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1. Resumen

Las lesiones de mama se han vuelto comunes en las ultimas décadas. De manera
general se diagnostican en México 23,000 casos de cancer al afio. Por otro lado,
muchas de estas lesiones deben ser identificadas espacialmente dentro de la
glandula mamaria. Para este fin se utilizan marcadores disefiados con diferentes
geometrias y materiales principalmente metélicos que cumplen la funcion de
indicar la posicion en donde existe o existio una lesién. Generalmente dos afios
después de la intervencion es necesario retirar el marcador con el inherente riesgo
al paciente. En la presente tesis se muestra el disefio y evaluacion experimental
en fase veterinaria de un marcador de biopsia basado en un material compuesto
de poliacido lactico-policaprolactona y nanoparticulas magnéticas sintetizadas por
la técnica de coprecipitacion de sales con morfologia esférica de dimensiones en
un rango de 10-100nm, debido a que bajo estas condiciones existe un proceso de
metabolizacion presumiblemente a cargo del sistema reticuloendotelial. En la fase
veterinaria experimental se evalué la biocompatibilidad y radiopacidad en la
glandula mamaria de 10 ratas Wistar adultas multiparas de entre 9-12 meses de
edad y 320-430gr de peso. Los resultados muestran una evidente radiopacidad
comparable con materiales tales como metal o hueso. Adicionalmente, no se
aprecian lesiones asociadas a procesos inflamatorios ni indicios de rechazo del

material, lo cual indica que puede ser usado como marcador de biopsia.



2. Abstract

Mammary lesions have become more common during these last decades. Each
year, 23 000 new cancer cases are diagnosed in Mexico alone. Lesions are usually
located inside the mammary gland, because of that markers have been developed
as a means to put a placeholder of the original lesion. The developed markers
come in a huge array of geometries (shapes and forms) and materials, with the
biggest bulk made from metals. Because of the interaction of metals with the body,
the markers have to be taken out around the two year mark. In this thesis we
designed and evaluated, by making animal experimentation, the use of a
biodegradable marker. The marker is a composite of polylactic acid-
polycaprolactone and magnetic nanoparticles. The nanoparticles are synthesized
by the coprecipitation method with spherical morphology that ranges between 10
and 100nm, which is ideal to be metabolized by the rethiculoendothelial system. In
the veterinary experimental phase, both radiopacity and biocompatibility was
assessed by inserting the marker inside the mammary gland of 10 Wistar rats with
ages and weights ranging from 9 to12 months and 320 to 430gr. The results show
that the radiopacity of the marker is not unlike the one of bone or metal. Also it is
noteworthy that no lesions, inflammatory processes, infection or material rejection
was present, which is an indicator that the developed marker has potential to be a

future marker.



3. Introduccion

Las lesiones de la glandula mamaria se producen mayormente en el sexo
femenino, aunque no exclusivamente. Una de las enfermedades de mayor
importancia, por su naturaleza y el numero de diagnosticos a nivel mundial es el
cancer de mama [1]. Esta enfermedad, ocupa el segundo lugar en incidencia a
nivel mundial; y es el cAncer que mas afecta a las mujeres con 1.67 millones de
nuevos diagnoésticos anualmente (25% de todos los canceres) y 522,000 decesos
[1]. Cada cancer, procede de una sola célula que en un momento determinado
traspasa sus limites territoriales, y es capaz de formar una nueva linea celular que

se reproduce sin limite [2].

La mastografia, es el examen que puede ofrecer una detecciébn oportuna del
cancer de mama; se utilizé por primera vez el término mammography, en 1962 por
R.L. Egan [3]. El resultado de dicha técnica consiste en un par de imagenes
planas de la glandula mamaria, obtenidas mediante rayos X (una proyeccion
crdneo-caudal y una medio-lateral-oblicua, para cada mama) [4], para realizar el
estudio se utiliza una maquina disefiada para examinar solamente el tejido de los
senos, denominada mastégrafo [5]. La imagen se forma debido a la diferente
atenuacioén sufrida por los rayos X al atravesar el tejido que constituye la mama
[4]. Esta técnica, es una buena base para un diagndstico temprano, en la literatura
se reporta una sensibilidad de la prueba entre 77-95% y especificidad entre 93-
98% [6]—[11], siendo su sensibilidad tanto digital como analdgica, inversamente
proporcional a la densidad de la mama [7], [8]. Mediante un procedimiento
mastografico, el médico tratante puede identificar una lesion de la cual se tienen
indicios de su naturaleza, por lo tanto recomendara la toma de una biopsia, ya que
es el unico procedimiento por el cual se puede establecer el diagndstico definitivo
(benigno o maligno) de una lesién y conocer el tipo histolégico del cancer [3], [12],
[13]. El tipo de biopsia que necesita el paciente, depende del tipo de lesion que se
presente y el tamafio de la misma; estudios [14]-[17] han demostrado que, en



lesiones pequeiias, al realizar una biopsia es probable que la mayor parte de la
lesion se extraiga como muestra, lo cual es problematico ya que en los estudios
posteriores no se observa ninguna anormalidad mamografica que indique el lugar
donde fue retirada la lesion [14], [18]-[21]. Como resultado, se ha vuelto una
practica estandar, colocar un marcador metalico (generalmente titanio o acero
inoxidable) en el sitio de la biopsia de una lesion de mama para localizar con
precision el lugar donde fue tomada la muestra [14]-[16], [20]-[25], como los

mostrados en la Figura 3.1 (3mm espesor).

Titanio Acero inoxidable

RV e

Cinta Ala Bobina

Figura 3.1 Marcadores metalicos comerciales utilizados después de la toma de muestra en una
biopsia (Fuente: hologic.com [26] y bardbiopsy.com [27])

Se tiene registro del uso de los primeros marcadores de biopsia, en articulos que
fueron publicados hace casi 20 aflos por equipos liderados por Burbank y
Liberman [28]—[31].

Los marcadores, permiten una localizacion exacta de las lesiones, ayudando a
identificar el lugar de la biopsia durante el seguimiento clinico (si la lesion fue
extraida completamente), y gracias a esto, se minimiza la cantidad de tejido que

debe extraerse si se realiza una cirugia [18], [21], [25], [30].

Los marcadores de biopsia se pueden usar en diferentes escenarios, a
continuacion se enlistan algunos de los procedimientos en los cuales es

recomendable colocarlo:



1. Biopsias estereotacticas. Los marcadores de biopsia se deben utilizar
cuando se realiza la eliminacibn completa de la lesién (regularmente
microcalcificaciones). Debido a la anestesia local y el hematoma formado
después de la biopsia, puede ser dificil identificar la lesion posteriormente,
los marcadores aseguran una localizacion certera de la lesion en todo
momento [30], [32].

2. Lesiones identificadas mediante resonancia magnética. Cuando el
diagnostico se hace mediante imagen por resonancia magnética (IRM), es
de suma importancia colocar el marcador de biopsia para confirmar la
orientacion adecuada de la lesion en la IRM de seguimiento, y permitir una

posterior localizaciéon mediante mastografia [21], [25], [30], [33].

La colocacion de marcadores de biopsia, ofrece diversas ventajas, algunas de las

cuales son:

1. Problemética de multiples lesiones. La ubicacién clara en las mastografias
de seguimiento, ayuda en el tratamiento de los pacientes que presentan
multiples lesiones o si la enfermedad es extensa. En algunos casos, de
biopsias multiples en una regién, se pueden tener diferentes resultados
patolégicos, los cuales a su vez necesitaran diferentes tratamientos; en
estas situaciones, los marcadores de biopsia permiten un tratamiento
integral y adecuado a las necesidades de cada una de las probleméaticas
presentes [18], [30].

2. Seguimiento de lesiones benignas. A las mujeres que presentan multiples
lesiones solidas, se les debe dar seguimiento por medio de estudios
imagenoldgicos por el tiempo que se considere suficiente (varios afios), los
marcadores de biopsia ayudan al médico tratante a identificar las lesiones y
verificar si existen cambios de consideracion, ademas evitan una biopsia en
un lugar donde se haya realizado alguna anteriormente [18], [19], [21], [30],
[33].



3.

Marcando un tumor previo a la quimioterapia neoadyuvante. Se someten a
este procedimiento, las pacientes con cancer de mama antes de una cirugia
de extirpacion, para poder controlar el crecimiento del tumor; tiene una tasa
alta de éxito, por lo cual en algunos casos se obtiene la completa o casi
completa regresion del cancer, haciendo dificil la localizacién del tumor para
el oncologo [19], [21], [30].

A partir de su invencion, los marcadores de biopsia han evolucionado y se pueden

catalogar en tres grupos: marcadores metalicos comerciales, marcadores que se

pueden implantar siguiendo la “técnica Montreal” y por ultimo, marcadores que

estan embebidos en un material de relleno [19], [21], [30].

a)

b)

Clips metélicos comerciales. Estos fueron los primeros marcadores que se
desarrollaron y, se siguen siendo los mas usados en estos tiempos, estan
disponibles en diferentes formas para que puedan ser usados en multiples
biopsias de una sola region. Se basan en el disefio basico del marcador
metélico de 2-3mm, son fabricados principalmente de acero inoxidable
grado quirurgico y titanio [21], [30].

Técnica Montreal. Se tienen indicios de esta técnica por la publicaciéon en
1998 de Fajardo et al., donde describe la utilizacion de microcoils como
marcadores de biopsia con buenos resultados al ser usados en la mama
[34]. Dicho trabajo sirvié de preambulo para Curpen et al. quienes crearon
un sistema de marcador alternativo de bajo costo, el cual consistia en un
clip de titanio que se introducia mediante una aguja 18G en el sitio donde
fue tomada la biopsia [30].

Clips comerciales encapsulados. Esta categoria surgio en el 2003, consiste
en marcadores que contienen al clip metalico (2-3mm) de titanio o acero
inoxidable embebido en un material (regularmente colageno, poliacido

lactico, acido poliglicélico o pellets de almidén, e hidrogel); los cuales al



momento de entrar en la cavidad de la biopsia absorben fluidos y se
expanden, disminuyendo las probabilidades de desplazamiento del
marcador [19], [21], [30].

El radidlogo designado se encarga de hacer un seguimiento de la lesion, y sera él
quien decida por cuanto tiempo debe permanecer el marcador de biopsia dentro
de la mama. Dependiendo del tipo de lesién y los cambios que presenten, varia el
tiempo de permanencia desde 6 meses hasta 2 afios, o si el radidlogo lo considera
necesario en casos especificos se puede dar un seguimiento a la lesion hasta 3
afos [35]-[39].

Actualmente en el area biomédica, se utilizan diversos tipos de biomateriales:
ceramicos, metalicos, poliméricos y compuestos. Los materiales poliméricos tienen
una gran variedad de aplicaciones, debido a que pueden ser fabricados en
diversas formas: fibras, textiles, peliculas, barras y liquidos viscosos [40]. Los
materiales poliméricos bioabsorbibles tienen una gran ventaja, ya que pueden ser
metabolizados por el organismo después de cumplir con su objetivo, evitando
procedimientos posteriores de extraccion [41]. Ademas de la ventaja que puede
tener utilizar un polimero bioabsorbible como marcador de biopsia, para que
obtenga la radio opacidad necesaria, se han comenzado a utilizar nanoparticulas
magnéticas como contraste en resonancia magnética nuclear, y debido a su

biocompatibilidad pueden ser agregadas al polimero [42], [43].

Para otorgarle las propiedades de biodegradabilidad al marcador de biopsia se
eligieron dos polimeros de biocompatibilidad y biodegradabilidad ampliamente
demostrada en diversas aplicaciones biomédicas; la policaprolactona es usada
actualmente como implante anticonceptivo de liberacion controlada [44]-[46],
aplicaciones en ingenieria de tejidos [47], [48], nanoparticulas [49], entre otras; el
polidcido lactico se emplea en aplicaciones como stents biodegradables [50],
ingenieria de tejidos [51], liberacion controlada de farmacos, sutura absorbible
[52], dispositivos para fijacion Osea [53], entre otras. Se tiene registro que la
policaprolactona tiene un tiempo de biodegradacion mayor a 24 meses [54] y el

poliacido lactico entre 12-16 meses [54].



El marcador propuesto, cuenta con las mismas caracteristicas de radio opacidad
de los marcadores comerciales y una clara ventaja al presentar biodegradabilidad
tedrica de 22 meses; con estas mejoras se evitara la problematica que se presenta
con los marcadores metalicos, los cuales se deben extraer mediante una cirugia
adicional, generando un aumento en los costos, angustia en el paciente y el riesgo

inherente de una complicacion.



4. Objetivos

4.1. General

e Desarrollar un material compuesto (polimeros-nanoparticulas magnéticas) con
propiedades de biocompatibilidad, velocidad de biodegradacion controlada y

radiopacidad, para ser usado como marcador de biopsia mamaria.

4.2. Especificos

e Sintetizar y caracterizar los materiales desarrollados (polimeros-nanoparticulas
magneéticas) con caracteristicas de biocompatibilidad y biodegradabilidad para
aplicarse como marcadores de biopsia.

e Determinar la geometria adecuada del marcador de biopsia para evitar la
migracion del mismo dentro de la glandula mamaria.

e Caracterizar la radio opacidad de los prototipos desarrollados (polimeros-
nanoparticulas magnéticas) como marcadores de biopsia de glandula mamaria
para su identificacion mediante rayos X.

e Caracterizar la velocidad de biodegradacién del modelo funcional mediante
prueba in vitro para ajustar la sintesis de materiales.

e Caracterizar el prototipo desarrollado mediante prueba in vivo en un modelo
veterinario (rata Wistar) de glandula mamaria para validar las caracteristicas del

marcador de biopsia.



5. Marco teorico

5.1. Anatomiay desarrollo de la glandula mamaria

Las glandulas mamarias son apéndices epidérmicos que se desarrollaron hace
mas de 300 millones afios, probablemente de las glandulas sudoriparas apocrinas
[55]. Constituyen la caracteristica primordial de los mamiferos, quienes alimentan
a sus crias con el producto de su secrecion, la leche. En casi todos los mamiferos
la vida del recién nacido depende de la capacidad de su madre para amamantarlo
[56].
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Figura 5.1 Desarrollo de la glandula mamaria (Fuente: Review of Medical Embryology [57])



El desarrollo inicial del tejido mamario primario se lleva a cabo durante la sexta
semana de la embriogénesis (Figura 5.1). Antes de la pubertad, la mama es
relativamente inmadura y se asemeja al tejido mamario fetal e infantil. EI completo
desarrollo del tejido mamario ocurre en la etapa de pubertad, finalmente,
formandose un sistema endocrinolégico complejo. Después de la pubertad,
aparece un nuevo linaje de células epiteliales de mama, las cuales contribuyen a
expandir la complejidad de la glandula mamaria. La mayor acumulacion de tal
complejidad depende de diversos factores, tales como los niveles hormonales, el
embarazo, la dieta, la edad y la historia familiar [56]. Cuando la mama se ha
desarrollado plenamente a la edad de 18 afios, contiene ramificaciones altamente
segmentadas, conductos sub-segmentarios y unidades ducto-lobular terminales
(UDLTS) bien desarrolladas [58].

Las glandulas mamarias existen también en el hombre, en el cual tienen el mismo
origen embriolégico que en la mujer. Igualmente se transforman en la pubertad,
pero esta transformacién se detiene y la glandula queda en estado rudimentario,
reducida a un pequefio disco de tejido glandular. La mama en el vardn tiene los
mismos elementos que en la mujer, sélo que menos desarrollados. Soélo el pezény
la areola son comparables morfolégicamente a los de la mujer. A pesar de esta
ausencia de desarrollo, la glandula mamaria en el hombre puede ser propensa de
procesos patolégicos, hipertréficos (Figura 5.2), inflamatorios o tumorales [59].

Figura 5.2 La ginecomastia, es el aumento del tamafio de una o ambas glandulas mamarias en el
varén, con un aumento del tejido glandular y del estroma mamario [60]
(Fuente:eliminarginecomastia.com [61])

En la mujer (Figura 5.3), la glandula mamaria se sitla entre la segunda y sexta

costilla, por delante de los musculos intercostales y la caja toracica [56]. Yace
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encima del musculo pectoral mayor, y se extiende verticalmente desde el margen
posterior de la clavicula, hasta el pliegue inframamario en la parte anterior del

térax. Horizontalmente, el tejido mamario se extiende bilateralmente desde el

borde medio lateral del esternon hasta la linea axilar media [62].
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Figura 5.3 Anatomia de la mama femenina (Fuente: American Cancer Society [63])

Una porcion de tejido mamario se proyecta en la axila. Esta proyeccién se conoce
como prolongacion o cola de Spence (Figura 5.4). Anatbmicamente, toda la mama

yace entre los planos superficial y profundo de la fascia pectoral superficial [64].
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Figura 5.4 Cuadrantes de la mama izquierda y cola axilar de spence (Fuente: Mosby’s Guide to
Physical Examination [65])



La mama es una combinacién de tejido glandular y conectivo, grasa subcutanea, y
los ligamentos de Cooper de apoyo, componentes que cambian dependiendo del

balance hormonal exdgeno y el peso corporal del sujeto [62].

