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Resumen

A lo largo de la historia médica se ha buscado la manera suministrar agentes externos que
ayuden al cuerpo o que mejoren el tiempo de respuesta al cuadro de sintomas por cada
padecimiento irregular que presente la salud del paciente. En los dltimos 50 afios se han
utilizado diferentes vias de administracion de farmacos, tales como; orales, intravenosa,
epitelial, etc..., para cada uno de los miles de padecimientos que pueden presentar el cuerpo
humano. Con los dltimos avances en el drea de la nanotecnologia, se han implementado
sistemas de liberacién local y controlada, aprovechando la morfologia nanoestructurada,
como los nanotubos o nanoporos, que pueden doparse con medicamentos para su posterior
liberacion en el drea necesaria. En esta investigacion, se desarrolla y caracteriza un sistema
de liberacion controlada del medicamento metotrexato. Este medicamento ataca la condicion
de la artritis reumatoide (AR). Con la administracion local y controlada, es posible disminuir
la farmacocinética que presenta el medicamento en todo el cuerpo y, por lo tanto, reducir los
efectos secundarios causados por las altas dosis que permanecen en el cuerpo durante meses.
El sistema consiste en Ti puro o la aleacién de TiNi equiatémica funcionalizada por la técnica
de anodizacion que crea una capa de nanotubos de 6xido de titanio que se cargan con el
farmaco (MTX), controlando la liberaciéon con una membrana de nanofibra de polimero
electrohilado Poli (N-isopropilacrilamida) o PNIPAM. Se toman los tiempos de liberacion,
ademads de la caracterizacion correspondiente de la morfologia del sistema de liberacion de
farmaco. En el presente trabajo, fue posible realizar el sistema de liberacion formado por
nanotubos, cargados con MTX recubierto con una membrana polimérica PVA/PNIPAM, lo

que resultd en una liberacién controlada de més de 30 dias in vitro.



1 INTRODUCCION

Los problemas con medicamentos convencionales se relacionan principalmente con la
solubilidad del farmaco, baja biodistribucion, falta de selectividad y farmacocinética
desfavorable. Por otra parte, agentes bioactivos como proteinas, 4cidos nucleicos, enzimas y
genes administrados por via oral o intravenosa pueden degradarse prematuramente por
metabolismo o por condiciones enzimaéticas existentes en tratados gastrointestinales. Estos
desafios y el esfuerzo de los investigadores han contribuido al desarrollo de nuevos sistemas
de administracion de medicamentos para lograr diversos objetivos, como la administracion
de agentes terapéuticos al sitio deseado, mejorando la biodisponibilidad y la proteccién del
medicamento [1]. Las enfermedades autoinmunes se definen como los ataques al tejido del
huésped por parte del sistema inmune. Factores como, desencadenantes genéticos y
ambientales (virus, bacterias y otros patdgenos infecciosos) juegan un papel en el desarrollo
de enfermedades autoinmunes. Las infecciones estdn relacionadas con varias enfermedades
autoinmunes, por ejemplo, inflamaciones crénicas y desmielinizacién [2]. La artritis
reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crénica compleja caracterizada por
aumento de la permeabilidad vascular y la consiguiente invasion de las células inmunes, tales
como macréfagos y linfocitos activados, aunque la causa exacta de AR permanece en duda,
se ha descubierto que los macréfagos activados desconocidos son las células mads
prominentes en el articulaciones infladas de pacientes con AR y se cree que hacen una
contribucion importante a la inflamacién articular y dafio a las articulaciones patogénesis.
Por lo tanto, la orientacién de la activacion macréfagos y citosinas inflamatorias como el
factor de necrosis tumoral ha sido considerada una forma efectiva de aliviar los sintomas de
la AR. El metotrexato (MTX) es un medicamento antirreumdatico modificador del
padecimiento, se ha utilizado ampliamente tanto solo y en combinacion con productos
bioldgicos para tratar la AR., debido a su extensa distribucién aleatoria en el cuerpo, el MTX
a menudo causa efectos secundarios graves, como pérdida de cabello, nduseas, dolores de
cabeza y pigmentacion de la piel. De hecho, la mitad de todos los pacientes tratados con
MTX experimentan efectos secundarios, que limitan el uso a largo plazo y la tolerabilidad de

este medicamento. Estrategia para superar este desafio es desarrollar nanovehiculos para



MTX que se dirigen al medicamento a los macréfagos activados en las regiones inflamadas

de la AR y reduce la fraccion de la droga alcanzando objetivos toxicolégicos [3].

Las aleaciones de Ti, debido a su biocompatibilidad y, propiedades mecanicas tales como;
bajo mddulo eldstico, alta resistencia a la fatiga y excelente resistencia a la corrosion, son
ampliamente utilizadas en aplicaciones biomédicas, en especial en articulaciones y en
regeneracion Osea [4]. Estas aleaciones crean de manera natural, una capa de 6xido de pocos
nandmetros de espesor, esta capa es totalmente biocompatible y facilita la interaccién con el
tejido. Existen diversos métodos para ayudar a esta capa a desarrollarse de mayor espesor,
nanoporosa o incluso una capa de nanotubos uniformemente distribuidos sobre la superficie
de la aleacién de Ti, uno de esos métodos es el anodizado. Si se consigue la capa nanoporosa
o de nanotubos, estos pueden ser cargados de medicamentos de tal manera que la liberacion
de medicamento sea en el drea que se necesite. Aunado a esto se puede ralentizar esta
liberaciéon de medicamento por medio de una membrana polimérica permeable [5]. Los
polimeros inteligentes o sensibles al estimulo pueden someterse a cambios fisico-quimicos
en respuesta a diversos estimulos externos: temperatura, luz, pH, aparicién de enzimas o
iones, desencadenando por campos magnéticos o eléctricos [6-11]. Uno de los polimeros con
mayor capacidad de respuesta es la poli n-isopropilacrilamida (PNIPAM), que presenta una
temperatura critica mas baja de la solucién por sus siglas en inglés (LCST) de 32 ° C. Por
debajo de LCST PNIPAM es soluble en agua, pero por encima de la LCST, los puentes de
hidrégeno intramoleculares causan la insolubilidad del polimero. Esta propiedad hace que
PNIPAM un material atractivo para la liberacién de farmacos con temperatura controlada

[12].

Como alternativa a las peliculas poliméricas, las nanofibras pueden jugar un rol muy
importante en el control de la liberacion de farmaco. Las nanofibras son fibras con didmetros
en el rango nanométrico que pueden obtenerse a partir de diferentes soluciones de polimeros
mediante diferentes procesos de sintesis. Las nanofibras poliméricas han sido muy utilizadas
en biomedicina como biosensores, portadores de farmacos e ingenieria de tejidos
principalmente debido a su parecido con la matriz extracelular (MEC) y la gran relacién area
a volumen. [13,14]. Teniendo en cuenta todas las propiedades de las aleaciones de titanio y

el polimero inteligente (PNIPAM), se pasé a realizar el sistema de liberacion propuesto con



formado con una capa orgdnica(polimero) y una capa inorgénica (nanotubos de aleaciones

de titanio) que retendrén y liberardn del farmaco (MTX).

1.1 Justificacion

Disminuir los efectos secundarios que presenta el cuerpo afectado por la saturacion del MTX,
realizando un transporte mas eficiente del farmaco mediante un sistema de liberacion local

usando las propiedades de nanotubos y membranas poliméricas.

1.2 Hipotesis
Es posible la liberacion controlada del farmaco Metotrexato encapsulado en nanotubos

titanio y aleaciones de TiNi, modulada por una matriz polimérica nanofibrosa y pelicula de

Poly(N-isopropylacrylamide) y Polyvinyl alcohol.

1.3 Objetivo

1.3.1 Objetivo General

Desarrollar un sistema de liberacion del Metotrexato, conformado por nanotubos de 6xido de
titanio en una aleacién de TiNi o Ti puro realizada por la técnica de anodizado, recubiertos
por una membrana polimérica nanofibrosa de PVA/PNIPAM vy una variante de la solucién

polimérica como pelicula, que servirdn como sistemas moduladores.

1.3.2 Objetivos Especificos
O Funcionalizar la aleacion TiNi y el Ti mediante la técnica de anodizacion para la

obtencion de nanotubos en su superficie.

O Optimizar el didmetro de poros de los nanotubos de titano respecto al MTX.

O Dopar los nanotubos con el farmaco Metotrexato por medio de la técnica dip
coating.

O Sintetizar una membrana polimérica nanofibrosa de PVA /PNIPAM sobre los
nanotubos mediante la técnica de electrohilado.

O Sintetizar una membrana polimérica nanofibrosa de PVA/PNIPAM sobre los

nanotubos mediante la técnica por evaporacién de solventes.



O Estudiar los perfiles de liberacion del farmaco encapsulado en los nanotubos de
titanio.

O Comparar distintos tipos de arreglos de membranas poliméricas para determinar
su efectividad en la modulacién en la liberacion del MTX encapsulado en los

nanotubos de titanio.
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2. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

2.1 Padecimiento artritis reumatoide (AR)

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad inflamatoria crénica compleja caracterizada
por el aumento de la permeabilidad vascular y la invasiéon de células inmunes como
macréfagos y linfocitos activados [1]. Aunque la causa precisa de la AR sigue siendo
desconocida, se ha descubierto que los macréfagos son las células méds prominentes en las
articulaciones inflamadas de pacientes con AR y se cree que contribuyen de manera

importante a la inflamacién de la articulacién y dafio articular [2,3].

Los grupos de edad a nivel mundial, con mayor proporcién de casos fueron los

correspondientes a los pacientes entre 50 y 69 afios como se muestra en la figura 2.1.
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Figura 2.1 Piramide poblacional de los casos de AR [4].

La poblacién mas afectada en Artritis Reumatoide pertenece a niveles socioecondmicos
bajos. En 2013, el Congreso del Colegio Mexicano de Reumatologia, report6 una prevalencia

del 1.6% dentro de la poblacidon, lo que colocé a México dentro de los paises con alto



porcentaje en artritis reumatoide. Tres de cada cuatro personas con artritis reumatoide son
mujeres, esta diferencia entre sexos disminuye a edades mds avanzadas. En México, el estado

con mayor tendencia es Yucatén. [5]

2.1.1 Farmaco Metotrexato (MTX)
Para tratar el padecimiento de la artritis reumatoide sea ha utilizado el metotrexato (MTX)

como agente seguro y eficaz desde la década de 1980 [6]. Con la implementacién de terapias,
se obtuvieron buenos resultados hacia los pacientes tratados colocandose como uno de los
farmacos mdas ampliamente utilizados en la artritis reumatoide, especialmente como un
farmaco ancla para la terapia de combinacion de agentes biologicos [7 - 9]. Sin embargo, el
uso prolongado y suministro de altas cantidades de dosis por sesién provocan riesgos
significativos de efectos adversos [10]. Una ventaja medica es la alternativa de poder usar
nano-vehiculos que transporten el medicamento, en lugar de los convencionales medios, ya
que cumplen multiples tareas en &reas especificas, reduciendo el contenido perdido y
suministro de cantidades suficientes a lo largo de la farmacocinética [11]. Los factores que
tenemos que tomar en cuenta al momento de realizar un nano-vehiculo es la retencién de
farmacos en la circulacion sanguinea contra la liberacion en tejidos inflamados y en la sangre

de los vasos inflamatorios [12].

