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1. Resumen:

La remocion de implantes ortopédicos hoy en dia es uno de los procedimientos
quirargicos mas comunes en el sistema musculo esquelético. Las principales
razones por las cuales es necesaria la remociéon de los implantes son el dolor,
alergias y perturbacion de algunas funciones biolégicas. Sin embargo, al
extraer un dispositivo ortopédico del organismo es posible generar dafios en
tejidos, inflamaciéon e infecciones, ademas de que un 30% de los casos
implican la fractura del hueso. Con el propésito de evitar la remocion y rechazo
de implantes, se han propuesto diversas estrategias que permiten su
incorporacion en hueso y a su vez previenen la degradacion de estos
permitiendo la liberaciébn de sustancias téxicas al organismo. Entre estas
estrategias se encuentra el recubrimiento de los implantes con materiales
biocompatibles, tales como polimeros y fosfatos de calcio. La hidroxiapatita
(HA) es uno de los fosfatos de calcio con mayor interés meédico, debido a que
es el mineral de los huesos, y por tanto es biocompatible y osteoconductivo, o
cual quiere decir que favorece el crecimiento de hueso en su superficie. En
este trabajo, se desarrollaron recubrimientos con hidroxiapatita, mediante la
técnica de espray pirolitico asistido por ultrasonido. Se elaboraron
recubrimientos con mezclas de soluciones acuosas de fosfato de sodio
dibésico y cloruro de calcio, a distintos valores de pH, manteniendo la relacién
estequiométrica de la hidroxiapatita Ca/P=1.67. Estos depdsitos se estudiaron
mediante espectroscopia de infrarrojo (FT-IR), difraccion de rayos X (XRD, por
sus siglas en inglés), microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas
en inglés), microscopia electronica de transmision (TEM, por sus siglas en
inglés), encontrandose la presencia de cloruro de sodio sobre los depdsitos el
cual se busco remover de los depositos, debido a que los volvia inestables,
desprendiéndose la hidroxiapatita de los sustratos. Tras remover el NaCl con
agua desionizada gener6 recubrimientos porosos, de los cuales el depdsito
obtenido a pH alcalino tuvo mejores propiedades fisicas y quimicas, por tal
motivo este depdsito se seleccion6 para estudios posteriores. Por otro lado, se
prepararon depadsitos con hidroxiapatita bobina dispersada en agua (control) y
depdsitos con fosfatos de calcio sintetizados en fase acuosa a distintos valores
de pH (10 y pH sin modificar), para ser estudiados mediante las técnicas FT-IR,
XRD, SEMy TEM.



Tras analizar los depédsitos elaborados a partir de fosfatos de calcio
previamente sintetizados en fase acuosa, se observé que el fosfato de calcio
sintetizado a pH alcalino genera recubrimientos de hidroxiapatita, en
comparacion con el fosfato sintetizado a pH sin modificar, el cual produjo
recubrimientos con B-Fosfato tricalcico (B-TCP), por tal motivo, los depdsitos
obtenidos con el fosfato de calcio sintetizado a pH alcalino se seleccionaron

para estudios posteriores.

Los depositos elaborados con hidroxiapatita bovina, mezcla de soluciones a pH
alcalino y el fosfato de calcio sintetizado a pH alcalino, se cargaron con
enrofloxacino (una fluoroquinolona), mediante las técnicas de centrifugacion
(CC), plasma a presiéon atmosférica (PPA) e inmersion (Cl), para cuantificar el
antibidtico cargado y evaluar el perfil de liberacion de los depdsitos. En esta
parte del estudio se encontré6 que el depdsito obtenido por mezcla de
soluciones a pH alcalino retiene menos antibiético que los otros depdsitos al
ser cargado CC y CI, no obstante, al emplear la técnica de PPA, este es el
recubrimiento que mas antibidtico retiene, ademéas de que el antibiético no se
gueda adherido al recubrimiento de manera indeterminada, liberando la mayor

parte del antibiético durante de las primeras 6 horas.



2. Introduccion:
Los fosfatos de calcio (CaP) son materiales de alto interés en distintos campos,
tales como en la biologia, geologia, industria, medicina, etc. El empleo de estos
materiales se asocia principalmente a su estructura, composicion, solubilidad y
propiedades fisicoquimicas.! Desde el punto de vista médico, algunos CaP
con el sistema ternario Ca(OH),-H3PO4-H,O son altamente estudiados debido a
gue presentan una naturaleza bioinerte, dado que no dafia el organismo y no
produce reacciones de rechazo en el organismo, y bioactiva debido a que
favorece la osteoconductividad y osteointegracion, entendiéndose por
osteoconductividad a la capacidad de mejorar el crecimiento del hueso cuando
los CaPs externos entran en contacto con el tejido 6seo, y por osteointegracion
a la capacidad de generar un anclaje estable entre el hueso y los fosfatos de

calcio externos.*?

Los CaP pueden dar lugar a diferentes cristales dependiendo de su
estequiometria y las condiciones para su obtencion. La conformacién quimica
de estos cristales esta dada por aniones PO, y cationes Ca?*, en diferentes
proporciones de Ca/P, por ejemplo, 1.67 para hidroxiapatita (HA), 1.5 en a-TCP
(fosfato tricélcico) y 1.0 para brushita (fosfato dicalcico dihidratado) y monetita
(fosfato dicalcico).) La HA(Caio(PO4)s(OH),) en su estado cristalino es
termodinAmicamente mas estable el CaP dentro de los fluidos corporales y
posee la mayor similitud al mineral éseo,” por esta razén es considerado el

CaP de mayor relevancia.™

La HA es un material muy estudiado para el desarrollo de implantes
ortopédicos, ya que conforma el principal componente inorganico de huesos y
dientes; sin embargo, tiene limitaciones por sus pobres propiedades mecanicas
y baja resistencia a la fatiga. Con el propésito de evitar este problema se ha
sugerido el recubrimiento de implantes metalicos con este material, lo cual
implica combinar la resistencia mecanica de los metales con el potencial

bioldgico de la HA. ©!

Desde el punto de vista microbioldgico, la introduccién de implantes al cuerpo
se encuentra asociada a un elevado riesgo de infecciones, capaces de producir
el fracaso del dispositivo ortopédico, afectando la salud y economia del

paciente. El paso decisivo en infecciones asociadas a implantes es la adhesién



bacteriana en las superficies de los implantes, seguida de una formacion de
una biopelicula, (biofilm) capaz de proteger a las bacterias infecciosas del
sistema inmunitario. [/ Con el propésito de evitar este inconveniente, se ha
requerido la administracion a nivel sistémico de cantidades elevadas de
antibioticos de amplio espectro, lo cual desemboca en la aparicién de efectos
indeseados en los pacientes.l”) Dentro de los antibiéticos de eleccién para el
tratamiento de infecciones dseas se encuentran las fluoroquinolonas, las cuales
son capaces de permear en hueso gracias a su grupo carboxilato el cual es

capaz de coordinarse con el calcio de los huesos."

En estudios recientes, los recubrimientos de HA no solamente han sido
empleados por sus propiedades osteoconductivas, ya que también se han
utilizado como una forma farmacéutica para la liberacion in-situ de antibioticos
y otras sustancias de interés biologico, ofreciendo la ventaja de requerir dosis
bajas de farmacos comparadas con las administradas a nivel sistémico, lo cual
ayuda a evitar efectos toxicos asociados con dosis altas; otra ventaja de la
liberacién in-situ es su alta eficiencia por las altas concentraciones de farmaco

alcanzadas en el sitio de accién, lo cual reduce el periodo de tratamiento.

Los implantes al ser usados como formas farmacéuticas requieren ser
estudiados con ensayos que ayuden a predecir su comportamiento en el
organismo, dentro de estos ensayos, la prueba de disolucion es una de las mas
importantes, ya que ayuda a conocer la cinética y el mecanismo de liberacion
del farmaco dentro del organismo. Con este propdsito se han desarrollado
diversos modelos matematicos, capaces de describir la liberacién inmediata y
modificada de las formas farmacéuticas, los cuales se basan en la
representacion del perfil de liberacion en funcién del tiempo, con la capacidad
de brindar parametros de la forma farmacéutica.™® Con el propésito de llevar a
cabo estos estudios, es necesario controlar factores como el pH, la presencia
de tensoactivos, el tipo de solvente empleado, la temperatura y mantener
siempre condiciones Sink. En este sentido las condiciones Sink de un medio,
es donde se asegura que la concentracién del farmaco siempre se encontrara
por debajo del 10% de la saturacion del medio, esta es una recomendacion
bien vista ya que asegura que la saturacion del medio no interferira en la

disolucion del farmaco.*!



3. Antecedentes:

Los dafios a hueso tanto por enfermedades, como por accidentes traumaticos,
son problemas de salud con alta incidencia en la poblacion, los cuales ademas
implicar una alta morbilidad, son costosos y requieren atencion médica y/o

intervencién quirargica.*? 3!

El hueso es un tejido en constante remodelacion, la cual consiste en la
degradacion y regeneracién del mismo. Gracias al fenbmeno de remodelacién
el organismo reduce el estrés mecénico y mantiene la homeostasis de los
huesos. Sin embargo, en ocasiones los defectos 6seos son tan grandes que no
pueden sanarse por si mismos, y por esta razén es necesaria la intervencion
quirdrgica con injertos (autoinjertos, aloinjertos y sustitutos artificiales de
hueso). Los autoinjertos son aquellos con mayor probabilidad de éxito, sin
embargo, requieren el sacrificio de tejido normal y sano; Por otro lado, los
xenoinjertos de personas y animales tienen una baja probabilidad de éxito por
la facilidad con la que se deforman, los problemas infecciosos e inmunolégicos
que suponen, ademas de los problemas éticos a los que se asocian. Por esta
razén ha sido necesario el desarrollo de sustitutos artificiales de hueso con

materiales capaces de mimetizar los huesos y reducir el impacto a la salud.*?
3.1 Fisiologiay quimica de los huesos

Los huesos son tejidos altamente vascularizado y son el resultado de la
actividad de los osteoblastos y osteoclastos, los cuales se encargan de

mantener la homeostasis 6sea.l*

Los huesos pueden ser considerados compositos bioinorganicos formados
principalmente por nanocristales de HA (Ca;0(PO4)s(OH),) de 20-40nm vy fibras
de colageno, con cantidades significativamente menores de agua y proteinas
diferentes al colageno (Figura 1). La HA inorgénica tiene una buena resistencia
a la compresion, es fragil a la torsion y tiene un alto médulo de elasticidad, para

compensar, el colageno ofrece una alta resistencia a la tension.*®! La unién



entre la HA y el colageno estad controlada en parte por la presencia de

glicoproteinas y proteoglicanos con una alta capacidad de fijacion de iones.! !
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Los implantes ortopédicos se elaboran principalmente de acero inoxidable,
aleaciones de titanio, aleaciones de cobalto-cromo-molibdeno, polimeros, o
materiales ceramicos. Estos dispositivos pueden ser introducidos en huesos o
unidos a la superficie 6sea.’® Algunos ejemplos de implantes son placas,

tornillos, etc. y algunos se muestran en la Figura 2. 2
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Debido a que los metales poseen buenas propiedades mecanicas, son faciles
de manufacturar y son baratos, por esta razén, se han empleado desde mucho
tiempo atras para la elaboracién de dispositivos ortopédicos,*” %! sin embargo,
los implantes metalicos poseen una baja osteoconductividad vy
osteointegracion, por lo que las células éseas no proliferan en su superficie y
no puede haber una conexion directa entra la superficie del implante y la parte
viva del hueso, por tal motivo, los dispositivos ortopédicos tienden a ser
encapsulados por tejido fibroso el cual genera el fallo del implante a largo
plazo. Por otro lado, todas las superficies metalicas son susceptibles a la
corrosion e ionizacion dentro de los fluidos corporales, teniendo 2

consecuencias principales, la primera consiste en el debilitamiento del

7



implante, comprometiendo su integridad; la segunda consiste en la liberacion
de sustancias toxicas, tales como iones metélicos, sales inorgénicas, Oxidos
metalicos, complejos organicos (P. ej. hemosiderina) y particulas metalicas.
Ademas, debido al desgaste mecanico, se producen particulas metalicas con
una alta superficie de contacto, la cual les facilita su interaccion con los tejidos
circundantes, produciendo inflamacion y ostedlisis. Las células fagocitarias del
sistema inmunitario juegan un papel crucial en este punto, pues ingieren las
nanoparticulas metalicas producidas por desgaste, promoviendo su oxidacion y
diseminaciéon por todo el organismo, lo que conlleva a efectos como:

citotoxicidad, genotoxicidad, neurotoxicidad y problemas inmunitarios.?* 24!

Una forma de abordar los problemas asociados a implantes metélicos, es el
desarrollo de implantes biodegradables a base de magnesio, no obstante, la
principal desventaja de este material es la facilidad con la que se degrada,
desintegrandose antes de que el hueso se regenere, ademas de favorecer la
aparicién de hidrégeno gaseoso y el aumentando del pH en la zona. Como una
alternativa se han desarrollado aleaciones con zinc y calcio que reducen la

produccion de hidrégeno.?”

Por otra parte, con los avances en la nanotecnologia se han propuesto
alternativas a los implantes de calcio, magnesio y zinc, las cuales consisten en
el desarrollo de recubrimientos nanoestructurados sobre superficies metélicas.
Los materiales mas empleados con este propdsito son los 6xidos de titanio y
los CaP.?% En este sentido la HA es el material mas importante al poseer una
composicién quimica similar a la de los huesos y ser el CaP mas estable
termodinamicamente (Ver tabla 1). Los recubrimientos elaborados a partir de
HA muestran diversas ventajas, ya que por un lado la aleaciéon metélica brinda
buenas propiedades mecanicas y por otro lado la HA aporta resistencia a la
corrosion y funciona como barrera ante la liberacion de iones téxicos, ademas
de mejorar las propiedades biologicas, permitiendo la osteogénesis
(Generacion de hueso nuevo) y angiogénesis (Formacion de nuevos vasos

sanguineos).”! [#°)



Tabla 1.Composicién quimica y solubilidad de los diferentes CaP." %!