La mayor parte de la mama esta cubierta por una piel fina y mévil que continta en
la periferia con la piel del térax. Por el contrario, su vértice esta constituido por una
zona redondeada y pigmentada, la areola, en el centro de la cual se encuentra el
pezon. La capa adiposa del tejido subcutaneo se extiende por toda la cara
profunda de la piel de la mama, excepto a nivel de la areola y del pezon. El tejido
subcutaneo esta formado por hojas conjuntivas fibrosas que se extienden desde la
cara profunda de la dermis hasta la cara anterior de la glandula mamaria y los
conductos galactoforos, sobre la cual se insertan [59].

La glandula mamaria esta constituida por 15 a 20 Iébulos glandulares, de forma
conica, cada uno con independencia funcional y a su vez divididos entre 20 y 40
lobulillos mas pequefios conocidos como unidades ducto-lobular terminales

(UDLTS), los cuales estan constituidos por entre 10 y 100 alvéolos [56], [59], [64].

Cada uno de estos lébulos posee un conducto excretor: el conducto galactéforo.
Los conductos galactoforos son flexuosos, contorneados, y se dirigen hacia el
pezon; antes de llegar a é€l, presentan una dilatacion fusiforme de 1.2 a 1.5 mm de
ancho, y la ampolla o seno galactéforo donde se almacena la secrecion lactea en
el intervalo de cada lactada. Luego cada conducto galactéforo atraviesa el pezén
segun un trayecto rectilineo para abrirse en su vértice por los poros galactéforos
[59].



5.2. Patologias de la glandula mamaria

Las lesiones de la glandula mamaria se producen mayormente (aunque no es
exclusivo) en el sexo femenino [66]. La mayoria de las mujeres experimenta
cambios en los senos en algin momento de su vida. La edad, los niveles
hormonales y los medicamentos que toman pueden causar bultos, masas y

secreciones (fluidos o liquidos que no son leche materna).

Al hacer la revision historica de la patologia mamaria se pueden encontrar datos
desde hace mas de 5000 afios. El escrito mas antiguo proviene de Egipto, en el
papiro de Edwin Smith, entre 3000 y 2500 afios A.C., se mencionan casos de
tumores y Ulceras de las mamas. Afios después fue Galeano, en el siglo Il, quien
menciond el cancer de mama como un “cangrejo que se agarra a los tejidos”
(cancer, “cangrejo”). Es de ahi de donde proviene la terminologia de cancer para
los tumores malignos de mama o de cualquier otro tejido [67]. Las patologias
benignas de la mama, se clasifican de acuerdo a su naturaleza como se enlista en
la Tabla 5.1.

Tabla 5.1 Patologias benignas de la mama y su naturaleza.

Patologias benignas de la mama

Por defecto en la mama:
Amastia y amazia, hipomastia, micromastia,
sindrome de Poland y sindrome de Turner.

Anomalias del desarrollo:
Son de tipo congénito, se deben a un
desarrollo anormal de la glandula

Por defecto en el pezon:
Atelia, hipotelia o microtelia.

mamaria. Se pueden presentar de
forma  espontdnea  (alteraciones
hormonales e interaccién con células
locales) o en el contexto de algun
sindrome [67], [68].

Por exceso en la mama:
Polimastia, hipertrofia mamaria o hipermastia,
ginecomastia, mama aberrante o ectépica.

Por exceso en el pezén:
Politelia, hipertrofia del pezén (hipertelia,
macrotelia 0 megatelia).




Anomalias de la forma en la mama:
Anisomastia 0 asimetria mamaria y ptosis

En el pezon:

Plano, hendido, umbilicado, huidizo, desviado

Patologia degenerativa:

Son de naturaleza benigna y de
prondstico bueno. Regularmente se
sospecha de neoplasia, pero por
corroboracion citolégica o por una
biopsia se descarta la malignidad
[67], [68].

radial,
mamaria,

Mastopatia fibroquistica, cicatriz
metaplasia sinovial, ectasia ductal
necrosis grasa y quistes oleosos.

Patologia infecciosa:

Fuera del periodo de posparto, las
infecciones de la mama femenina son
raras. Es de suma importancia
diferenciarlas de un carcinoma
inflamatorio, para otorgar al paciente
un tratamiento adecuado [67]-[69].

Mastitis aguda, mastitis periductal, mastopatia
linfocitaria y mastitis granulomatosa.

Lesiones tumorales benignas:

Se refiere a todas las alteraciones
morfolégicas manifestadas como un
ndédulo y cuyo origen no sea maligno,
se pueden originar en cualquier
estructura que conforme la glandula
mamaria, la piel y sus anexos.
Pueden presentar una relaciébn o
similitud con el cancer de mamal[67]—
[69].

Fibroadenoma, tumor Phyllodes, hamartoma,
papiloma intraductal, adenoma tubular de la
mama, lipomas, hiperplasia estromal

pseudoangiomatosa, hemangiomas,
angiomatosis, tumor de células granulares, tumor
estromal de células gigantes, angiolipoma,
adenomiolipoma, adenohibernoma, neurofibroma,
miofibroblastoma, mioepitelioma,
adenomioepitelioma, fibroso, fascitis
nodular y fibromatosis.

tumor

5.2.1. Cancer de mama

Desde el siglo pasado, el cancer
paulatinamente se convirtio en un
mundial [70].

era considerado una enfermedad comdn que

problema importante de salud publica a nivel

Segun datos estadisticos del proyecto realizado por la Agencia Internacional para

la Investigacién sobre el Cancer (IARC por sus siglas en inglés) denominado

GLOBOCAN 2012 (Estimated Cancer

Incidence, Mortality and Prevalence




Worldwide in 2012), se estima que se presentaron 14.1 millones de diagnésticos
de cancer en el mundo (excluyendo al cancer de piel) y 8.2 millones de muertes,
representando el 13% del total de los fallecimientos [71]. Las proyecciones indican
que el nimero de muertes por cancer en América aumentara de 1.3 hasta 2.1
millones en 2030; de igual manera, se espera que el nimero de casos nuevos se
incremente en un 67% en América Latina y el Caribe (1.8 millones por afio),
estimaciones mayores a las esperadas para Norteamérica (41%) [72], [73].
Ademas de ocasionar una gran pérdida de vidas humanas cada afo, el cancer es

responsable de enormes cargas econémicas, sociales y emocionales [74].

El cAncer de mama es una enfermedad con una evolucion natural compleja por lo
que, a pesar de los avances de la oncologia moderna, es el cancer que afecta a
mas mujeres en todo el mundo (Figura 5.5), con aproximadamente 1,67 millones
de casos nuevos cada afio, representa el 16% de las muertes por cancer [74],
[75]. Es raro que se presente en hombres, siendo la incidencia proporcional de
mujer: hombre de 100:1 [76].

Incidencia de cancer en la poblacién femenina del mundo

en 2012
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Figura 5.5 Numero estimado de casos de incidencia de los cinco principales tipos de cancer en la
poblacién femenina a nivel mundial en el afio 2012 (Fuente: GLOBOCAN 2012 [77])

Incluso con la deteccion temprana, sigue siendo la segunda causa mas comun de

muerte por cancer en las mujeres después del cancer de pulmén [78].
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En los paises de ingresos bajos y medianos (Africa, Asia, América Central y
Sudameérica) representa mas del 70% de las defunciones registradas, situacion
gue se asocia con deficiencias en las estrategias, de prevencion, diagnostico y

tratamiento de la enfermedad [73], [79].

Esta neoplasia afecta mas a mujeres en paises subdesarrollados (883,000 casos)

en comparacion con paises desarrollados (794,000 casos) [80].

De los 184 paises incluidos en la base de datos GLOBOCAN, el cancer de mama
es el diagndstico de cancer mas comun en las mujeres en 140 paises (76%) y la
causa mas frecuente de mortalidad por cancer en 101 paises (55%) [81]; aunque
las tasas de incidencia varian casi cuatro veces entre regiones, desde 27 por
100,000 habitantes en Africa Central y Asia Oriental, hasta 96 por 100,000
habitantes en Europa Occidental [80] [81]. En promedio, 1 de cada 8 mujeres

desarrollard cancer de mama durante su vida [75].

El nimero de fallecimientos por cancer de mama se ha duplicado en los dltimos 22
afos [4], siendo la causa mas frecuente de muerte por cancer en mujeres en las
regiones menos desarrolladas (324,000 muertes, el 14,3% del total) y la segunda
causa de muerte por cancer en las regiones mas desarrolladas (198,000 muertes,
15.4%), después del cancer de pulmon [81].

La variacion en las tasas de mortalidad entre las regiones del mundo (que van
desde 6 por cada 100,000 habitantes en Asia Oriental hasta 20 por cada 100.000
habitantes en Africa Occidental) es menor que la variacién en las tasas de
incidencia, debido a que en las regiones desarrolladas las mujeres con este
diagndstico tienen una mayor tasa de supervivencia, como resultado de un mayor
acceso a la deteccion temprana (estudios imagenologicos y practicas de

prevencion) y un buen manejo de la enfermedad [81].



5.2.1.1. Tipos de cancer de mama

Los canceres de mama pueden originarse en diferentes partes del seno y se
puede dividir en diferentes tipos en funcion de la forma en que las células
cancerosas se ven al microscopio [63]. La mayoria de los canceres de seno (70-
80%) comienzan en las células de los conductos que llevan la leche hacia el
pezon (canceres ductales), los segundos en frecuencia (5-10%) se originan en las
glandulas que producen leche (canceres lobulillares) [63], [82]; y menos del 1%
comienza en otros tejidos del seno, a estos canceres se les llama sarcomas y
linfomas [63]. Los carcinomas ductales infiltrantes pueden ser de tipo
tubular/cribiforme, coloides, medulares o papilares [4].

MAMA FEMENINA

/ : Y TIPOS DE TUMORES

Quiste

canceroso

Fibroadenoma

Pliegue
inframamario

Figura 5.6 Patologias de la glandula mamaria (Fuente: saludymedicinas.com.mx [83])

a) Carcinoma ductal in situ (CDIS)

También conocido como carcinoma intraductal, se considera el tipo mas comuan de
cancer de mama no invasivo o preinvasivo [63], [84]-[86]. Se denomina in situ

porque no ha penetrado en el tejido circundante, en la sangre ni en los vasos
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linfaticos (Figura 5.7). Cuando las células implicadas sufren un cambio canceroso,
escapan de todo control y se dividen de manera anormal. La siguiente generacion
de células puede crecer comodamente en el conducto galactéforo y continuar
dividiéndose sin atravesar la membrana basal, que actia como barrera entre los

conductos y el tejido de sostén subyacente [84]-[87].

Suele diagnosticarse mediante mastografias, siendo el hallazgo radiol6gico mas

comun la aparicion de microcalcificaciones [84], [85], [88].

\ Conducto normal

Lébulo

.4 [§——Conductos
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= Células

Tejido graso

Figura 5.7 Carcinoma ductal in situ (Fuente: National Cancer Institute [89])

El CDIS se considera un precancer porque en algunos casos se puede convertir
en un cancer invasivo. Sin embargo, actualmente, no existe una técnica que ayude
a saber con certeza cuales casos se convertirAn en canceres invasivos y cuales
no [63], [84], [85].

b) Carcinoma lobulillar in situ (CLIS)

No es propiamente una lesidon maligna, es un marcador que identifica a las

mujeres con mayor riesgo de desarrollar posteriormente un carcinoma invasor en



cualquiera de las mamas [88], [90]-[93]. Diversos estudios muestran un riesgo de
7-9 veces mayor de las mujeres con CLIS sobre el de la poblacion en general.
Este riesgo no se modifica por ningun otro factor y decrece después de los 5 afios

posteriores a la biopsia [68].

Lébulo normal
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Figura 5.8 Carcinoma lobulillar in situ (Fuente: National Cancer Institute [94])

c) Carcinoma ductal infiltrante (CDI)

Es el carcinoma mas frecuente (70-80%), esto quiere decir que aproximadamente
ocho de cada diez diagnésticos de los canceres invasivos del seno son
carcinomas ductales infiltrantes [63], [88]. Este cancer comienza en un conducto
lacteo del seno, penetra a través de la pared del conducto y crece en el tejido
adiposo del seno (Figura 5.9). En este punto puede tener la capacidad de
propagarse (hacer metastasis) hacia otras partes del cuerpo a través del sistema
linfatico y el torrente sanguineo [63]. Se presenta como una masa palpable, o bien
como una alteracién en la mastografia y desafortunadamente, no hay forma de

gue permita distinguirlo del resto de carcinomas invasores de la mama [388].
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Figura 5.9 Carcinoma ductal infiltrante (Fuente: drcotrina.com [95])

d) Carcinoma lobulillar infiltrante (CLI)

También llamado carcinoma lobulillar invasivo, es el segundo subtipo mas
frecuente, constituye aproximadamente el 5-10% de todos los diagndsticos de
canceres infiltrantes [63], [88]. Como su nombre lo indica, se origina en los
lobulillos mamarios (las glandulas productoras de leche) y se caracteriza por ser
un tumor que puede tener varios focos en un mismo cuadrante (multifocal) o en
distintos cuadrantes (multicéntrico), desde el punto de vista histologico se
caracteriza por la formacion de columnas lineales invasivas y tiene tendencia a ser
bilateral (ambas mamas estan afectadas al momento del diagnostico) [63], [88],
[96]. Al igual que el CDI, se puede propagar (hacer metastasis) a otras partes del
cuerpo; aproximadamente uno de cada diez de los diagndésticos de canceres
invasivos del seno se debe a CLI; en este tipo de neoplasias suele ser mas dificil

su deteccion mediante estudios mamograficos, ya que con frecuencia se muestra
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s6lo como un incremento progresivo de la densidad, por lo cual frecuentemente

son diagnosticados en estadios mas tardios de la enfermedad [63], [88], [96].

e) Cancer inflamatorio de seno

Es una rara y agresiva forma de cancer, representa aproximadamente 1-6% de
todos los canceres de seno [97]. Desafortunadamente tiene un mal prondstico,
debido a la alta probabilidad de micrometastasis en el momento de obtener un
diagnéstico definitivo (alrededor del 20% de los pacientes), tiene una alta tasa de
recurrencia (mayor que la de los canceres no inflamatorios) y tiene una alta tasa
de mortalidad debido al retraso desde su manifestacién inicial hasta el diagndéstico
definitivo; se sabe que cuando se manifiesta la enfermedad, la mayoria de las
mujeres presentan afectacion ganglionar, y aproximadamente un tercio de estas

mujeres tienen la enfermedad en avanzado estado de desarrollo [97], [98].

Cancer inflamatorio de seno

Figura 5.10 Cancer inflamatorio de seno (Fuente: American Cancer Society [99])

Se caracteriza por hacer que la piel del seno luzca rojiza y se sienta acalorada
(Figura 5.10) [63]. También puede causar un aspecto grueso en la piel del seno
con hoyuelos (piel de naranja) y, finalmente, la retraccién del pezdén conforme
avanza el edema (inflamacion) [63], [98]. Estos cambios son causados por el
bloqueo que producen las células cancerosas en los vasos linfaticos de la dermis

[12], [63]. Se sabe que cuando se comienzan a presentar estos sintomas, casi el



35% de las pacientes con cancer de mama inflamatorio tienen evidencia de
metastasis [12]. Este cancer se disemina con rapidez en toda la mama, y el seno
afectado puede aumentar dos o tres veces su volumen original en un lapso de

semanas; volverse firme, sensible, o puede presentar picazén [63], [100].

Debido a las caracteristicas que presentan los sintomas, con frecuencia se
confunde con un proceso infeccioso (regularmente mastitis), pero si la infeccién
cutanea sospechada no tiene mejorias en poco tiempo con el tratamiento

(antibidticos), debe practicarse una biopsia [12].

5.2.1.2. Cancer de mama en México.

El panorama de esta enfermedad en la poblacion mexicana se ha transformado en
los dltimos 50 afios, y el cAncer mamario ha pasado a ser un problema de salud
publica [4]. Al igual que en otros paises de ingresos medios, la mortalidad por
cancer ha aumentado en general en México, de 58 por cada 100,000 habitantes
en 1998, a 67 por cada 100,000 en 2008 [101]. Sus principales factores de riesgo
conocidos estan asociados a la exposicion prolongada a estrégenos, son
indicadores de estilos de vida y patrones reproductivos, y por esto resultan dificiles
de modificar [4].

De todos los casos de cancer que se presentaron en el afio 2014 en personas
mayores de 20 afios, el cancer de mama es el de mayor presencia con 19.4%;
esto quiere decir que 3 de cada 10 mujeres mayores de 20 afios con cancer,
tienen cancer de mama. Esta neoplasia tiene una presencia muy baja en hombres,

solo representa 1% del total de casos de cancer [102].