2.1.2 Mecanismo de accién del metotrexato.
En el uso de sistemas o terapias de supresion de cdncer intracelular y padecimientos de artritis

reumatoide. El MTX tiene un mecanismo de accién excelente. Como se representa en la
Figura 2.2 la estructura del metotrexato siendo una variante del 4dcido félico (A), una vez que
el MTX se encuentra dentro de las células, las moléculas MTX como antagonista del 4cido
folico (FA), forman enlaces covalentes con la enzima citosélica dihidrofolato reductasa
(DHFR), involucrada en el ciclo del folato. El ciclo del folato junto con la timidina y el ADN,
se detiene debido a la desactivacion de la reaccion enzimatica intracelular de dihidrofolato a
tetrahidrofolato y como consecuencia de la permeaciéon de MTX en el citosol, dando lugar a

la muerte celular (B) [39].
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Mecanismo anticancerigeno del metotrexato (MTX) [28].

2.1.3 Desventajas del metotrexato
A pesar del excelente mecanismo de accion en la supresion de células cancerigenas y artritis

reumatoide, la utilidad del metotrexato en la quimioterapia contra el cancer ha sido
restringido debido a efectos adversos inesperados debido a su alta toxicidad [13]. Las
investigaciones reportan que en pacientes que presentan artritis reumatoides, en quienes se
administr6 MTX por administracion intravenosa a intervalos semanales con una dosis inicial
de 10 mg y dosis maxima de 50 mg para pacientes tolerantes, alrededor de 60 a 85% de los
pacientes con dosis altas de MTX han presentado reacciones adversas a los medicamentos y
el 10-30% no pudo continuar debido a la toxicidad expuesta [13]. En otros estudios, del 10
al 50% presentaron efectos secundarios tales como: nduseas, dolores de cabeza y vomitos
dentro de las 8 hr después de la administracion, que continuaron presentes durante unas pocas

horas y hasta una semana [14].



En estudios a largo plazo se presentaron anomalias mds frecuentes como la leucopenia y la
trombocitopenia. Por parte de los efectos secundarios de MTX en el sistema nervioso central
se presentaron: mareos, dolor de cabeza, aturdimiento, vértigo y alteraciones del estado de
animo [15, 16]. Referente a la toxicidad hepatica en pacientes tratados con MTX diariamente,
se reportd que la fibrosis hepdtica, la cirrosis y la psoriasis se presentd en el 24% de los
pacientes después de aumentar el acumulado. En el caso de dosis bajas semanales a largo
plazo, MTX no estd asociado con problemas significativos para los pacientes con AR, sin
embargo, la excrecion tardia de MTX y sus metabolitos podria resultar en toxicidad para los
rifiones y el sistema reproductivo. Otro punto importante es la utilizaciéon del MTX en
pacientes embarazadas, ya que se han observado multiples anomalias congénitas después de
los tratamientos semanales de MTX a 10 mg por dosis durante los primeros 3 meses de
embarazo, también se reportaron algunas malformaciones debidas al uso del MTX [17,18].
Debido a todos los padecimientos y complicaciones causados por el farmaco muchos
cientificos han tratado de disefiar un vehiculo viable para la suministraciéon de MTX y asi

para superar estas limitaciones.

2.1.4 Nanovehiculos usados para liberacion de metotrexato.

Con la nanotecnologia se han disefiado los farmacos inteligentes que tienen como principal
mecanismo la liberacion controlada de un medicamento en una regién especifica del
organismo. Este tipo de farmacos estan formados por una cubierta sintética que contiene el
principio activo del tamafio nanométrico que lo dirige al lugar adecuado. Asi aumenta su
eficacia y se evitan los efectos secundarios en otras partes del cuerpo. Sin embargo, este
‘nanovehiculo " debe cumplir varios requisitos, como ser resistente en los medios bioldgicos,

tener una vida media relativamente elevada y, evidentemente, no ser toxico.
Los nano-vehiculos pueden diferenciar en dos grupos:

e Nano-vehiculos orgénicos.
e Nano-vehiculos inorgénicos.

En la tabla 1 se puede observar los experimentos que se han usado con distintos nano-
vehiculos organicos en la liberaciéon de metotrexato, a su vez, su composicidon, método a

utilizar y su porcentaje eficiencia de carga y de liberacion.
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Tabla 1. Resumen de nano-vehiculos organicos para la administracion de metotrexato [19].

Nanocarrier

Materiales

Metodo sintetico

Eficiencia de

Capacidad

Liberacion de
MTX

Liposoma

Nanoparticulas
poliméricas

Nanoparticula
lipidica solida
Micela
polimérica

Dendrimero

y-Fe203-4cido glutdmico y
colesterol

DSPE-PEG2000, DPPG,
DSPC y PEG4000
Ara-C and DPPC

PEG-P(HPMA-LA)-PDMA
Prot A7

Albimina sérica humana
funcionalizada con LHRH
Quitosano conjugado con
4cido félico
Quitosano conjugado con
4cido félico
PEGylated chitosan

PAMAM conjugado de
quitosano
Quitosano

PLGA conjugado con
albtimina de suero bovino
cargada positivamente
Acido estedrico, lecitina de
soja y taurodeoxicolato de
sodio
Silicio poroso
hidrocarbonizado.
Imwitor, Neobee Cremophor
RH40 y Pluronic F127

Palmitato de cetilo, Miglyol
812 y polisorbato 80
Acido estedrico, Tween-80,
lecitina de soja y Triton X-
100
Fucose, Pluronic F-68, Triton
X-100 y Gelucire 50/13
mPEG-PLA

PEG-PLA

PEG-PCL

PLGA vy lecitina de soja.
PEG-CHO
PAMAM y OEG

PEPE conjugado con
glucosamina

Meétodo de evaporacién
en fase inversa

Método de acoplamiento
de microburbujas
Meétodo de evaporacién
en fase inversa
Método de
autocrosslinking
Método de auto-
ensamblaje
Entrecruzado por EDC

Enlace corénico iénico
con TPP
Enlace corénico i6nico
con TPP
Inducida por iones
combinada con
reticulacién quimica
Método de acoplamiento
EDC
Método de secado por
pulverizacién
Método de difusién de
disolventes.

Polimerizacién en
emulsion

Meétodo de enfoque de
flujo microfluidico
Método de
homogeneizacion de alto
cizallamiento.
Método de ultrasonidos

Meétodo de difusion de
disolventes.

Método de
microemulsion caliente.
Polimerizacion a 150°C

durante 16 h.
Meétodo de hidratacién
de pelicula delgada.

Proceso de

polimerizacion bajo
apertura de anillo.
Emulsion

Emulsion
Meétodo de didlisis

Sintesis convergente y
divergente.

86%

65.1%

52%

89.6%

87.7%

90.1%

71.3%

40.9%

12.5%

70.3%

83%

22.3%

84%

47.3%

96.7%

76.9%

32%

85.2%

66%

11.5%

4.5%

44.2%

7.02%

15.2%

12.8%

9.6%

2.8%

30.6%

90% (41 C,
pH 5.5, 60
min)

21% (4 C, pH 7.6,
28 d)

20% (37 C, pH
74,24 h)
100% (37 C, pH 7,
80 min)

99% (4 C, pH 7.4,
28 d)

84% (37 C, pH
6.8, 120 h)
65% (37 C, pH
7.4,72h)
5.5% (37 C, pH
7.4, 144 h)

35% (37 C, pH
74,24 h)
75% (37 C, pH
74,3h
20% (37 C, pH
7.4,8h)

47.3% (37 C, pH
7.4,5h)

50% (37 C, pH
7.4, 50 min
75% (37 C, pH
7.4,12h)

56.9% (37 C, pH
74,24 h)
55% (37 C, pH
7.4, 48 h)

85% (37 C, pH
74,96 h)
10% (37 C, pH
74,5d)
33% (37 C, pH
74,72 h)
80% (37 C, pH
74,6h)

67.2% (37 C, pH
74,24 h)
33% (37 C, pH
7.4,72 h)
40% (37 C, pH
74,2h)
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En la tabla 2 se puede observar los experimentos que se han usado con distintos nano-

vehiculos inorgdnicos en la liberacién de metotrexato, a su vez, su composicion, método a

utilizar y su porcentaje de eficiencia de carga y de liberacion.

Tabla 2. Resumen de nano-vehiculos inorgdnicos para la administracion de metotrexato [19].

Nanocarrier Materiales

Metodo sintetico

Eficiencia de

Capacidad

Liberacion
de MTX

encapsulado

de carga

Nanoparticulas Nanoparticula de oro Nanoparticula de oro -- 25% 70% (37 C,
metalicas pH7.4,11h)
Alginato, curcumina y Activacién térmica -- 1.3% --
nanoparticulas de oro.
PEG y nanoparticulas Formacién y 36.9% 11.53% 40% (37 C,
de oro. estabilizacion in situ. pH 74,48 h)
PEG y nanoparticulas Método de reduccién 39.6% -- --
de plata. quimica
Nanoparticula | PEG y 6xido de hierro. Reaccion sol-gel -- 1.96% --
de é6xido de Cy5.5, PEG, Quitosano Coprecipitacion -- 6.2% 10% (37 C,
metal y 6xido de hierro quimica pH 7.4,24 h)
Nanoparticula Fosfato de calcio Reaccion sol-gel -- 6% 71.9% (37 C,
de sal metalica pH74,24h)
Carbonato de calcio Método de difusion de - 30.6% 60% (37 C,
gas pH 7.4, 60 h)
Nanomaterial Nanoparticulas de Hollin de mecha de - 64% 79% (37 C,
de carbono carbono y albiimina de algodén pH 7.4, 48 h)
suero bovino.
Punto de carbono, Inyeccién de 94% -- 20% (37 C,
digitonina precursor de carbono pH7.4,6h)
a solventes no
coordinantes
calientes.
AF488 /647, CNT con Enlace éster 86.4% 33.8% 10% (37 C,
paredes muiltiples hidrolizable (MTX) pH 7.4,48 h)
recubiertas de FA y
99Tc
Gelatina, 6xido de Método de hummer - 28.1% 40% (37 C,
grafeno pH 7.4, 12 h)
Oxido de grafeno Método de hummer -- 120% 25% (37 C,
pH 7.4, 48 h)
Dopamina, 6xido de Método de hummer 81.8% 19.2% 80% (37 C,
grafeno pH 7.4,24 h)
Oxido de hierro y 6xido Método de hummer 89.6% - 49% (37 C,
de grafeno pH 7.4,40h)
Nanoparticula MCM-41 Reaccion hidrotermal - 13% 42% (37 C,
porosa pH 6.8,2h)
MOF a base de Reaccion - -40% 40% (37 C,
porfirina solvotérmica pH 2.0, 72 h)
MOF a base de zinc Reaccion -- 13.4% 54.5% (37 C,
solvotérmica pH 7.4,72 h)

En la figura 2.3 Se presenta el esquema de los vehiculos utilizados ya sea de
organicos o inorganicos que se han usado a lo largo del tiempo con el MTX a

nivel nanometrico.
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Carbon Nanomateria
Metal Salt Nanoparticles
Layered Double Hydroxides (LDHs)

Metal Nanoparticles
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Figura. 2.3. Diagrama esquematico de nano-vehiculos de entrega de metotrexato

clasificados en materiales inorganicos y organicos [19].

Tener dos nanoestructuras en fases contiguas contrae una gran variedad de ventajas, ya que
las nanofibras poliméricas son conocidas por mimetizar la matriz extracelular y esto permite
que los sistemas de nanotubos como portadores de sustancias terapéuticas puedan tener una
mayor viabilidad “in vivo” al disminuir los riesgos que se pueden presentar al entraren
contacto con el sistema inmunoldgico del cuerpo. La membrana de nanofibras también

funcionard como una barrera difusiva para optimizar los tiempos de liberacion.