Fosfato de Formula quimica Nombre del Proporcion | Solubilidad
calcio mineral Ca/P -Log(Ks)
Fosfato Ca(H,P0O,4)2*H,0 —_— 0.5 1.14
monohidratado

de monocélcio

Fosfato de Ca(H,PO,), —_— 0.5 1.14
monocalcio

Fosfato CaHPO42H,0 Brushita 1.0 6.59
dicéalcico

dihidratado

Fosfato CaHPO, Monetita 1.0 6.90
dicéalcico

Fosfato CagH»(PO4)s*5H,0 — 1.33 96.6
octacalcico

Fosfato a- a-Caz(POy,), — 15 25.5
tricalcico

Fosfato [3- b-Caz(POy), Whitelockita 1.5 28.9
tricalcico

Fosfato de Caz(P0O,)2*nH20 — 1.2-2.2 A
calcio amorfo

Hidroxiapatita | CaygX(HPO4)X(PO4)eX(OH)oX | == 1.5-1.67 B
deficiente de (0O<x<1)

calcio

Apatita Cas(P0,,C0O3);3 Dhalita 1.67 —_—
carbonatada

Hidroxiapatita | Cayo(PO4)s(OH) —_— 1.67 116.8
Oxiapatita Cayp(PO,4)e° —_— 1.67 —
Fosfato CasO(POy), Hilgenstockita | 2.0 38-44

tetracalcico

a = Solubilidad variable dada su naturaleza metaestable

b = Solubilidad variable segun su estequiometria

Con la finalidad de asegurar el crecimiento 0seo sobre los implantes, asi como

una buena aceptacion por el organismo, es de gran importancia asegurar que




los recubrimientos elaborados a partir de HA sean altamente cristalinos,
nanoporosos, presentar alta adherencia al sustrato y buenas propiedades
mecanicas. Con este propdésito se han descrito diversas metodologias, dentro
de las cuales, las mas comunes son plasma a presion atmosférica (PPA),
espray pirolitico, deposito por laser pulsétil, recubrimiento por inmersion (CI),

sol-gel, depésito electroquimico, etc.®!

3.3 Sintesis de hidroxiapatita y otros fosfatos de calcio de interés

médico

La HA y los CaP relacionados tienen una composicion similar a la parte mineral
de los huesos y dientes, por tal razén son empleados satisfactoriamente para
rellenar defectos 6seos y ayudar a la regeneracion 6sea.” Los fosfatos de
calcio pueden emplearse de manera selectiva dependiendo el uso al que se
destinen; por ejemplo, en la sintesis de cementos Oseos preferentemente se
utilizan materiales como brushita y monetita, dado que en el organismo se
disuelven y vuelven a precipitar en forma de otros fosfatos de calcio menos
solubles, como HA, favoreciendo su incorporacion en el organismo. Es posible
utilizar la HA para recubrimientos sobre implantes, ya que es el fosfato de
calcio mas estable y se mantiene adherido sobre el implante, permitiendo el
crecimiento de hueso en su superficie, lo cual, gracias a los avances en la
nanotecnologia se ha ido mejorando y con ello aumenta la aceptacién de los
implantes por parte del organismo. En otros casos se emplea hidroxiapatita y
otros CaP en nanoparticulas acarreadoras de farmaco y material genético, las
cuales al ser solubles en medio acido, pueden liberar el farmaco en secciones

especificas del organismo (P.ej. vesiculas endociticas, o tumores).? 27!

La hidroxiapatita sintética es posible obtenerla a partir de materiales organicos,
tales como cascarones de huevo, hueso bovino, conchas, etc, asi como de
materiales inorganicos (Sales y compuestos quimicos). La principal desventaja
de la sintesis de HA a partir de componentes organicos es la facil
contaminacion con otros iones presentes en la materia organica, obteniendo
una hidroxiapatita con sustitucion de iones, tales como Na*, Zn**, Mg?*, K",
Si**, Ba®*, F, CO3?, asi como la formacién de otros fosfatos de calcio menos

estables. Por otro lado la sintesis de hidroxiapatita a partir de fuentes
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inorganicas ofrece la venta de obtener una mayor pureza, sin embargo su
principal inconveniente es el costo por la naturaleza de los reactivos, asi como

por las técnicas empleadas. *®!

Debido a la importancia de los fosfatos de calcio nanoestructurados en la
regeneracion 0sea, se han descrito distintas técnicas en fase sdlida, acuosa, y
a altas temperaturas para su sintesis, algunas de ellas se explican en los
siguientes apartados al igual que algunos métodos para obtener recubrimientos
nanoestructurados, dado que fueron el objetivo de esta tesis.[?% 2! 0

3.3.1 Sintesis en estado solido

La sintesis en fase sélida es relativamente simple y se puede escalar
facilmente, consiste en la calcinacion de una molienda de materia organica que
contenga iones Ca®* y PO,*, o bien, de compuestos inorganicos con los
mismos iones. La principal desventaja de este método en la sintesis es la
formacion de distintos fosfatos de calcio, tales como el B-TCP, lo cual se debe
a una pobre difusién de los iones en fase sélida. * Es posible modificar el
grado de cristalinidad y el grado de pureza de la hidroxiapatita controlando la

temperatura y el tiempo de calcinacion. &2
3.3.2 Sintesis mecanoquimica

A diferencia de la sintesis en estado sélido, este método ofrece particulas de
composicibn mas homogénea con formas mas regulares, esto se debe
principalmente tanto al movimiento y a la presién ejercida sobre los reactivos,
favoreciendo a su vez la cinética de reaccion. Las principales variables en este
proceso de sintesis son el tipo de reactivos, tipo de medio de molienda, el tipo y
diametro de las bolas de molienda, el tipo de atmdsfera, la duracion de los
pasos de molienda y la duracion de las pausas, la relacidon de masa entre el
polvo y las bolas de molienda, y la velocidad de rotacion.!” Para este tipo de
sintesis se debe mantener la relacion estequiométrica Ca/P=1.62, con la
finalidad de evitar la formacion de otros CaPs, asi mismo, también es
importante tomar en cuenta el tiempo de molienda, para ello se han reportado

periodos de hasta 30 horas con la finalidad de evitar la formacion de diferentes
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CaPs. A continuacién, se muestran algunas reacciones quimicas empleadas en

la sintesis mecanoquimica a partir de compuestos inorgénicos.
6CaHPO, * 2H,0 + 4Ca0 — Ca,,(P0,)¢ + 14H,0
10CaC05 + 6(NH,)H,P0, = Cayo(P0,)¢(OH), + 8H,0 + 10C0, + 6NH;
3Ca3(P0O,), * xH,0 + Ca(0OH), = Caz(P0,)s(OH), + xH,0
10Ca(0H), + 3P,05 - Ca,o(P0,),(0H), + 9H,0
9Ca0 + Ca(OH), + 3P,05 = Ca,o(P0,)s(OH),
6CaHPO, * 2H,0 + 3Ca0 — Caq(HPO,)(P0,)sOH + 14H,0

En el caso de que se parta de materia organica, tal como cascarones de huevo
es facil obtener una hidroxiapatita no estequiométrica, contaminada con otros
fosfatos de calcio, sustituida con iones COs* y Mg, ya que el 94% de su
composicién es CaCO3, el 1% es Caz(PO,),, el 4% es materia organica y el 1%
es MgCO3 B3

3.3.3 Sintesis por precipitacion

Entre la gran variedad de métodos en fase acuosa, el método convencional de
precipitacion quimica es la forma mas simple de obtener fosfatos de calcio de
tamafio nanométrico. El método consiste en la mezcla de soluciones con iones
fosfato e iones calcio a distintas proporciones estequiométricas y valores de
pH, para favorecer la presencia de distintas especies de fosfatos de calcio.”
Este método presenta la desventaja de que es facil obtener impurezas como
fosfatos distintos al deseado, ademas que es posible obtener como impureza la
presencia de productos secundarios de las reacciones quimicas, las cuales

dependen principalmente de los reactivos empleados.

Se han descrito algunas estrategias para el control de la morfologia, tales como
el control en la temperatura, velocidad de adicion de reactivos, velocidad de
agitacion, empleo de disolventes, concentracion, tensoactivos y viscosantes,

sin embargo agregan mas variables que pueden dificultar la sintesis.*

3.3.4 Hidrdlisis
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Se introduce materia organica con iones PO,> y Ca®’, o bien reactivos
quimicos con los mismos iones dentro de un bafio que favorezca su
redisolucion y precipitacion en el fosfato de calcio deseado. Para eso se ajusta
el bafio a un pH y temperatura adecuados, por ejemplo, para la obtencion de
HA es necesario un pH alcalino que permita la presencia de los iones PO,* en
solucion que puedan reaccionar con el calcio y los iones hidroxilo. Este método
no ha sido muy estudiado dado que es muy lento y facilmente se puede
contaminar el producto resultante con otros iones en solucion, dando lugar a

una apatita sustituida con distintos iones."!

3.3.5 Plasma a presion atmosférica

El plasma se considera el cuarto estado de la materia y consiste en la
ionizacion de un gas, donde los &tomos se encuentran ionizados mediante
altas temperaturas, corrientes eléctricas o radiaciones electromagnéticas. Esta
técnica puede ser empleada para la sintesis de distintos materiales, tales como
la hidroxiapatita, asi como para elaborar recubrimientos con alta adherencia a
distintos sustratos. En el caso de realizar recubrimientos con moléculas
sensibles a la temperatura, es posible emplear plasmas frios, los cuales
pueden ser generados mediante corriente eléctrica, y un gas ionizable, tal
como el helio, el cual, pese a ser un gas dificilmente ionizable produce un
plasma muy estable, argén o nitrégeno, los cuales son més faciles de ionizar,
sin embargo, los plasmas son menos estables que los formados con helio. Este
gas al ser excitado con la corriente, transfiere su carga a las particulas con las
que se desea hacer el recubrimiento, y estas al entrar en contacto con el

sustrato se funden y adhieren.!?®! 2% 36 137]

3.3.6 Sol-gel

El método consiste en la obtencion de redes inorganicas tridimensionales,
partiendo de mezclas de alcéxidos (u otros precursores adecuados) dispersos
en una fase acuosa u organica, seguidos de agitacion a temperatura ambiente,

para que se lleve a cabo una gelacion.

En la mayor parte de los casos para la obtencién de HA mediante este método
se emplean como reactivos dietéxido de calcio o nitrato de calcio con

trietilfosfito o trietilfosfato en solucibn acuosa u organica, los alcéxidos se
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hidrolizan facilmente para dar los hidréxido u oxidos y los correspondientes

alcoholes. La reaccion general es:

6 Ca(NO3); + 6 (C2Hs0)3P(0) — Caio(PO4)s(OH), + 18CH3CH,OH + productos

secundarios.™

Para el recubrimiento de implantes, es necesario introducirlos dentro del gel
obtenido y se extrae a velocidad constante para asegurar un recubrimiento
uniforme, posteriormente el recubrimiento se seca a temperatura constante y
se calcina para eliminar los productos de reaccidon no deseados como los
alcholes. En ocasiones es necesario lavar el recubrimiento con una solucion

acidulada para eliminar el éxido de calcio formado.™
3.3.7 Recubrimientos por electrodepésito

El electrodepdsito consiste en la obtencion de un recubrimiento dentro de una
celda electrolitica. En el caso de un recubrimiento con HA, la celda electrolitica
estd conformada por un electrodo (el implante metalico a recubrir), un
contraelectrodo y un electrodo de referencia (p.ej. calomelanos), inmersos en

una solucion acida (pH=4) de fosfatos de calcio.

Para llevar a cabo el recubrimiento, el implante se somete a una sefial catédica
capaz de reducir el H* presente en la solucion, produciendo un aumento en el
pH en la interfase del electrodo (Implante), dando lugar a la precipitacion de los
CaPs en la superficie del implante. Como paso final, el implante recubierto se
somete a un tratamiento térmico capaz de transformar los fosfatos de calcio en
HA cristalina.®®

3.3.8 Recubrimientos por inmersion

Se obtienen recubrimientos homogéneos con esta técnica mediante la
inmersion del implante en una dispersion con HA o fosfatos de calcio, la cual
puede contener agentes viscosantes como el glicerol que brinden estabilidad a
la dispersién y favorezcan la adhesién sobre el implante. Posteriormente el
implante es retirado de la dispersion a velocidad constante para después

proceder a secar a temperatura constante. Una vez obtenido el recubrimiento
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seco se debe calcinar el implante para favorecer la nucleacion y adhesion de la
HA. B8

El grosor de las peliculas formadas con esta técnica se puede modificar con la
tension superficial, la viscosidad de la dispersion y la velocidad con la que se

remueve el sustrato a recubrir. B9
3.3.9 Espray pirolitico

Se conoce como espray pirolitico al método por el cual un espray de una
solucion o una dispersion liquida se asperja en una flama o una superficie
caliente. Este puede ser generado por rafaga de aire (liquido expuesto a una
fuente de aire), ultrasonido (se expone el liquido a altas frecuencias de
ultrasonido) o electrostatica (se expone el liquido a una corriente eléctrica
elevada).”! 1“9 E| recubrimiento se puede dividir en la generacion del espray, su

transporte y descomposicion sobre el sustrato.

Dependiendo la temperatura del sustrato pueden ocurrir los siguientes 4
procesos, que se ilustran en la Figura 3:
- Proceso A. Temperatura tan baja que las gotas del espray chocan sobre el

sustrato y luego sucede la reaccion quimica.