Tabla 5.2 Morbilidad hospitalaria por tumores malignos en 2014 (Fuente: INEGI 2016 [102])

Distribucién porcentual de morbilidad hospitalaria de la poblacién mexicana
de 20 afios y mas por tumores malignos segun sexo en el afio 2014

Tipo de tumor maligno Total | Mujeres Hombres
Mama 194 30.9 1.0
Organos digestivos 16.7 12.8 23.0
Organos genitales 15.2 17.6 11.4
Organos hematopoyéticos 6.8 5.2 9.4
Células germinales 6.6 6.5 6.8
Tejido linfatico y afines 6.8 5.0 9.6
Organos respiratorios e intratoracicos 4.5 2.5 7.8
Vias urinarias 3.9 2.1 6.7
Otros tumores malignos 20.1 17.4 24.3
Total 100.0 100.0 100.0

En el 2015, la incidencia de casos de cancer de mama en mujeres mayores de 20

afos (Figura 5.11) disminuy6 ligeramente en comparacion con el afio anterior,

pasé de 28.75 casos nuevos por cada 100,000 personas a 27.90, y en los

hombres de 0.64 a 0.33 por cada 100,000 personas [102].
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Figura 5.11 Incidencia de tumor maligno de mama por cada 100,000 habitantes mayores de 20

afios del afio 2007 al 2015 (Fuente: INEGI 2016 [102])



GLOBOCAN estima que, en el afilo 2030, se diagnosticardn 24,386 casos de
cancer de mamay 9,778 (40%) mujeres moriran de cancer de mama en México,
haciendo a esta enfermedad un reto considerable para el sistema de atencion de
la salud [101].

Se tiene conocimiento que el riesgo de padecer cancer de mama incrementa con
la edad, en el afio 2015, se observd que la incidencia en las mujeres alcanzé su
punto méaximo en las personas del grupo de 60 a 64 afios (68.05 por cada 100,000
mujeres), y descendid en el grupo de mayores de 65 afios; mientras que el mayor
incremento se observa entre las mujeres de 25 a 44 afios y aquellas de 45 a 49
afos, ya que los casos nuevos pasan de 12.9 a 49.6 por cada 100,000 mujeres
respectivamente. En cuanto a los hombres, se mantiene la tendencia a la alza con
la edad, pero el incremento es minimo al pasar de 0.08 (en personas de 20 a 24
afos) a 0.93 (en mayores de 65 afios) por cada 100,000 [102].

Por entidad federativa (Figura 5.12), en 2015 se observo, que el cancer de mama
tiene mayor incidencia en los estados de Colima, Campeche y Aguascalientes con
101.08, 97.60 y 96.85 casos nuevos por cada 100,000 mujeres mayores de 20
afios respectivamente; mientras que la menor incidencia se encuentra en los
estados de Tlaxcala, Guerrero y Chiapas con 8.41, 6.82 y 4.94 casos nuevos por
cada 100,000 mujeres [102].
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Figura 5.12 Incidencia de tumor maligno de mama por cada 100,000 mujeres mayores de 20 afios
por entidad federativa en 2015 (Fuente: INEGI 2016 [102])

5.3. Deteccién del cancer de mama

Segun datos de GLOBOCAN 2012, se estima que en México en el afio 2020 se
diagnosticaran 27,410 casos de cancer de mama (76.45% en personas de menos
de 65 afios y 23.55% en personas de 65 afios 0 mas); de los cuales se prevé que
4,857 mujeres menores de 65 afios y 2,904 mujeres de 65 afios 0 mas mueran
debido a esta enfermedad [77]. Debido a este dificil panorama es de suma
importancia tratar de reducir la mortalidad, aunque es una tarea dificil, se puede

logar mejorando la deteccién temprana e innovando las estrategias de tratamiento.

El desarrollo del cancer de mama se clasifica en cinco etapas, y cada una tiene
diferentes porcentajes de supervivencia; en la Etapa 0 se tiene 95%, en la Etapa |
88%, 66% en la Etapa I, 36% en la Etapa Ill y solo 7% en la Etapa IV [102]; razén
por la cual se suman esfuerzos para poder detectar esta enfermedad en sus

primeras etapas.

Desafortunadamente en México, los datos recabados por la ENSANUT 2012

(Encuesta Nacional de Salud y Nutricibn 2012) muestran que solo el 36.31% de
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las mujeres mayores de 20 afios acudié a exploracion clinica de senos en ese
afo; solo 15% de las mujeres de 40 a 49 afos y 26% de las mujeres de 50 a 69
afios acudio a realizarse una mastografia en los 12 meses previos a la encuesta
[103].

Debido a la falta de un diagnostico temprano, 90% de los casos detectados en el
pais se encuentran en Etapa Il (36% de supervivencia) y IV (7% de
supervivencia), con porcentajes tan bajos de supervivencia, el Centro Nacional de
Equidad de Género y Salud Reproductiva sefiala que en México, cada dos horas

muere una mujer a causa de este padecimiento [102].

Un programa de deteccion que incluya autoexploracion, examen clinico y
mastografia como control efectivo del cancer de mama ayudaria a asegurar el
diagndstico temprano y adecuado de todas las mujeres, reduciendo asi la tasa de
mortalidad de esta enfermedad.

5.3.1. Mastografia

La representacién radiografica de la mama femenina tiene sus inicios entre 1913 y
1926, sin embargo su interés y valor practico se dio hasta la década de los

cincuenta [3].

Se le dio el término de mastografia (mammography), por primera vez en 1962 por
R.L. Egan [3], y es sin duda, el examen que puede ofrecer una deteccién
suficientemente oportuna del cdncer de mama. Desafortunadamente en México,
donde la mayoria de los tumores malignos de la mama son diagnosticados en
etapa avanzada, las mastografias se han utilizado casi totalmente con fines de

diagnéstico [4].



Figura 5.13 Mastografo digital realizando el estudio (Fuente: National Cancer Institute [104])

Los beneficios que otorga el someterse a una mastografia, superan cualquier
posible dafio que podria causar la radiacion emitida durante el estudio. Aun asi, la
exposiciéon a radiacion por la toma de mastografias es muy pequefa, esto se debe
a que los equipos modernos emplean bajas dosis de radiacion, para obtener
radiografias de los senos de alta calidad y debido a que los rayos X no pasan por
los tejidos facilmente, el mastografo tiene dos placas que comprimen el seno a
tratar para separar el tejido; esto crea una mejor imagen y permite el uso de
menos radiacién. En promedio, la dosis total para una mastografia comian a dos
tomas para cada seno es de, aproximadamente 0.4 mSv. (milisievert), la cual esta

muy por debajo de las dosis de radiacion emitida por las radiografias habituales

[5]

La informacion tridimensional de la ubicacién de la lesién se logra gracias a la
obtencion de dos proyecciones. Asi, un estudio mastografico de escrutinio para
detectar lesiones en mujeres asintomaticas, consiste de un par de imagenes: una

proyeccion craneo-caudal y una medio-lateral-oblicua, para cada mama [4].
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Figura 5.14 Deteccion de lesién sospechosa en mastografia (Fuente: Radiological Society of North
America [105])

Para obtener un diagnéstico claro en la mastografia, el médico radiélogo debe
detectar y -caracterizar lesiones, las cuales tienen grandes similitudes en
comparacion con los tejidos sanos que componen la mama [106]. Los principales
cambios en los senos que se detectan con una mastografia son lesiones no-
palpables (menores de 0.5 cm si se trata de nddulos), calcificaciones
(acumulaciones de calcio las cuales tienen un reducido tamafio), asimetrias en la

densidad mamaria, distorsion de la arquitectura de la glandula, masas y/o tumores

[4], [3].

El American College of Radiology (ACR) desarroll6 en 1992, el sistema
denominado BI-RADS (Breast Imaging Reporting and Data System) (Tabla 5.3), el
cual surge como una herramienta para estandarizar los resultados en la
mastografia y facilitar la comunicacion entre los profesionales de la salud [107],
[108].
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Tabla 5.3 Clasificacion BI-RADS

Clasificaciéon BI-RADS

Categoria Descripcion Recomendacién
BI-RADS P
Es necesario realizar estudios por
0 Insuficiente imagenes adicionales o comparar
con mamografias anteriores
. - Se recomienda control
1 Negativo a malignidad Ly
periddico anual
. Se recomienda control
2 Hallazgo benigno -
periodico anual
Se recomienda control a los 6
meses adicionales si precisa
Hallazgo probablemente y ~ P
3 beniano durante 2 aflos o0 mas, para
9 demostrar la estabilidad de Ila
lesion
4 Sospecha de malignidad Debe considerarse una biopsia.
Altamente sospechoso de | Debe realizarse la accibn mas
malignidad adecuada/biopsia
o Debe realizarse el tratamiento mas
6 Malignidad comprobada
adecuado

Lo méas importante del reporte imagenolégico de mama, es cuél de las siete

categorias del sistema BI-RADS se le asigna, tomando en consideracion tres

componentes basicos [108]:

a) Descripcion de la densidad del tejido glandular mamario.

b) Descripcion especifica de las lesiones encontradas (masas, calcificaciones,

quistes, etc.).

c) Una evaluacién general o recomendacion de manejo para el paciente.

Las mastografias son una buena base para poder llegar a un diagndstico, sin

embargo no pueden confirmar que un area anormal es cancer, debido a las

caracteristicas de la lesién encontrada el médico radidlogo decidira si es necesario

la toma de una biopsia del tejido sospechoso, ya que para determinar la

malignidad se debe hacer el andlisis patoldégico de la muestra citolégica o

histolégica [4], [5].




5.3.2. Biopsia

Muchas lesiones sospechosas son detectadas mediante estudios imagenologicos;
sin embargo, para establecer un diagnostico el médico debe indicar la realizacion
de una biopsia, lo que permitird confirmar la malignidad del tejido y conocer el tipo
histologico del cancer [3], [12], [13].

La biopsia consiste en la extraccion de tejido de la zona que se sospecha podria
indicar malignidad (Figura 5.15), un pat6logo analizara la muestra en busqueda de
células cancerosas, en caso de que el resultado sea positivo se procedera a
analizar las caracteristicas del mismo; en base a esto, el patélogo encargado

elabora un informe donde plasma todos los hallazgos encontrados.

___ Aguja para
Y Biopsia

Tejido
de muesira

Figura 5.15 Procedimiento de toma de biopsia de lesion sospechosa (Fuente:
salutarismedicalcenter.blogspot.mx [109])

Existen diferentes técnicas para realizar una biopsia, el método por el cual se

extraera el tejido se elige dependiendo de las necesidades del paciente:
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Tabla 5.4 Descripcién de los procedimientos de toma de biopsia mamaria

Tipo de biopsia

Descripcion

Biopsia de aspiracion con aguja fina
(BAAF)

Presenta un minimo de complicaciones, bajo
costo, es un procedimiento ambulatorio,
practicamente indoloro y con una alta exactitud
diagnostica [110], [111]; mediante una aguja
22G 0 23G, se obtiene tejido por aspiracion,
para su posterior fijacion, tincion y estudio
microscépico [112]. Es usada en tumores de
facil acceso, si la lesion tiene dimensiones
menores a lcm, deberd ser guiada mediante
ultrasonido o mastografia [113].

Biopsia con aguja gruesa (BAG)

Es una forma de biopsia incisional, consiste en
la extraccion de una porcion del tumor mediante
una aguja de biopsia (9G-18G) para realizar la
evaluacion histologica [114]. Actualmente, es la
forma mas usada para realizar una biopsia
[114], se puede realizar mediante sistemas de
puncién (core-needle biopsy, CNB) o bien por
medio de un sistema de puncién aspiracion
(Mammotome, MIBB) [115]. Para su posterior
localizacién, es comun que se cologue un
marcador de biopsia [114], [116].

Biopsia asistida por vacio

Se utiliza succidn para atraer el tejido hacia una
abertura en la punta de la aguja (7G-14G),
denominada camara de extraccién, dentro de la
camara, un bisturi giratorio corta las muestras
de forma continua y contigua [117]. Si el tamafio
de la lesibn es menor a 5mm, al tomar la
muestra se podria extirpar completamente [117],
[118]. Debido a esta caracteristica, el médico
opta por colocar un marcador de biopsia, con la
finalidad de identificar el lugar del procedimiento
posteriormente, y en caso de ser necesario su
extirpacion quirurgica [117].




Consiste en la toma de un fragmento central de
la lesién [119]. Actualmente, no es muy comun
debido a que en su lugar se recomienda una
BAAF o bien el procedimiento por Tru-cut. Sin
embargo sigue siendo una opcién en caso de
masas ocultas o si la lesién es dificil de palpar
[120].

Se recomienda cuando no se puede determinar
un diagnéstico por medio de la BAG, y al mismo
tiempo, es riesgoso para el paciente tratar de
retirar el tumor, ya sea por ser una masa muy
grande, o se tiene el riesgo de sarcoma por ser
un tejido blando [121].

Biopsia incisional

Es el procedimiento quirdrgico mas frecuente,
cuando las lesiones no son palpables o de dificil
acceso se realiza con ayuda de mastografia o
ultrasonido [122].

Consiste en la extraccién completa de la lesién,
evitando la fragmentacion y la manipulacion
excesiva. Se debe extraer tejido sano de la
periferia del tumor, por dos motivos, para tener
la medicion exacta de la lesion y tener la
seguridad de bordes libres de lesién [118].

Biopsia excisional

5.4.Modelo animal de glandula mamaria

Podemos definir modelo animal como: un modelo en el cual la normalidad
biolégica y de comportamiento puede ser estudiadas, o en el cual se pueden
investigar procesos patolégicos espontaneos o inducidos y en los cuales el

fendbmeno en uno 0 mas aspectos se asemeja al humano o a otros animales [123].

La premisa de que los modelos animales son, en general, predictivos de lo que
suceda en los humanos, es la base para el amplio uso de los primeros en los
ensayos de toxicidad, ensayos de seguridad y eficacia de agentes
quimioterapéuticos y otras intervenciones clinicas realizadas en los segundos
[123].




Casi todas las formas convencionales de tratamientos meédicos (incluyendo
muchos farmacos, tratamientos quirdrgicos y vacunas) se desarrollaron con la
ayuda de los animales involucrados en la investigacion. Gran parte de lo que
sabemos acerca del funcionamiento basico del cuerpo, tanto de animales como de
humanos, ha llegado a nosotros a través de dos siglos de experimentos con

animales; ya que no es ético y es ilegal experimentar con humanos.

También es cierto que, ni los modelos de computadora, cultivos celulares, o
sustancias artificiales pueden simular al tejido, musculo, sangre, huesos y érganos

trabajando en conjunto en un sistema viviente.

Dentro de los modelos animales, la rata es el mamifero mas conocido,
caracterizado genéticamente y por lo tanto el mayormente utilizado. Para muchos
investigadores constituye un modelo idéneo, debido a que se conoce
perfectamente su genoma, debido a su tamafio es facilmente manejable, es de
facil y econdmico mantenimiento, ademas tiene un corto periodo gestacional,
camadas grandes y alcanza la madurez sexual muy pronto por lo cual se tienen en
poco tiempo varias generaciones. Es una especie que cuenta con muchas cepas
tanto consanguineas como no consanguineas de forma tal que existen una gran

cantidad de modelos a partir de esta disponibilidad [123].

5.5. Biomateriales

Un biomaterial puede ser definido como cualquier material inocuo para el
organismo, que pueda ser usado para hacer dispositivos que reemplacen parte de
la funcion de un sistema vivo o para funcionar en contacto con tejido vivo, de una
forma segura, confiable, econémico vy fisiologicamente aceptable [40], [124]. La
Clemson University Advisory Board for Biomaterials, ha definido formalmente el
término biomaterial como “Una sustancia sistémicamente y farmacolégicamente
inerte, disefiada para la implantacion dentro o incorporada en un sistema vivo”
[40].



Los grupos de trabajo, reconocieron que no solamente tenian que controlar la
composicién, pureza y propiedades fisicas de los materiales que estaban usando,
también se dieron cuenta que necesitaban nuevos materiales con nuevas y
especiales propiedades. Esto llevo al desarrollo de nuevos materiales,
comenzando en la década de los 70’s. Los nuevos materiales fueron disefiados de
novo especificamente para uso médico, algunos ejemplos son: polimeros
biodegradables, siliconas de grado médico, carbon pirolitico, vidrios y ceramicos
bioactivos. Algunos fueron derivados de materiales preexistentes, pero fabricados
usando nuevas tecnologias, por ejemplo: fibras de poliéster, que fueron tejidos en
forma de tubos para su uso como injertos vasculares o plasticos de acetato de
celulosa que fueron procesados como aglomerados de fibras huecas usados para
didlisis. Algunos materiales fueron obtenidos de fuentes inesperadas, por ejemplo:
algunos carbonos piroliticos o aleaciones de titanio que habian sido desarrolladas

como tecnologias espaciales y nucleares [125].

Algunos fueron resultados de accidentes en investigaciones, como el uso de
titanio en los implantes dentales. Otros materiales se modificaron especificamente
para proporcionar propiedades biolégicas especiales, como la inmovilizacién de la
heparina para superficies anticoagulantes, este fue uno de los primeros

biomateriales fabricados [125].

Existen cinco clasificaciones generales de biomateriales: polimeros, metales,
cerdmicos y vidrios, materiales naturalmente creados y carbonos. Algunas
personas consideran que existe una sexta clasificacion, la cual consiste en la
combinacion de dos o mas de las clasificaciones anteriores, y se denomina
compuesto [124], [125].