Nuestro equipo de trabajo ha realizado ensayos de combinaciéon de estos dos tipos de
nanoestructuras, generando nanofibras con muchos defectos y poca cantidad de fibras, a su
vez en la literatura no se ha encontrado un sistema de liberaciéon que haga uso de estos dos
tipos de nanoestructuras para una mejor modulacién de la liberacion del farmaco encapsulado
en los nanotubos de titanio. En este trabajo se presenta la optimizacién de la unién de dos

nanoestructuras, tanto en la cantidad de nanofibras como en su morfologia con baja cantidad
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de defectos y un control del didmetro. Uno de los puntos mds importantes de esta
investigacion es el abordar el uso de las dos nanoestructuras en un sistema de liberacion
controlado y constante como se explicard mas delante, a su vez, se obtuvo tiempos maés

prolongados en liberaciones de medicamento.

2.2 Parte inorganica del sistema de liberacién

2.2.1 Aleaciones de titanio
En esta seccion hablaremos del componente metdlico que conforma nuestro sistema de

liberacion. Al momento de utilizar un tipo de metal en el campo de la medicina o biologia se
debe tomar en cuenta una serie de propiedades, para tener un buen material o sistema, que
sea util en la realizacion de su tarea, ya que dicho sistema podria convertirse en una

complicacién mds, en un padecimiento o enfermedad a atacar, las propiedades son:

e Resistencia a la corrosion

e Biocompatibilidad

e Bioactividad

e Bioadhesion (osteointegracion)

e Propiedades mecdnicas favorables: Modulo de Young, similar al del hueso y
resistencia a la fatiga segun la aplicacion prevista

e Disponibilidad (precios bajos)

Debido a estos requisitos, el nimero de materiales metdlicos que pueden considerarse es
limitado. Hasta ahora, los siguientes grupos de materiales metdlicos se han utilizado como

biomateriales:

a) Acero inoxidable, X2CrNiMo1816(316L)

b) Aleaciones a base de CoCr, CoCr30Mo6, CoNi35Cr20
c) Titanio y aleaciones de titanio, Ni-Ti

d) Niobio

e) Tantalio
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2.2.1.1 Resistencia a la corrosion
En condiciones normales en el fluido del cuerpo humano, es decir, una solucién de

aproximadamente 0,9% de NaCl, el valor del pH asciende a aproximadamente 7,4. Los
cambios en el valor del pH pueden ser causados por la cirugia, lo que resulta en un aumento
a 7.8 y seguido por una caida a 5.5. Después de unos dias se restablece el valor normal de
7.4. En este medio, los materiales mas resistentes a la corrosion son el titanio y sus aleaciones,

niobio y tintalo, seguidos por el vitalio forjado y fundido, y el acero inoxidable [20].

Ti y sus aleaciones, asi como Nb y Ta, pertenecen a ese grupo de metales que, en el fluido
corporal, no pueden sufrir una ruptura de la pasividad. Sin embargo, en todos los materiales,
la capa pasiva puede dafnarse mecdnicamente, por ejemplo, por el desgaste del metal contra
el metal (sistema de placa / tornillo) o por los instrumentos utilizados durante la cirugia. [21]
Por lo tanto, el tiempo de repasivacion de la capa de 6xido pasivo para estos materiales es
muy importante. El comportamiento de repasivacion de los diversos materiales en solucioén
salina se midi6 mediante un método descrito en la literatura [21]. Otra posibilidad para
endurecer la superficie de Ti y sus aleaciones sin disminuir la resistencia a la corrosion y las
propiedades de fatiga es la captacion de oxigeno por oxidacion anddica o térmica, combinada

con un aumento del contenido de oxigeno en la region superficial del material.

2.2.1.2 Biocompatibilidad

En el sistema implante / cuerpo, varias interacciones y reacciones pueden conducir a las

siguientes lesiones:

a) Mediante el proceso de corrosion se produce un flujo de electrones en el metal del implante
y un flujo de iones en el tejido circundante. Este flujo de iones en el tejido puede perturbar

el movimiento i6nico fisioldgico de las células.

b) Una reaccién inorgénica del implante, o especialmente de productos de corrosion primaria,
con una gran superficie por solucién de iones metdlicos en el fluido corporal y transporte a
varios organos, donde se concentran y pueden producir efectos sistémicos o hipersensibles,

si se excede el limite de toxicidad para cierto metal.
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¢) Una reaccién organica y directa del implante o de los productos de corrosion primaria con

proteinas del tejido que causan alergia o inflamacién.

d) Produccién de H202 por células inflamatorias y descomposiciéon de H202 con la

formacion de un radical hidroxilo que causa una lesion del sistema biolégico.

Cualquiera de estas interacciones ocurra o no depende de las propiedades fisicas, quimicas y
termodindmicas de la aleacién en cuestion. Se reporta en la literatura que Ti, Ta y Nb son
biocompatibles porque forman capas superficiales protectoras de 6xidos semi o no
conductores. Debido a su efecto aislante, estos 6xidos pueden evitar en gran medida el flujo
de iones. Este efecto aislante se demuestra por las constantes dieléctricas de los diversos
oxidos metélicos. Hay tres grupos de 6xidos. Mientras que el TiO2 (rutilo), Fe203 y Nb20s
tienen constantes incluso mds altas que las del agua, el Al203, Cr203 y Ta205 tienen un
menor efecto de aislamiento y, por lo tanto, una mayor conductividad. Para los 6xidos de Ni
y V, las constantes dieléctricas no estan disponibles debido a su alta conductividad, por lo
que se pueden esperar interacciones con el tejido circundante. Debido al efecto aislante de
una capa de 6xido con una constante dieléctrica similar a la del agua, los implantes de Ti no

son reconocidos por el hueso o el tejido como cuerpos extrafios [22].

2.2.1.3 Bioadhesidn (Osteointegracion)
La integracion de los implantes metélicos por crecimiento seo se estudid para una gama de

diferentes materiales y sistemas de implantes. El comportamiento de crecimiento interno de
las miniplacas hechas de Ti, de Ti-5Al-2.5Fe y de acero inoxidable (316L) se investigd
mediante la implantacion de estas placas en las patas de los minipigs. Las miniplacas se
fijaron a las patas de estos animales mediante tornillos. Después de la extraccion después de
un tiempo de exposicion de 8 semanas, se realizo un examen histologico por microscopia de
fluorescencia. Con todos los animales donde se habian utilizado placas de Ti, se pudo
observar una nueva formacién de hueso en contacto cercano con la superficie de los tornillos
y las placas. En contraste con estos resultados, la formacion de hueso nuevo en la vecindad
de las placas de acero inoxidable fue menor y, ademds, se encontr6 tejido granulado entre la
superficie metdlica y el hueso circundante [23]. Este tejido granulado en la interfaz hueso /
implante tiene la desventaja de no ser suministrado con sangre. Por lo tanto, el tejido

conectivo granulado no puede transferir o sostener cargas elevadas, por lo que se producira
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un aflojamiento del implante. Este comportamiento se verificé cuando se retiraron los
tornillos. Mientras que el momento de separacion para los tornillos de titanio permanecié
constante con el tiempo de exposicion, el momento de separacion fue mucho menor para los
tornillos de acero inoxidable y, ademds, se observé un maximo después de un tiempo de

exposicion de 6 semanas.

De todos los tipos de implantes posibles, los implantes dentales deben cumplir los requisitos
mads criticos porque estdn en contacto con tres tipos diferentes de tejido. Ademds de un
accesorio al hueso alveolar (tejido duro) y al ligamento periodontal (tejido conectivo) para el
mantenimiento del hueso, el problema principal es un accesorio a la encia (epitelio) para
sellar. El sellado de esa parte del implante que ingresa a la cavidad oral tiene que prevenir
las reacciones inflamatorias causadas por bacterias. Debido a su buen comportamiento de
crecimiento interno, los implantes de Ti no muestran tendencia a una disminucion del
epitelio. El cultivo de células con particulas de polvo de Ti mostré adhesion de la encia.
Después de solo 24 horas, las células se adhirieron al polvo y formaron puentes

citoplasmaticos [24].

2.2.1.4 Memoria de forma
Las aleaciones con memoria de forma son una clase inica de material con la capacidad de

"recordar" su forma después de deformarse pldsticamente. Las aleaciones con memoria de
forma vuelven a su forma original mediante el calentamiento o algun otro estimulo externo,

siempre que la deformacidn que experimentan esté dentro de un rango recuperable.

La aleacién de memoria de forma mds efectiva y comin es el niquel-titanio, donde el
contenido de titanio es de 45 a 50%. Las aleaciones de niquel-titanio que estan disponibles
comercialmente se comercializan con el nombre de marca 'Nitinol'. Varias aleaciones que no
son de titanio también tienen propiedades de memoria de forma, especialmente las aleaciones
de cobre-zinc-aluminio y cobre-aluminio-niquel, pero su rendimiento de memoria de forma

y propiedades mecanicas no son tan buenas como el niquel-titanio.

El efecto de memoria de forma es posible porque ocurre un cambio de fase o, en otras
palabras, un cambio en la estructura cristalina en el material con la aplicacién de tension y

calor.
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Existe una aleaciéon de memoria de forma en la condiciéon no deformada (original) como
martensita hermanada. La microestructura de la martensita gemela consiste en granos
separados por limites gemelos. Estos limites se pueden considerar como planos de simetria
con una imagen especular de enlace idéntico y configuraciéon atémica en ambas direcciones.
Cuando la martensita hermanada se deforma bajo una carga aplicada externamente, los
limites gemelos se mueven para producir martensita deformada. Este cambio se denomina
transformacién de desplazamiento, que implica la reorganizacién cooperativa de los dtomos
en una estructura cristalina diferente y mds estable sin un cambio correspondiente en el
volumen. El efecto de memoria de forma se produce porque la martensita deformada se
convierte de nuevo en martensita hermanada calentando la aleacién de niquel-titanio a una
temperatura moderada. El calor proporciona la energia necesaria para transformar la
martensita deformada en austenita, que tiene una estructura de cristal cubico, que luego se
transforma en martensita hermanada al enfriarse. Cuando la martensita deformada se
convierte nuevamente en martensita hermanada a través de la fase austenita, la aleacidn
recupera su forma original. Este proceso de cambio de forma bajo carga aplicada y luego
recuperacion de forma por calentamiento puede repetirse muchas veces. La temperatura a la
que deben calentarse las aleaciones con memoria de forma para inducir el efecto de memoria
de forma estd determinada por su composiciéon quimica, y para las aleaciones de niquel-
titanio estd dentro del rango de —100 y +100 ° C. Vale la pena sefialar que existe un limite de
deformacion en el cual las aleaciones con memoria de forma pueden deformarse. La
recuperacion completa de la forma no se puede lograr cuando el material se deforma por
encima de este limite. El limite de tensién para las aleaciones de niquel-titanio es de

aproximadamente el 8,5% [25].

2.2.2 Nanotubos

El titanio (Ti) y sus aleaciones se han utilizado ampliamente en el campo biomédico,
principalmente en articulaciones artificiales y ortopedia e implantes dentales, debido a su
bajo médulo eléstico y excelente resistencia a la corrosion [26,27]. Sin embargo, el uso de
las aleaciones de titanio como implantes o prétesis no solo necesitan de un mdédulo de
elasticidad bajo, sino también una buena osteointegracién en una interfaz hueso-implante. La
osteointegracion se puede mejorar modificando la superficie del implante, por ejemplo,

mediante el crecimiento controlado de una capa de nanotubos de TiO2 auto-organizada
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mediante anodizacién electroquimica [31]. En los dltimos afios, el titanio metdlico que
contiene capas de nanotubos de TiO2 auto organizados ha atraido cada vez mds la atencion
de los cientificos en su uso de implantes debido a la combinacidn tnica de propiedades de
6xido de titanio, como la no toxicidad y alta estabilidad en condiciones de pH. Los nanotubos
de TiO2 anodizados son generalmente amorfos y dependiendo del tratamiento térmico que se
aplique pueden mostrar dos estructuras polimoérficas: anatasa y rutilo, teniendo diferencias

fisicas [32].