- Proceso B. La temperatura del sustrato es lo suficientemente alta como
para evaporar el solvente del espray y el precipitado seco impacta sobre el

sustrato, donde posteriormente ocurre la reaccién quimica.

- Proceso C. La temperatura del sustrato es lo suficientemente alta como
para evaporar por completo el disolvente del espray, generando un
precipitado que se funde antes de incidir sobre el sustrato, sobre el cual se

lleva a cabo la reaccion.

- Proceso D. La temperatura del sustrato es tan alta que las particulas
sélidas se producen tras la evaporacion del solvente. La reaccién quimica

sucede en fase de vapor.
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4 Sustrato

.o Particulas

*. ** solidas
Vapor
® ® ®  Precipitado
O O O O swe
espray
A B C D
>

Figura 3. Descripcion de los procesos ocurridos durante el depodsito a

diferentes temperaturas del sustrato./*%!

Los procesos A, B y C dan origen a depdsitos adherente, la Unica diferencia es
que en el Ay B la reaccion quimica sucede en fase liquida, y en el proceso C la

reaccién sucede en fase vapor.!*”!

3.4 Infecciones asociadas a implantes

La principal razén asociada al fracaso de los implantes ortopédicos es el riesgo
a infecciones, lo que puede implicar la remocion del implante, la amputacién del
miembro infectado o hasta la muerte del paciente. En este sentido, las
principales fuentes de bacterias infecciosas son el ambiente del quir6fano, el
equipo quirargico, la vestimenta del personal y bacterias residentes del
paciente. Las infecciones asociadas a implantes son el resultado de la
adhesion de las bacterias sobre la superficie de los implantes, seguida de la

formacion de un biofilm en el sitio de implantacion.®

Recientes estudios proponen el uso de los recubrimientos de HA como un
sistema de liberacion in-situ para antibiéticos y sustancias de interés biolégico,
con la finalidad de prevenir las infecciones y mejorar las propiedades biologicas

de los implantes.*) Al administrar un farmaco in-situ se evitan algunos
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problemas de toxicidad y se reducen los tiempos de recuperacion, en
comparacion con la administracion sistémica de las mismas sustancias. Esto se
debe a que el principio activo no se diluye en el organismo, y en consecuencia
no se requieren dosis elevadas. Por otro lado, debido a que la concentracion de
principio activo en el sitio de accion es elevada se puede reducir el tiempo del

tratamiento.® 42
3.5 Quinolonas

Las fluoroquinolonas son antibioticos del grupo de las quinolonas ampliamente
utilizados por su amplio espectro. El principal mecanismo de accion asociado a
las quinolinas consiste en la inhibicion de la topoisomerasa de ADN de tipo Il
(girasa), lo cual previene el desenrrollamiento del DNA y por consiguiente su
replicacion.*¥ Este grupo de antibiéticos son el resultado de la modificacién del
nucleo quinolona, al cual se le adicion6 un atomo de fldor en la posicion 6, lo
cual, al igual que otras modificaciones, brinda un amplio espectro de accién,
comparado con sus predecesores, tales como el &cido nalidixico.**! En la figura
4, se muestra la diferencia estructural entre la molécula del acido nalidixico, y
las fluoroquinolonas ciprofloxacino y enrofloxacino, de interés meédico y

veterinario respectivamente.

Figura 4. a) Acido nalidixico b) Enrofloxacino c) Ciprofloxacino

Debido a su amplio espectro y su capacidad de penetrar huesos, el

ciprofloxacino y otras quinolonas son farmacos de eleccion para tratar y
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prevenir infecciones 6seas.’® El ciprofloxacino tiene una concentracién minima
inhibitoria de 0.25 a 2 pg/mL sobre patdgenos asociados a osteomielitis, tales
como S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosay P. mirabilis. Como medida
profilactica postquirdrgica se administra una sola dosis de 400mg de este
farmaco por via intravenosa, alcanzando una concentracién plasmatica de
3.7ug y 0.2ug a los 30 minutos y 12 horas respectivamente; en ocasiones, por
cirugias largas y la alta exposicion a patégenos, es necesario prolongar el

tratamiento, lo que aumenta el riesgo a efectos téxicos en el paciente.*®

La administracion in situ de antibidticos puede producir concentraciones de
antibiotico entre 10-100 veces superior a la concentracion inhibitoria de
microorganismos en el sitio de accién.*® Se ha demostrado que la exposicién
prolongada a concentraciones elevadas de ciprofloxacino puede generar
efectos indeseados durante la remineralizacion O¢sea, afectando
primordialmente a los osteoblastos,*”! por esta razén es necesario regular la

cantidad de ciprofloxacino administrada y la liberacion del mismo.
3.6 Sistemas de liberacion de farmacos

Se define como medicamento o forma farmacéutica a aquella formulacion
farmacéutica que contiene uno 0 mas principios activos, destinada al
diagnéstico, prevencion y tratamiento de enfermedades o sintomas. El
concepto formulacion se introdujo tras observar que rara vez los medicamentos

se conforman Unicamente de las sustancias activas.*®

La implementacibn de wuna terapia racional consiste en adecuar la
administracion de los medicamentos dependiendo de las necesidades,
optimizando la frecuencia de dosificacion y las cantidades de principios activos,
para curar o controlar un estado patolégico. Esto supone que bajo algunas
circunstancias debe haber una liberacién en un corto periodo, mientras que en
otras situaciones debe controlarse el periodo de tiempo y el sitio de

liberacion.?

Las formas farmacéuticas convencionales se limitan a la administracion de
grandes cantidades de farmacos a nivel sistémico, de los cuales solo una

pequefia fraccion ejerce su efecto y el resto se excreta. Adicionalmente, estas

18



formas farmacéuticas se asocian a una gran serie de inconvenientes, los
cuales estan intimamente ligados a las fluctuaciones en la concentracién del
farmaco dentro del organismo (concentracion plasmética), lo cual expone al
paciente a sobredosis y dosis inferiores a las requeridas.*®! En ocasiones es
necesario el empleo de sustancias terapéuticas con vida media corta dentro del
organismo, lo cual hace necesario el empleo de regimenes de administracion
incomodos para el paciente, capaces de provocar el incumplimiento en el

tratamiento y en consecuencia el fallo terapéutico. % 148!

Un sistema de liberacibn modificada se puede definir como una forma
farmacéutica capaz de liberar el principio activo en sitios y tiempos diferentes a
una forma farmacéutica convencional. Con este propésito ha sido necesario el
desarrollo de un enfoque multidisciplinario entre la ingenieria y la ciencia de los
polimeros; sin embargo, el principal problema en estas formas farmacéuticas
es la gran variabilidad del efecto que pueden producir entre pacientes. Por lo
tanto muchos productos de liberacién modificada no son sistemas de liberacién

controlada ideales.*®!

Con el avance en los sistemas de liberacion controlada han surgido
clasificaciones que especifican la manera en la que se libera el principio activo
(API), y cdmo se logra; algunas de estas clasificaciones se mencionan en la
tabla 2.

Tabla 2. Sistemas de liberaciéon controlada.

Clasificacion Caracteristicas

Sistemas de liberacion | La liberacion no ocurre inmediatamente; sucede transcurrido un

retardada tiempo del medicamento en el organismo.

Sistemas con accion | El API se libera en distintas dosis de manera intermitente.

repetida

Sistemas de liberacién | La liberacién ocurre de manera mas lenta que en una forma

prolongada farmacéutica convencional.

Sistemas de liberacién | Estos sistemas aseguran una liberacion inicial capaz de ejercer un
sostenida efecto terapéutico pronto, seguido de una liberacién gradual por un

periodo prolongado.

Liberacion extendida La liberacibn en estos sistemas ocurre de manera lenta,
manteniendo la concentracién plasmatica del principio activo dentro

de un nivel terapéutico por un periodo de tiempo prolongado.
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El objetivo de los sistemas de liberacion controlada es la liberacion precisa de
pequefias cantidades de farmaco dentro de zonas ubicadas de manera
especifica en el cuerpo, con el fin de optimizar el tratamiento. Para la seleccion
y desarrollo de un sistema eficiente es necesario conocer las propiedades del

farmaco y su concentracién deseada en el plasma o sitio de accion.*® [4°]

Los sistemas de liberacion dirigida, a comparacién de los sistemas de
liberacidbn convencional, son capaces de reducir los efectos colaterales,
disminuir la toxicidad de los farmacos, evitar el metabolismo de primer paso
(previenen la degradacién), incrementar la biodisponibilidad, reducir las
fluctuaciones en la concentracion en el sitio de accion, aumentar la
permeabilidad de moléculas grandes como proteinas y péptidos, y disminuir la

frecuencia de administracién disminuyendo los costos del tratamiento. ¢!

En esta tesis se elaboraron y caracterizaron recubrimientos nanoestructurados
de hidroxiapatita, haciendo uso de la técnica de espray pirolitico asistido por
ultrasonido, los cuales se cargaron con enrofloxacino, una molécula analoga al
ciprofloxacino, el cual como ya se menciond con anterioridad, es de los
farmacos de eleccion en la prevencion de infecciones 6seas. Para llevar a cabo
la carga con enrofloxacino se emplearon las técnicas de centrifugacion, plasma

a presion atmosférica e inmersion.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general

Elaborar depésitos nanoestructurados de hidroxiapatita mediante la técnica de
espray pirolitico asistido por ultrasonido, y caracterizarlos mediante
espectroscopia de infrarrojo, microscopia electronica de barrido, microscopia
electronica de transmision y difraccion de rayos X, para su posterior carga con

una fluoroquinolona y evaluar la liberacion del farmaco en estos sistemas.

4.2 Objetivos particulares

1) Determinar el efecto del pH en la mezcla de soluciones precursoras con
iones calcio y fosfato para la obtencion de depoésitos de hidroxiapatita
mediante la técnica espray pirolitico asistido por ultrasonido.

2) Elaborar fosfatos de calcio mediante precipitacién, conocer su composicién
mediante espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier y
emplearlos para elaborar depositos mediante la técnica espray pirolitico
asistido por ultrasonido para conocer su composicion y morfologia.

3) Caracterizar los recubrimientos obtenidos mediante microscopia electronica
de barrido, microscopia electrénica de transmision, difraccion de rayos Xy
espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier.

4) Llevar a cabo la incorporacién de enrofloxacino en los depdsitos de
hidroxiapatita con mejores propiedades fisicoquimicas, haciendo uso de las
técnicas de carga por inmersion, centrifugacion y plasma a presion
atmosférica.

5) Evaluar el perfil de liberacién para el antibiotico cargado en los depdsitos.

5. Hipotesis de trabajo

Mediante la técnica espray pirolitico asistido por ultrasonido se obtendran
recubrimientos con nanoparticulas de hidroxiapatita, los cuales gracias a sus
propiedades fisicoquimicas podran retener enrofloxacino, y liberarlo en su

totalidad en los ensayos de liberacion.
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6. Metodologia
6.1 Materiales

Fosfato de sodio dib4sico anhidro (Na;HPO,, pureza 99.8%), acido clorhidrico
(HCI, pureza 36.5-38%), alcohol etilico absoluto (CH3CH,OH, pureza 99.8%),
fosfato de potasio monobasico (KH,PO, pureza>99.9%) adquiridos de J.T.
Baker (Edo. Méx, Méx), cloruro de calcio dihidratado (CaCl,*2H,0O, pureza
>99.5%) obtenido de Merck (Edo. Méx., Méx.), cloruro de potasio (KCl, pureza
>99.9%), alcohol isopropilico (CH3CHOHCHj3;, pureza>99%) adquiridos de
Omnichem (Puebla, PUE, México); cloruro de sodio Q.P. (NaCl, pureza>99%),
hidroxido de sodio (NaOH, pureza= 95%), acetona Q.P. ((CH3),CO, pureza
99%) adquiridos de distribuidora quimica ALVI (Edo. Méx, Méx.); hexano Q.P.
(CeH14) adquirido de Quimica Rique (Edo. Mex, Méx); enrofloxacino, adquirido
de BasicosFeed Grade (CDMX, Méx); grasa de alto vacio adquirida de Dow
Corning (Midland USA); agua desionizada obtenida de un equipo
NanopureDiamond (Barnstead ®); hidroxiapatita bovina amablemente donada
por Bio CeramicsLab; Membranas de didlisis de 12-14KDa spectra/por 4,

adquiridas de Fisher scientific (Broadwick Street, USA)

6.2 Métodos de analisis
6.2.1 Microscopia electrénica de barrido y microscopia electrénica de

transmision

El tamafio y la morfologia de los depdsitos se observdé empleando un equipo
Jeol ARM-200F, operado a 200 kV.