5.5.1. Biomateriales ceramicos y vidrios

Algunos biomateriales ceramicos, son: oxido de aluminio (Al,O3), 6xido de circonio
(ZrOy), oxido de titanio (TiO3), sulfato calcico (CaSOQ,), fosfato calcico (CaPOy) y
vidrios ceramicos (SiO,.Ca0O-P,05-X=Na,O, MgO, TiO,, CaF,;). Pueden ser



bioinertes como Al;O3, ZrO, y TiO,; o bioactivos, cuando permiten una respuesta
biologica, permitiendo la formacion de enlaces entre el tejido y el material. Algunas
aplicaciones de estos materiales son: proétesis ortopédicas, implantes dentales,

cirugia maxilofacial o como cementos 0seos para rellenos de huesos [124].

Figura 5.16 Hidroxiapatita usada como protesis ocular (Fuente: tecnobitt.com [126])

5.5.2. Biomateriales naturales

Los materiales que se obtienen de manera natural ofrecen varias ventajas,
principalmente, que pueden ser reconocidos y metabolizados por rutas
establecidas. Lamentablemente esto tiene algunas desventajas, por ejemplo,
respuestas inmunoldgicas, complejidad estructural, gran variedad entre una
sintesis y otra del mismo material, y propiedades bioquimicas inadecuadas.
Desarrollos recientes en este campo, han llevado a una reduccién de las
propiedades indeseadas y a un incremento sustancial en el numero de

biomateriales y el éxito de sus aplicaciones [127], [128].

La ventaja principal de estos materiales es, ya sea por degradacion enzimatica o
hidrolitica, el huésped puede metabolizar la sustancia implantada [129], [130]. Uno
de los principales problemas, es la respuesta inmunolégica tras realizar el
implante. Aunque el material puede ser parecido a las sustancias encontradas en
el huésped, puede contener antigenos que inicien una reaccion inmunolégica
[129].

Algunos materiales en esta categoria son: Quitosan, seda, colageno, gelatina,

fibrina, acido hialurénico y heparina [125].



5.5.3. Carbonos

Los materiales de carbono son de gran interés, debido a que la mayoria de los
organismos estan hechos a base de materiales compuestos de carbono. Aunque
muchos materiales y biomateriales también contienen carbono en una u otra
forma, el elemento carbono como tal es también importante y un biomaterial muy
exitoso. Ademas existe suficiente diversidad en su estructura y propiedades para
considerar al carbono elemental como una clase diferente, mas alla del enfoque
molecular del carbén de la quimica organica, quimica polimérica y bioquimica.
Durante los ultimos afios de los 60’s, unos investigadores encontraron una
sorprendente compatibilidad entre una forma especial del elemento pirolitico del
carbono con la sangre [125]. El material no solo tenia gran compatibilidad con la
sangre, sino también tenia propiedades propicias para su uso a largo plazo en

corazones artificiales [131].

5.5.4. Biomateriales metalicos

Dentro de los biomateriales metélicos se encuentra el acero inoxidable, aleaciones
metélicas de Co-Cr y Ti, plata, oro y platino. Son pocos los metales que pueden
ser biomateriales, debido a la composicién electrolitica y temperatura del cuerpo
humano, deben ser resistentes a la corrosion y poseer biocompatibilidad con el
tejido [124].

Figura 5.17 Prétesis de cadera de titanio (Fuente: clinicadrdelacerda.com [132]
drmoralesvillaescusa.com [133])
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5.5.5. Biomateriales poliméricos

Los materiales poliméricos poseen una gama de propiedades Unicas lo cual los
hace utiles en una gran variedad de aplicaciones: ortopédicas, dentales, como

reemplazo de tejido blando y duro, y como dispositivos cardiovasculares.

Figura 5.18 Imagenes endoscépicag de la colocacién de un stent biodegradable
(Fuente: Alvarez et al. [50])

Los materiales poliméricos son los mas usados en la medicina [125]. La principal
ventaja de estos biomateriales, a comparacion de los metélicos o ceramicos, es su
facilidad para ser manufacturados en diferentes formas, presentar costos
razonables y disponibilidad, con propiedades mecéanicas y fisicas apropiadas
[134]. Las propiedades que presentan estos materiales, son: biocompatibilidad,
facilidad de esterilizacidon, propiedades mecanicas y fisicas adecuadas, ademas de

facilidad en el proceso de manufactura [134].

Las caracteristicas fisico-quimicas del material a nivel macroscopico son
afectadas directamente por sus caracteristicas moleculares (arquitectura

molecular, peso molecular y composicion quimica) [125].

5.5.5.1. Mecanismos de polimerizacion

La polimerizacion de condensaciéon y la polimerizacién de adicién son los dos
métodos mas comunes para la sintesis de polimeros. En quimica organica, se

describen reacciones que se producen entre diferentes grupos funcionales. Por
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ejemplo, un grupo de acido carboxilico puede reaccionar con un grupo amina para

formar un enlace amida y liberar una molécula de agua [125].

La Tabla 5.5 muestra algunas de estas reacciones organicas, estas mismas

reacciones se usan para producir polimeros de condensacion [125].

Tabla 5.5 Reacciones organicas mas comunes para producir polimeros por condensacion [125].

Reacciones orgénicas comunes

Reactantes Producto
@)
R—OH + R——O——CH,—CH,—OH
Alcohol + epoxido Enlace éter
(]

R—OH+ HO—C—R’

Alcohol + &cido carboxilico

0O
I 1

R o0—C R

Enlace ester

O o) H
H " [—
AN 1 1
R C OH + /N—R R C N R
. - H. Enlace amida
Acido carboxilico + amina
/H H O F||
|l 1
R—N\ + @) Cc N R—N—C—N—R
H Enlace urea
Amina + isocianato
(o) H
R—OH+ o c N—R" I | .
R—O—C N—R

Alcohol + isocianato

Enlace uretano

La Unica diferencia es que en lugar de utilizar moléculas monofuncionales (que

contienen sdélo un grupo funcional) se utilizan monémeros difuncionales (que

contienen dos grupos funcionales). Por lo tanto, los productos de cada reaccién




son también difuncionales, permitiendo reacciones adicionales similares para
producir gradualmente cadenas poliméricas lineales de mayor peso molecular.
[125].

El mecanismo de polimerizacion por adicion es bastante diferente, ya que se
produce un centro reactivo (regularmente un radical libre, pero a veces un ion), el
cual reacciona con los enlaces C=C de los monomeros vinilicos [125], [134]. EI
centro activo no se consume durante esta reaccion, y continuara reaccionando con
los dobles enlaces de carbono, la reaccion puede terminar mediante la
combinacion de dos radicales libres, por transferencia o por proceso de
desproporcion [125], [134].

5.5.5.2. Polimeros usados como biomateriales

Los materiales poliméricos sintéticos han sido ampliamente usados como
suministros médicos desechables, materiales prostéticos, materiales dentales,
implantes, encapsulantes, liberacion de farmacos productos de ingenieria de

tejidos, entre otros; debido a la facilidad de su sintesis [125], [134].

En la Tabla 5.6 se enlistan las caracteristicas quimicas y aplicaciones clinicas de

varios biomateriales poliméricos [125].



Tabla 5.6 Biomateriales poliméricos con sus caracteristicas y aplicaciones en la actualidad.

Aplicaciones y propiedades de los biomateriales poliméricos.

Material

Caracteristicas

Usos

Poli (metil metacrilato)
(PMMA)

Polimero hidréfobo que es duro, rigido y bioestable.
El material amorfo es transparente permitiendo la
transmision de luz

Cemento 6seo
Lentes intraoculares
Lentes de contacto
duros

Poliacrilamida
(PA)

La reticulacion produce un hidrogel con poros de
tamafio molecular y permite que el gel se utilice
como un medio de separacion.

Gel de separacion
usado en
electroforesis.

Poli (acido acrilico)
(PAA)

El mondémero liquido puede ser curado con un
fotoiniciador. Si se le agregan sales inorganicas,
puede ocurrir una reticulacion iénica. El material es
vidrioso vy rigido, y tiene la capacidad de adherirse
al esmalte.

lonomero vidrioso
usado como cemento
en restauracion
dental.

Polietileno
densidad)
(PE)

(alta

El PE de baja densidad no soporta las
temperaturas de esterilizacion; sin embargo el PE
de alta densidad tiene buena tenacidad vy
resistencia al desgaste.

Tubos para drenajes y
catéteres
Articulaciones
protésicas

Poli (cloruro de vinilo)
(PVC)

El PVC es plastificado para fabricar materiales
flexibles. Este material se utiliza para aplicaciones
a corto plazo ya que los plastificantes pueden ser
lixiviados, lo que da como resultado que el material
se vuelva fragil.

Tubos de respiracion
asistida.
Bolsas para
almacenamiento  de
sangre.

. . El PP isostactico es semi-cristalino, tiene alta S_uturas no
Polipropileno . ; . ! biodegradables.
rigidez, resistencia a la tension y buena .
(PP) bioestabilidad Reparaciones de
) hernias
Articulaciones de
Debido a su estructura basada en silicio, tiene una | dedos

Polidimetilsiloxano
(PDMS)

temperatura de transiciébn vitrea muy baja,
haciéndolo extremadamente flexible y con buena
resistencia a la fatiga a condiciones fisiologicas.

Valvulas cardiacas
Implantes de seno
Reconstruccion de
oreja, barbilla y nariz

Poli (etilen tereftalato)
(PET)

Los anillos aromaticos en su estructura hacen que
tenga una temperatura de fusion alta (Tm=267°C).
Es semi-cristalino y posee excelente resistencia a
la tension.

Injertos vasculares
Fijacion de implantes
Reparacién de hernias

Acetato de celulosa
(CA)

Sus propiedades Unicas de transporte celular lo
hace una excelente opcién en la separacion de
mezclas bioldgicas complejas.

Reconstruccion del
ligamentos
Membranas de dialisis
Dispositivos
osméticos de
liberacion controlada

de farmacos.




5.5.5.3. Biomateriales poliméricos biodegradables y
bioabsorbibles

Algunas aplicaciones clinicas requieren de implantes temporales, en estas
situaciones se necesitan polimeros biodegradables ya que los implantes
fabricados de estos materiales (Tabla 5.7) no necesitan ser removidos
quirurgicamente. La remocién quirdrgica de un implante temporal es algo que se
desea evitar, ya que el proceso genera otra lesion, lo cual abre la posibilidad de
complicaciones quirargicas e infecciones. Ademas de esto, el uso de implantes
biodegradables puede evitar los problemas relacionados con los implantes
permanentes o de largo plazo, como lo son: rechazo inmune a largo plazo,

inflamaciones crénicas y falla del dispositivo [125].

Tabla 5.7 Polimeros degradables y las aplicaciones en las que actualmente se esta investigando
Su uso [125].

Polimeros degradables y sus posibles aplicaciones

Poliesteres sintéticos degradables Principales Aplicaciones en desarrollo

Barreras membranales, liberacién de
farmacos y hormonas, regeneracion guiada
de tejidos (en aplicaciones dentales),
Poli (4cido glicélico) (PGA), poliacido | aplicaciones ortopédicas, stents
lactico (PLA) y copolimeros vascular/uroldgico, grapas, suturas,
rellenos  inyectables,  sustitutos de
duramadre, remplazo de piel e ingenieria

de tejidos.
i (o) (e, | Lheracon e fmacos 2 e o
poli(hidroxivalerato) (PHV), y copolimeros pica op ; P
artificial, materiales para defectos
subsecuentes.

congeénitos del corazdn y suturas.

Liberacion de farmacos de largo plazo,
Policaprolactona (PCL) dispositivos anticonceptivos implantables,
aplicaciones ortopédicas, grapas y stents.

Fijacion en fracturas de huesos, suturas y

Polidioxanona (PDS) clips para heridas.

Otros polimeros sintéticos degradables




Polianhidros Liberacion de farmacos.

Polycianoacrilatos Adhesivos y liberacion de farmacos.

Liberacion de farmacos, ingenieria de
tejidos, aplicaciones ortopédicas, stents y
barreras antiadhesion.

Poli (amino &cidos) y pseudo poli (amino
acidos)

Poli (orto éster) (POE) Liberacién de farmacos y stents.

Dispositivos en contacto con la sangre,
Polifosfacenos liberacion de farmacos, reconstruccién
esquelética y vacunas.

Poli (propilen fumarato) (PFF) Aplicaciones ortopédicas.

Poli (carbonato trimetileno) (PTMC) Suturas y aplicaciones ortopédicas.

Polimeros naturales reabsorbibles

Liberacion de farmacos, liberacion de
genes, piel artificial, recubrimientos para
mejorar la adhesion celular, regeneracion
de tejidos, reparacion de espina dural,

Colageno o e
aplicaciones ortopédicas, aumento de
tejido blando, ingenieria de tejidos, molde
para reconstruccion de vasos sanguineos,
cierre de heridas y agentes hemostéticos.
Fibrinégeno y fibrina Sellado de tejidos y portador celular.
Gelatina Recubrimiento para capsulas orales vy

detener hemorragias.

) Aplicaciones para heridas, liberacion d
Acido hialuronico farmacos, ingenieria de tejidos, molde de
hueso sintético y sustituto de fluido sinovial.

Celulosa Barreras de adhesion y pieza hemostatica.

Liberacibn de farmaco vy vacunas,
Polisacaridos como quitosan, alginato encapsulacion de células, suturas vy
curacion de heridas.

Almidon y amilosa Liberacion oral de farmacos.

Los implantes biodegradables no estan exentos de fallas, ya sea por la toxicidad
de los productos de la degradacion o por degradacion prematura. Para disefiar un

implante biodegradable se requieren pruebas cuidadosas para encontrar toxicidad




potencial y consideracion meticulosa de la integridad mecéanica durante la vida util
del implante [125].

5.5.5.4. Poliacido lactico

Pertenece a la familia de los poliésteres alifaticos lineales, materiales poliméricos
guimicamente formados por reacciones de condensacion de alcoholes y acidos di
o polifuncionales, presentan como estructura quimica basica en su cadena
principal el grupo éster (-CO-0-) [135][124].

@)

O/

Figura 5.19 Estructura del poliacido lactico

Se han usado por mas de tres décadas para una variedad de aplicaciones
meédicas [136], debido a su demostrada biocompatibilidad y degradacion en
componentes no toxicos, una ventaja es que tienen una tasa de degradacion

controlable in vivo [135].

Poseen una larga historia en el ambito de los biomateriales, ya que sus primeras
aplicaciones fueron como suturas quirtrgicas degradables, habiendo obtenido la

aprobacion de la FDA (Food and Drug Administration) para uso clinico [135].

El tiempo de degradacion de este tipo de polimeros es de 12-16 meses [54], y se
lleva a cabo mediante la hidrdlisis de los enlaces éster, los productos de la
reaccion de degradacion son eliminados del cuerpo en forma de diéxido de
carbono y agua; la velocidad de degradacion se puede modificar alterando la

composicion quimica, la cristalinidad, el valor del peso molecular y la distribucion,



para obtener las propiedades que cubran las necesidades de la aplicacion,
pudiendo ser de varios dias, meses o0 hasta afios[135].

5.5.5.5. Policaprolactona

También pertenece a la familia de los poliésteres alifaticos lineales, se conoce

también como poli(e-caprolactona) (PCL) [135].

(CHy— C— 0 —{—

O

Figura 5.20 Policaprolactona

Se obtiene mediante la polimerizacién por apertura de anillo de la g-caprolactona.
Es un polimero semicristalino con un punto de fusiébn entre 58-60°C, una

temperatura de transicion vitrea de —60°C y posee baja viscosidad[137], [138].

La biodegradacion de la PCL es lenta (>24 meses) [54], por lo cual este polimero
es menos atractivo para aplicaciones biomédicas de corto plazo, pero mas
atractivo para implantes a largo plazo y aplicaciones de liberacién controlada. Se
han desarrollado copolimeros de PCL para mejorar las propiedades de
degradacion [138],[135]. Debido al tiempo de biodegradacién de la PCL, se ha
convertido en un polimero candidato para la ingenieria de tejido 6seo; muestra
propiedades mecanicas suficientes para servir de andamio en aplicaciones como
la sustitucion 6sea, donde las propiedades fisicas deben mantenerse durante al

menos 6 meses [135].



5.5.5.6. Degradacion de polimeros en el entorno biolégico

El ambiente biologico, es una solucidén acuosa que se encuentra a 37°C, el cual es
sorprendentemente agresivo, lo cual puede llevar a una degradacion rapida o
gradual de muchos materiales [125]. Algunos mecanismos de biodegradacién han
evolucionado durante miles de afos especificamente para eliminar sustancias
invasivas extrafias, estos mecanismos son también los causantes de la
degradacion de los biomateriales. Otros mecanismos de biodegradacion tienen
sus principios fisico-quimicos bien descritos, y ocurriran en cualquier organismo

Vivo 0 en una caja de Petri en un laboratorio [125].