Los nanotubos de TiO2 muestran médulos eldsticos inferiores en comparacion con su sustrato
de las aleaciones utilizadas, tomando en cuenta lo anterior se realizaron investigaciones
donde mencionan su uso como implantes in vivo y a someterlos a pruebas para su evaluaciéon
de degradacion mecénica, dando como resultados que la morfologia de los nanotubos no
muestra cambios, lo que indica su resistencia al dafio al uso como implantes [28,29]. Otra
ventaja de los nanotubos de TiO2 es su relacion drea superficie y su similitud dimensional,
ademds, que estimulan al crecimiento de las células de osteoblastos, mejorando la
osteointegracion [33]. Lo que con lleva a su implementacion en aplicaciones biomédicas ya

que mejora la proliferacion y adhesion celular [30].

2.2.2.1 Funcionalizacidn superficial mediante la técnica de anodizado
La anodizacién es un proceso electroquimico empleado en los dltimos afios para producir

estructuras controladas a nanoescala. La modificacion de la superficie es llevada a cabo en
una celda electroquimica, en la cual se aplica una diferencia de potencial entre electrodos
[34]. Los materiales a oxidar actian como electrodos positivo o dnodo, mientras que como
electrodo negativo o cdtodo se emplean materiales quimicamente inertes en el bafio de
anodizado como el platino [35]. Ambos electrodos se conectan a un circuito eléctrico externo
para establecer una diferencia de voltaje entre ellos. El uso del material del catodo influye en
la velocidad del crecimiento de las capas anddicas afectando directamente en la sobretension
producida entre el cidtodo y el dnodo, lo que puede originar cambios en la morfologia y
espesor de la capa de 6xido [36]. En el caso del titanio y sus aleaciones, se ha reportado que
el crecimiento de capas se genera mediante el empleo de electrolitos acuosos que contengan
iones fluoruros o cloruros, debido a la solubilidad del 6xido de titanio, en presencia de estas
soluciones, lo que afecta directamente a las caracteristicas morfolégicas de los nanotubos

generados [37, 38].
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Como ya se menciond, las capas de nanotubos de TiO2 se forman por una reacciéon de
oxidacidn electroquimica que, dependiendo del electrolito a utilizar, como el voltaje aplicado,
el material a anodizar y el tiempo de anodizado se representan a continuacién en los

siguientes pasos el proceso electroquimico. Ver figura 2.4.

1. La capa de 6xido de Titanio es producida por la reaccién de oxidacién en el dnodo
dando como resultado iones Ti4+ y una desprotonacién de hidroxilos

2. En este caso los iones de F presentes en la concentracion del electrélito reaccionan
con TiO2 formando fracturas
Se forman poros en la superficie de TiO2

4. Empieza la formacién de los Nanotubos de TiO2.

Pt

v il -
2H,0 + 2e~ — 20H" + Hy 3)114_-' s sz 1"H+
2H' +2¢” —+ H, Ti** 4+ 202~ - Ti0,

Ti** + 40H~ - Ti(OH),
Ti(OH), — TiO, + 2H,0
2H-0 — 4H* +4e~ + 0,

Figura 2.4 Esquema simplificado de las reacciones que ocurren durante el proceso de

anodizado [39-41].

2.2.3 Liberacion de farmaco a partir de aleaciones anodizadas con superficies

nanoestrusturadas
Los nanotubos obtenidos mediante el proceso de anodizacién en aleaciones de titanio, han

sido reportados como uno de los sistemas de liberacion de farmacos mds prometedores en
implantes biomédicos y son considerados como una de las principales alternativas para

superar a los sistemas convencionales de administracion de farmacos [42-44].
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Las terapias convencionales basadas en la administracion sistémica de farmacos presentan
limitaciones y efectos secundarios asociados, mientras que la administracion localizada de
farmaco basada en estructuras nanotubulares podria ofrecer ventajas potenciales para tratar
infecciones relacionadas con implantes 6seos. Mediante estudios in vitro, se ha demostrado
la capacidad que tienen los nanotubos de titanio para cargar y liberar firmacos insolubles en

agua usando alambres e implantes de forma plana. [45, 46]

Teniendo en cuenta que, cada vez mds estudios se centran en explorar diferentes estrategias
en los implantes de liberacion de farmacos basados en TNT para disefiar y avanzar en sus
rendimientos de liberacion de farmacos para drogas y terapias especificas. Se describen a

continuacion unos ejemplos.

2.2.3.1 Liberacion de farmacos sensibles a pH y temperatura

Se ha demostrado que los TNT (nanotubos de titanio por sus siglas en inglés) son una
plataforma prometedora para la entrega local de farmacos, sin embargo, la liberacién de
farmacos a partir de TNT puros presenta una liberacion rapida. Por lo tanto, se aplicaron
polimeros sensibles al pH para superar el problema de la liberacién demasiado rdpida del
farmaco de los TNT, la literatura reporta que el poli (4cido lactico-co-glicolico) (PLGA)
agregado a los TNT podria mejorar el perfil de liberacion del farmaco [47]. En su estudio, el
carprofeno y la lidocaina se usaron como fiarmacos modelo para investigar el perfil de
liberacion del farmaco utilizando PLGA / TNT con diferentes tipos de farmacos. Para
investigar la liberacion de PLGA / TNT en diferentes condiciones de pH, se estudiaron las
liberaciones de lidocaina y carprofeno en tamp6én de acetato de sodio con pH 3.5, solucién
salina solucién amortiguadora con fosfato con pH 7.4 y tampo6n de fosfato con pH 10.5,

respectivamente, bajo la temperatura constante de 37°C.

Para la administraciéon de farmacos sensibles a la temperatura basados en TNT, se han
explorado polimeros sensibles a la temperatura para decorar los implantes TNT. En la
literatura sobre el tema, se ha informado de un sistema de administracién de farmacos
sensible a la temperatura basado en TNT mediante el uso de vitamina B> como farmaco
modelo, en este sistema se explord la cinética de la liberacion controlada de farmacos desde
TNT con disparador sensible a la temperatura. [48]. En su estudio, la capa de hidrogel

formada a partir de poli (N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm) y poli (acrilamida) (PAAm) se
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utiliz6 como una pelicula que revistid la superficie de las capas de TNT para sellar los
nanotubos abiertos. El hidrogel compuesto PNIPAAm / PAAm presenta un estado altamente
hinchado en agua que impide la liberacion del farmaco de los TNT cuando la temperatura
circundante estd por debajo de su temperatura de solucidn critica mds baja, mientras que el
hidrogel compuesto estd en un estado de colapso para permitir la liberacién del farmaco de
los TNT una vez que la temperatura es més alta que la temperatura de solucion critica méas

baja del hidrogel compuesto.

2.2.3.2 Liberacion de farmacos sensibles a la luz

Para un estudio en profundidad de la liberacion controlada de medicamentos o terapias con
TNT, la liberacion sensible a la luz también es una estrategia prometedora, la literatura nos
reporta que los TNT se usaron para proporcionar un sistema de liberacién de farmaco
altamente controlable basado en una capa hidr6foba (monocapa de OPDA) en la parte
superior de los TNT, que puede eliminarse mediante la escision de la cadena inducida por
ultravioleta (UV). En este trabajo, se utilizaron diferentes enfoques de carga de drogas para
estudiar la liberaciéon de drogas hidrofilicas de los TNT anfifilicos. A partir de estos
resultados, se demostré que la luz ultravioleta podia hacer la escision de la cadena y luego
inducir la liberacion del farmaco de los TNT, abriendo asi perspectivas potenciales para los
sistemas de suministro de farmacos basados en el control de la luz. Ademas, la liberacion del
farmaco inducida por la escision en cadena de los TNT también puede activarse mediante la

irradiacién con laser de infrarrojos (IR) adecuada [49].

2.2.3.3 Liberacion de farmacos sensibles a la radiofrecuencia

La liberacion sensible a la radiofrecuencia (RF) es una estrategia excelente para satisfacer
algunas terapias que requieren el uso de estimulos externos no invasivos. Este concepto se
ha introducido en la liberacién del farmaco basado en implantes TNT [50]. En este sistema
de administraciéon de farmacos, la RF se utilizé como estimulo externo para desencadenar la
liberacion de micelas poliméricas y farmacos a partir de nanoparticulas de oro depositadas
por TNT (AuNP). En comparacién con los perfiles de liberacion en condiciones de no
activacidn, las micelas poliméricas mostraron una liberacién in vitro abrupta bajo activacién
de RF. Durante el proceso de liberacion del farmaco inducido por RF, el poder de RF no

cambié ni dafid la estructura de la micela ni los implantes TNT. Por lo tanto, la
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administracién de farmacos sensibles a RF posee un potencial significativo para extirpar

células cancerosas en la ubicacion del implante.

2.2.3.4 Liberacion de farmacos sensibles a campos magnéticos

La administraciéon de farmacos sensibles a los efectos magnéticos es un nuevo concepto de
farmaco encapsulado en estructuras nanomagnéticas que posee excelentes posibilidades para
la liberacién de farmacos activada por campos magnéticos. La literatura reporta disefios de
implantes liberadores de farmacos asistidos por un campo magnético externo basado en
nanoparticulas magnéticas (MNP) cargadas dentro de TNT [51]. Aunque esta estrategia
también presenta algunas limitaciones, como la liberacion incontrolada desencadenada por
los campos magnéticos existentes en el medio ambiente, sigue siendo particularmente valiosa
para los implantes liberadores de farmacos en ortopedia y cirugia 6sea, donde la liberacion a

pedido es necesaria en situaciones de emergencia.

2.2.3.5 Liberacion de farmacos sensibles al ultrasonido

Se espera que el suministro de medicamentos sensibles al ultrasonido basado en la aplicacién
del campo ultrasénico local sea un método mas confiable en comparacion con el suministro
de medicamentos sensibles al magnetismo que es incontrolable en la liberacién del
medicamento cuando se activa por campos magnéticos. La literatura nos presenta la
aplicacion de un campo externo ultrasénico local para desencadenar la liberacion de farmacos
de TNT [52]. En este estudio, se utilizaron ondas ultrasénicas como desencadenante del
sistema local de administracion de farmacos que responde al estimulo combinando implantes
TNT. Con respecto a la aplicacion de este concepto, puede aplicarse para terapias dseas,
administracion local de medicamentos y sistemas implantables de administracion de

medicamentos, incluidos los stents y la administracién de medicamentos cerebrales.

Estos estudios demostraron que la liberacién del farmaco de los implantes TNT puede ser
activada remotamente por estimulos externos, por lo que se espera que se aplique en algunas

terapias médicas como la terapia dsea, la quimioterapia local, la quimioterapia sistémica, etc.

Sin embargo, el desarrollo de estos conceptos atn se encuentra en una etapa preliminar, y se
requieren mas estudios in vitro e in vivo para confirmar su viabilidad para aplicaciones

précticas en el cuerpo vivo.
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2.3 Parte organica del sistema de liberacion

2.3.1 Poli (nisopropilacrilamida) PNIPAM
El area de materiales inteligentes en el campo de liberacién de farmacos se ha enfocado a la

creacién de materiales antibacterianos basados en los llamados polimeros sensibles al
estimulo. En general, los polimeros inteligentes o sensibles al estimulo pueden someterse a
cambios fisico-quimicos en respuesta a diversos estimulos externos como: temperatura, luz,

pH, aparicién de enzimas o iones, desencadenado por campos magnéticos o eléctricos. [53]

Uno de los polimeros inteligentes con mayor capacidad de respuesta es la poli
(nisopropilacrilamida) (PNIPAM), debido a su propiedad de baja temperatura critica de la
solucién (LCST) de 32°C. Por debajo de LCST el PNIPAM es soluble en agua, pero por
encima de la LCST, existe dominacién de los enlaces de hidrégeno intramolecular y el
polimero se vuelve insoluble. Esta propiedad hace del PNIPAM un material atractivo para la

liberacion de farmacos con temperatura controlada [53].