Para la caracterizacion por microscopia electronica de transmision (TEM) el
material de depdsito se dispers6 en etanol y se sonicd por 30 minutos para

evitar su agregado.
6.2.2 Difraccion de rayos X (XRD)

Se obtuvo informaciéon sobre la cristalinidad del material de recubrimiento, asi
como de la identidad de este con un equipo difractbmetro Bruker AXS, D8
Advance, usando radiaciéon Ka-Cu a 1.54A, en un intervalo 26 de 5° a 70°. La

identificacion estructural se llevéd a cabo con el programa MATCH®.
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6.2.3 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier

Para este andlisis se utilizé un espectrofotometro de infrarrojo por transformada
de Fourier Perkin Elmer UATR (FT-IR Spectrometer) con un intervalo de 4000-
500 cm™ y una resolucién espectral de 1 cm™. Se empleé como fondo la sefial
de un disco de diamante. Para llevar a cabo la caracterizacion de los depdsitos,

estos se rasparon con una espatula y el material desprendido se analizo.
6.2.4 Espectroscopia de Ultravioleta

Para las cuantificaciones de antibiético se empled un espectrofotometro Agilent

8453 UV-Visible, UV-Visible Chemstation, empleando una celda de cuarzo.
6.3 Espray pirolitico asistido por ultrasonido

Este equipo se ensambl6 y disefi6 en el laboratorio, con este proposito se
probaron distintos arreglos para modificar el flujo del espray y con ello asegurar
que este llegara a la superficie del sustrato calentado a 500°C, e
inmediatamente se genere el recubrimiento. Dentro de los primeros arreglos
gue se hicieron, fue la adaptacion de una chaqueta térmica a lo largo del ducto
que transfiere el espray hasta el sustrato, con el propésito de evitar la
condensacion de la neblina. Otra consideracion que se tomé fue la necesidad
de suministrar el gas de arrastre, que en este caso fue aire, a través de dos
entradas del equipo, para favorecer la llegada de la neblina de manera eficiente
hasta la superficie de los sustratos, y permitir asi la formacién de una pelicula
uniforme de hidroxiapatita, ya que se observé que al suministrar gas de arrastre
en una sola entrada, el espray no llega con la fuerza suficiente a los sustratos,
evaporandose asi todo el disolvente antes de llegar a los sustratos a recubrir,
por lo que se produjo un recubrimiento heterogéneo y poco adherente. El
equipo final ensamblado para la generacion de depdsitos de hidroxiapatita se

muestra en la figura 5. %!

En la primera entrada de aire del equipo (4) de espray pirolitico asistido por
ultrasonido, se suministré un flujo de aire de =52.67mL/s, con una bomba KNF
LABPORT, en la segunda entrada se suministré un flujo de =485.32mL/s, con
ayuda de una bomba BuchiV-700.Para generar el espray que dara lugar a la

formacion de hidroxiapatita, se utilizo un nebulizador Vitallys plus de 60Hz. De
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esta manera el gas de arrastre entra por (4) y arrastra la neblina producida con
el disolvente y reactivos empleando ultrasonido y es conducida en el sistema a
120 °C para evitar la condensacion hasta la boquilla de salida que se orienta

hacia la parrilla a 500 °C.

1) Nebulizador ultrasénico

2) Matraz con dispesion de
hidroxiapatita o mezcla
de CaPs

3) Neblina
4) Primera entrada de aire
5) Segunda entrada de aire

6y 7) Flujo de la neblina

8) Chaqueta térmica ajustada a
120°C

} 9) Deposito de hidroxiapatita
-;;:i:"‘::,_;-i10) Parrilla ajustada a 500°C

\

Figura 5. Equipo de espray pirolitico asistido por ultrasonido.
6.4 Sintesis de fosfatos de calcio
CaP-1

Se prepararon 500mL de una solucién de cloruro de calcio 0.1M y 500mL de
fosfato de sodio dibasico 0.06M. La solucién de cloruro de calcio se mantuvo
bajo agitacion constante y se adicion6 lentamente la solucion de fosfato de
sodio dibasico (0.06M), posteriormente se agrego hidréxido de sodio 1M hasta
ajustar el pH a un valor de 10. Esta mezcla se mantuvo bajo agitacion por 2
dias; se midio el pH final y se filtro el precipitado, para después enjuagarlo con
agua desionizada y eliminar impurezas. El precipitado enjuagado se sec6 a 60
°C y 20 mPA, y posteriormente se trituré en mortero. El polvo resultante (CaP-
1) se estudié mediante espectroscopia de infrarrojo FT-IR para determinar su

composicion quimica.
CaP-2

Al igual que en la sintesis anterior se mezclaron 500 mL de soluciones de
cloruro de calcio y fosfato dibasico de sodio 0.1 M y 0.06 M respectivamente,

24



posteriormente se midid el pH inicial de la mezcla y se agit6 durante 2 dias.
Concluido este tiempo se midié el pH final de la mezcla y se procedi6 a filtrar el
precipitado, para lavarlo con agua desionizada y eliminar impurezas. El filtrado
se dejo secar a 60°C y 20 mPa, y se tritur6 en mortero. Se determino la
composicién quimica del polvo obtenido (CaP-2) mediante espectroscopia de

infrarrojo FT-IR.
6.5 Obtencion de depésitos
Control:

Se prepar6 una mezcla acuosa de hidroxiapatita bovina (HAB) de 1.2 mg/mL, la
cual se disperso por ultrasonido durante una hora. A partir de esta dispersion
se preparé un recubrimiento de 10 minutos mediante la técnica de espray
pirolitico asistido por ultrasonido, para analizarlo por SEM, y otros depdsitos de

50 minutos para analizarlos por XRD, FT-IRy TEM.
REC-1:

Se preparé una mezcla acuosa de 1.2 mg/mL de CaP-1, la cual se dispersé
mediante ultrasonido durante una hora. Con la dispersion generada se
realizaron depoésitos de 10 minutos para el andlisis por SEM y 50 minutos para
el andlisis por XRD, TEM y FT-IR.

REC-2:

Se preparé una mezcla acuosa de 1.2 mg/mL de CaP-2, la cual se dispersé
mediante ultrasonido durante una hora. Con la dispersibn generada se
realizaron depdsitos de 10 minutos para el analisis por SEM, y 50 minutos para
el andlisis por XRD, TEM y FT-IR.

REC-3:

Se sometié a agitacion constante 175mL de una solucién de cloruro de calcio
2.4*10% M y se adicion6 lentamente 175mL de una solucién de fosfato de sodio
dibasico 1.44*107 M. Posteriormente la dispersién se ajusté a pH = 10 con

NaOH 0.1 N y se sometié a un bafio ultrasénico por 1 hora. La dispersiéon
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resultante se empled en la obtencidn de recubrimientos de 10 minutos para ser
estudiados por SEM y 50 minutos para TEM, FT-IR y XRD.

REC-4:

Se mezclaron mediante agitacion constante 175 mL de una solucion de cloruro
de calcio 2.4*10% M con 175 mL de una solucién de fosfato de sodio dibasico
1.44*102 M, la cual se agregd lentamente. La mezcla resultante se sonicé
durante 1 hora y se empled para generar recubrimientos de 10 minutos para el

analisis de SEM y 50 minutos para los analisis de TEM, FT-IR y XRD.
REC-5:

Se mezclaron bajo agitaciéon constantel75mL de una solucién de cloruro de
calcio 2.4*10% M y 175 mL de una solucién de fosfato de sodio dibasico
1.44*10 M. Posteriormente se agregé gota a gota HCl 0.1 N hasta disolver el
precipitado. La soluciébn generada se utiliz6 para obtener depoésitos de 10
minutos para el andlisis de SEM y 50 minutos para los analisis de TEM, FT-IR y
XRD.

6.6 Cargas con enrofloxacino

A partir de los depdsitos previamente elaborados y caracterizados se
selecciond el control y aquellos con mejores propiedades fisicas y quimicas
para elaborar depositos de 30 minutos sobre sustratos de cuarzo.

Posteriormente estos depdsitos se cargaron con enrofloxacino (ENR).
6.6.1 Carga por inmersion:

La carga con antibidtico se llevé a cabo por triplicado tanto con los depdésitos
control de hidroxiapatita, como con los depodsitos de hidroxiapatita
seleccionados a lo largo del estudio.

Se tomaron 2 cuarzos con depoésito de hidroxiapatita y se pegaron del lado sin
recubrimiento con ayuda de grasa de alto vacio, tal como se muestra en la
figura 6 (a y b). Posteriormente se introdujeron dentro de 2 mL de una solucién
etandlica de enrofloxacino (2.5 mg/mL), la cual con anterioridad se atemperé a

25°C en un bafio maria (Figura 6c¢), y se sometieron durante 10 minutos
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(Tiempo previamente estandarizado donde se demuestra que no hay desorcion
del farmaco ni desprendimiento del recubrimiento de hidroxiapatita) a una
agitacion constante de 100 RPM con ayuda de un agitador digital rotatorio
(DSR) tal como se observa en la figura 6 (d y €). Una vez transcurridos los 10
minutos de agitacion se retiraron los depdsitos de la solucién de enrofloxacino y
se retird el excedente con ayuda de 10 mL de agua desionizada, para proceder
a secarlos bajo presion reducida a 60°C.

— _/|

c)

Figura 6. Carga de antibi6tico por inmersion. a) Pegado de los depdésitos del
lado libre de recubrimiento con hidroxiapatita. b) depdsitos pegados. c)
Inmersion de depésitos en 2 mL de enrofloxacino, 2.5 mg/mL, a 25°C. d)

Introduccion de viales con depésitos en un bafio Maria a 25°C. e) Agitacion de
los depositos a 100 RPM.
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6.6.2 Carga por centrifugacion:

Para aplicar esta metodologia,
previamente se observo que es
necesario modificar la velocidad
de rotacion de los depdsitos para
asegurar un recubrimiento con la
méxima cantidad posible de
antibiotico. Por tal motivo en esta
metodologia se sujetaron los
depdsitos sobre una superficie

rotatoria, la cual se ajustdé a 3050

Figura 7. Recubrimiento por
centrifugacion:

a) Aplicacion de 50 pyL de solucién de
enrofloxacino  sobre el

girando a 3500 RPM.

b) Aumento en la velocidad del depdsito

deposito

a 4800 RPM, y formacién de una

RPM. Posteriormente con ayuda pelicula homogénea de

de una micropipeta se enrofloxacino.

suministraron 50 pyL de una c) Evaporacion del etanol.

solucion de enrofloxacino 2.5

mg/mL en el centro de la superficie del sustrato rotatorio, e inmediatamente se
cambio la velocidad de rotacion al depésito a 4800 RPM. Tras modificar la
velocidad del depdsito, se dio un lapso de 1 minuto de centrifugacion, para
permitir la evaporacion del disolvente en su superficie, y una vez transcurrido
este tiempo, se regreso la velocidad de rotacion a 3050 RPM al sustrato y se
aplicé nuevamente 50 pL de la solucién de enrofloxacino, y de igual modo se
cambio la velocidad de rotacion a 4800 RPM, dicho proceso se repitid hasta
completar 8 capas con la solucién de enrofloxacino, dado que previamente se
validé que la mayor cantidad de antibidtico retenido se obtiene tras aplicar 8
capas de antibidtico sobre los depdsitos. El procedimiento para la carga con

antibiotico por centrifugacién se ilustra en la figura 7.

La carga de antibidético mediante este método se realizd por triplicado, tanto
con el recubrimiento control de hidroxiapatita bovina, como con los depédsitos
de hidroxiapatita seleccionados tras la caracterizacion de REC-1, REC-2, REC-
3, REC-4 y REC-5. Una vez recubiertos los depositos, se calentaron a 300°C
por 2 horas para fundir el antibiético y mejorar su interacciébn con la

hidroxiapatita.
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6.6.3 Carga mediante plasma a presion atmosférica:

Se mont6 un equipo de plasma a presion atmosférica (PPA) como el que se
muestra en la figura 8. Dentro del matraz del nebulizador se agregé una
solucion etandlica de ENR (2.5 mg/mL). La neblina generada, se transport6 con
gas argon a travées de un ducto a 90°C (para evitar su condensacion) hasta la
superficie de los depdsitos. Se suministr6 gas argon a través de un ducto
intermedio Fig. 8.6), hasta una boquilla con dos electrodos de cobre, a los que
se les aplicé alto voltaje (50 kV) sinusoidal de 32 kHz para ionizar el argén y
generar el plasma encargado de excitarlas moléculas de enrofloxacino y la

superficie del depdsito, y de esta manera mejorar la interaccion entre ambas.

Se realiz6 la carga de enrofloxacino con el PPA por triplicado sobre los
depdsitos control, y los depoésitos de hidroxiapatita seleccionados tras la
caracterizacion de REC-1, REC-2, REC-3, REC-4, REC-5, haciendo incidir el
plasma sobre 9 puntos diferentes del depdsito por 30 segundos, tal como se

muestra en la figura 8.

1) Nebulizador ultrasénico

2) Solucion de
Enrofloxacino 2.5 mg/mL

3) Neblina
5) ,{,‘ 6) 4) Chaqueta térmica (90°C)
,‘ 5 y 6) Suministros de argén
E‘ al equipo
5‘ 7) Catodo
pd 8) Anodo
: 9) Depésito de

hidroxiapatita

10) Sitios del depésito
sobre los que se
cargo6 enrofloxacino

11) 11) Soporte para depositos
12 y 13) Flujo de la neblina

1)

Figura 8. Equipo empleado para cargar por PPA

29



6.7 Cuantificacion del enrofloxacino cargado en los recubrimientos

La cuantificacion de antibidtico se llevd a cabo por triplicado, mediante la
disolucién de los depésitos cargados con enrofloxacino, en 2 mL de HCI 1M
(preparado en agua:etanol (1:1)) y las la soluciones resultantes se transfirieron
a matraces volumétrico de 10 mL, donde se completé el volumen con una
mezcla de solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) y etanol 3:2,a pH=7.4, y
se determiné por espectroscopia de UV la cantidad de antibiético presente en

cada deposito.

Para el caso de los depdsitos cargados con enrofloxacino por inmersion, se
saco el promedio de antibiético cargado en los 2 depdsitos pegados con grasa

de alto vacio.
6.8 Evaluacion de laliberacion del antibidtico

Se evaluo el perfil de liberacion para cada depdsito cargado con enrofloxacino
por triplicado. Con esta finalidad se empleé como medio de disolucién una
mezcla de PBS y etanol con la proporcion 3:2, dicha mezcla se ajustdé a pH 7.4
y 37°C.

