismo de difusión, la segunda se 

dará por la erosión del polímero y finalmente la tercera será una combinación de ambas 

(Kotwal. et al., 2007, Sinha et al., 1998) 
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 Dado que la interacción entre el polímero y la hormona se desconoce se infiere 

que el tipo de interacción entre estos dos componentes se da mediante la dispersión de la 

hormona en el polímero. Por esta razón se requieren grandes cantidades de polímero en 

relación con la hormona, para que la hormona quede atrapada entre el polímero y ello de 

lugar a una liberación lenta de la misma. Sin embargo, un trabajo publicado por 

Santoveña et al., (2009) quien utilizó PLGA como vehículo para la administración 

controlada de la hormona de crecimiento Humana (hGH), revelo que la estructura 

microporosa de la PLGA producto de la compresión, así como la degradación inicial del 

termoplástico, son los parámetros clave que deberán de tomarse en cuenta al momento 

de diseñar comprimidos que mezclen a un péptido y PLGA para la administración de 

controlada. Por esta razón, es importante conocer los diferentes procesos para la 

elaboración de un sistema de liberación controlada. Ya que la técnica utilizada deberá de 

considerar las características físico-químicas de los reactivo que integran el compuesto y 

principalmente la vida media del fármaco, quienes serán el indicador para establecer las 

limitantes que podrían presentarse en el desarrollo del producto y por ende determinarán 

el proceso a seguir para la obtención de un sistema de liberación controlada (Aulton 

2004). 

 

 Finalmente, para determinar las concentraciones de proteínas totales presentes en 

las muestras obtenidas durante la fase de liberación se uso la prueba de Bradford. El uso 

de la prueba de Bradford se justifica en el hecho de que es un método barato y practico 

que permite conocer de manera rápida las concentraciones de proteínas totales 

contenidas en una muestra (Deutscher, 1990). Sin embargo, dado que la presentación 

comercial de la FSH (extracto pituitario) contiene otras proteínas además de la FSH 

(Armstrong 1986), es necesario utilizar una prueba específica para la determinación de la 

FSH (Prakash et al., 1999). Por esta razón se utilizo la prueba de radioinmunoanálisis 

para determinar las concentraciones reales de FSH, encontrando una tendencia similar 

entre la metodología de Bradford y el RIA, ambas pruebas mostraron una correlación de 

0.98 (P<0.05). Este comportamiento muestra que el método de Bradford es una prueba 

confiable y barata que puede ser utilizada para determinar las concentraciones de FSH en 

pruebas de liberación preliminares in vitro, sin embargo, estos datos deberán ser tomados 

con reserva ya que en las muestras tomadas durante la fase de liberación de los 

comprimidos que no contenían FSH, el reactivo de Bradford reacciono dando valores 
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correspondientes a niveles de proteínas totales, este hecho podría ser la explicación a los 

niveles de recuperación tan altos de proteína totales por encima de los niveles de 

incluidos 

 

 Para conocer si las cantidades liberadas de la FSH son adecuadas para lograr una 

superovulación, es prioritario la aplicación de los comprimidos en individuos que permita 

realizar una evaluación in vivo del implante, para de ser necesario realizar las 

modificaciones requeridas para lograr una liberación en dosis terapéuticas que permitan la 

estimulación ovárica.   
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7.0 CONCLUSION 
 
 El comprimido de FSH con PLGA en una proporción de 1:500, mostró una 

liberación de FSH por un tiempo mayor a 96 horas. Sin embargo las cantidades liberadas 

registradas son menores a las necesarias para lograr niveles fisiológicos necesarios para 

lograr el desarrollo folicular. Por tal motivo es importante hacer una nueva formulación que 

permitan la liberación de una concentración mayor de FSH con la cual se logre la 

estimulación ovárica para lograr una superovulación. 
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Tamiz utilizado para estandarizar el polímero a 75 micras de diámetro 
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FOTO 1: Celdas de Franz utilizadas para la prueba de liberación sobre platina de 
agitacion magnetica 

 

 

 

FOTO 2: Vaso termostatado sobre platina de agitacion magnetica. 
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