En la dltima década el PNIPAM se utiliza activamente con la técnica de electrohilado,
generando nanofibras, estas estructuras tienen una enorme relacion superficie-volumen que
las convierte en un material atractivo como portador de micro y nano-agentes [54]. El
PNIPAM combinado con otros polimeros tiene la ventaja de poder ajustar la temperatura de
la transicién de fase del polimero [55-57], como se menciond antes, el LCST del PNIPAM
se puede ajustar de dos formas: al momento de la sintesis de la polimerizacion de Mondmero
NIPAM o mediante mezclas con otros polimeros [58,59]. En investigaciones reportadas, los
polimeros utilizados en la mezcla de polimeros son el: poli (alcohol vinilico) (PVA), poli
(4&cido acrilico) (PAA) y nanogel PNIPAM. Estas "nano-resinas" no muestran una reducciéon

global/hinchazoén, pero demuestran liberacion termo-sensible [60].

2.3.2 Técnica generadora de nanofibras (Electrohilado)
Las caracteristicas basicas de la técnica del electrohilado se basan en un electrodo que es

insertado en la solucidén polimérica y el otro electrodo al colector, el cual a su vez es
conectado a tierra [61]. Cuando un alto voltaje es aplicado, la repulsién de cargas en la

superficie del fluido provoca una fuerza directamente opuesta a la tension superficial del
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fluido. Cuando el campo eléctrico es incrementado, la superficie semiesférica del fluido en
la punta de la aguja del inyector se e longa hasta llegar a la forma conica llamado “cono de
Taylor”. Un chorro de fluido cargado es expulsado desde la punta del cono de Taylor, cuando
la fuerza electrostatica vence la tension superficial en un valor critico del campo eléctrico.
Una caracteristica observada durante este proceso es la salida aleatoria del chorro polimérico

conocida como “whipping”, como se observa en la figura 2.5.

Bomba
Infusora

Plato colector

Fuente de Aito Voltaje

T |

Figura 2.5 Representacion grafica de la técnica de electrohilado [62].

Capilar

La evaporacion del solvente toma lugar desde las fibras poliméricas cargadas hasta llegar al
colector produciendo una esterilla de fibras no tejidas. Las principales ventajas de las
nanofibras en comparacion con las peliculas de polimeros son la alta relacion area a volumen
y la buena interaccién de este tipo de nanoestructuras en presencia de biomoléculas debido a

su parecido con la matriz extracelular [62].

2.3.3 Membranas nanofibrosas
Las nanofibras pueden jugar un rol muy importante en el control de la liberacion de farmaco.

Las nanofibras son fibras con didmetros en el rango nanométrico (50-500nm) que pueden
obtenerse a partir de diferentes soluciones de polimeros mediante diferentes procesos de
sintesis. Las nanofibras poliméricas han sido muy utilizadas en biomedicina como
biosensores, portadores de firmacos e ingenieria de tejidos principalmente debido a su
parecido con la matriz extracelular (MEC) y la gran relacion drea a volumen [63,64].

El electrohilado es la técnica mds utilizada en la sintesis de nanofibras debido a su
configuracién simple, econémica y su versatilidad en la modulacién de las propiedades

finales de las nanofibras [65]. En la figura 2.6 podemos observar un ejemplo de la morfologia
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de nanofibras poliméricas de PVA/PNIPAM realizadas en esta investigacion y que se

hablaran de ellas en los préximos capitulos.

"N

Figura. 2.6 Morfologia de nanofibras de PVA/PNIPAM

Es importante destacar que la morfologia de las nanoestructuras, ya sean NTS o nanofibras,
afecta las propiedades intrinsecas de los materiales y su biocompatibilidad [66].

2.3.4 Control de liberacion por medio de una pelicula polimérica

Las soluciones poliméricas han sido ampliamente usadas en la generacion de peliculas como
recubrimientos en la liberacion y retencion de farmacos. El uso de revestimientos de peliculas
poliméricas ya sea en el uso de stents con el fin de retrasar la liberaciéon del farmaco y asi
tener un efecto de liberacion més controlada. Se ha informado que, durante el uso prolongado
de implantes con recubrimiento poliméricos, la degradacion de la capa polimérica puede
inducir una respuesta inflamatoria, activando los fagocitos y aumentando la proliferacion del
musculo liso vascular, lo que puede llevar al fracaso del implante.

A continuacién, se presenta la tabla 3 de ejemplos de sistemas de liberacién de farmacos,
conformados con TNT cargados.

Tabla 3. Resumen de sistemas de liberacion utilizados nanotubos como medio de carga en

liberacién de farmacos [67].
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Sistema de suministro de

medicamento

Nanotubos de titania
cargados con antibioticos
anodizados a partir de

titanio

Liberacion del farmaco a
partir de nanotubos PLGA
/ TiO2 compuestos en la

superficie del implante Ti

Liberacion de agentes
terapéuticos de matrices de
nanotubos de TiO2 en

superficies de titanio

Matrices de nanotubos
TiO2 cargadas con
péptidos antimicrobianos
(AMP) en implantes de

titanio

Modelo de

drogas

Gentamicina

Ibuprofeno

Vancomicina,

plata

AMP HHC-
36 de amplio

espectro

Modelo

experimental

epidermis

PBSapH74y

37°C

PBSa37°C

S. aureus

Staphylococcus

Resultados

Los nanotubos cargados de gentamicina
fueron efectivos para minimizar la
adhesion bacteriana inicial y estas
superficies también soportaron una
mayor adhesién y proliferacion celular
hasta 7 dias de cultivo en comparacién
con las superficies de titanio.

El uso de una combinacién de
nanotubos de PLGA y TiO2 aument? las
tasas de liberacién del farmaco del
100% en 30 minutos, a 5 dias (PLGA de
bajo peso molecular) y 9 dias (PLGA de
alto peso molecular).

El 4rea de superficie aumentada por
nanotubos, aumento la cantidad
potencial de formaco que se puede
cargar en la superficie del implante. La
cinética de liberacion se puede adaptar
ajustando los pardmetros de anodizacién
y la composicién del electrolito.

El HHC-36 se cargé en nanotubos de
TiO2 mediante absorcion fisica asistida
por vacio. Los nanotubos de anatasa
mostraron una mejor carga de AMP que
la fase amorfa. La superficie AMP /
TiO2 mat6 significativamente a S.

aureus y redujo la adhesion bacteriana.

Aplicaciones

Prevencion de la

adhesion bacteriana
a las superficies de

los implantes.

Mejora en las tasas
de liberacién de
farmacos y
promocion del

crecimiento 4seo.

Sistema de entrega
de agentes

antimicrobianos.

Prevencion y
reduccion de
infecciones per-

implantarias.

En la figura 2.7, se puede observar un sistema de liberacion encapsulado con una pelicula

polimérica. Dependiendo de los pardmetros del espesor de la pelicula, las propiedades

quimicas y la degradabilidad de esta pelicula polimérica, se estudi6 la liberacién de farmaco

controlable y sostenida, en este caso se utilizé el quitosano ya que se reconoce como un

material ideal para promover propiedades antibacterianas y de osteointegracién, y la

indometacina un farmaco antinflamatorio no esteroideo, que se selecciond para este estudio

como el modelo de farmacos insolubles en agua.

En este ejemplo se exploraron las

caracteristicas de liberacion de farmacos del sistema para demostrar su potencial para el
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desarrollo de nanotubos de titanio (TNT) como implantes liberadores de farmacos con

caracteristicas de liberacién de farmacos [68].

drug Chitosan

Chitosan

Figura. 2.7 Sistema de liberacion conformado por una capa de polimero de quitosan
recubierta en la parte superior de TNT se usé para controlar la liberacion del farmaco

de los nanotubos. PBS = Solucion salina de fosfato [68].
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3. TECNICAS EXPERIMENTALES

3.1 Introduccion

En el presente trabajo se llevo a cabo; La sintesis de nanotubos de titanio y de aleacién TiNi
equiatomica (44%-Ti, 55.85%-Ni) por medio de la técnica de anodizado electroquimico, la
sintesis de nanofibras de PVA/PNIPAM utilizando la técnica de electrohilado, la sintesis de
una pelicula de PVA/PNIPAM por evaporacion de solventes. Los nanotubos fueron cargados
con el farmaco metotrexato mediante la técnica dip coating. Una vez, cargados los nanotubos
con MTX se realizo el electrohilado de nanofibras de PVA/PNIPAM, sellando los nanotubos
y creando uno de los sistemas de liberacion propuesto. Ademds, los nanotubos fueron
sellados usando la pelicula de PVA/PNIPAM sintetizada por evaporacion de solventes. De
esta manera, tres sistemas de liberacion se usaron para la liberacién del farmaco MTX; 1.
Liberacion de MTX en los nanotubos, 2. Liberacién de MTX en el sistema nanotubos-
nanofibras y 3. Liberacion de MTX en el sistema nanotubos-pelicula. Cada prueba se realizé
sobre nanotubos que crecieron a partir de placas de Ti y de TiNi por lo que en total serian
seis sistemas de liberacion. Para la liberacion se suministrd buffer de fosfato PBS (phosphate
buffered saline) tomando y rellenando la cantidad tomada, cada determinado tiempo (5Smin,
lhr, 1dia y 30 dias), comparando la liberacién de nanotubos-MTX, nanotubos-MTX-
nanofibras, nanotubos-MTX-peliculas. La caracterizacion de todas las pruebas se realiz6 por
medio de SEM y UV-VIS. En la figura 3.1 se presenta de manera esquemadtica la metodologia

descrita.
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Figura 3.1 Esquema general de la parte experimental de este trabajo

3.2 Equipos utilizados

3.2.1 Fuente de voltaje para anodizado

Se utiliz6 una fuente de voltaje, esta cuenta con una perilla de rango de voltaje de .001v hasta

un méaximo de 60v de corriente directa y de amperaje de .001A a 10A, tres conectores de

corriente (positivo, negativo y tierra), el dispositivo forma parte del montaje de la técnica

anodizada que sirvo para creacion de nano estructuras (nanotubos). El equipo es marca BK

Precision 9110 como se puede observar en la figura 3.2.
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Figura 3.2 Fuente de voltaje BK Precision utilizado en este proyecto.

3.2.2 Equipo de Electrohilado

Se usé el sistema de electrohilado compuesto por una fuente de alto voltaje de corriente
directa de Ov a 30kv marca Gamma, conectada a una bomba de inyeccién donde se pueden
montar jeringas, a su vez, cuenta con un sistema de programable de empuje por ml/h marca
New Era Pump Systems, Modelo No. NE-300, y un brazo sujetador de muestras, este modelo
de electrohilado fue utilizado en este proyecto para la generacién de nanofibras mediante un

circuito cerrado de colector y aguja, se puede apreciar en la siguiente figura 3.3.
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Figura 3.3 Maquina electrohilado usado en este proyecto.