Los biomateriales utilizados en dispositivos médicos, son expuestos a diferentes
tipos de estrés periédico y ciclico, asi como abrasién y deformacion [125]. Estas
fuerzas mecanicas ocurren en un medio acuoso Yy iGnico que puede ser activo
electroquimicamente afectando a los metales y aumentando la plasticidad los
polimeros. Se sabe que un material bajo estrés mecanico se degradard mas

rapido a comparacion de otro que no esté sometido al mismo estrés [125].

Existen mecanismos biol6gicos que se involucran en la degradacion, las proteinas
se adsorben al material y pueden hacer que los metales se corroan mas rapido,
las células (especialmente los macréfagos) se adhieren a los materiales por medio
de estas proteinas y pueden ser activados para secretar agentes altamente
oxidativos y enzimas, con el propésito de disolver y digerir el material [125]. El
agente secretado estd altamente concentrado en el espacio entre la célula y el

biomaterial, por lo tanto no se diluye debido al medio acuoso [125].

5.5.5.7. Biodegradacion hidrolitica

La hidrolisis polimérica es el proceso mediante el cual los grupos funcionales de
los polimeros reaccionan con el agua, separandose de la cadena polimérica
principal. Este proceso puede ser catalizado mediante acidos, bases, sales o
enzimas [125]. Este proceso tiene un solo paso, en el cual la velocidad de



separaciéon de los grupos funcionales es directamente proporcional a la velocidad
de iniciacion de la reaccioén [139]. La susceptibilidad de un polimero al proceso
hidrolitico, es el resultado de su estructura quimica, su morfologia, su masa,

dimensiones y el medio ambiente del cuerpo en el cual se encuentre el polimero
[125].
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Figura 5.21 Grupos hidrolizables en diferentes biomateriales poliméricos [125].

Los materiales poliméricos hidrolizables comunmente tienen grupos funcionales
que consisten en carbonilos unidos a elementos de heterocadena (O, N, S).
Algunos ejemplos (Figura 5.21) incluyen ésteres, amidas, uretanos, carbonatos y

anhidros. Otros polimeros que contienen grupos como éter, acetal, nitrilo, fosfato,



sulfato, sulfato-amida o metilenos activos pueden ser hidrolizados bajo ciertas
condiciones [125].

5.5.6. Materiales compuestos

La palabra compuesto significa “dos o mas partes distintas”. A nivel atomico, las
aleaciones metalicas y los materiales poliméricos podrian ser llamados materiales
compuestos. En Ingenieria, un compuesto se refiere a un material que consiste en
dos interfases diferentes. Estas fases discontinuas estan entrelazadas mediante
una fase continua. La fase discontinua suele ser mas fuerte y resistente que la
fase continua, y es llamado el material de refuerzo, mientras que la fase continua

es conocida como la matriz [125].

Figura 5.22 Micrografia de material compuesto de
fibras de carbono con matriz polimérica (Fuente: T. Melo Grabois [140])

La adicién de un material de refuerzo a una matriz, puede volverla mas rigida,
fuerte o duradera, dependiendo del tipo de relleno, contenido y la adhesién que
tenga el relleno con la matriz. Las propiedades del compuesto son influenciadas
fuertemente por las propiedades de los materiales que lo constituyen, su
distribucion y contenido, la interfase y la interaccion entre ellas. La interfase es
particularmente importante para fibras cortas o compuestos reforzados por

particulas [125].
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5.6. Nanotecnologia y nanomateriales

Se le denomina Nanotecnologia al area de la ciencia dedicada a la formacién de
estructuras nanomeétricas, las cuales se construyen a partir de la manipulacion de
atomos y moléculas, como resultado se tienen materiales con propiedades Unicas
(eléctricas, quimicas y O6pticas). Este tipo de estructuras reciben el nombre de
nanomateriales [141], [142]. Actualmente, son de gran interés por las diversas
aplicaciones industriales, biomédicas y electronicas; y por las futuras aplicaciones

que pueden llegar a tener [143].

Debido a las dimensiones de estos materiales, sus interacciones fisicas y
quimicas son muy diferentes a las de un material en bulto [144] (material que no
tiene ninguna de sus dimensiones en la escala nanométrica). Los materiales en la
escala micrométrica regularmente tienen propiedades fisicas iguales a aquellos
materiales en bulto, en cambio los materiales nanométricos pueden presentar
propiedades fisicas notablemente diferentes a aquellas de bulto [145]. Los
materiales en este intervalo de tamafio, presentan unas propiedades especificas
notables, ya que se encuentran en el limite de tamafio entre atomos 0 moléculas y
el material en bulto, por ejemplo: los cristales nanométricos tienen un punto de
fusion mas bajo (con una diferencia que puede llegar a ser hasta de 1000°C), y
constantes de red cristalina reducidas [146]. Esto se debe a que el numero de
atomos o iones gue se encuentran en la superficie, son una fraccion significativa
del total del nimero de &tomos o iones, y por ello la energia superficial juega un
papel significativo en la estabilidad térmica [145]. Las estructuras cristalinas que
presentaban estabilidad a temperaturas elevadas se vuelven inestables cuando
son conformadas por cristales nanométricos (a las mismas temperaturas), esto
lleva a que los materiales ferromagnéticos y ferroeléctricos puedan perder sus
propiedades cuando el material se encuentra en escala nanométrica. En el caso
de los semiconductores, éstos se convierten en aislantes cuando las dimensiones
son inferiores a un tamafio critico. Otro ejemplo se encuentra en con el oro en

bulto, el cual no presenta propiedades cataliticas, sin embargo los nanocristales



de oro han demostrado ser excelentes agentes cataliticos a bajas temperaturas
[145].

Actualmente, existen diferentes opiniones sobre lo que constituye a la
Nanotecnologia. Algunas personas consideran que el estudio de microestructuras
de materiales usando microscopia electronica, el crecimiento y caracterizacion de
laminas superdelgadas, es Nanotecnologia. Otros consideran que sintetizar y
fabricar materiales usando el método “bottom-up” (ya sea por autoensamblaje o
biomineralizacion para formar estructuras jerarquicas como core-shell) es

Nanotecnologia [145].

Los nanomateriales se pueden clasificar dependiendo de su composicion en:
metalicos, ceramicos, poliméricos o compuestos [143]. Y debido a sus
dimensiones, en 4 tipos (Figura 5.23): los materiales 0D (cero dimensionales) y
puntos cudnticos, los materiales 1D (uno dimensionales), los materiales 2D (dos

dimensionales) y finalmente los materiales 3D [144], [147].

o G

Nanotubos de carbono Composito con matriz de

Nanoparticula core-shell
grafeno

Composito mesoporoso

Figura 5.23 Clasificacién de nanomateriales por sus dimensiones (Fuente: Lukatskaya et al. [148])

a) Los materiales OD y los puntos cuanticos tienen la caracteristica de tener un
tamafio nanométrico en todas sus dimensiones (planos). Pueden tener
multiples morfologias, pero en esencia estas nanoestructuras no miden mas

de 100 nm en ninguna direccion [144].
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b) Los materiales 1D son conocidos como nanoalambres y nanotubos. Estos
materiales presentan dos de las tres diferentes dimensiones con

mediciones menores a 100 nanometros [144].

¢) En los nanomateriales 2D se tienen laminas super delgadas, generalmente
teniendo laminas con un grosor de un solo atomo [144].

d) Los nanomateriales 3D son estructuras que pueden pasar de los 100
nanometros en todas sus direcciones, pero estan formados por multiples
unidades nanodimencionales, confiriéndole asi propiedades
nanoestructurales aunque el material se encuentre fuera de esta escala

[144].

Existen dos formas de sintetizar nanomateriales, la primera denominada “bottom-
up” y la segunda “top-down” [149]. Las nanoparticulas sintetizadas mediante
métodos bottom-up son aquellas que inician con los elementos, desde el nivel
atomico generan nanoparticulas o nanoestructuras [150]. Por otro lado estan los
meétodos top-down, los cuales pasan un molde macroscépico a un tamafio de
nanoescala (como por ejemplo los circuitos electrénicos). Para controlar mejor la
sintesis y obtener nanoparticulas mas pequefias es mejor tener una aproximacion

bottom-up.

Aunque estos términos y conocimientos sean recientes, las nanoparticulas han
existido desde que las bacterias las sintetizaban, los egipcios usaban coloides de
forma médica y los chinos como colorantes de porcelana [144], [149]. El estudio y
uso ha tomado gran interés por el hecho de que es posible que manipulando a los
materiales a escala atdmica, se puedan fabricar limpiadores, mejorar productos

deportivos, usar de manera militar o por sus aplicaciones médicas [144].



Una propuesta de clasificacion de nanomateriales, es [145]:

Nanomateriales basados en carbono: Suelen adoptar formas como esferas
huecas, elipsoides o tubos. Sus propiedades fundamentales son su reducido peso

y su mayor dureza, elasticidad y conductividad eléctrica.

-Nanomateriales basados en metal: Son aquellos nanomateriales que incluyen
puntos cuanticos (quantum dots), nanoparticulas (NPs) de oro, plata y Oxidos

metalicos.

-Dendrimeros: Son polimeros nanométricos construidos a partir de unidades

ramificadas.

-Compositos: Son materiales compuestos, formados a partir de la combinacion de

polimeros, materiales basados en metal o0 materiales ceramicos.

5.6.1. Nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas (NPMs), tienen notables caracteristicas que
proporcionan oportunidades en aplicaciones biomédicas [151], una de ellas es el
tamafo (que puede ser modificado controlando ciertas variables en el proceso de
sintesis), variando desde unos pocos hasta decenas de nandémetros; ademas de
poder ser manipulados por una fuerza magnética externa [151], [152], lo que
puede ofrecer enormes ventajas en aplicaciones médicas; otra posible aplicacién,
es como agente de contraste para imagen de resonancia magnética (RMN), éstos
permiten una mejor interpretacion de las imagenes obtenidas al aumentar las
diferencias entre tejidos normales vy tejidos patologicos, aumentando
(paramagnéticos) o disminuyendo (superparamagnéticos) la intensidad de la sefal
subsiguiente al acortamiento de los tiempos de relajacion de los protones en los
tejidos [42], [151], [153]. Los avances que se estan realizando en el campo del
diagnéstico utilizando nuevos agentes de contraste basados en nanoparticulas

pueden llegar a ser de gran utilidad en el diagnostico de enfermedades como



cancer, arterioesclerosis y diferentes enfermedades inflamatorias [43], ya que las
NPMs producen un alto contraste en este tipo de técnica [42].

Sus propiedades magnéticas, también pueden ser de utilidad como agentes de
hipertermia, donde las particulas magnéticas se calientan selectivamente
mediante la aplicacion de un campo magnético de alta frecuencia y como vectores
magnéticos, los cuales pueden ser dirigidos por medio de un gradiente de campo
magnético hacia una cierta posicion (suministro de farmaco dirigido) [153].

El tamafio nanométrico de estas particulas, posibilita la interaccion con estructuras
celulares, lo cual es util para manipular diferentes funciones e interactuar con
estructuras subcelulares y moleculares [154]. Se sabe, que el intervalo de tamafio
entre 10-100 nm es el éptimo para su uso en aplicaciones in vivo, ya que tienen la
capacidad de eludir los procesos de aclaramiento renal y pueden ser secuestradas
por el sistema reticuloendotelial (RES) del bazo y del higado [155]. EI RES
consiste en una red de finas fibras que sostienen células y esta permeado por
canales, o sinusoides, revestidos por un endotelio compuesto de células [156]. El
RES est4 conformado por células fagociticas, que se encargan de reconocer y
eliminar todas las particulas extrafias que entran en el organismo. El RES incluye
macrofagos del higado, del bazo y de los nddulos linfaticos [156], [157]. La
eliminaciéon de las NPMs de tamafio> 50 nm, se hace por medios pasivos como el
RES, y las de menor tamafio (<50 nm) no pueden ser secuestradas tan facilmente
por el RES, por lo cual su degradacion es mas lenta [158]. Posterior a la
metabolizaciéon de las NPMs, los iones de hierro son afiadidos a los depdsitos de
hierro del organismo e incorporados por los eritrocitos como parte de la
hemoglobina [159], [160].

5.6.1.1. Sintesis de nanoparticulas magnéticas por el método de

coprecipitacion de sales

El método de coprecipitacion de sales se considera la manera mas facil de

conseguir oxidos de hierro [161], [162]. Es un método econdémico y altamente



reproducible el cual involucra la coprecipitacion de dos sales [163]. En este
procedimiento se deben tener ambos precursores en una solucién liquida, la cual
puede ser una solucion acida. Para llevar a cabo la reaccion se debe de agregar
alguna solucion basica para elevar el pH, agitacion vigorosa y ambiente carente de
oxigeno. La desventaja esta, en la dificultad de controlar la distribucion del tamafio
de particula [162], [164]. La nucleacion ocurre cuando la concentracion de la
solucion alcanza la supersaturacion critica, mientras que el crecimiento se da de
manera lenta mediante la difusion de los solutos hacia la superficie del cristal.
Para producir nanoparticulas monodispersas se debe de evitar la nucleacion y

crecimiento del nucleo[165].

5.7. Técnicas de Caracterizacion

Las técnicas de caracterizacion nos permiten conocer cualitativamente y
cuantitativamente la composicion de un material, con lo cual podemos saber sus
propiedades fisicas, quimicas, estructurales, entre otras. En este capitulo se
describen las distintas técnicas que se utilizaron para caracterizar los materiales

desarrollados.

5.7.1. Dispersion de luz dinamica

La técnica de dispersion de luz dinamica (DLS por sus siglas en inglés) permite
medir el tamafio de particulas. Esta técnica se basa en el movimiento Browniano
de particulas. Cuando las particulas se encuentran dispersas en un solvente, se
generara movimiento Browniano (aleatorio) dependiente del tamafo, de tal
manera que las particulas de mayor tamafo tendran menor cantidad de

movimiento que las particulas mas pequefias [166].

Para que esta técnica sea fiable tienen que cumplirse ciertas caracteristicas.

Primero la temperatura debe de ser estable. En caso de no haber temperatura



constante, se pueden generar movimientos no aleatorios, lo cual afecta el principio
en el que se basan las mediciones y por lo tanto la medicién se ve comprometida.
Segundo que la muestra se encuentre suspendida en estado coloidal. El que se
encuentre en estado coloidal es lo que permite que exista el movimiento
Browniano, que es la base del método. Por ultimo se requiere que las particulas
estén monodispersas y sean de tamafios pequefios a comparacion del laser usado

para la medicion [166].

La velocidad del movimiento Browniano es conocida como el coeficiente de
difusion traslacional. Este coeficiente es utilizado en la ecuacién de Stokes-

Einstein para calcular el didmetro hidrodinamico de las particulas[166]:

kT
~ 3mnD

d(h)

Donde:

d(h) es el tamafio giro dinamico.

D es el coeficiente de difusion traslacional.
K es la constante de Boltzmann.

T es la temperatura absoluta (K)

N es la viscosidad.

El coeficiente, no solo dependera del tamafio de la particula, sino de la
concentracion, estructura superficial y lo que la rodea (siendo lo que la rodea otras

particulas que generan un aglomerado, iones o una capa superficial).

En DSL se trabaja midiendo la relacion a la que la intensidad de la luz dispersada
y su fluctuacién mientras es detectada usando los arreglos Opticos apropiados.
Cuando las particulas estan estacionarias, el patron generado es estacionario,

pero debido al movimiento Browniano, el patron generado es cambiante. La



relacion con la que este cambio ocurre es dependiente del tamafio y la forma en la
que interactien las ondas dispersadas por las particulas y se puede usar para

calcular el diametro hidrodinamico.

Un punto importante a notar es el hecho de que la dispersion de luz es (siempre y
cuando la particula sea de menor tamafio a la longitud de onda del laser) igual en
todas las direcciones, pero que la intensidad de la luz dispersada por una particula
de 50nm va a ser 106 veces mayor [166] que la intensidad de la dispersion

provocada por una particula de 5nm.

5.7.2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido (DSC por sus siglas en inglés) es
probablemente la técnica de analisis térmico mas usada en la ciencia de los
polimeros [167]. Determina de forma cuantitativa la cantidad de calor absorbido o
emitido por una muestra comparada con una referencia, durante una transicion
térmica especifica (la cual puede ser una transicion de primer orden o de segundo
orden). Los cambios experimentados por las propiedades térmicas de las
muestras pueden ser determinados isotérmicamente como una funcion del tiempo
a una velocidad de calentamiento o enfriamiento constante en funcién de la

temperatura [167].

Es una técnica relativamente nueva; su nombre se conoce desde 1963, cuando

Perkin-Elmer comercializ6 su DSC-1, el primer DSC [168].

De acuerdo con la norma ASTM E473, DSC es una técnica en la que la diferencia
de caudal de calor en una sustancia y una referencia se mide en funcién de la
temperatura, mientras que la muestra se somete a un programa de temperatura
controlada [168].

El DSC tiene diversas aplicaciones en el area de materiales poliméricos, algunas

de las cuales se enlistan a continuacion [167]:



Tabla 5.8 Aplicaciones de la técnica DSC

Aplicaciones de la técnica DSC

Campo de estudio

Aplicacion

Andlisis morfolégico de materiales

Determinacion del punto de fusion vy
cristalizacién, temperatura de transicion
vitrea (T,).
Estudio de la oxidacion y otras reacciones
guimicas.