Para cada ensayo de liberacién se pegd un par de depdsitos con grasa de alto
vacio por el lado sin recubrimiento de hidroxiapatita con antibiético (tal como se
describe con anterioridad para la carga por inmersion) y se introdujeron en una
bolsa de dialisis Spectrapor 4, rellena con 4 mL del medio, posteriormente se
sell6 la bolsa con hilo de nylon y se introdujo en un recipiente con 13 mL de la
solucién de PBS:Etanol bajo agitaciébn constante, asi como se muestra en la

figura 9.

Para determinar la cantidad de farmaco liberado se tomaron alicuotas de 2 mL,
con reposicién constante del medio, durante 38 horas (10, 20, 30, 40, 50, 60,
90, 120, 150, 180, 240, 300, 360, 420, 480, 540, 1440, 1560 y 1680 minutos).
Finalmente se cuantificO por espectroscopia de UV a 277nm, el antibidtico
liberado. Los datos obtenidos se analizaron con diferentes modelos de
liberacion mediante el macro DDSolver 1.0 para Excel para obtener mas
informacion acerca de la interacciéon entre el farmaco y los depdsitos, asi como

el mecanismo de liberacion.
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Figura 9.

a) Pegado de sustratos con
hidroxiapatita cargada con
enrofloxacino

b) Cuarzos adheridos

c) Liberacion de antibiético en

membranas de dialisis a 37°C

7. Resultados y discusién
7.1 Sintesis y caracterizacion del deposito control de hidroxiapatita

bovina

Para la sintesis de estos depésitos, se parti6 de hidroxiapatita bovina
amablemente donada por Bio CeramicsLab, la cual se dispers6 y homogeneizé
por ultrasonido, para tener una mezcla facilmente nebulizable en el equipo de

espray pirolitico asistido por ultrasonido.
7.1.1 Caracterizacion por FT-IR

Tras realizar los depésitos con hidroxiapatita bovina, con ayuda de una
espatula se desprendié el material de recubrimiento y se analiz6 su
composicidén por espectroscopia FT-IR. El espectro de infrarrojo se muestra en
la figura 10, donde es posible observar el espectro caracteristico de la
hidroxiapatita con las sefiales descritas en la tabla 3. Este resultado es el
esperado puesto que la hidroxiapatita es un fosfato de calcio bastante estable,
y durante el proceso de recubrimiento no se supera la temperatura critica
necesaria para su descomposicion, haciendo los recubrimientos a partir de
hidroxiapatita dispersa en agua sobre sustratos de cuarzo a 500°C. En la
literatura se reporta la pérdida gradual de los iones hidroxilo en la estructura de
la hidroxiapatita a partir de los 650°C, y a temperaturas superiores a 1350°C
esta se descompone en distintos fosfatos de calcio amorfos, tales como el beta

trifosfato de calcio. °% !
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Figura 10. Espectro de IR para el material de depdsito en los recubrimientos

con hidroxiapatita bovina.

Tabla 3. Bandas caracteristicas de la hidroxiapatita 2 153 [541 [55] [56]

Hidroxiapatita (Ca,o(P0,)¢(0H),)
Banda Grupo funcional correspondiente
3573 cm™ OH estiramiento
631 cm™ OH estiramiento
1090 cm™ Estiramiento [vs PO, ]
1027 cm™ Estiramiento [vs PO,]
963 cm™ Estiramiento simétrico [PO,>]
563 cm™ Flexion [v, PO4]
1455 cm™ Estiramiento asimétrico [vs CO3” J*
1414 cm™ Estiramiento asimétrico [vs Cng"]*
872 cm™ Flexion asimétrica [v, COs”*

*Sustitucién de iones por grupos carbonato [CO5”]

7.1.2 Caracterizacion por difraccion de rayos X

Para corroborar la composicion de los depdsitos control realizados con
hidroxiapatita bovina, estos se analizaron por difraccion de rayos X, obteniendo
el difractograma de la figura 11, y que con ayuda del programa Match ® ,
comparandolo con la base de datos de referencia COD, se corrobora que la
hidroxiapatita bobina una vez depositada sobre los sustratos de cuarzo se
mantiene estable, debido a la presencia de sus reflexiones caracteristicas en
20 = 25.9, 31.62, 32.22 y 32.5, correspondientes a los indices de Miller (hkl)
(0,0,2), (1,2,1), (1,1,2) y (3,0,0) respectivamente.
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Figura 11. Difractograma de Rayos X para los depdsitos control de

hidroxiapatita bovina.

7.1.3 Caracterizacion por microscopia electronica de barrido y

microscopia electronica de transmision

Mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) se obtuvo informacion
respecto a la morfologia de los depdsitos control elaborados a partir de
hidroxiapatita bovina, la cual se muestra en la figura 12. Aqui es posible
observar un recubrimiento homogéneo generado por la fusion de las particulas
dispersadas por el equipo de espray pirolitico sobre los sustratos.

Esta informacion se complementa con los resultados obtenidos por microscopia
electrénica de transmisién (TEM), en la figura 13a se observa que las particulas
fusionadas en el recubrimiento presentan una morfologia esferoide, cuya
distribucion de tamafio se muestra en la figura 14 y oscila entre los 10 y 55 nm,
encontrandose en su mayoria particulas de entre 20 y 30 nm.

Este resultado es de esperarse, ya que, haciendo uso de la misma técnica para
la obtencion de depdsitos de hidroxiapatita, en la literatura se han encontrado
casos similares de recubrimientos de nanoparticulas esferoides, las cuales se
funden y aglomeran conforme se genera el depdsito mediante la técnica de
espray pirolitico asistido por ultrasonido. 7! 58

Por otro lado, a partir de la indexacion de los patrones de difraccion electronica
mostrada en la figura 13b es posible corroborar que el material de
recubrimiento es hidroxiapatita debido a las reflexiones correspondientes a los
planos (102), (312) y (210), y un eje de zona en [2,4,1].1°8! 591 [60]
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Figura 12. Micrografia SEM de depdsitos control
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Figura 13. Micrografia de TEM de los depdsitos control (a) y su patron de

difraccién indexado (b).
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Figura 14. Histograma con la distribucion del tamafio de particulas de

hidroxiapatita presentes en el depdsito control.
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7.2Sintesis de fosfatos de calcio en fase acuosa y su caracterizacion.

Con la finalidad de elaborar depdsitos a partir de fosfatos de calcio previamente
sintetizados y analizar la posibilidad de obtener hidroxiapatita a partir de ellos
haciendo uso de la técnica de espray pirolitico asistido por ultrasonido, se llevo
a cabo su sintesis mediante precipitacion en fase acuosa mezclando fosfato de
sodio dibasico y cloruro de calcio en solucion manteniendo la relacion
estequiométrica Ca/P=1.67 correspondiente a la hidroxiapatita, para esto, la
reaccion se realiz6 a pH=10 y pH=5.68 (pH control, sin agregar NaOH),

etiquetandose estos fosfatos de calcio como CaP-1 y CaP-2 respectivamente.

En la tabla 4, se muestra el seguimiento de las condiciones de pH bajo las que
se llevd a cabo la sintesis de ambos CaP, donde es posible observar la
disminucién en el pH en las mezclas acuosas, esto se explica mediante la
siguiente reaccion, donde se genera acido clorhidrico tras la formacion de

hidroxiapatita.
10CaCl, + 6Na,HPO, + 2H,0 - Ca,,(P0,)s(0OH), + 12NaCl + 8HCL ¥

Tabla 4. Mediciones de pH antes y después de la formacion del CaP.

CaP-1 CaP-2
pH inicial 10 5.68
pH final 9.78 4.88

Una vez sintetizados, lavados y secados los fosfatos de calcio CaP-1 y CaP-2,
se determiné su composicién quimica mediante espectroscopia de infrarrojo
FT-IR, los resultados se muestran en la figura 15 y la tabla 5, donde se observa
que CaP-1 presenta las sefiales caracteristicas de la hidroxiapatita, mientras
qgue el espectro de CaP-2 presenta las sefiales caracteristicas de la brushita.
La diferencia en la composicion quimica de CaP-1 y CaP-2 se explica por el
efecto del pH en el equilibrio quimico para la formacion de distintos fosfatos de
calcio, ya que al trabajar a pH inferior a 6 aumenta la proporcién de iones
HPO.%, los cuales reaccionan con el calcio en solucién y el agua y dan lugar a
la formacion de brushita (CaHPO4+2H,0), mientras que cuando se trabaja a
valores de pH alcalinos aumenta la proporcion de iones PO,* y OH, los cuales
al reaccionar con el calcio circundante en solucién dan lugar a la formacién de
hidroxiapatita (Ca;o(P0,)s(0H),). 181 (621 1631
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Figura 15. Espectro de IR para los fosfatos de calcio sintetizados en fase
acuosa. a) CaP-2; b) CaP-1

Tabla 5. Sefnales en el espectro de infrarrojo caracteristicas de la brushita e

hidroxiapatit

a. [52] [53] [54] [55] [56] [62] [64]

Hidroxiapatita (Ca,y(P0,)¢(0H);) Brushita (CaHPO,)
Banda Grupo funcional Banda Grupo funcional
correspondiente correspondiente
2573 ol OH estiramient 3537 cm™ | OH estiramiento [vs(O-H)]
cm estiramiento
631 OH est ot 3480 cm™ OH estiramiento del agua
cm estiramiento
[vs(O-H)]
1090 em™ Esti iento [v, PO 3_] 3270 cm™ OH estiramiento del agua
cm stiramiento [v
1027 em™ Esti ento [ 3P043'] 3160 cm™ OH estiramiento del agua
cm stiramiento [v
4 o o 3_ ) 3 1648 cm™ Estiramiento del agua en
963 cm Estiramiento simétrico [PO,7] | 5(0-H)
ano 5(0-
563 cm™ Flexion [v4 PO,’] . P _
1212 cm Flexién en plano O-H
1455 cm™ Estiramiento asimétrico 872cm™ P-O(H) estiramiento
[vs COs ] 1125cm™ | vy & vy~ estiramiento
1414 cm™ Estiramiento asimétrico degenerado de [H PO42']
[vs CO5°T* 1053 cm™ | P-O estiramiento (v3)
872 cm™ Flexion asimétrica [v, CO3>]* 984 cm™ P-O(H) estiramiento (v1)

*Sustitucién de iones por grupos carbonato [CO3”]
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7.30Dbtencion y caracterizacion de los recubrimientos de hidroxiapatita
a partir de los fosfatos de calcio sintetizados en fase acuosa y

mezclas de soluciones con iones calcio y fosfato.

Tras la sintesis y caracterizacion de CaP-1 y CaP-2 se realizaron depoésitos
Rec-1 y Rec-2 con dichos CaP respectivamente para conocer su composicion.

A continuacion, se muestran los resultados para los recubrimientos.
7.3.1 Caracterizaciéon por FT-IR

Tras desprender mediante raspado el material presente en los depésitos Rec-1
y Rec-2, y analizarlos mediante espectroscopia de infrarrojo se obtuvieron los
espectros que se muestran en la figura 16, donde es posible observar que el
depdsito Rec-1 muestra las sefiales caracteristicas de la hidroxiapatita,
mientras que el depdsito Rec-2 presenta las sefiales correspondientes al beta
pirofosfato de calcio (B-Ca.P.07), dichas sefales se describen con mayor
detalle en la tabla 6. Este resultado es el esperado de acuerdo con la literatura,
dado que para Rec-1 se parte de CaP-1, cuya composicion corresponde a
hidroxiapatita, la cual durante el proceso de recubrimiento, no se sometié a una
temperatura superior a la necesaria para su descomposicién por perdida de
iones hidroxilo a 650°C o por transformacién en fosfatos de calcio amorfos a
més de 1350°C. P U En cambio para la sintesis de Rec-2 se emplea de una
dispersién acuosa de brushita, la cual durante el proceso de recubrimiento se
transfiere a una superficie a 500°C, temperatura que se encuentra dentro del
rango necesario (350°C a 700°C) para su deshidratacién total y transformacion
en B-Ca,P,0; [ [®% Con esto se comprueba que el fosfato de calcio precursor
de los depdsitos si determina la composicion final del material de recubrimiento.
Debido a que los recubrimientos Rec-1 obtenidos a partir de CaP-1 se
componen de HA, dichos recubrimientos se seleccionan para estudios

posteriores de carga y liberacion del farmaco enrofloxacino.
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Figural®6. Infrarrojos para a) Rec-2 b) Rec-1 y c¢) Hidroxiapatita bovina

Tabla 6. Bandas caracteristicas de la hidroxiapatita y B-Ca,P,0, 52 (531 154 [5%]

[56] [65] [66]

Hidroxiapatita (Ca,,(P0,)¢(0OH),)

Beta pirofosfato de calcio (B-

Ca2P207)
Banda Grupo funcional Banda Grupo funcional
correspondiente correspondiente
3573 cm™ OH estiramiento
631 cm™ OH estiramiento
1090 cm™ Estiramiento [vs PO,’] 721cm* Estiramiento P-O-P
1027 cm™ Estiramiento [v; PO,”] 1212cm™ [P207]
963 cm™ Estiramiento simétrico [PO,”]
563 cm™ Flexion [v4 PO,’]
1455 cm™ Estiramiento asimétrico
[vs COs™* 1125 cm™ o o
1 ) ) . 1 Estiramiento simeétrico
1414 cm Estiramiento asimétrico 1053 cm
. 4 [P-O]
[vs COsT* 984 cm
872cm™ Flexion asimétrica [v, CO3”]*

*Sustitucién de iones por grupos carbonato [CO5”]
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7.3.2 Caracterizacion por difraccion de rayos X

Con la finalidad de obtener mas informacion sobre la composicion y la
cristalinidad de los depdsitos Rec-1 y Rec-2, se analizaron por difraccion de
rayos X (XRD). Los difractogramas se analizaron con el programa Match®,
obteniéndose los resultados que se muestran en la figura 17, donde se observa
qgue los depositos Rec-1 muestran un alto grado de cristalinidad, mientras que
los depositos Rec-2 presentan una baja cristalinidad. Dicho resultado es de
esperarse, dado que la brushita se deshidrata de manera irregular, dando lugar
a una fase amorfa conformada por B-Ca,P,0; "', Mientras que por otro lado en
el caso la hidroxiapatita al ser expuesta a altas temperaturas se favorece su
cristalinidad.®® Debido a que los fosfatos de calcio amorfos se disuelven con
facilidad, por lo que su adherencia al sustrato es baja, aumentando el riesgo del
fallo en dispositivos ortopédicos,® se seleccioné a Rec-1 como candidato para

estudios posteriores con antibiético y se descartan los depdésitos Rec-2.