3.2.3 Espectrofotometro de ultravioleta-visible (UV/Vis)
En esta investigacion se utilizé Espectrometro UV-Vis para identificar las bandas de

absorcion de muestras que tengan presente el firmaco (metotrexato) en la longitud de onda
305 nm, mediante la carga de la solucién disuelta en agua desionizada en cubetas de cuarzo
para espectrofotometro UV-VIS de 3.5ml, el equipo cuenta con una secciéon de montaje de
muestras (blanco y muestra) de donde pasa el haz de fotones en las muestras que provoca
transiciones electronicas que pueden ser cuantificadas, estas mediciones pasan al equipo de
computo donde son analizadas. El equipo utilizado es el espectréometro UV-Vis-NIR Cary

series 5000 de Agilent Technologies. En la figura 3.4 se muestra el equipo que se utilizd.
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Figura 3.4 Espectrometro UV-Vis NIR usado en esta investigacion

3.2.4 Microscopio Electronico de Barrido. (SEM)
En este trabajo el SEM (scanning electron microscope) se utiliz6 EDX (Energy-dispersive

Xray) para conocer la morfologia y espesor de nanotubos y nanofibras de las muestras

obtenidas. El equipo utilizado es marca FEI, modelo Nova NanoSEM 200. Ver imagen 3.5

Figura 3.5 Microscopio Electréonico de Barrido utilizado en este estudio
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3.2.5 Dip Coating

El equipo utilizado Dip Coating cuenta con un sistema automatizado de control de servo
motores de acenso y descenso, visualizado por una pantalla tactil que permite introducir una
serie de pasos programados, realizando ciclos de trabajo, en este trabajo se utiliz
esencialmente para montar las muestras de Ti y TiNi, generando peliculas de polimero y
medicamentos en su superficie. El equipo fue creado por alumnos de mecatrénica por medio
de un proyecto de investigacion de la facultad de ingenieria mecdnica y eléctrica (UANL).

(ver figura 3.6).

Figura 3.6. Maquina utilizada para realizar Dip Coating

3.2.6 Cortadoras automatica y manual
En este trabajo se utiliz6 dos cortadoras marca struers que cuentan con un disco de diamante

y un sistema de enfriamiento por agua, como se observa en la siguiente figura 3.7, en el inciso
A) la cortadora manual que se utilizé en un inicio para realizar el primer corte de la barra de
TiNi y placa titanio, obteniendo un tamafio mas f4cil para su manipulacion, se utilizé la
cortadora programable B) para tener cortes mas precisos de cada muestras, la cual cuenta con
un riel desplazable, que es posible programar en lapsos de tiempo y velocidad de revoluciones

por segundo (rps) que puede dar el equipo.
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A) B)

Figura 3.7 Cortadoras marca struers, A) Cortadora manual, B) Cortadora de precision

programable

3.3 Sintesis de nanotubos

3.3.1 Sintesis de nanotubos de titanio y de la aleacion de TiNi por anodizado

electroquimico
La barra de TiNi y la placa de titanio fueron cortadas por el equipo de corte, y posteriormente

a cada muestra se le dio un bafio quimico (decapado) para eliminar cualquier impureza que

generara el corte.

Se utiliz6 la técnica de anodizado para la sintesis de los nanotubos. Manipulando los
parametros como; voltaje, tiempo y electrolito, se puede controlar las caracteristicas
morfoldgicas de los del nanotubo. Se procedid a tomar las muestras titanio de 2cm de largo
y lem de ancho, mientras que las muestras de TiNi fueron de 12mm de didmetro y un espesor
de 4mm. Seguido de eso, las muestras fueron sumergidas en un ataque quimico para quitar

posibles impurezas generadas por los cortes.

Las muestras de titanio y de la aleacion de TiNi se lijaron haciendo una accién de desbaste
hasta tomar un tono gris opaco, en seguida se les dio un pulido para poder darle un acabado
espejo y tener una superficie totalmente uniforme. Debido a que los mismos procesos fueron

llevados a cabo en el Ti como en el TiNi, cuando nos refiramos a la muestra se debera
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entender que nos referimos tanto a la muestra de TiNi como la de Ti, al menos que otra cosa

sea dicha.

A continuacidn, se procedi6 al anodizado electroquimico, para esto se utilizaron 60 mL de
electrolito (.2mol/L. NH4F,.3mol/L. (NH4)2SO4, 500ml C2H¢O2) cémo contra electrodo se

utiliz6 una rejilla de platino. Como se muestra en la figura 3.8.

Una vez que se tuvieron listas las muestras y el lugar para hacer la reaccion, se procedi a
poner la muestra frente al contra electrodo a una distancia de 5 cm, los valores de voltaje
fueron de 40 volts a 55 volts con intervalos de 5 volts por anodizado, el amperaje utilizado
para todas las muestras fue de un Amper y el tiempo al cual se dejé anodizando fue de 2
horas. Las muestras anodizadas fueron sometidas a un tratamiento de limpieza el cual
consistia en una mezcla de agua desionizada, etanol, metanol, y acetona 25:25:25:25 para asi

eliminar las sales y residuos producidos por el método antes hablado.

A) B)

Figura 3.8. Representacion del montaje de la técnica de anodizado; A) Circuito cerrado
con electrodo de titanio y contra electrodo rejilla de platino sumergido en el electrolito,

B) Acabado superficial de muestras de titanio y TiNi con la técnica de anodizado.
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3.4 Método de carga para el farmaco metotrexato

Para la realizacion de la carga del se utiliz6 la técnica de dip coating. Para cargar el farmaco
Metotrexato PHR1396-1G marca sigma-aldrich (MTX), disuelto en agua desionizada, se us6
un programa con el ndmero de ciclos necesarios en la miquina que se muestra en la figura
3.9.
Los pasos a seguir fueron los siguientes:
e Se fija por medio de un sujetador la muestra a cargar.
e Se pone un vaso de precipitado con menos de 1mg farmaco disuelto en agua
desionizada para que al bajar el brazo se cubra la muestra.
e Los pardmetros a seguir toman como referencia la carrera completa de la maquina y
el tamafio de muestra previamente guardados en un programa.

e Se realizan un total de 24 ciclos en 5 horas

A) B) Q)

Figura 3.9. Representacion del montaje del equipo de Dip coating para cargar con mtx;
A) Dip coating y solucion de mtx, B) Muestras de Ti y TiNi en el dip-coating, C)

Muestras sumergidas en la soluciéon de mtx.
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3.5 Generacion de peliculas por evaporacion de solventes

El método a usar para generar peliculas fue el siguiente: teniendo la muestra ya
funcionalizada con nanotubos y cargada con el firmaco (MTX) se pas6 a montarlos al dip
coating donde se sumergieron en un vaso que contenia la solucién PVA/PNIPAM, se realizé
la misma programacién utilizada de carga del MTX para generar la pelicula polimérica
uniforme, se dejé secar por 24 horas a temperatura ambiente después de los 24 ciclos y asi

se generd la capa uniforme sobre las muestras. Se observa en la siguiente figura 3.10.

A) B) C)

Figura 3.10. Representacion del montaje de la técnica evaporacion de solventes por dip
couting; A) Muestras Ti y TiNi sumergidas en solucion polimérica de PVA/PNIPAM,

B) Muestras con pelicula polimérica, C) Muestras secas con pelicula polimérica.
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3.6 Preparacion de buffer de fosfato PBS

La preparacion del buffer de fosfatos a PH 7.4 fue la siguiente: Se pesaron 3.17 gr de
NaH;POs4, 14,2gr de NaH,KH2PO4 y 87.6 gr NaCl. Estos se mezclaron en 500ml de agua
desionizada y se pusieron en agitacion constante por un periodo de 1 hora a temperatura
ambiente hasta que la mezcla se observd completamente homogeneizada como se puede

observar en la siguiente figura 3.11.

Figura 3.11. Solucion homogénea de PBS.

3.7 Sintesis de nanofibras

3.7.1 Sintesis de nanofibras por el método de Electrohilado
En esta investigacion se utilizé una solucion de PNIPAM 10% realizada por el método de

polimerizacion de radicales libres disuelto en agua desionizada y una solucién de PVA al
10% disuelta en agua desionizada, que servird como soporte en la formacion de nanofibras.
Las soluciones de PNIPAM y PVA se mezclaron en una relaciéon 1:4 en un vaso de
precipitado con un imén de agitacion hasta tener una solucion homogénea. Para la realizacién
de este estudio, se ha optado por la aplicacion de la técnica de electrohilado, la ventaja de
usar esta técnica es su facil generacion de nanofibras, en esta experimentacion los pardmetros
fueron de una velocidad de empuje de fue 0.5ml/h, utilizando una corriente de 25 Kv, a una
distancia entre dnodo (aguja de jeringa) y catodo (colector de aluminio) de 10 cm. Como se

puede observar en figura 3.12 inciso B).
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Teniendo en cuenta los pardmetros de experimentacién usados en el electrohilado. En el
colector de aluminio se agregé las muestras funcionalizadas con nanotubos, dando paso al

siguiente apartado.

3.7.2 Electrohilado sobre nanotubos
Se utiliz6 la técnica de electrohilado sobre el d&rea homogénea de nanotubos de las muestras,

donde se depositardn las nanofibras al evaporar el disolvente. La bomba de inyeccién marca
New Era PumpSystems, modelo No. NE-300, se utilizé para liberar la solucién de
PVA/PNIPAM, la velocidad utilizada para esta experimentacién fue 0.5ml/h utilizando una
corriente de 25 kV, a una distancia de 10 cm entre la aguja y el colector. Como se puede
observar en la siguiente figura 3.12, A) Jeringa con solucién montada en bomba, B) Circuito
cerrado de dnodo (punta de aguja) a citodo (colector de aluminio), C) Colector recubierto
con fibras, D) Nanofibras en colector aluminio, E) Nanofibras en colector de TiNi y F)

Nanofibras en colector de titanio.

A) B) C)

E) F)

Figura 3.12. Representacion del montaje de la técnica del electrohilado utilizado en la

experimentacion.
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3.8 Medicidn de nanofibras y nanotubos

Para poder realizar las mediciones de nanofibras asi como de los nanotubos durante la
experimentacion se utiliz6 el software Jmicro-view que permite la medicién de imagenes por
medio de una comparacion o linea guia y transformando los pixeles de la imagen a unidades
de medicién (micrémetros). Obteniendo resultados que fueron exportados en Excel para

realizar tablas de frecuencias pasando para generar los histogramas en Origin 8.

3.9 Liberacion de sistemas propuestos

Teniendo los arreglos de sistemas de liberacion Nanotubos-Metotrexato, Nanotubos-
Metotrexato-Nanofibras y Nanotubos-Metotrexato-Pelicula. Se realiz6 el ensayo de
liberacion colocando a cada muestra en una placa de cultivo celular de fondo plano 24 pozos
estéril marca Corning™ 3526, de 3ml de volumen y 1.6cm de didmetro por cada pozo, que
fue utilizado para simular los sistemas aislados. Cada pozo se llen6 con PBS para asi
fomentar la liberacién. Utilizando una micropipeta de 1ml se tomé de cada pozo 1.5 ml
almacendndolo en eppendorf durante un tiempo especifico para cada experimento (5 min,
lhr, 1dia, Imes) y volviendo a rellenar con 1.5ml de PBS cada pozo tomado, dando un
sistema acumulativo, como se observa en la figura 3.13. Teniendo las muestras en eppendorf
se realizo la caracterizacion por UV-VIS generando una serie de datos con absorbancias de
305nm, que se exportaron para realizar las curvas de liberacion utilizando el programa de

Origin 8.

A) B)

Figura 3.13. Representacion del montaje de liberacion de mtx es sistemas aislados; A)

Celda de 24 pozos esterilizada y B) Muestras en sistemas aislados sumergidos en pbs.

46



En la siguiente Figura 3.14, se muestran las simulaciones en CAD de los disefios a realizar
en esta investigacion, conformada por los tres ensayos propuestos y cada uno cuenta con
nanotubos, MTX (A) y en los ensayos (B) y (C) cuentan con una membrana polimérica ya

sea en forma de nanofibras o pelicula respectivamente.