Estudio de cristales liquidos

Caracterizar los pequefios cambios
energéticos que acompafian a las
transiciones desde un sélido a un cristal
liguido y desde un cristal liquido a un
liquido isétropo.

Estabilidad de una muestra

Determinar la estabilidad y las condiciones
de almacenamiento 6ptimo de un
compuesto.

Industria farmacéutica

Estudiar procesos de curado y el cross-
linking de moléculas poliméricas.

Investigacién alimentaria

Determinar la dinAmica del agua, analizar el
efecto del curado sobre los productos
preparados, valoracion de la pureza de
farmacos y polimeros.

Estudio de procesos biol6gicos

Establecimiento de rutas metabodlicas, en
taxonomia bacteriana, fangica y en
infectividad.

5.7.3. Analisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico es una técnica donde se hace aumentar de manera

uniforme la temperatura del ambiente que rodea a un sélido, produciendo una

transferencia de energia calorifica al mismo [169], midiéndose asi la masa del

sélido en funcidén de la temperatura o del tiempo en una atmosfera controlada

[170].

Un gas de purga que fluye a través de la balanza crea una atmdésfera que puede

ser inerte (nitrégeno, argon o helio); oxidante (aire u oxigeno); o reductora (8 -

10% H./N,). El contenido de humedad del gas de purga puede variar de seco a

saturado [170].




Los polimeros generalmente presentan pérdida de masa, aunque se puede
observar un aumento de masa antes de la degradacion a velocidades de

calentamiento lentas en una atmésfera oxidante [170].

La pérdida de masa puede clasificarse como componentes volatiles: humedad
absorbida, disolventes residuales o aditivos u oligdmeros de baja masa molecular
que generalmente se evaporan entre la temperatura ambiente y los 300°C;
productos de reaccion, tales como agua y formaldehido, que generalmente se
forman entre 100°C y 250°C; y generacion de productos de degradacion volatil
resultantes de la escision de cadena que generalmente requieren temperaturas
por encima de 200°C pero no mas de 800°C. Todos estos procesos de pérdida de
masa pueden caracterizarse por TGA para proporcionar informacion como

composicidn, extension de curado y propiedades térmicas estabilidad [170].

El analisis termogravimétrico puede proporcionar informacion valiosa, a menudo
cuantitativa, sobre la composicibn de materiales poliméricos. Si un material
multicomponente contiene compuestos de baja masa molecular, material
polimérico y aditivos inorgénicos, los tres grupos pueden separarse por
temperatura [170].

Este principio general del fraccionamiento molecular por temperatura es comun en
la mayoria de los polimeros lineales, donde la ruptura de enlaces C-C ocurre
comunmente a temperaturas entre 500°C y 550°C. Los aditivos inorganicos son
generalmente estables en una atmésfera inerte a 900°C o mas, aunque los
rellenos afadidos al polimero como el CaCO3 se convertiran en CaO y CO entre
600°C y 700°C. De hecho, la pérdida de masa de CO, medido puede ayudar a

cuantificar la cantidad de carbonato de calcio en la composicién original [170].

5.7.4. Difraccion de rayos-X

Los andlisis de difraccién de rayos-X (DRX) consisten en un haz incidente de

radiacion-X, el cual es generado mediante el calentamiento de un filamento y



aplicacién de voltaje, en una muestra que presente cristalinidad. Los planos
cristalinos, tienen una distancia interpelaran entre si, lo cual es caracteristico de
los elementos de los cuales estén formados los mismos. Analizando las
intensidades y orientaciones de los rayos-X difractados, debido a la dispersion
elastica de los rayos, se puede conocer las propiedades fisicas. Ya que la
conformacion fisica de los planos cristalinos esta basada en los atomos que
conforman dichos planos, se puede conocer los &tomos que estan presentes en la
red cristalina si se analizan los resultados de los difractogramas a diferentes
angulos. Al conocer los atomos que conforman a un material y sus propiedades
fisicas, se pueden conocer las propiedades quimicas de los materiales [147],
[171].



6. Material y métodos

6.1. Sintesis del Poliacido lactico

A continuacion se enlistan los reactivos utilizados en la polimerizacion por

condensacion del acido lactico:

Reactivos
e Acido lactico e Glicerol
e Acido sulftrrico e Octoato de estafio

Se decidi6 hacer la polimerizacion del &acido lactico mediante el método de
condensacion, para lo cual se sigui6 la metodologia que a continuacion se

describe:

Se prepard un equipo de destilacion como el mostrado en la Figura 6.1, el cual
consta de un matraz de bola con bafio de aceite mineral, un condensador de vidrio
conectado desde el matraz con flujo constante de agua. Para la sintesis se agregé
un mol de &cido lactico y 1ml de &cido sulfurico, se dejé en reflujo durante 3 horas
a presion ambiental y temperatura de 110°C, la agitacibn mecanica se hizo con

una barra magnética y una placa de agitacion.

Figura 6.1 Equipo de destilacion montado para la
polimerizacion por condensacion del acido lactico.
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Al resultado de la destilacion se le agregd 1/1000 mol de glicerina y 1/2000 mol de
octoato de estafio, se sometidé a bajo vacio por medio de un equipo rotavapor a

una presion de 45mbar y temperatura de 60°C, por 15hrs.

= i
- = i/
—

Figura 6.2 Equipo de rotavapor utilizado en
la polimerizacion por condensacion del acido lactico.

Al término de la reaccion, el producto que se obtuvo se dej6 enfriar a temperatura

ambiente y se almaceno en un contenedor ambar, para su futura utilizacion.

6.2. Sintesis de nanoparticulas magnéticas

Los reactivos que a continuacion se enlistan, fueron los utilizados en la sintesis de

nanoparticulas magnéticas:

Reactivos
e Cloruro Férrico (FeCls) e Nitrdgeno (gas)
e Cloruro Ferroso (FeCl,) e Alcohol etilico
e Hidréxido de amonio (NH,OH) e Agua destilada

e Citrato de sodio dihidratado
(HOC(COONa)(CH,COONa),*2H,0)

Para realizar la sintesis de nanoparticulas magnéticas (NPMs) se utiliz6 un matraz
de tres bocas, en el cual se llevéd a cabo la mezcla de precursores en las
cantidades mencionadas en la Tabla 6.1, se adiciond el iniciador de reaccion y
posteriormente se agregé el agente quelante. La sintesis se llevd a cabo durante

dos horas a una temperatura de 70°C, con agitacion constante mediante una barra



magnética y una placa de agitacion, en una atmosfera inerte por medio de

burbujeo constante de nitrégeno.

Tabla 6.1 Se muestran las cantidades utilizadas de reactivos en la sintesis de nanoparticulas

magnéticas
Formulacion para sintesis de nanoparticulas magnéticas (NPMs)
Reactivos Cantidad
Precursor 1 (FeCly) 10ml;1 M
Precursor 2 (FeCly) 10ml; 1 M
Iniciador (NH,OH) 15ml;5M
Agente Quelante (HOC(COONa)(CH,COONa), *2H,0) 10 ml; 0.85 M

La reaccion por la cual se obtuvo magnetita se describe a continuacion:

Desprotonacion
Fe'* +H,0 *  Fe(OH),*
Desprotonacion
Fe?* +H,0 *  Fe(OH),*?
Fe(OH) **
Omidacion Magnetita
+ —_—
Deshidratacion .
pH~9.0, 60°C Fe;04
Fe(OH),**

Figura 6.3 Mecanismo de reaccion para obtencién de magnetita

Para acelerar la precipitacion de las particulas obtenidas y evitar pérdidas de las

mismas durante la decantacién, se utilizaron imanes de neodimio. Los lavados de



las particulas se realizaron utilizando agua destilada como medio dispersante, y

un iman de neodimio para acelerar la precipitacién de las mismas.

Para remover la mayor cantidad de impurezas, cada muestra fue dispersada 10
veces en agua destilada (con sus correspondientes precipitaciones y
decantaciones). El secado de las particulas se realiz6 usando un desecador, y una
bomba de vacio. Finalmente para caracterizar el material obtenido, éste se molio

usando un mortero de agata.

El material obtenido se guardd en un vial con tapa (Figura 6.4), donde se mantuvo

hasta el momento de realizar la caracterizacion.

Figura 6.4 Nanoparticulas magnéticas obtenidas
mediante el método de coprecipitacion de sales.

6.3. Formulaciones del material compuesto

A continuacion se muestran los reactivos utilizados en el material compuesto:

Reactivos
e Poliacido lactico (PLA previamente sintetizado)

e Policaprolactona (PCL Sigma Aldrich #440744)

De acuerdo con lo consultado en la bibliografia, acerca del tiempo de permanencia

que se requiere del marcador de biopsia (entre 12 y 24 meses); se propusieron
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diferentes formulaciones del material compuesto, variando las concentraciones de

los componentes, los cuales se muestran en la Tabla 6.2:

Tabla 6.2 Formulaciones propuestas del material compuesto

Formulacién | Formulacion | Formulaciéon
Componentes
1 2 3
PCL 90%W 95%W 98%W
PLA 10%W 5%W 2%W

Como ya se habia mencionado anteriormente, en la bibliografia podemos
encontrar que la PCL (>24 meses) se degrada a una velocidad menor que el PLA
(12-16 meses) [54], lo que provoca su uso en dispositivos de administracion de
farmacos que permanecen activos durante mas de un afio [172]. Por esta razén se
decidié aumentar el porcentaje en peso de la PCL, para otorgarle mayor tiempo de
degradacion al marcador de biopsia.

6.4. Formay tamafio del marcador de biopsia

De acuerdo con lo consultado en la bibliografia [173], se menciona que el
marcador de biopsia debe tener una forma completamente diferente a los tejidos
con los cuales tendra contacto (forma no biolégica), para ser identificable como
objeto artificial mediante un equipo mastogréafico. El tamafio dependera del tipo de
aguja con el que se realizara la toma de la biopsia (Tabla 6.3); por lo tanto, para
cumplir con estas caracteristicas, se le otorga la forma y el tamafio adecuado al

material compuesto con ayuda de un molde de silicén.



Tabla 6.3 Diametro de agujas de biopsia

Tamafios de agujas comunmente
utilizados en toma de biopsia
Calibre Diametro (mm)
9G 3.76
10G 3.40
11G 3.05
12G 2.77
13G 241
14G 2.11

El molde de silicon, le da al material compuesto un tamafio de 2.67mm de espesor
por 8.08mm de largo; para moldearlo, se inyectd de forma liquida la mezcla de
polimeros para que tome la forma deseada y posteriormente se enfrio, teniendo

como resultado un sélido con una forma no biologica.

Debido al tamafio que presenta, el marcador de biopsia puede ser usado en
agujas de biopsia hasta calibres 12G (2.7mm).

6.5.Pruebas de velocidad de degradacion del material compuesto

En esta prueba se utilizaron los materiales compuestos moldeados; para asemejar
las condiciones en las cuales se deben desempefiar dentro del modelo animal,
primeramente se documentd el peso de los marcadores de biopsia en seco,
después se introdujeron en un vial con 30ml de solucion salina con un pH de 7.4y
se taparon, posteriormente se introdujeron en un horno a 37°C (Figura 6.5). Cada
3-4 dias, los marcadores se retiraban de la solucién salina, se secaban y se
documentaba su peso. Para que la prueba sea representativa, los marcadores

permanecieron durante 159 dias en las condiciones antes mencionadas (el mismo



tiempo que permanecié en marcador implantado en el modelo de glandula

mamaria).

Figura 6.5 Horno en el cual se realizaron las
pruebas de velocidad de degradacion.

6.6. Radiopacidad del marcador

Para otorgarle radiopacidad al material que se utiliz6 como marcador de biopsia,
se le agregaron nanoparticulas magnéticas sintetizadas previamente. Basado en
datos bibliogréficos, se sabe que la dosis letal media de NPMs es de 400mg/Kg en
ratas [174], [175], por lo cual si se toma un peso promedio de las ratas de 350g, la
dosis maxima de NPMs es de 140mg. En la Tabla 6.4 se muestran las

concentraciones con las que se realizaron los marcadores:

Tabla 6.4 Concentraciones de los componentes del marcador de biopsia

Marcador Marcador
Componentes | de biopsial | de biopsia 2
(MB1) (MB2)
PCL 95%W 95%W
PLA 5%W 5%W
NPMs 12.64mg 36.86mg
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6.6.1. Prueba de radiopacidad in vitro.

Para verificar la radiopacidad de las formulaciones de marcadores de biopsia, se
utilizé como modelo una combinacion de tejido adiposo y muscular, en el cual se
probaron los marcadores de biopsia propuestos (Tabla 6.4). Con ayuda de un
mastografo digital, se tomaron radiografias del mismo con los siguientes

parametros:

Corriente del tubo de rayos X: 21mA
Tiempo de exposicion: 462mseg
KVP: 24kV

Exposicién: 10mAs

AGD: 0.14mGy

Blanco/Filtro: Tungsteno/Rodio

6.7. Caracterizacion

6.7.1. Calorimetria de barrido diferencial (DSC) y anaélisis

termogravimétrico (TGA)

Mediante esta técnica se caracterizd el PLA sintetizado, la PCL, la mezcla de
polimeros 95%PCL/05%PLA (Formulacion 2 de la Tabla 6.2) y el marcador de
biopsia 2 (MB2 de la Tabla 6.4), las cantidades de muestra que se utilizaron para

la prueba se describen a continuacion:

Tabla 6.5 Peso de las muestras caracterizadas mediante la técnica DSC y TGA

Caracterizacién mediante la técnica DSCy TGA

Muestra Peso (mgQ)
PLA 5.2mg
PCL 5.8 mg
Formulacion 2 5.9 mg
Marcador de biopsia 2 5.3 mg




El analisis se realizd en presencia de oxigeno, en un intervalo de temperatura de
[20°C - 696.5°C]. El equipo utilizado para el analisis fue TGA/DSC 1 Star® System,
de la marca METTLER TOLEDO (Figura 6.6).

Figura 6.6 TGA/DSC 1 Star® System

Las especificaciones de temperatura del equipo son las siguientes:

Tabla 6.6 Especificaciones de operacion del equipo TGA/DSC 1 Star® System

Especificaciones de temperatura del TGA/DSC 1

Datos de temperatura

Horno pequefio (SF)

Intervalo de temperatura RT ... 1100 °C

Exactitud de temperatura +0.25K

Precision de temperatura +0.15K
Resolucion de la temperatura del horno 0.001 K

Tiempo de calentamiento

5 min (RT ... 1100 °C)

Tiempo de enfriamiento

20 min (1100 ... 100 °C)

Tiempo de enfriamiento con helio

<10 min (1100 ... 100 °C)

Velocidad de calentamiento

250 K/min

Velocidad de enfriamiento

-20 K/min (2150 °C)

Volumen de muestra

<100 pL
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6.7.2. Dispersion de luz dindmica

Las nanoparticulas obtenidas se dispersaron en un vial con 8 ml de agua
destilada, la cantidad de muestra fue de 0.02 gramos. La muestra fue sonicada
previamente por 10 minutos. El analisis se realizé usando un tiempo de integracion
de 10 segundos a una temperatura de 22°C. El equipo utilizado fue un equipo de
Dispersion de Luz (Figura 6.7), Brookhaven Instrument Bi-220SM Research

Goniometer con un laser de Helio-Ne6én de 35mW de 633nm.

Figura 6.7 Equipo de Dispersion de Luz Dinamica (DLS)

6.7.3. Difraccion de rayos-X

Las pruebas de caracterizacion de las nanoparticulas por difraccion de rayos-X, se
realizaron usando un equipo Rigaku modelo Ultima IV (Figura 6.8). La difraccion
se realizd por el método de haz paralelo, con radiacion generada con un tubo de
cobre. Las pruebas se llevaron a cabo variando el angulo de incidencia de 5°-80°,
a una velocidad de 1°/min y muestreos de 0.02s. El peso de cada muestra fue de

aproximadamente 0.1g, la cual era depositada sobre un portamuestras.
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Figura 6.8 Equipo de difraccién de rayos-X marca Rigaku modelo Ultima IV

6.8. Experimentos in vivo

Se utiliz6 un modelo animal predictivo, con el propésito de descubrir, cuantificar y

evaluar el desempefio, ademas de la toxicidad del material compuesto.

Para realizar la prueba de los marcadores de biopsia en el modelo animal de

glandula mamaria, se utilizaron animales de la siguiente descripcion:

Orden: rodentia
Suborden: myomorpha
Familia: muridae
Género: rattus
Especie: norvegicus
Linea: Wistar

Figura 6.9 Rata Wistar

Las pruebas realizadas en este trabajo, se llevaron a cabo en animales adultos,
con la autorizacion del Comité de Investigacion y Bioética de la escuela de
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Ciencias de la Salud de la Universidad del Valle de México, campus Querétaro
(Anexo 10.1). Se utilizaron 10 ratas Wistar hembras multiparas (Figura 6.9), de

entre 9-12 meses de edad.
Se separaron en grupos de 3 ratas, y una rata se utilizé como control negativo.