Por otro lado, en la figura 17 se corrobora la obtencién de hidroxiapatita en los
recubrimientos Rec-1, debido a que al igual que los depdsitos control presenta
las sefiales caracteristicas de la hidroxiapatita en 206 = 25.9, 31.62, 32.22 y
32.5, que corresponden con los indices de Miller (hkl) (0,0,2), (1,2,1), (1,1,2) y

(3,0,0) respectivamente.
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7.3.3 Caracterizacion por microscopia electronica de barrido y

microscopia electronica de transmision

Adicionalmente a las pruebas ya mencionadas, se caracterizé la morfologia de
Rec-1 y Rec-2 mediante SEM. Las micrografias obtenidas se muestran en la
figura 18, donde se corrobora la estructura amorfa de los depdsitos Rec-2,
descrita en los estudios de difraccion de rayos X, mientras que en los depdsitos
Rec-1, se observa un material nanoporoso, el cual se observa con mas detalle
en la micrografia de TEM presentada en la figura 19, donde se percibe el
andamiaje de nanoparticulas esferoides, primordialmente de entre 35 y 45 nm
(Figura 20), a las cuales se les indexaron sus patrones de difraccion y se
obtuvieron las reflexiones en los planos (112), (323) y (211), asi como un eje de
zona [1,3,1], corroborandose la obtencion de hidroxiapatita. Dado lo anterior se
descarta continuar trabajando con los depésitos Rec-2 y se continuara con los

estudios de carga y liberacion de enrofloxacino en los depdsitos Rec-1.

Figura 18. Micrografias de SEM para los recubrimientos
a) Rec-1b) Rec-2

Figura 19. Micrografia de TEM de los depdsitos Rec-1 (a) y su patrén de
difraccion indexado (b).
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Figura 20. Histograma con la distribucion del tamafio de particulas de
hidroxiapatita presentes en Rec-1.

7.40Dbtencion y caracterizacion de los recubrimientos de hidroxiapatita
a partir de la mezcla de soluciones con iones calcio y fosfato

manteniendo la proporcion presente en la hidroxiapatita.

En un estudio paralelo al anterior, se elaboraron los recubrimientos Rec-3, Rec-
4 y Rec-5 a partir de una mezcla de soluciones con iones calcio e iones fosfato
bajo la proporcién Ca/P = 1.67, a pH=10, pH=6.68 y pH=2 respectivamente.
Posteriormente estos depdsitos se caracterizaron para seleccionar aquel con
mejores propiedades fisicoquimicas y ser empleado en estudios de carga y

liberacion con enrofloxacino.

Durante el proceso de recubrimiento descrito para Rec-3, Rec-4 y Rec-5, se
observé gue no es posible realizar depésitos por periodos muy largos, debido a
que el material al enfriarse se agrieta y se desprende de los sustratos. La razén
por la cual ocurre este fenomeno se desconoce, sin embargo, se sabe que,
durante la sintesis de hidroxiapatita a partir de cloruro de calcio y fosfato de
sodio dibasico, se produce como impureza cloruro de sodio,™ en la literatura se
menciona que al someter a cambios de temperatura recubrimientos elaborados
a partir de distintos materiales, estos tienden a expandirse y contraerse
desproporcionalmente, lo que ocasiona dafio en las peliculas de

recubrimiento.[’”

Debido a lo anterior, se modificd la metodologia previamente establecida para

la obtencidn de recubrimientos gruesos por 50 minutos con el equipo de espray
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pirolitico asistido por ultrasonido; dicha modificacion consistio la aplicacion de
varias capas del material de recubrimiento sobre un mismo sustrato, las
aplicaciones fueron cada 3 minutos con el espray pirolitico hasta completar
depdsitos de 51 minutos. Entre cada capa se enjuagaron los depdsitos con
agua desionizada para remover el cloruro de sodio formado y de esta manera

evitar el desprendimiento de la hidroxiapatita.
7.4.1 Caracterizacion por FT-IR

Con la finalidad de conocer la composicion de los depésitos Rec-3, Rec-4 y
Rec-5, se obtuvieron sus espectros de infrarrojo respectivos, los cuales se
presentan en la figura 21
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Figura2l. Infrarrojos de recubrimientos elaborados a partir de la mezcla de
soluciones con cloruro de calcio y fosfato de sodio dibasico ajustada a

distintos valores de pH. a) Rec-3 b) Rec-4 c) Rec-5

Mediante los espectros de infrarrojo presentes en la figura 21, es posible
observar que el pH de la mezcla de soluciones con iones calcio y fosfato, no
interfiere en la obtencion de hidroxiapatita sobre los depdsitos, resultado
diferente al obtenido en el apartado 7.2, para la sintesis de CaP-1 y CaP-2, en

el cual se muestra que el pH es un factor decisivo en el producto final de la
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sintesis por precipitacion en fase acuosa de fosfatos de calcio. Esta divergencia
entre resultados se explica en la literatura, donde se menciona que cuando el
espray se aproxima a la superficie de los sustratos a altas temperaturas, se
evaporan tanto el disolvente como el acido presente en la mezcla, dando lugar
a nanoparticulas saturadas de hidroxiapatita, las cuales se adhieren a la
superficie del sustrato (Figura 22).I"Y1 Los resultados obtenidos en este trabajo

se adecuan muy bien con esta explicacion.
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Figura 22. Proceso de formacion de HA mediante espray pirolitico.
7.4.2 Caracterizacion por difraccion de rayos X

Con el propésito de corroborar la composicion quimica de los depésitos Rec-1,
Rec-2 y Rec-3 y conocer su grado de cristalinidad se llevé a cabo la difraccion
de rayos X de los mismos. Los difractogramas obtenidos se muestran en la
figura 23, que con la ayuda del programa Match ®, se identificaron las sefiales
caracteristicas de la hidroxiapatita en 20 = 25.9, 31.62, 32.22 y 32.5,
correspondientes a los indices de Miller (hkl) (0,0,2), (1,2,1), (1,1,2) y (3,0,0)
respectivamente. También se observa en esta figura, que la cristalinidad de los
depdsitos aumenta bajo pH alcalino.

Debido a que la cristalinidad es un factor importante para asegurar que el CaP
sera mas estable y no se va a disolver, y, en consecuencia, desprender del
sustrato, se decidié seleccionar el recubrimiento Rec-1 para estudios

posteriores de carga Yy liberacion del farmaco enrofloxacino.
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7.4.3 Caracterizacion por microscopia electronica de barrido y

microscopia electrénica de transmision

Con el propésito de conocer la morfologia de los depdsitos elaborados a partir
de la mezcla de soluciones de cloruro de calcio y fosfato de sodio dibasico
ajustada a distintos valores de pH (Rec-3, Rec-4 y Rec-5), asi como el efecto
del lavado con agua desionizada, propuesto como una modificacion a la
metodologia por el desprendimiento del material de recubrimiento, se
elaboraron estos depésitos durante 3 minutos, lavados y sin lavar, y se

obtuvieron sus micrografias por SEM, las cuales se muestran en la figura 24.

En la figura 24 (a, b y ¢), se muestran los depdsitos sin lavar, los cuales a
diferencia de los depositos lavados mostrados en la figura 24 (d, e y f),
muestran en su superficie cristales cubicos, a los que se les realizé un analisis
elemental para conocer su composicion, el cual se muestra en la figura 25,
donde se presenta un alto contenido en atomos de cloro y sodio, lo cual

corrobora la obtencién de cloruro de sodio durante los recubrimiento.
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Adicionalmente como es posible observar, tras el lavado de los depdésitos con
agua desionizada, los depositos se vuelven mas homogéneos y se observa un
aumento en la porosidad aparente. Esto en la literatura se asocia con el uso del
cloruro de sodio como un agente pordgeno durante la sintesis de hidroxiapatita,

el cual, tras ser removido por disolucién, genera poros en la estructura.”

Ky
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Figura 24. Depositos sin lavar a) Rec-3 (pH=10) b) Rec-4 (pH=6.6) c) Rec-5;
depdsitos lavados con agua desionizada a) Rec-3 b) Rec-4 c)Rec-5
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Figura 25. Composicion quimica | Tabla 7. Composicion porcentual en la
de los cristales presentes en la composicion de los cristales cubicos sobre la

superficie de los depésitos, superficie de los depositos

obtenida mediante microscopia Elemento | Proporcidn de dtomos (%)
o _ o] 15.97
electrénica de barrido con Na 20.09
espectroscopia de rayos X P 2.9
dispersivos de energfa. cl 38.32
Ca 2.71
Total 99.99

Debido a que los depdsitos Rec-3 mostraron mejores resultados que los
depositos Rec-4 y Rec-5, es decir, la mezcla de soluciones de fosfato de sodio
dibasico y cloruro de calcio favorecio la formacién de recubrimientos con mejor
cristalinidad (Ver apartado 7.4.2) y porosidad aparente en la micrografia SEM,
estos se seleccionaron para continuar el andlisis por microscopia electronica de
transmision (TEM), generando la micrografia que se observa en la figura 26,
donde es posible observar el aglomerado de nanoparticulas esferoides con un
tamafio de particula principalmente de entre 15 y 30 nm (Fig. 27), lo cual
concuerda con la literatura, donde se menciona que haciendo uso de la técnica
de espray pirolitico asistido por ultrasonido, se obtienen recubrimientos de
nanoparticulas esferoides aglomeradas. De igual manera en la figura 26b, tras
la indexacion de los patrones de difraccion electronica, se obtuvieron las
reflexiones de los planos (001), (211) y (210), asi como un eje de zona [1,2,0]

[581 391 1601 |0 cual nos confirma la obtencién de hidroxiapatita.
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Figura 26. Micrografia de TEM de los depoésitos Rec-3 (a) y su patrén de

difraccién indexado (b).
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Figura 27. Histograma de la distribucion de tamafio de particula, para Rec-3.
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7.5 Cargas con antibiotico.

Como ya se menciond con anterioridad, se seccionaron los depdésitos Rec-1
(Elaborado a partir de la hidroxiapatita llamada CaP-1 sintetizada en fase
acuosa a pH=10) y Rec-3 (Elaborado a partir de la mezcla de soluciones de
cloruro de calcio y fosfato de sodio dibasico ajustada a pH=10) para ser
cargados con enrofloxacino, y compararlos con los depdsitos control
(elaborados a partir de hidroxiapatita bovina), igualmente cargados. A
continuacion, se describen los resultados obtenidos mediante las distintas

metodologias de carga.
7.5.1 Carga por Inmersién

La cantidad de farmaco adsorbido por los recubrimientos de HA, se representa
en las tablas 8 y 9. En estas tablas se observa que los depdsitos que retienen
mas antibiotico por unidad de superficie, son los depdsitos Rec-1, sin embargo,
al comparar la cantidad de material de recubrimiento, con la cantidad de
farmaco adsorbido, se observa que estos depésitos son los que menos
farmaco retienen, en comparacion con los depdsitos control de hidroxiapatita
bovina y los depdsitos Rec-3, los cuales muestran resultados similares entre si
con respecto al farmaco adsorbido por unidad de superficie y de farmaco

adsorbido por miligramo de hidroxiapatita.

Tabla 8. Cuantificacion indirecta del antibiotico adsorbido en los depositos.

.E.N.R ENR Peso del ENR. ENR adsorbido
inicial ) i adsorbido .
. final en material de . por unidad de
Sistema en . . por unidad .
., solucién | recubrimiento superficie
solucion (mg) (mg) de peso de (ug/cm?)
(mg) HA (ug/g)
Rec-1 5.13716 | 5.11441 1.4 16.25 11.4
Rec-3 5.13716 | 5.13325 0.2 1.96 1.96
Control 5.13716 | 5.127612 0.4 23.87 4.77

Tabla 9. Cuantificacion directa del antibiotico adsorbido en los depdsitos.

DeD6sito Hidroxiapatita | Enrofloxacino/ Unidad | Enrofloxacino/ miligramo

P por cm? (mg) | de superficie (ug/cm?) | de hidroxiapatita (ug/mg)
Rec-1 0.7 11.57 16.53
Rec-3 0.1 1.97 19.7
Control 0.2 4.82 24.10
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7.5.2 Carga por centrifugacion

Esta técnica consiste en aplicar un volumen determinado de una
solucién/dispersion del material con el que se desea realizar el
recubrimiento/carga (Ver figura 28). En este caso se aplicd una solucion
etandlica de enrofloxacino sobre los depdsitos de hidroxiapatita previamente
seleccionados. La cuantificacion se llevdo a cabo disolviendo los depdsitos
sobre los sustratos de cuarzo con HCI 1M (1:1 Agua/etanol), diluyendo hasta
completar 10 mL con PBS:etanol 3:2 y cuantificando mediante espectroscopia

de ultravioleta, tal como se describe en el apartado 6.7.