Figura 3.14 Representacion de sistemas de liberacion TNT-MTX A), TNT-MTX-
Nanofibras B) y TNT-MTX-Pelicula C) (Imagenes realizadas y renderizadas con
Solidworks 2016).

47



3.10 Representacidn grafica de experimentacion

Por ultimo en esta investigacion se muestras un diagrama con imédgenes donde se puede
observar las 5 diferentes fases que contempla este trabajo, también las diferentes técnicas que
se usd, dando como resultado un inicio de muestra de titanio y TiNi, hasta tener los tres

diferentes sistemas de liberacion propuestos a un inicio de este proyecto. Ver imagen 3.15.
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Figura 3.15. Representacion grafica de metodologia total del proyecto A) Muestra de
titanio pulida, Proceso de anodizado, B) Muestra anodizada, nanotubos cargados con
MTX, C) Nanotubos cargadas con MTX tapados con pelicula polimérica por dip
counting D) Electrohilado sobre nanotubos cargados de MTX, E) Perfiles de liberacion

de muestras mediante un buffer(PBS).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Introduccion.

En este capitulo se dan a conocer los resultados de los experimentos detallados en el capitulo
anterior. Los primeros resultados que se muestran corresponden a la caracterizacién de
muestras anodizadas de la aleacién TiNi y titanio puro, en cuya superficie se aprecia una capa
nanotubos. Posteriormente se presentan los resultados de las nanofibras obtenidas por la
técnica de electrohilado, depositadas en las muestras. A su vez, utilizando la solucién
polimérica mediante evaporacién de solventes como variante del sistema se crecié una
pelicula polimérica en la superficie del metal. Para la caracterizacion del farmaco (MTX) y

los perfiles de liberacion se utilizo6 la espectrometria UV-Vis.

Por ultimo en este capitulo, se analizan y discuten los resultados de los perfiles de liberacion,
se comparan los resultados de los tres sistemas de liberacion estudiados. 1. Liberacion de
MTX en nanotubos abiertos de Ti puro y aleacion TiNi, 2. Liberacién de MTX en nanotubos
con una capa depositada de nanofibras conformadas de PVA/PNIPAM vy 3.- En nanotubos
con una pelicula polimérica(PVA/PNIPAM) utilizando la técnica de evaporacion de

solvente.
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4.2 Analisis morfolagico de los nanotubos

Se observé una morfologia uniforme de estructuras cilindricas huecas a partir de la capa
natural de Oxido que presenta el titanio y sus aleaciones. En la figura 4.1, se muestran los
nanotubos crecidos a partir del Titanio 4.1 A) y de la aleacion TiNi 4.1 B). Una importante
diferencia observada en la morfologia de los nanotubos de los dos materiales es en la aleaciéon
de TiNi se presenta una serie de caminos divisorios entre nanotubos, lo que no sucede en el
caso del Ti, donde se observa una edificacion de estructuras sin estos “caminos”. Este

fendmeno puede deberse a la presencia de niquel y al tamafio de grano. [1]

O oy

TS -:-‘:ggﬁ,\;y_r;wf 7

Figura 4.1 Muestras anodizadas de Ti A), TiNi B) en las que se observa nanotubos en

toda el area superficial.
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Teniendo en cuenta la formacién obtenida de nanoestructuras se buscé manipular las
condiciones de anodizado para crecer nanotubos con un didmetro 6ptimo y asi poder
utilizarlos como medio de carga o almacenamiento y generar el sistema de liberacion
deseado. Mediante la manipulacién del voltaje de anodizado: 40V, 45V, 50V y 55V, se
obtuvieron como resultados morfologias de nanotubos de didmetros interiores de 90-150nm,

120-210nm, 150-250nm y 200-300nm respectivamente, ver figura 5.2.

Cabe de resaltar que se realizaron anodizados con voltajes menores a 40V, se obtuvieron
morfologias deformes y no uniformes, a su vez, se realizaron con voltajes superiores a 55V
y estos nanotubos presentaban un didmetro muy amplio causando deformidades no propias
de un nanotubo o simplemente la carencia de formacién de nanotubos, estructuras
colapsadas, también reportadas en otros estudios, ver imagen 4.2 A) y F). [2] Buscando una
solucién para darle més estabilidad a la formacién de nanotubos se optd por utilizar
etilenglicol. En un estudio similar se demostré que, con el uso de etilenglicol, aumenté la
concentracion de estructuras nanotubulares, la formacién de nanotubos mads rigidos y se
obtuvo como resultado una matriz de nanotubos de didmetros mds regulares, como se reporta

en la literatura. [3].

Figura 4.2 Muestras anodizadas 35V A), 40V B), 45V C), 50V D), 55V E) y 60V F).
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Una vez obtenidas las morfologias anteriores, se decidi6 utilizar los nanotubos de 50V, ya
que estos nanotubos presentan didmetros entre 150 a 250nm suficientes para poder albergar
en su interior la molécula del metotrexato de dimensiones que oscilan en los de 120 a 250nm
reportados en la literatura [4]. En la figura 4.3 se muestra la distribucién de los diametros de
los nanotubos, es importante remarcar que el didmetro de los nanotubos es parte fundamental
de la investigacion ya que en base a ello se podrd optimizar la encapsulacion y liberacion del

farmaco, pues el didmetro del nanotubo debe ser del orden de la molecula a encapsular.

Nanotubos Ti
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Figura 4.3 Morfologia y distribucion de diAmetros de las muestras anodizada a 50V, A)

Tiy B) TiNi,
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Como ya se ha estudiado, en la técnica del anodizado es posible poder manipular no
solamente el didmetro, variando el voltaje, sino también la longitud de los nanotubos,
variando el tiempo de anodizado [5]. Tomando en cuenta esa ventaja, se realizaron
anodizados a diferentes tiempos, estos fueron de lhr y 2hr. Para optimizar la cantidad de
farmaco a almacenar, se tiene en cuenta el didmetro y la longitud del nanotubo ya reportada
en la literatura. Para tiempos de lhr y voltajes de 50V la longitud obtenida fue de casi Ipym
y para el mismo voltaje, pero anodizado por 2hr la longitud fue de casi 2 um. Teniendo un

medio receptor mds amplio para su carga y retencion de farmaco se optd por un voltaje de

50V y un tiempo de 2hr. Ver figura 4.4.
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Figura 4.4 Nanotubos 50V, vistos desde una vista transversal y su distribucion de

tamano.
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4.3 Caracterizacion de metotrexato
La caracterizacion del farmaco se llevé a cabo en un espectrémetro de UV-Vis en longitud

de onda 305nm y disuelto en agua desionizada de acuerdo a lo reportado en la literatura [6-
8]. Tomando en cuenta los picos caracteristicos del metotrexato (MTX) de 263nm y 305nm,
se optd por tomar la medida de 305nm presente en dichas investigaciones, siendo la medida
que mads se apreciaba en los perfiles de liberacion, sin corrimientos o desplazamientos. (Ver

figura 4.5).
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Figura 4.5 Espectrometria de UV-Vis Metotrexato.

4.4 Carga de nanotubos con metotrexato

En la figura 4.6, se observan las muestras de Ti y TiNi antes de su liberacion de farmaco, se
distingue un color gris claro debido al anodizado, con un brillo de color amarillo
caracteristico que presenta el metotrexato obtenido por la técnica de dip couting. También se
calcul§ el 4rea superficial de carga de las muestras teniendo un promedio de 6 X10'! nm?2 por

muestra, siendo un total de 2.4e9 nanotubos aproximadamente en el drea superficial.
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Figura 4.6 Muestras de a) titano y b) TiNi cargadas con MTX.

4.5 Estudio de la liberacion “in vitro” del farmaco
metotrexato

Para abordar las limitaciones de la administracién tradicional de medicamentos, los
nanotubos (NT) son reconocidos como un sistema de liberacion prometedor para la
administracion local de farmacos. Debido a las excelentes propiedades de biocompatibilidad
y fisicoquimicas, los nanotubos de titanio, crecidos mediante un proceso de anodizado
electroquimico, se han utilizado para fabricar nuevos implantes cargados de farmacos para

su administracion localizada [7].

En este proyecto, se estudiaron los perfiles de liberacién del formaco metotrexato al 1% (p/v)

en agua desionizada para la aleacion anodizada de TiNi y Ti puro (a 50 Volts y 2hr).

En la figura 4.7, se encuentran graficados los perfiles de liberacién en tiempo de 1hr para las
muestras anodizadas a S0V cargadas con MTX. Se puede observar en los primeros tres puntos
que hay un mayor volumen de liberacion respecto a los demds puntos ya que es el
comportamiento liberacién inicial (durante los primeros 15 minutos) y posterior a esta

liberacion existe una liberacion sostenida, hasta llegar a los 60 min.
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La rdpida liberacién inicial se puede atribuir a la liberaciéon de moléculas de farmaco que
estdn adsorbidas sobre la superficie de los nanotubos. Esta etapa de liberacién es muy ripida

debido al alto gradiente de concentracion entre los nanotubos y el medio circundante [12,19].

También se puede observar que el comportamiento de liberacién del farmaco en ambas
muestras es muy parecido y constante. Es importante notar el pequefio tamaifio de las barras

de error, dado que representan la reproducibilidad del experimento.
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Figura 4.7 Perfil de liberacion in vitro del firmaco metotrexato en 1 hr a partir de

aleacion TiNi y Ti puro anodizada a 50V.

En la figura 4.8, se encuentran graficados los perfiles de liberacion a un tiempo de 1 dia para
las muestras anodizada a 50V y cargadas con MTX. En este caso, es mds facil poder apreciar

el caso de liberacion inicial de 60 minutos y una liberacion lenta y linealmente constante
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hasta llegar a las 24 horas de liberacidn. Cabe resaltar que en caso de las muestras de titanio
el cambio de una fase de liberacion rdpida inicial a una fase de liberacion controlada fue mas
abrupta, como se puede observar en lel tiempo de 200 min, las muestras de TiNi, presentan

un cambio mds suave mediante una curvatura, hasta llegar una linea horizontal de liberacién

constante.
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Figura. 4.8 Perfil de liberacion in vitro del farmaco metotrexato en 1 dia a partir de

aleacion TiNi y Ti puro anodizada a 50V.

En la figura 5.9, se encuentran graficados los perfiles de liberacidn, en este caso, para un
tiempo de 15 dias. Las muestras anodizadas a 50V por dos horas. Los resultados muestran
una liberacion inicial durante los primeros 60 minutos, seguido de una liberacion lenta del

resto del farmaco, a su vez controlada y constante como en los anteriores perfiles de

liberacién.
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Las barras de error son menores para el Ti comparado con TiNi, esto se puede atribuir a que
la morfologia de la aleacion no es tan uniforme ya que cuenta con formacion de canales, que,
aunque es posible depositar mayor cantidad de farmaco, hace que haya un mayor margen de

error al repetir el experimento.
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Figura 4.9 Perfiles de liberacion in vitro del farmaco metotrexato en 15 dias a partir

de aleacion TiNi y Ti puro anodizada a 50V.

En la figura 4.10, se encuentran graficados los perfiles de liberacion a 30 dias, este fue el
tiempo maximo. En la figura se observa, en ambos sistemas de liberacion controlados y
constantes con minimas variables entre ellas, un factor importante de mencionar es que las
muestras de TiNi siempre presentaron una menor liberacion en comparacion de las de titanio

y siempre se mantuvo una liberacién controlada.