Todos los animales se mantuvieron en un ciclo de 12hrs luz/12hrs oscuridad con
agua y alimento ad libitum, bajo las condiciones que marca la norma oficial
mexicana NOM-062-Z00-1999 de especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de los animales de laboratorio.

6.8.1. Implante de marcadores

Para realizar la prueba de los marcadores en el modelo de glandula mamaria, se

sigui6 la metodologia a continuacién descrita:

Previo a la implantacion, los prototipos de marcadores de biopsia se esterilizaron
mediante luz UV por un periodo de 16 horas. Se pesaron las 9 ratas seleccionadas
como modelo de glandula mamaria, se les anestesi6 con una mezcla de
hidrocloruro de ketamina/clorhidrato de xilazina, administrada intraperitonealmente
a una dosis de 1 ml/kg de peso corporal. Se rasur6 al animal en el area
circundante al pezén correspondiente a las glandulas mamarias abdominales, se
realizdé una pequefa incision a la altura del pezon (Figura 6.10-A) y con ayuda de
unas pinzas de diseccién se hizo una cavidad (Figura 6.10-B) donde se deposito el
marcador (Figura 6.10-C).



Figura 6.10 Proceso de implantacién del marcador de biopsia mamaria en la rata Wistar.
(A)Incision. (B)Formacioén de cavidad en la glandula mamaria. (C)Colocacién del marcador de
biopsia. (D)Sutura.

Se hizo la sutura (Figura 6.10-D) con hilo nylon, para cerrar la incision, al término
se les aplicé una solucién (Microdacyn®) para evitar infecciones y ayudar a la

cicatrizacion.

6.8.2. Prueba de radiopacidad del material compuesto

Para verificar la radiopacidad del material compuesto, los marcadores de biopsia
se implantaron en el modelo animal y con ayuda de un mastografo digital (Figura

6.11), se tomaron radiografias del mismo con los siguientes parametros:
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Corriente del tubo de rayos X: 21mA
Tiempo de exposicion: 462mseg
KVP: 24kV

Exposicion: 10mAs

AGD: 0.14mGy

Blanco/Filtro: Tungsteno/Rodio

Figura 6.11 Mastografo digital
marca Fujifilm

Se realizaron 3 tomas de rayos X con el mastografo digital, (una toma cada 15
dias), para documentar la velocidad de biodegradacion del marcador de biopsia,
para realizar este procedimiento los animales fueron anestesiados por 40minutos.

Debido a problemas técnico-administrativos con el mastografo digital, se decidio
hacer las tomas de rayos X restantes en un equipo odontoldgico (Figura 6.12), con

los siguientes parametros:

Corriente del tubo de rayos X: 8mA+15%
Tiempo de exposicion: 0.32seg

KVP: 22kV

Exposicion: 7mAs

Blanco/Filtro: Tungsteno/Rodio

Figura 6.12 Equipo de rayos X
odontoldgico modelo COR-70/8-03

I -




7. Resultados

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

a) Caracterizacion del Poliacido lactico

Mediante analisis termogravimétrico (TGA, por sus siglas en inglés: Thermal
Gravimetric Analysis) del PLA sintetizado se determind su temperatura de
descomposicion para caracterizar su estabilidad térmica. A continuacién se

presentan los resultados obtenidos.
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Figura 7.1 Termograma obtenido mediante la técnica TGA del poli4cido lactico
(22°C-650°C, 10°C/min, presencia de oxigeno)



La Figura 7.1 muestra el termograma (parte superior) obtenido mediante la técnica
TGA y el termograma derivado con respecto a la temperatura (DTG) se muestra
en la parte inferior. Podemos observar que existe una descomposicion multietapa,
la primera etapa de descomposicion térmica del material comienza alrededor de
los 74.7°C, presenta una caida suave y tiene su punto de méxima inflexion en
219.52°C, existe la formacion de una meseta entre los 283.77°C-290.80°C la cual
se relaciona con un producto intermedio estable. La segunda etapa de
descomposicion térmica comienza alrededor de los 291°C, teniendo su punto de
méxima inflexion en 359°C; ésta concluye en 420°C y después de esta

temperatura solo queda aproximadamente el 10% en peso de cenizas no volatiles.

Debido a la presencia de oxigeno durante el andlisis, podemos concluir que la
descomposicion térmica se debe a una reaccion oxidativa del PLA, la cual sigue el
mecanismo propuesto por Rasselet et al. [176] y el cual se muestra a continuacion

en la Figura 7.2.
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Figura 7.2 Mecanismo de reaccion oxidativa del PLA propuesto por Rasselet et al. [176]

En el mecanismo de reaccidon propuesto se puede observar que el oxigeno ataca

al polimero en los enlaces mas vulnerables, que en este caso es el enlace CH



terciario, donde se da inicio el proceso oxidativo y sigue un mecanismo de ciclo
cerrado.

En la Figura 7.3 se muestra el DSC (por sus siglas en inglés: Differential Scanning
Calorimetry) del PLA obtenido simultaneamente al TGA, en donde se corrobora
gue los Unicos eventos térmicos presentes son la descomposicion oxidativa del
material.
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Figura 7.3 Termograma obtenido mediante la técnica DSC del poliacido lactico
(22°C-650°C, 10°C/min, presencia de oxigeno)
b) Caracterizacion de Policaprolactona

La PCL se caracterizO mediante DSC y TGA, los resultados se muestran a
continuacion.
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Figura 7.4 Termograma obtenido mediante la técnica DSC de la policaprolactona
(22°C-650°C, 10°C/min, presencia de oxigeno)

En la Figura 7.4 (parte superior) se muestra el termograma obtenido mediante
DSC de la PCL, es posible observar un evento endotérmico a los 66.44°C, el cual
corresponde a la temperatura de fusién (Tm), posterior a éste se observa un pico
endotérmico ancho alrededor de los 250°C correspondiente al proceso de
descomposicion oxidativo en el TGA del PCL (parte inferior de la Figura 7.5). El
pico endotérmico que se observa a los 407.20°C (que comienza a 375°C y
culmina a 440.40°C) corresponde a la parte final del proceso de degradacion de la

PCL, posterior a éste evento queda 4% en peso de cenizas no volatiles.
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Figura 7.5 Termograma obtenido mediante la técnica TGA de la policaprolactona
(22°C-650°C, 10°C/min, presencia de oxigeno)

En el TGA de la PCL (Figura 7.5), se puede observar un proceso aparentemente
simple de descomposicion térmica el cual comienza en 225.46°C con una caida
suave, pero al corroborar el DTG se hace evidente que se trata de un proceso
oxidativo térmico de dos etapas que se traslapan entre si; es decir que los
productos intermedios que se forman no son estables y presentan un tiempo de
vida corto, lo que es totalmente coherente con los dos eventos endotérmico
(alrededor de 250°C y 400°C respectivamente) registrados en el DSC. El punto de
maxima inflexion de todo el proceso se encuentra a 373.57°C y culmina en
440.40°C, después de esta temperatura solo queda el porcentaje de cenizas no

volatiles previamente mencionado.
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c) Caracterizacion de la mezcla de polimeros 95% PCL/ 05% PLA

Después de establecer la formulacion de polimeros que se utilizé en el marcador
de biopsia, se analiz6 térmicamente una muestra mediante TGA y DSC. En el
termograma resultante del analisis mediante DSC (Figura 7.6) se observa la Tm
en 55.36°C, la cual es menor a comparacion de la Tm de la PCL pura
(Tm=66.44°C), la diferencia de casi 10°C se puede atribuir a una combinacion
perfecta entre el PLA y el PCL, generando un comportamiento térmico ligeramente

diferenciado de los componentes puros.
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Figura 7.6 Termograma obtenido mediante la técnica DSC de la mezcla 95% PCL/05% PLA
(22°C-650°C, 10°C/min, presencia de oxigeno)

En la Figura 7.7 se puede observar el termograma obtenido mediante TGA,
nuevamente da la impresion de tratarse de un proceso simple de descomposiciéon

el cual comienza alrededor de 221°C, presenta una caida suave, y tiene su punto



de maxima inflexion en 407.5°C. La descomposicion finaliza alrededor de 476.2°C,

quedando aproximadamente un 10% en peso de cenizas no volatiles.
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Figura 7.7 Termograma obtenido mediante la técnica TGA de la mezcla 95% PCL/05% PLA
(22°C-650°C, 10°C/min, presencia de oxigeno)

Sin embargo al observar los resultados el DTG (parte inferior de la Figura 7.7),
nuevamente se distinguen varias etapas traslapadas en el proceso oxidativo
térmico del material; entre los 200°C y 330°C se observa una etapa de
descomposicion lenta y suave que concuerda con el comportamiento térmico del
PLA; entre 330°c a 375°C es posible observar una etapa de descompaosicion mas
acelerada que concuerda con la ultima etapa de descomposicion del PLA y la
primer etapa del PCL; y por ultimo entre los 375°C a 475°C se reconoce la ultima
etapa de descomposicion del PCL. Por lo que es posible concluir que la
descomposicion térmica del material tiene la evolucion normal correspondiente a

una mezcla entre el PLA y el PCL. Esto junto con la variacion de 10°C en la Tm,

80



reafirma la conclusion de que en la formulacién 95% PCL/5% PLA se presenta una
mezcla perfecta (perfect blend), lo que explica que las propiedades coligativas

como la Tm cambian dependiendo de la proporcion de los componentes.

d) Caracterizacion de marcador de biopsia

Los resultados que se presentan a continuacion, corresponden al marcador de
biopsia (con nanoparticulas magnéticas (NPMs) incluidas). En la Figura 7.8 se
muestra el DSC obtenido del marcador de biopsia, el cual muestra nuevamente
una Tm alrededor de los 54.4°C, la cual es congruente con la Tm=55.36°C del
material sin NPMs, los eventos térmicos alrededor de los 200°C y 325°C se
asocian al proceso de descomposicion térmico en presencia de oxigeno que se

puede presenta en la Figura 7.8.
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Figura 7.8 Termograma obtenido mediante la técnica DSC del marcador de biopsia
(22°C-650°C, 10°C/min, presencia de oxigeno)



En la Figura 7.9 los resultados del andlisis TGA del marcador de biopsia se
muestran con un proceso simple de descomposicion, el cual comienza alrededor
de 260°C, presenta una caida pronunciada que tiene su punto de maxima inflexion
en 326.9°C y en donde la descomposicion termina alrededor de 355.42°C, con un
22% en peso de cenizas no volatiles. Sin embargo al observar el DTG (parte
inferior de la Figura 7.9) observamos un proceso en 2 etapas; la primera de ellas
de 200°C a 250°C, se asocia al PLA; y la segunda etapa entre 260°C a 355°C se
asocia a la PCL. Existe un fuerte cambio en la estabilidad térmica en la mezcla
95%PCL/05%PLA al agregarle NPMs y esto se puede atribuir a que posiblemente
las NPMs funcionan como puntos radiantes de calor durante el proceso de
calentamiento; no logran modificar la temperatura de inicio de la descomposicion,

pero si logran acelerar dicho proceso en las moléculas de polimero vecinas a

ellas.
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Figura 7.9 Termograma obtenido mediante la técnica TGA del marcador de biopsia
(22°C-650°C, 10°C/min, presencia de oxigeno)



7.2.Sintesis de nanoparticulas magnéticas

Al término de la sintesis, se obtuvieron las nanoparticulas en suspension acuosa.
Las cuales tenian un color oscuro como se puede observar en la Figura 7.10, el
color obtenido en las nanoparticulas es caracteristico de la magnetita. Al dejar la
suspension en reposo, las nanoparticulas obtenidas comenzaron a precipitar en
un tiempo promedio de tres horas. Se sabe que la magnetita precipita a partir de
una disolucion acuosa basica de sales de hierro (1) y hierro (lll), lo cual coincidié

con el comportamiento de las particulas sintetizadas.

Figura 7.10 Precipitaciéon de particulas.

Posterior a la primera precipitacion de las nanopatrticulas, se realizaron 10 lavados
con etanol, después de cada lavado se aceler6 la precipitacion de las
nanoparticulas colocando un iman de neodimio debajo del vaso de precipitado, y

dejando en reposo al menos 20 minutos.

Debido a la aplicacién en la que se utilizaron las nanoparticulas, después del
proceso de lavado, las nanoparticulas obtenidas se secaron por un periodo de 24
horas, durante este proceso los precipitados tuvieron un cambio de coloracion,
pasando de un color negro o café oscuro a un café mas claro. Al terminar el
proceso se observaron aglomerados, de color negro o café oscuro (Figura 7.11).
Sabemos que la magnetita tiene un caracteristico color negro y la hematita una
tonalidad rojiza, la literatura indica que este cambio esta relacionado con el

proceso oxidativo que lleva a la magnetita a transformarse en hematita.



Figura 7.11 Proceso de secado durante el cual se
observa un ligero cambio de tonalidad en las particulas.

Para tener las muestras en polvo, se llevé a cabo un proceso de pulverizacién con
ayuda de un mortero de agata (Figura 7.12-A), al final de este proceso se observé
nuevamente un cambio de coloracion, disminuyendo el tono oscuro de la muestra

como se puede apreciar en la Figura 7.12-B.

Figura 7.12 Pulverizacion de particulas. (A) Mortero de Agata y (B) cambio de coloracion.

7.3.Caracterizacion de nanoparticulas

7.3.1. Difraccién de rayos-X

Para corroborar la composicion de las nanoparticulas sintetizadas, se utilizé la
técnica de difraccidbn de rayos-X (DRX). Esto debido a que, en presencia de
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oxigeno la magnetita/maghemita se transforma en hematita, el difractograma

obtenido se presenta en la Figura 7.13.
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Figura 7.13 Difractograma obtenido mediante DRX de las NPMs.

El difractograma (Figura 7.13) muestra los resultados obtenidos de las NPMs
(negro) comparados con los picos caracteristicos de la magnetita (rojo) reportados
en la literatura (obtenidos de la base de datos del equipo de DRX). Como se
puede observar los picos resultantes de las NPMs coinciden con los picos

caracteristicos de la magnetita.

Debido a los resultados obtenidos, es posible asegurar que las nanoparticulas
sintetizadas estan constituidas de magnetita, por lo cual, segun lo consultado en la

literatura, pueden ser utilizadas en aplicaciones biomédicas.



7.3.2. Dispersion de luz dindmica

La literatura indica, que los tamafos de particula aptos para ser usados en

aplicaciones biomédicas se encuentran entre 10-100nm [155]. Debido a la

importancia de este parametro, se analizaron mediante la técnica DLS las

particulas sintetizadas, teniendo como resultado el histograma de tamafio de

particula que se muestra en la Figura 7.14:
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Figura 7.14 Histograma de tamafio de particula mediante la técnica DLS

El histograma muestra una distribucion normal de tamafio de particula, con un

intervalo de 41.9nm - 42.5nm, el cual se encuentra dentro del tamafio de particula

permitido para aplicaciones biomédicas. Los valores obtenidos se agrupan en la

Tabla 7.1:

Tabla 7.1 Valores de tamafio de particula obtenidos mediante la técnica DLS

Muestra

Media (nm)

Mediana (nm)

Desviacion estandar (nm)

NPMs

42.1685

42.18

0.1385

Los resultados muestran distribuciones de particulas homogéneas, con una media

y mediana muy similar, asi como una desviacion estandar de 0.1385. Los



resultados obtenidos, nos permiten asegurar la biocompatibilidad por tamafio de

las NPMs en aplicaciones in vivo.

7.4. Formay tamafio del marcador de biopsia

Para obtener la geometria acorde para su uso como marcador de biopsia, el
material compuesto se inyecté en forma liquida en el molde de silicon, y se dejé
enfriar, se obtuvo un material con una forma no biolégica (Figura 7.15), de 8.08mm
de longitud y 2.37mm de espesor. Con la forma y medidas mencionadas, se le
otorgan las caracteristicas fisicas adecuadas para ser usado como marcador de

biopsia con agujas hasta de calibre 12G.

— B.08MM p—

2.37mm

Figura 7.15 Prototipo de marcador de biopsia

La forma que se le otorgd al marcador, trata de evitar la migracion que se presenta
en algunos casos al momento de la implantacion, ademas de sobresalir entre los
tejidos con los cuales tiene contacto; idealmente, al momento de comenzar la
cicatrizacion en el tejido, se comenzara la adherencia en los bordes mas delgados
del marcador, razén por la cual se le agrego tres lineas sobresalientes en la parte

del cuerpo, después las adherencias seguiran a la parte plana del marcador.

Para asignar el tamafio, se tom6 en cuenta las agujas de biopsia comunmente
utilizadas, las cuales se encuentran en el intervalo de 9G (diametro=3.7mm) y 12G
(diametro=2.7mm), por las caracteristicas que se le dio al marcador, éste puede

ser introducido con ayuda de la aguja de biopsia.