La cantidad de liquido necesaria para realizar los recubrimientos por
centrifugacion, es dependiente de la viscosidad y el area de la superficie a
recubrir. Por otro lado, el grosor del recubrimiento es dependiente de la
velocidad con la que se centrifuga el sustrato.l”® Debido a esto, se optimizaron
previamente las condiciones para generar un recubrimiento con la mayor
cantidad de enrofloxacino sobre los depdésitos de hidroxiapatita (1 cm X 1 cm),
en primera instancia se probo la aplicacién de distintos volumenes entre 50 y
500 uL de la solucién de enrofloxacino, observando que la cantidad minima de
la solucién es de 50 uL; por otro lado también se determind la velocidad optima
de rotacion, haciendo uso de un rotor con una velocidad ajustable entre 3000 y
12000 revoluciones por minuto (RPM), probando al mismo tiempo el impacto
del cambio de la velocidad de rotacion inmediatamente tras aplicar la solucion
de enrofloxacino, encontrando que para una mayor retencioén de antibiotico, es
necesario aplicar la solucién de enrofloxacino sobre los depdsitos girando 3000

RPM, e inmediatamente aumentar la velocidad de rotacion a 4800 RPM;

Por otro lado, en estudios previos se busco estandarizar la cantidad de capas
con enrofloxacino sobre los depositos, con la finalidad de retener la mayor
cantidad de antibidtico posible. Para esto se recubrieron sustratos de cuarzo,
aplicando distinto numero de capas (Entre 1 y 10 capas) con la solucién de
enrofloxacino, para posteriormente cuantificar el antibiético retenido mediante
espectroscopia UV. Aqui se observo que luego de aplicar mas de 8 capas de

enrofloxacino, la cantidad de antibiotico retenida en lugar de incrementar,
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disminuye, esto se puede explicar debido a que no se sigue la condicion de
ortogonalidad de los disolventes, la cual nos indica que para generar un
recubrimiento multicapas, es necesario hacer uso de disolventes que no
disuelvan las capas anteriores, lo cual no se sigue, ya que en todo momento se
emplea enrofloxacino disuelto en etanol, permitiendo la redisolucion de la capa

anterior del antibiético presente en los sustratos.™

(a) (b)
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Figura 28. a) Depdsito de la sustancia liquida b) centrifugacién del liquido c)
Formacion de una capa homogénea por fuerza centrifuga d) evaporacion del

disolvente.

Tras realizar las cargas con enrofloxacino se cuantific6 mediante el antibiético
cargado sobre los depésitos Control, Rec-1 y Rec-3, tal como se describe en el
apartado 6.7, disolviendo los depésitos en HCI 1M (1:1 Agua/etanol), diluyendo
hasta completar 10 mL con PBS:etanol 3:2 y cuantificando mediante
espectroscopia de ultravioleta. Los resultados obtenidos se presentan en la
tabla 10, donde se observa que los depdsitos que mas antibidtico retienen por
unidad de superficie, son los depdsitos Rec-1, sin embargo, son aquellos que
menos antibibtico retienen por cantidad de hidroxiapatita, siendo los depdsitos
control aquellos que mas antibidtico retienen por cantidad de hidroxiapatita,

seguido de los depdsitos Rec-1.
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Tabla 10. Antibidtico cargado en los depdsitos de hidroxiapatita mediante la

técnica de centrifugacion.

: . . Enrofloxacino/Unidad
L Hidroxiapatita .
Deposito or cm? (mg) de superficie
P ° (ug/cm?)
Rec-1 0.7 14.4
Rec-3 0.1 2.69
Control 0.2 6.41

7.5.3 Carga mediante plasma a presion atmosférica

Tras realizar las cargas de enrofloxacino con plasma a presion atmosférica, se
cuantific6 mediante espectroscopia UV el antibi6tico tras disolver los depésitos,
los resultados obtenidos se muestran en la tabla 11, donde se observa un
aumento considerable en la cantidad de enrofloxacino con respecto a las
cargas del mismo mediante las técnicas de centrifugacién e inmersion, esto se
explica debido a que durante el proceso de carga por plasma el argén ionizado
favorece una mayor interaccién y unién entre los iones Ca** y PO,* de la
hidroxiapatita y los grupos -CO,’, y -NH5" del enrofloxacino.” La ventaja de
este método es que debido a las bajas temperaturas del gas generador de
plasma, las sustancias termosensibles, tales como el enrofloxacino no se

degradan.[™®

En la tabla 11 se observa que los depdsitos que mas enrofloxacino retienen,
son los depdsitos Rec-3, mientras que los depdsitos control y los depdsitos
Rec-1 retienen enrofloxacino en menor medida. Es por este motivo que los
depdsitos Rec-3 pueden ser considerados como mas aptos para la prevencion
de infecciones Oseas cuando el proyecto se lleve a seres vivos, ya que se
puede evitar con mayor certeza la proliferacion de microorganismos en su

superficie, la formacion de films y con ello el rechazo de los implantes.
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Tabla 11. Enrofloxacino cargado sobre los depdsitos de hidroxiapatita mediante

plasma a presion atmosférica.

Depésito | Hidroxiapatita por cm? (mg) | Enrofloxacino/ Unidad de superficie (ug/cm?)
Rec-1 0.7 34.63
Rec-3 0.1 110.35

Control 0.2 24.82

7.6 Perfiles de liberacién in-vitro

A pesar de que los depdésitos de hidroxiapatita cargados con enrofloxacino no
son sistemas poliméricos, se evaluaron los perfiles de liberacion mediante el
macro para Excel DDSolver 1.0, con la finalidad de obtener mayor informacién
sobre la interaccion entre el antibidtico y los recubrimientos, asi como para
conocer el mecanismo mediante el cual se lleva a cabo la liberacion del
antibiético, para esto se empled un ajuste matematico a los modelos cinéticos

de orden cero, primer orden, Korsmeyer Peppas e Higuchi.

Para llevar a cabo el ajuste matematico con el modelo de Korsmeyer-Peppas y
determinar el mecanismo de liberacion de la enrofloxacino, es necesario
emplear Unicamente los datos hasta obtener una liberacién del 60% del

principio activo.””!

Para determinar el modelo con mejor ajuste, se emple6 el coeficiente de
correlacion R?, el coeficiente de correlacion ajustado RZjustado, €1 menor valor
en el criterio de informacién Akaike (AIC) y el mayor valor en el criterio de

seleccién del modelo (MSC).["®!
7.6.1 Depositos cargados por latécnica de centrifugacion.

A continuacién, en las figuras 29, 30 y 31 se muestran las cinéticas de
liberacion para los depdsitos Rec-1 (Obtenido a partir de hidroxiapatita
preformada, llamada CaP-1), Rec-3 (Obtenido a partir de la mezcla de
soluciones de cloruro de calcio y fosfato de sodio dibasico ajustada a pH=10) y
control (Obtenido a partir de hidroxiapatita bovina) respectivamente, cargados
con enrofloxacino mediante la técnica de centrifugaciéon. Asi mismo, en las
tablas 12, 13 y 14 se muestran los resultados con respecto a los criterios para
la seleccion del modelo con mayor ajuste por parte de las cinéticas de

liberacion.
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Figura 29. Perfil de liberacion experimental de los depésitos Rec-1 y modelos mateméticos
para la descripcion de la liberacion del sistema. a) Orden cero b) Primer Orden c) Higuchi d)
Korsmeyer Peppas e) Agrupacion de los modelos mateméticos y el perfil experimental de

liberacion.

Tabla 12. Criterios para determinar el modelo matematico con mejor ajuste para la liberacién
de enrofloxacino, a partir de los depdsitos Rec-1 cargados por centrifugacion.

Parametro | Orden cero LSS Higuchi Korsmeyer
orden Peppas
R -1.6546 0.9900 0.2342 0.9914
R ajustada -1.6546 0.9900 0.2342 0.9897
AlC 204.9570 95.4154 181.3372 18.6836
MSC -1.0799 4.6854 0.1632 4.6475
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Peppas e) Agrupacion de los modelos matematicos y el perfil experimental de liberacion.

Tabla 13. Criterios para la seleccion del modelo matematico que mejor se ajusta a la liberacion

del ENR a partir de los depdsitos Rec-3, cargados por centrifugacion.

Parametro | Orden cero T Higuchi N
orden Peppas
R -1.3890 0.9802 0.3429 0.9896
R ajustada -1.3890 0.9802 0.3429 0.9878
AIC 202.7448 105.9415 178.0637 26.6240
MSC -0.9626 4.1323 0.3364 4.3023
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Figura 31. Perfil de liberacion experimental de los depésitos Control y modelos matematicos para la
descripcion de la liberacién del sistema. a) Orden cero b) Primer Orden c) Higuchi d) Korsmeyer
Peppas e) Agrupacion de los modelos matematicos y el perfil experimental de liberacion.

Tabla 14. Criterios para la seleccion del modelo matematico que mejor se ajusta a la liberacion

del ENR a partir de los depdsitos control cargados por centrifugacion.

Parametro | Orden cero T Higuchi N
orden Peppas
R -1.5849 0.9839 0.2691 0.9922
R ajustada -1.5849 0.9839 0.2691 0.9906
AIC 203.2648 105.6876 178.6839 18.2941
MSC -1.0127 4.1229 0.2810 4.5844
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Tomando en cuenta las tablas 12, 13 y 14 los modelos matematicos con mejor
ajuste a la cinética de liberacion del enrofloxacino a partir de los depdsitos
cargados mediante la técnica de centrifugacion son el de primer orden vy

Korsmeyer Peppas.

La cinética de liberacion de primer orden se describe mediante la ecuacion
Ln(Cr) = Ln(C;)) —kt; donde C; = Concentracion final del farmaco a
determinado tiempo (t), C; = Concentracion inicial del farmaco y k es la
constante de liberacion del farmaco. La cual puede reajustarse de la siguiente

manera: Cr — C; = e ® = F, donde F es igual a la cantidad de farmaco liberada.
[77] [78] [79]

Teniendo en cuenta lo anterior, los depoésitos Rec-1, Rec-3 y control se
comportan como sistemas porosos matriciales donde la liberacion es
dependiente del gradiente de concentracion entre el farmaco presente en la

superficie de los depdsitos y el medio de disolucion.

Por otro lado, el ajuste matematico mediante la Ecuacion de Korsmeyer-
. ., Cc .,
Peppas viene dado por la ecuacion C—f = kgpt™ = F; donde C; = Concentracion
i

final del farmaco a determinado tiempo (t), C; = Concentracién inicial del
farmaco, kyxp es la constante de liberacion del farmaco y F es igual a la
cantidad de farmaco liberada. Esta ecuacion brinda la posibilidad de determinar
si el farmaco se libera primordialmente por difusion, por transporte anémalo
(erosién) o por transporte de Super-Caso tipo Il (difusion y desintegracion del
sistema matricial) mediante el valor de la constante n, el cual adquiere distintos
valores dependiendo la geometria del sistema matricial, adquiriendo para

recubrimientos delgados los siguientes valores: 1X° [481 [79] [§0]

n<0.5 = Difusion Fickiana
0.5<n<1.0 = Transporte anémalo (No Fickiano)
n>1 = Transporte Super-Caso tipo Il

De acuerdo con lo anterior y con los valores para “n” descritos en la tabla 15,

es posible observar que la liberacion del enrofloxacino a partir de los depdositos
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se debe primordialmente a una difusién no Fickiana, donde la liberacion viene
dada tanto por la difusion del farmaco, asi como por la erosion de los
recubrimientos de hidroxiapatita.

Tomando en cuenta los tiempos de vida media obtenidos tanto por la ecuacion
de primer orden como por la ecuacion de Korsmeyer Peppas es posible
observar que los recubrimientos que retienen por méas tiempo el farmaco son
los Rec-3, seguidos de los depdsitos control elaborados con hidroxiapatita
bovina y los depositos Rec-1 elaborados con hidroxiapatita previamente
sintetizada en fase acuosa. Esto es de esperarse debido a que los depdsitos
Rec-3 se sintetizaron mediante la mezcla de soluciones de CaCl, y Na,HPO,
en condiciones alcalinas, lo cual da como resultado la formacién de cloruro de
sodio, el cual tras ser removido mediante el lavado constante de los depdsitos
generd estructuras porosas a través de las cuales el farmaco permed con

mayor facilidad a los largo de la matriz, favoreciendo su retencion.

10CaCl, + 6Na,HPO, + 2H,0 — Ca,,(P0,)s(0H), + 12NaCl + 8HCL ¥

Tabla 15. Parametros cinéticos determinados mediante los modelos de primer orden y
Korsmeyer-Peppas para la liberacion de enrofloxacino en depdsitos de hidroxiapatita cargados

mediante la técnica de centrifugacion.

Depdsito
Modelo Parametro
Control Rec-1 Rec3

Primer k1 0.5346 0.5679 0.4946
Orden T50 1.3736 1.2211 1.4233

kkp 43.0349 44.8007 40.3338

Korsmeyer

Peppas n 0.7013 0.6957 0.6648

T50 1.2493 1.1703 1.3787

En conclusion, con respecto a este apartado, los depdsitos de hidroxiapatita
elaborados mediante la técnica de espray pirolitico asistido por ultrasonido,
cargados mediante la técnica de centrifugacion no muestran diferencia
significativa en cuanto a las cinéticas de liberacién, ajustandose al mismo
modelo sin importar el origen de la hidroxiapatita. Esto se puede atribuir a una
baja adherencia del antibiotico al deposito, lo cual es favorable, ya que en un
implante es deseable que el antibidtico se libere en su totalidad y de esta

manera no interfiera con la formacion y regeneracién del hueso. [*"!
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7.6.2 Depositos cargados por la técnica de inmersion.