7.5. Pruebas de velocidad de degradacion del material compuesto

Emulando las condiciones a las cuales se sometera el marcador de biopsia en el
organismo Vvivo, se realizaron pruebas de velocidad de degradacion a las tres
formulaciones propuestas del material compuesto, obteniéndose los siguientes
resultados después de 159 dias:

18
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Figura 7.16 Velocidad de degradacién de la formulacién 1 (90% PCL/10% PLA)

En la Figura 7.16 podemos observar los resultados obtenidos de la formulacion 1,
la cual después de 159 dias tuvo un porcentaje de degradacion en peso de 13.7%.
La degradaciéon de la formulacidén, parece ser logaritmica teniendo una mayor
pérdida en peso en el inicio de la prueba. Sin embargo, los resultados podrian no
ser los mismos cuando el marcador sea probado in vivo, ya que por este método
solo se obtiene el resultado de la hidrélisis del material. Una prueba in vivo
conlleva tomar en consideracion otras variables, como los procesos enzimaticos y

la reaccién del sistema inmune frente al material compuesto.
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Figura 7.17 Velocidad de degradacién de la formulacién 2 (95% PCL/05% PLA)

En la Figura 7.17 se observan los resultados obtenidos después de 159 dias de
prueba de la formulacién 2, la cual tuvo una pérdida en peso del 10.9%. La gréafica
resultante, muestra una tendencia logaritmica de la degradacion in vitro, aunque
como ya se menciond anteriormente al momento de una aplicacion in vivo podria

no comportarse de la misma forma.

La Figura 7.18, muestra los resultados de la prueba en la formulacion 3, la cual
después de 159 dias tuvo un 17.8% de pérdida en peso, el cual es el mayor
porcentaje de degradacion entre las formulaciones probadas. Esta formulacion,
presenta una tendencia de degradacion linealizable en comparacion con las

anteriores.
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Figura 7.18 Velocidad de degradacién de la formulacién 3 (98% PCL/02% PLA)

Con los resultados de las tres formulaciones propuestas en la prueba de velocidad
de degradacion, se observd, que el material que presentaba las propiedades de
degradacion utiles para la aplicacion como marcador de biopsia fue la formulaciéon
2 que contiene 95% PCL/5% PLA, ya que después de 159 dias de prueba,
presentd un 10.9% de pérdida en peso, la cual es mucho menor en comparacion
con las otras formulaciones 13.7 y 17.8% de pérdida en peso respectivamente.

La Figura 7.19, muestra los resultados obtenidos de la prueba de velocidad de
degradacion del marcador de biopsia 2 (95% PCL/05% PLA + 36.86mg NPMs),
después de 159 dias tuvo una pérdida en peso del 3.6%. El resultado contrasta
con el obtenido en la degradacién de la mezcla de polimeros (10.9%), se puede
argumentar que las NPMs tienen una velocidad de degradacion menor, y al ser
agregadas a la mezcla de polimeros, disminuyen la velocidad de degradacion del
material compuesto. No se encuentra reportado en la literatura la interaccién o
reaccion entre las NPMs y la mezcla de polimeros, por lo cual no se tienen
precedentes de los factores que influyen en la velocidad de degradacion, podemos
inferir que las nanoparticulas tienen una velocidad de degradacion mucho menor

gue los polimeros.
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Figura 7.19 Velocidad de degradacién del marcador de biopsia 2 (MB2)

7.6. Pruebain vitro de radio opacidad del material compuesto

Antes de realizar las pruebas in vivo, se verificaron las propiedades radiopacas del
marcador de biopsia. Para este estudio, se analizaron los dos marcadores de
biopsia propuestos junto con un marcador comercial de biopsia metalico utilizado
como referencia, en la prueba se utiliz6 como modelo una combinacion de tejido

adiposo y muscular.

La Figura 7.20, muestra el resultado de la prueba, donde se pueden observar los
tres marcadores; el circulo amarillo muestra los marcadores de acero inoxidable
comerciales (Metal) los cuales sirvieron de referencia; el circulo azul sefala los
marcadores de biopsia que se realizaron usando la formulacion 1 (MB 1) y el
circulo punteado color rojo muestra los marcadores de biopsia realizados

utilizando la formulacion 2 (MB 2).
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Figura 7.20 Prueba de radiopacidad in vitro.

Se puede observar en la imagen de rayos X tomada con un mastégrafo digital, que
tanto el marcador metalico como el MB 2, presentaron buena nitidez y contraste
en la imagen, el MB 1 se pudo observar, sin embargo no tenia la nitidez ni el

contraste que necesitamos en la imagen.

El MB 2, gracias a la concentracion de NPMs que se le agregd, presenté un
contraste en la imagen similar a la del marcador comercial, por lo tanto se tomo¢ la
decision de utilizar esta formulacion en las pruebas in vivo en el modelo de

glandula mamaria.

92



7.7. Pruebain vivo de marcadores en modelo de glandula mamaria

Como ya se mencion@ anteriormente, para la prueba in vivo se utilizaron 9 ratas,
de entre 9-12 meses de edad. Se les implantd el marcador de biopsia en las
glandulas mamarias inguinales y abdominales, el dia 18 de octubre del 2016. Con
ayuda de un mastografo digital, se tomaron imagenes de rayos X para verificar
qgue el marcador de biopsia 2 (MB 2) tuviera suficiente contraste para aparecer en
las imagenes y documentar su desempefio durante 159 dias. A continuacion se

muestran las imagenes obtenidas:

Figura 7.21 Imagen de rayos X tomada el 18 de octubre del 2016. (A) imagen
craneo-caudal. (B) acercamiento al lugar del implante

La Figura 7.21-A, es la primera imagen craneo-caudal obtenida el dia 18 de
octubre del 2016, en ella se observa el marcador de biopsia 2 (MB 2) en la
glandula mamaria inguinal izquierda, a pesar de que el MB2 esta muy cerca del
hueso de la cadera, como se puede observar en la Figura 7.21-B, aln se puede

distinguir con claridad.

Hasta este momento la rata no presenta signos de intoxicacién o problemas en la
incisién, después de 2 dias la herida estaba completamente cicatrizada.
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Figura 7.22 Imégenes de rayos X tomadas el 30 de octubre del 2016. (A) imagen craneo-caudal.
(B) imagen craneo-caudal-lateral. (C) acercamiento al lugar del implante.

La Figura 7.22, muestra las imagenes de rayos X realizadas el dia 30 de octubre
del 2016, en la Figura 7.22-A se observa el marcador implantado en la glandula
mamaria inguinal izquierda aun visible. En la Figura 7.22-B se puede observar una
perspectiva lateral del marcador, y en la Figura 7.22-C, el acercamiento a la zona
del implante, donde se puede observar con mayor claridad el marcador de biopsia.
Hasta el momento, las ratas no presentan sintomas de toxicidad por el material
implantado, tampoco existe rechazo de cuerpo extrafio ni enrojecimiento o
inflamacion en la zona del implante; lo que establece hasta el momento la

biocompatibilidad del material y los productos derivados de la hidrdlisis.
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Figura 7.23 Imagenes de rayos X tomadas el 15 de noviembre del 2016. (A) imagen craneo-
caudal. (B) imagen craneo-caudal-lateral derecha. (C) imagen craneo-caudal-lateral izquierda.
(D) acercamiento al lugar del implante.

La Figura 7.23 muestra las imagenes de rayos X tomadas el dia 15 de noviembre
del 2016. En la Figura 7.23-A se observa el marcador de biopsia implantado en la
glandula mamaria abdominal derecha, presenta buena nitidez y contrasta en
comparacion con el tejido circundante; en la Figura 7.23-B,C se tiene una
perspectiva lateral del marcador, a pesar que la toma hace que el marcador esté
cubierto por una mayor cantidad de tejido blando, siguié presentando buen
contraste notandose claramente en la imagen, la Figura 7.23-D es un
acercamiento del lugar de implantacion del marcador de biopsia. Transcurridos 29
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dias desde la implantacion, el marcador de biopsia aun se puede distinguir en la
toma de rayos X, no se tienen evidencias de una degradacion acelerada y las
ratas no presentan rechazo por cuerpo extrafio, toxicidad, sintomas infecciosos, ni
inflamacion o enrojecimiento en el lugar de la incisidon, debido a estas
observaciones, podemos decir que el MB2 hasta ese momento presenté buena
biocompatibilidad.

Las siguientes imagenes corresponden a tomas de rayos x realizadas con un
equipo odontolégico digital, ya que debido a la resolucién por el tamafio de imagen
es mas facil extraer informacion cuantificable desde el punto de vista de

procesamiento digital.

Figura 7.24 Imagen de rayos X tomada el 18 de febrero del 2017 (tamafio original)
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Figura 7.25 Imagen de rayos X tomada el 18 de febrero del 2017 (tamafio original)

Figura 7.26 Imagen de rayos X tomada el 18 de febrero del 2017 (tamafio original)

En las Figura 7.24, Figura 7.25 y Figura 7.26, se puede apreciar claramente el
MB2, debido al acercamiento en la imagen podemos observar que la densidad del
MB2 ha comenzado a cambiar en comparacion con la Figura 7.23-D, este
fendbmeno puede deberse a la degradacion que sufrié después de 4 meses de ser

implantado o por la degradacion de las nanoparticulas magnéticas. A pesar de lo
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anterior, el marcador de biopsia aun tiene una buena nitidez y puede ser
facilmente identificable mediante rayos X.

Transcurridos 124 dias desde la implantacién, como se pudo observar en las
figuras anteriores, el marcador de biopsia se puede distinguir claramente en la
toma de rayos X, a pesar del cambio en la densidad no se tienen evidencias de
una degradacion acelerada. Las ratas no presentan rechazo por cuerpo extrafio,
toxicidad, sintomas infecciosos, inflamacién o enrojecimiento en el lugar de la
incision, debido a estas observaciones, podemos decir que el MB2 (prototipo 2 de
marcador de biopsia) hasta ese momento presentd una biocompatibilidad vy

velocidad de degradacién adecuada para ser usado como marcador de biopsia.

Figura 7.27 Imagenes de rayos X tomadas el 25 de marzo del 2017 (tamafio original)

En las Figura 7.27 y Figura 7.28 se puede observar claramente el marcador de

biopsia, como ya se habia mencionado anteriormente la densidad del marcador ha
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comenzado a cambiar producto de la degradacién, sin embargo no tiene un
cambio significativo en comparacién con las imagenes tomadas el mes anterior
(Figura 7.24, Figura 7.25 y Figura 7.26). Después de permanecer implantado 5
meses, el marcador de biopsia presenta buena nitidez y puede ser facilmente

localizable en una radiografia.

Debido a la edad de las ratas, la prueba in vivo del marcador de biopsia se
concluyo a los 159 dias. A lo largo de la prueba, se monitoreo el comportamiento
de las ratas, las cuales no presentaron rechazo por cuerpo extrafio, toxicidad,
sintomas infecciosos, inflamacion o enrojecimiento en el lugar de la incisién,
debido a estas observaciones, observando los resultados podemos concluir que
después de 159 dias el MB2 (marcador de biopsia 2) presentd biocompatibilidad
adecuada para ser usado como marcador de biopsia, aunque se debe incrementar
la duracion de la prueba in vivo para saber con exactitud el tiempo de

biodegradacion y el comportamiento de la radio opacidad del material.

Figura 7.28 Imagenes de rayos X tomadas el 25 de marzo del 2017 (tamafio original)
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Al término de la prueba in vivo, se realizo la diseccidon del tejido que estuvo en
contacto con el marcador de biopsia para verificar que el tejido no haya sufrido

ningin cambio o dafio causado por el marcador, las figuras a continuacion
muestran los resultados:

Figura 7.29 Diseccion de glandula mamaria de la rata
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La Figura 7.29 muestra la diseccion de la glandula mamaria al término de los 159
dias del estudio, se observa el marcador de biopsia contenido en el fat pad, no se
presenta encapsulacion lo cual nos muestra que no se presento una reaccion por
cuerpo extrafio, el tejido circundante se encuentra sin dafios y se ve
completamente sano. Lo que nos permite asegurar la biocompatibilidad del
marcador de biopsia asi como los productos de la hidrélisis producidos por su
degradacion. El marcador de biopsia se encuentra completo, sin aparente

porosidad a simple vista y no se presentd migracion del mismo.



8. Conclusiones

En la caracterizacion realizada mediante las técnicas de DSC y TGA, se puede
concluir que debido a la presencia de oxigeno en el analisis del PLA sintetizado es
que presenta una descomposicion multietapa, resultado de la reaccién oxidativa
que tiene lugar primeramente en el enlace CH terciario, que posterior sigue un
mecanismo de ciclo cerrado, el cual fue propuesto por Rasselet et al. [176]. De los
resultados de la caracterizacion de la PCL, obtuvo una Tm=66.44°C y una
degradacion total a 440.4°C. Sin embargo al ser mezclados ambos polimeros
(95% PCL/ 5% PLA), se puede concluir que se tiene una mezcla perfecta (perfect
blend), la cual tiene una Tm=55.36°C. La disminucion en la temperatura de fusion
se debe a que esta propiedad coligativa, se modificard dependiendo de la

concentracion de los componentes en la mezcla.

El marcador de biopsia (con NPMs incluidas), mostré un comportamiento inicial de
descomposicion similar al de la mezcla de polimeros, con una Tm= 55.4°C, sin
embargo, se observdé un cambio en la estabilidad térmica, con un proceso de
descomposicion acelerado el cual lo se atribuye a las NPMs, las cuales pueden

llegar a funcionar como puntos radiantes de calor.

De acuerdo a los resultados de caracterizacion de las nanoparticulas mediante la
técnica de DRX, el difractograma obtenido coincide con los picos de intensidad
reportados en la literatura para la magnetita, por lo cual se puede asegurar que el
componente principal de las nanoparticulas es la magnetita. Los tamafios de
particula obtenidos mediante la caracterizacion por DLS se encuentran alrededor
de 42nm, lo cual se encuentra entre el intervalo de tamafio reportado en la
literatura apto para aplicaciones biomédicas (entre 10-100nm), algunos articulos
[155], [158], [159] afirman que las nanoparticulas de magnetita que se encuentran

dentro de dicho intervalo de tamafio son 6ptimas para aplicaciones in vivo, debido



a su capacidad para escapar de los procesos de aclaramiento renal asi como de
ser secuestradas por el sistema reticuloendotelial (RES) del bazo y del higado.

Gracias a los resultados obtenidos en las pruebas de velocidad de degradacion,
en los cuales se mostré una clara tendencia de la formulacion 2 a una degradacion
mas lenta, con una perdida en peso de solo el 12.2% en peso en un tiempo de 159
dias, se eligio ésta formulacion para ser la base polimérica en los marcadores de
biopsia probados en el modelo animal. El marcador de biopsia también se sometié
a la prueba de degradacion in vitro obteniendo un resultado de degradacion en
peso de 4.5% en 159 dias, sin embargo en esta prueba no se consideran las
variables que existen dentro del huésped, como la degradacion enzimatica, la
respuesta del sistema inmune, etc., por lo tanto esta prueba se debe
complementar con el seguimiento mediante rayos X de los marcadores
implantados, ya que, con los resultados de estas pruebas en conjunto se podra
observar la tendencia real de degradacion, asi como el tiempo de vida del implante

dentro del modelo de glandula mamaria.

Al incorporar las nanoparticulas a la mezcla de polimeros, y probar su radio-
opacidad mediante un estudio de rayos X in vitro, la formulacion 2 (MB 2), fue la
gue presentd mejor radio opacidad, teniendo un mejor contraste en la imagen a
comparacion del tejido circundante. Este marcador de biopsia (MB 2), se eligio
como prototipo para ser implantado en el modelo animal de glandula mamaria, y
tal como se esperaba, se obtuvo el contraste necesario en la imagen de rayos Xy
una clara localizacion entre el tejido blando de la rata; después de 159 dias de
prueba a partir de la implantacion del marcador, las ratas no presentaron signos
de intoxicacion, granuloma por cuerpo extrafio, enrojecimiento o hinchazén en el
lugar de la incision, por lo cual se puede afirmar que el marcador de biopsia
presenta una biocompatibilidad aceptable en términos de la no reaccién bioldgica,
sin embargo se requieren pruebas de biocompatibilidad bajo diferentes niveles de

inmunidad.

Al término del estudio de rayos X in vivo (159 dias), se disecciono el area

circundante al implante del marcador de biopsia, el implante se encontraba dentro



del fat pad de la rata lo que permite asegurar la no migracion del marcador, no se
aprecié encapsulacion del marcador, el tejido en contacto con el marcador de
biopsia se aprecio sin dafios aparentes y visiblemente sano, lo que permite afirmar

una biocompatibilidad aceptable del marcador.

El trabajo realizado, asi como la caracterizacion y las pruebas in vivo, presentan
resultados coherentes y alentadores en el desarrollo del marcador de biopsia. Se
precisa realizar estudios sobre el posicionamiento y ubicacion del marcador para
la determinacion y estandarizacion de su geometria, ademas de evaluar la
biocompatibilidad y degradacion del marcador por un periodo similar al necesario
para su uso como marcador de biopsia (2 afios). Adicionalmente, se debe evaluar
la degradacion de las nanoparticulas corroborando la no existencia de alteraciones
a nivel sistémico por su ingreso al torrente sanguineo, mediante estudios de

guimica sanguinea o citologia hematica.
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