A continuacion, en las figuras 32, 33 y 34 se muestran las cinéticas de
liberacibn para los depdsitos Rec-1 (Obtenido a partir de hidroxiapatita
preformada, llamada CaP-1), Rec-3 (Obtenido a partir de la mezcla de
soluciones de cloruro de calcio y fosfato de sodio dibasico ajustada a pH=10) y
control (Obtenido a partir de hidroxiapatita bovina) respectivamente, cargados
con enrofloxacino mediante la técnica de inmersion. Asi mismo, en las tablas
16, 17 y 18 se muestran los resultados con respecto a los criterios para la

selecciéon del modelo con mayor ajuste por parte de las cinéticas de liberacion.
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Figura 32. Perfil de liberacion experimental de los depédsitos Rec-1 y modelos mateméticos para la
descripcion de la liberaciéon del sistema. a) Orden cero b) Primer Orden c) Higuchi d) Korsmeyer
Peppas e) Agrupacion de los modelos matematicos y el perfil experimental de liberacion.

Tabla 16. Criterios para la seleccion del modelo matematico que mejor se ajusta a la liberacion

del ENR a partir de los depdsitos Rec-1 cargados por inmersion.

Parametro | Orden cero | Primer orden | Higuchi OIS
Peppas
R -1.1521 0.9894 0.4277 0.9937
R ajustada | -1.1521 0.9894 0.4277 0.9926
AIC 202.0550 92.2414 176.6297 | 22.5120
MSC -0.8643 4.9153 0.4739 4.8130
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Figura 33. Perfil de liberacion experimental de los depédsitos Rec-3 y modelos mateméticos para la
descripcion de la liberacion del sistema. a) Orden cero b) Primer Orden c) Higuchi d) Korsmeyer
Peppas e) Agrupacion de los modelos matematicos y el perfil experimental de liberacion.

Tabla 17. Criterios para la seleccion del modelo matematico que mejor se ajusta a la liberacion

del ENR a partir de los depdsitos Rec-3 cargados por inmersién.

Parametro | Orden cero | Primer orden | Higuchi N
Peppas
R -1.2778 0.9839 0.3796212 | 0.9868
R ajustada | -1.2778 0.9839 0.3796212 | 0.9846
AIC 202.2220 100.8194 177.1329 | 29.4514
MSC -0.9001 4.4368 0.4203361 | 3.9190
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Peppas e) Agrupacion de los modelos matematicos y el perfil experimental de liberacion.

Tabla 18. Criterios para la seleccion del modelo matematico que mejor se ajusta a la liberacion

del ENR a partir de los depdsitos Control, cargados por inmersion.

Pardmetro | Orden cero | Primer orden | Higuchi LGRS
Peppas
R -2.1356 0.9471 0.1063 0.9812
R ajustada | -2.1356 0.9471 0.1063 0.9775
AlC 203.8209 126.1034 179.7417 | 24.5948
MSC -1.2338 2.8565 0.0335 3.5013
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Tras observar las tablas 16, 17 y 18, de igual modo que con los depdsitos
cargados mediante la técnica de centrifugacion, los modelos matematicos con
mejor ajuste para la liberacion de enrofloxacino a través de los depdsitos
cargados mediante la carga de inmersion son el modelo de primer orden y el
modelo de Korsmeyer-Peppas. Por un lado, esto indica que los depositos
cuentan con un comportamiento como sistemas matriciales, donde la liberacién
es dependiente del gradiente entre la concentracion del farmaco en la
superficie de los depoésitos y la concentracion que hay en el medio de
disolucion. " I8 79 por otro lado, teniendo en cuenta el ajuste al modelo
Korsmeyer-Peppas y los resultados que se muestran en la tabla 19, se puede
observar que los depdsitos control muestran una liberacion mas Fickiana en
comparacion con los depoésitos Rec-1 y Rec-2, lo cual nos indica que estos

depdsitos son mas estables y se desintegran menos.

Tomando en cuenta los tiempos de vida media se puede observar que en esta
ocasion los depositos Rec-1 son aquellos que retienen el farmaco por mas
tiempo, lo cual puede explicarse debido a que al sumergir los depésitos en una
solucion de enrofloxacino se favorece que el farmaco penetre e interactué con
la estructura de hidroxiapatita, aumentando el tiempo de residencia del
enrofloxacino en la hidroxiapatita, caso contrario a los depoésitos cargados

mediante la técnica de centrifugacion.

Tabla 19. Parametros cinéticos determinados mediante los modelos de primer orden y
Korsmeyer-Peppas para la liberacion de enrofloxacino en depoésitos de hidroxiapatita cargados
mediante la técnica de inmersion.

5 Deposito
Modelo Parametro
Control Rec-1 Rec-3
Orden T50 1.2603| 1.5095 1.4890
kKP 46.8802 | 38.7269 39.0595
Korsmeyer n 0.5548| 06869 | 0.6778
Peppas
T50 1.1298| 1.4668 1.4433

En conclusion, con respecto a este apartado, los depdsitos de hidroxiapatita
elaborados mediante la técnica de espray pirolitico asistido por ultrasonido,
cargados mediante la técnica de inmersién no muestran diferencia significativa

en cuanto a las cinéticas de liberacion, ajustdndose al mismo modelo sin
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importar el origen de la hidroxiapatita. Esto se puede atribuir a una baja
adherencia del antibiotico al deposito, lo cual es favorable, ya que en un
implante es deseable que el antibidtico se libere en su totalidad y de esta

manera no interfiera con la formacion y regeneracion del hueso. 4!

7.6.3 Depositos cargados por la técnica de Plasma a Presion Atmosférica.

A continuacién, en las figuras 35, 36 y 37 se muestran las cinéticas de
liberacion para los depdsitos Rec-1 (Obtenido a partir de hidroxiapatita
preformada, llamada CaP-1), Rec-3 (Obtenido a partir de la mezcla de
soluciones de cloruro de calcio y fosfato de sodio dibasico ajustada a pH=10) y
control (Obtenido a partir de hidroxiapatita bovina) respectivamente, cargados
con enrofloxacino mediante la técnica de plasma a presion atmosférica. Asi
mismo, en las tablas 20, 21 y 22 se muestran los resultados con respecto a los
criterios para la seleccion del modelo con mayor ajuste por parte de las

cinéticas de liberacion.
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Figura 35. Perfil de liberacion experimental de los depédsitos Rec-1 y modelos mateméticos para la
descripcion de la liberaciéon del sistema. a) Orden cero b) Primer Orden c) Higuchi d) Korsmeyer
Peppas e) Agrupacion de los modelos matematicos y el perfil experimental de liberacion.

Tabla 20. Criterios para la seleccion del modelo matematico que mejor se ajusta a la liberacion

del ENR a partir de los depdsitos Rec-1 cargados por PPA.

Parametro | Orden cero T Higuchi N
orden Peppas
R -1.2745 0.9941 0.3749 0.9936
R ajustada -1.2745 0.9941 0.3749 0.9925
AIC 202.8440 89.8284 177.9445 23.2384
MSC -0.9103 5.0379 0.4002 4.7449
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Figura 36. Perfil de liberacion experimental de los depésitos Rec-3 y modelos mateméticos para la
descripcion de la liberaciéon del sistema. a) Orden cero b) Primer Orden c) Higuchi d) Korsmeyer
Peppas e) Agrupacion de los modelos matematicos y el perfil experimental de liberacion.

Tabla 21. Criterios para la seleccion del modelo matematico que mejor se ajusta a la liberacion

del ENR a partir de los depdsitos Rec-3 cargados por PPA.

Parametro | Orden cero LSS Higuchi Korsmeyer
orden Peppas
R -2.0523 0.9828 0.0757 0.9823
R ajustada -2.0523 0.9828 0.0757 0.9788
AlC 204.8039 102.1619 181.1118 21.6379
MSC -1.1396 4.2627 0.1074 4.0491
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descripcion de la liberaciéon del sistema. a) Orden cero b) Primer Orden c) Higuchi d) Korsmeyer
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Tabla 22. Criterios para la seleccion del modelo matematico que mejor se ajusta a la liberacion

del ENR a partir de los depdsitos control cargados por PPA.

Parametro | Orden cero LSS Higuchi Korsmeyer
orden Peppas
R -1.2398 0.9783 0.4172 0.9934
R ajustada -1.2398 0.9783 0.4172 0.9923
AIC 201.4541 109.8279 175.8378 23.2196
MSC -0.9082 3.9142 0.4400 4.6091
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Tras observar los resultados de las tablas 20, 21 y 22, al igual que con los
depdsitos cargados mediante las técnicas de centrifugacion e inmersion, los
perfiles de liberacion de los depdsitos cargados mediante la técnica de plasma
a presion atmosférica se ajustan a una cinética de primer orden y al modelo de
Korsmeyer-Peppas, indicando que los depdsitos se comparan como sistemas
matriciales en los cuales la liberacibn es dependiente del gradiente de la
concentracion del farmaco presente en la superficie de los depdsitos y la
concentracién del mismo en solucion. " I8 "% Tomando en cuenta los
resultados mostrados en la tabla 23 para el valor de “n” del ajuste Korsmeyer
Peppas, los depdsitos de manera similar liberan el farmaco tanto por difusion
de Fick asi como por la desintegracion de los depdsitos siendo los depdsitos
Rec-1 aquellos que se erosionan con mayor facilidad, por otro lado,
considerando los tiempos de vida media calculados en este caso los depositos
con mayor tiempo de retencién del principio activo son los depdsitos control,
seguidos de los depdésitos Rec-1 y Rec-3. Esta diferencia en comparacion a los
depdsitos cargados por centrifugacion y por inmersion puede explicarse debido
a que los depdsitos control pueden interactuar con mayor facilidad con el
enrofloxacino debido a que el plasma transmite su energia a las moléculas del
antibiético y a las moléculas de hidroxiapatita favoreciendo su interaccion, al
mismo tiempo que genera grietas en los depositos, en las que puede integrarse

mayor cantidad de Enrofloxacino.!?! &1 [62]

Tabla 23. Pardmetros determinados por los modelos matematicos con mejor ajuste a los

perfiles de liberacion experimentales de los depésitos de HA.

Modelo Parametro Control Rec-1 Rec-3
Primer Kl 0.4481 0.4947 0.6111
Orden T50 1.5488 1.4456 1.2510
kKP 39.2458 39.7947 45.3644
Korsmeyer 0.6378 0.6752 0.6237
Peppas n : ' '
T50 1.4614 1.4267 1.2285

En conclusion, con respecto a este apartado, los depdsitos de hidroxiapatita
elaborados mediante la técnica de espray pirolitico asistido por ultrasonido,
cargados mediante plasma a presion atmosférica no muestran diferencia
significativa en cuanto a las cinéticas de liberacion, ajustandose al mismo

modelo sin importar el origen de la hidroxiapatita. Esto se puede atribuir a una
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baja adherencia del antibidtico al depdsito, lo cual es favorable, ya que en un
implante es deseable que el antibidtico se libere en su totalidad y de esta

manera no interfiera con la formacién y regeneracién del hueso. !

Comparando los depdsitos de hidroxiapatita cargados liberaron de manera
eficaz el antibidtico, el cual, sin importar el origen de la hidroxiapatita de los
depdsitos o la técnica de carga con el farmaco, se liber6 en su mayoria durante
las primeras 5 horas. Para estudios bioldgicos posteriores se plantea el uso de
los depdsitos que retuvieron mas antibidtico mediante las diferentes técnicas de
carga. Entre estos se encuentran los depdsitos Rec-3 (obtenidos a partir de la
mezcla de soluciones de cloruro de calcio y fosfato de sodio dibasico a pH=10)
cargados mediante la técnica de plasma a presion atmosférica, los depdsitos
Rec-1 (Obtenidos a partir de hidroxiapatita sintetizada mediante la técnica de
precipitacion a pH alcalino) cargados por las técnicas de centrifugacion e

inmersion.
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Conclusiones

Se demostré que el pH no es determinante en la produccién de hidroxiapatita,
mediante la técnica de espray pirolitico, partiendo de la mezcla de soluciones
precursoras con iones calcio y fosfato, manteniendo la relacién estequiométrica
Ca/P=1.67. No obstante la sustitucion de los iones OH" por iones CI" aumenta
tras bajar el pH.

Se logré obtener depdsitos de hidroxiapatita libres de cloruro de sodio,
haciendo lavado de los depdésitos elaborados mediante la mezcla de soluciones
con iones Ca* y PO,>.

A diferencia de la sintesis por espray pirolitico, se evidencié que, en fase
acuosa el control en el pH es determinante para la obtencion de hidroxiapatita y
no de otros fosfatos de calcio.

Se logr6 obtener depésitos de hidroxiapatita, partiendo de hidroxiapatita bovina
e hidroxiapatita previamente sintetizada en fase acuosa, bajo condiciones
alcalinas.

Se demostré que es posible aumentar la cantidad de enrofloxacino sobre los
depositos, realizando varias aplicaciones de la soluciéon sobre su superficie, al
mismo tiempo que se modifica la velocidad del sustrato tras las aplicaciones,
teniendo un maximo de antibidtico tras aplicar 8 capas.

Tras la inmersién de los depésitos en la solucion de enrofloxacino se demostré
que el farmaco se adsorbe con gran facilidad en la HA.

Se demostré que el método mas eficiente para cargar enrofloxacino sobre los
depdésitos es el de plasma a presidon atmosférica, ofreciendo recubrimientos

gue liberan exitosamente el farmaco.

9 Perspectivas:

A pesar de lograr la obtencién de depdsitos de HA cargados con enrofloxacino
(Antibidtico anélogo al ciprofloxacino), se requiere en un futuro llevar a cabo estudios
donde se evalle y demuestre la osteoconductividad y osteointegracion del implante

recubierto, asi como sus propiedades antimicrobianas.

Asi mismo, se deberan realizar los estudios biolégicos pertinentes donde se
evalle la capacidad antimicrobiana de los depdsitos que retuvieron mas
antibidtico cargados con enrofloxacino mediante las diferentes técnicas

empleadas en este trabajo.
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