58



—&— Acum Ti
- —&— Acum TiNi

100 -
80 -

N

) 60 -

o

S7 ]

= 40

E\./

E 4

3

< 20
0 -

T T

T T T T 1
0 10000 20000 30000 40000 50000

Tiempo (min)

Figura 4.10 Perfil de liberacion in vitro del farmaco metotrexato en 30 dias a partir de

aleacion TiNi y Ti puro anodizada a S0V.
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4.6 Analisis morfoldgico de nanofibras de PNIPAM/PVA

El segundo punto importante en esta experimentacion de sistema de liberaciéon de farmaco
estd conformado por la parte orgédnica del sistema que consiste en una matriz polimérica
sintetizadas por la técnica de electro hilado, dando como resultado nanofibras. Estas
nanofibras cuentan con la ventaja del parecido morfoldgico con la matriz extracelular, lo que

provoca una mejor aceptacion en el cuerpo [9].

Se analizaron las nanofibras de PVA/PNIPAM por medio de SEM en donde se pudo observar
una morfologia fibrosa de tamafio nanométrico (150-300nm) con pocos defectos. Como se

puede apreciar en la figura 4.11.

Figura 4.11 Nanofibras conformadas PVA/PNIPAM

Teniendo en cuenta la formacién de las nanofibras se manipularon las condiciones de
electrohilado (voltaje, tiempo y distancia entre fuente y colector) para tener nanofibras de un
didmetro 6ptimo y asi poder utilizarlos como medio que module la liberaciéon del farmaco
dando paso al sistema de liberacion deseado. Se usaron dos medidas de voltaje: 20KV y

25KV, a una distancia de 10cm de fuente a colector. Dando como resultados morfologias de
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nanofibras de didmetros de 90-150nm y 170-250nm, respectivamente, como se muestras la

figura 4.12.

Se tomaron en cuenta los resultados de las fibras de 25KV, ya que esos tamafios de 175-
250nm, se asemejan al didmetro de los nanotubos. Cabe resaltar que se realizaron electro-
hilados con voltajes menores a 20KV, pero se obtuvieron morfologias deformes y con
muchos defectos, o se obtenian morfologias de una fibra sino mds bien como una pelicula, a
su vez se realizaron mediciones superiores a 25KV vy las fibras presentaban un didmetro muy
grande, no lograran formase la fibra debido a la gran cantidad de corriente y dando el efecto

de electrospray generando una plasta de polimero en el colector [9,10].
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Figura 4.12 Nano fibras a 20KV A), 25KV B) y sus distribuciones de tamaiio

respectivamente.
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4.7 Electrohilado sobre nanotubos

Los sistemas de liberaciéon de medicamento, asi como de elementos terapéuticos al cuerpo
siempre han tenido ciertos problemas una vez que se requieren aplicar en prétesis o stents, al
querer integrarse al cuerpo debido a que este tipo de sistemas generalmente son reconocidos

por el sistema inmune como un agente externo y dafiino para el cuerpo [11].

Uno de los problemas que presentan los sistemas de liberacion son el descontrol inicial de
los primeros minutos como se pudo observar en las liberaciones de nanotubos en esta
investigacion, este fenomeno es llamado “burst release” [12-14]. Teniendo en cuenta las
previas investigaciones, nuestro grupo de trabajo propone como un método de control de la
liberacion, el uso de nanofibras poliméricas electrohiladas directamente sobre las muestras
que presentan una superficie homogénea de nanotubos. De esta manera se creard una barrera
difusiva que impedira la liberacion de manera inmediata de la carga farmaco hacia el medio

de reaccion.

En un primer ensayo se utilizé un colector de aluminio para los pardmetros de las nanofibras,
el siguiente paso fue depositar directamente sin el colector de alumino, en las muestras
anodizadas de Ti y TiNi, formando el sistema de liberacion conformado por dos fases
estructurales diferentes teniendo una orgdnica (nanofibras poliméricas PVA/PNIPAM) y una

inorgénica (nanotubos Ti y TiNi).

Enla figura 4.13, se puede observar la morfologia de la muestra correspondiente a un proceso
de electrohilado a 25V durante una hora, sobre una superficie de nanotubos de aleacién de
TiNi Fig 4.13 A) y Ti Fig 4.13 B). En el andlisis de la morfologia de las dos fases que
participan en este trabajo, se puede observar que la fase de las nanofibras presentaba una
morfologia minima de defectos, esto ayuda a tener una red parecida a la matriz extracelular
anteriormente mencionada y tener un sistema encapsulado para su liberacién de farmacos.
Otro punto importante fue que las nanofibras siguieron teniendo presentes el tamafio de
didmetro constante respecto con el uso de colector de aluminio, cabe resaltar que es fécil su
replicacion y conserva morfologias de nanofibras de 200nm aproximadamente por fibras

Optimas para esta investigacion [15-18].
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Figura 4.13 Nanofibras sobre nanotubos dos fases contiguas, A) nanofibras-TiNi, B)

nanofibras-titanio y distribucién de tamafios de nanofibras depositadas.
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4.8 Estudio de la liberacion “in vitro” del farmaco
metotrexato, en titanio y aleaciones anodizadas TiNi,
encapsulado con nanofibras PVA/PNIPAM

Tomando en cuenta los resultados obtenidos del sistema de liberacién Nanotubos-
Metotrexato se realizo la liberaciéon de MTX mediante el encapsulamiento en los nanotubos
y modulada por una membrana polimérica (PVA/PNIPAM) con una capa de nanofibras
(Nanotubos-MTX-Nanofibras). Utilizando las ventajas que nos brinda las nanofribras como

controlador de la liberacién del MTX encapsulado en los nanotubos de Ti.

En la figura 4.14, se encuentran graficados los perfiles de liberacion a una hora de las
muestras anodizada a S0V y cargadas con MTX, con una capa de nanofibras de una hora de
electrohilado. Se puede observar una homogeneidad entre las distancias de cada punto,
causando una liberacion controlada del farmaco disminuyendo la liberacion espontanea en
ambas muestras respecto a los sistemas sin el recubrimiento polimérico, la muestra de TiNi
nanofibras (TNH) presenta una liberaciéon menor en volumen total de liberacion a
comparacion de la muestra de Ti-nanofibras (TH) esto se aprecia en la grafica ya que el

ensayo liberaciéon de TNH siempre permanece debajo del ensayo de liberacion TH.
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Figura 4.14 Perfiles de liberacion in vitro del farmaco metotrexato en 60 minutos a

partir de aleacion TiNi, Ti puro anodizada a 50V y membrana nanofibrosa.

En la siguiente figura 4.15 se encuentran graficados los perfiles de liberacién a 1 dia de las
muestras anodizada a 50 V y cargadas con MTX, con una capa de nanofibras de una hora de
electrohilado, Se puede observar que el sistema se estabiliza a partir de 2 horas de haber
empezado dicho ensayo, siendo muy parecidas en cuestion de repetividad de experimento
ya que sus margenes de error son muy pequefios pero se puede observas que la muestra
electrohilada TH presenta una menor cantidad de liberacion. En el caso del sistema TNH su
liberacién inicial es mayor, esto se le puede atribuir a que la aleacién TiNi posee no solo
nanotubos en su superficie, sino también, una serie “caminos‘ donde se podria depositar el
farmaco, dichos “caminos® representarian un mayor volumen de liberacion, dado que no
tienen un didmetro especifico que controle su salida, resultando en la mayor cantidad de

farmaco inicial.
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Figura 4.15 Perfiles de liberacion in vitro del farmaco metotrexato en 1 dia a partir de

aleacion TiNi y Ti puro anodizada a 50V en una matriz nanofibrosa.

En la siguiente figura 4.16, se encuentran graficados los perfiles de liberacién a 15 dias de
las muestras anodizada de a 50 V y cargadas de MTX, con una capa de nanofibras de una
hora de electrohilado. En esta ocasion es evidente el cambio entre los ensayos de liberacion,
el ensayo TNH representa una liberacion constante y llega mds rdpido al cien por ciento de
la liberacidn inicial y después sigue constante a lo largo de los puntos correspondientes (8640
min en adelante), en el caso de ensayo de liberacién de TH en un inicio libera menos farmaco
y ademds en los ultimos dias presenta una liberaciéon no homogénea, esto dltimo puede
deberse a la degradacion de la membrana nanofibrosa, en ambos ensayos de liberacion

presentan un bajo porcentaje de margen de error.
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Figura 4.16 Perfiles de liberacion in vitro del firmaco metotrexato en 15 dias a partir

de aleacion TiNi y Ti puro anodizada a 50V en una matriz nanofibrosa.

Por ultimo en este apartado de liberacion de 30 dias controlada con nanofibras se presenta
graficados los perfiles de liberacion de las muestras anodizada a 50V, con una capa de
nanofibras de una hora de electro-hilado como se muestra en la figura 4.17. En este ultimo
ensayo de nanofibras se observé la desigualdad entre la cantidad de volumen liberado de
MTX, el ensayo de liberacién controlado TNH presenté un mejor control de liberacion,
aunado que la liberacién inicial desprende su mayor volumen de farmaco y llega a una
estabilizacion temprana y permanece constante a lo largo de todo la experimentacion a
comparacion de ensayo de TH que libera un volumen menor en la etapa inicial pero a la largo
de los demads tiempos genera mayores volimenes de farmaco, ambos presentaron mérgenes
de errores minimos, también, un punto importante es que ambos perfiles presentan un
aumento de porcentaje en los dltimos 10 dias de su liberacion, eso puede deberse a la
degradacion de la misma fibra causando deformacion en la morfologia de los nanotubos y
generando mayor volumen de liberacion como se observa al final de los picos ascendentes
que presentan las dos graficas. Las diferencias que presentan estos sistemas pueden atribuirse
a los factores de dimensiones de la placa de titanio y el didmetro de titanio-niquel, influyendo
en la depositacion de las nanofibras en su superficie, causando diferentes deterioros en la
matriz polimérica. En el caso del TNH el niquel debido a su electronegatividad podria ser un
buen anclaje en la conservacion de las nanofibras y prolongando su tiempo de vida. Otro
punto podria ser la cantidad presente del PNIPAM en las nanofibras, mostrando la propiedad
hidrofilica en las muestras de titanio, debido a la absorcién del PBS y temperatura, causando
hinchazoén en la fibra y porosidad o contraccion por la repulsion del medio, que con el tiempo
se presentaria una difusion térmica que llegaria a un equilibrio en la membrana, haciendo

pasar la solucién hasta los nanotubos cargados provocando la liberacion [22].
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Figura 4.17 Perfiles de liberacion in vitro del firmaco metotrexato en 30 dias a partir

de aleacion TiNi y Ti puro anodizada a 50V en una matriz nanofibrosa.
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4.9 Pelicula polimérica (PVA/PNIPAM)

El uso de peliculas ha sido realizado como el sistema de liberaciéon convencional cuando se
trata de recubrimientos de protesis, teniendo un acabado mds uniforme y ddndole al material
propiedades que no presentaria si no tuviera ese recubrimiento, como; resistencia a la
corrosion, biocompatibilidad, porosidad controlable, etc... [20,21]. Teniendo en cuenta lo
anterior se optd por realizar una pelicula que servird como otro medio encapsulante del

farmaco y como modulador su liberacion.

En esta seccidn se aborda una variante en el manejo de la solucion polimérica, utilizada para
generar nanofibras en este trabajo. La soluciéon de PVA/PNIPAM fue depositada en las
muestras utilizando la técnica de evaporacion de solventes, se cubrié toda la muestra y se
dej6 secar durante 3 dias hasta que se evaporara el solvente como consecuencia creo la
pelicula polimérica sobre los nanotubos, la finalidad de la pelicula es modular la liberacién
del farmaco, lo que en la seccién anterior hicieron las nanofibras, esto con la intencién de

encontrar un sistema optimo.

De igual manera que en el uso de las nanofibras como sistemas de liberacion, la pelicula
polimérica hizo mejoras en los perfiles de liberaciéon mediante la prolongacién de la difusién
de farmaco en periodos de tiempos largos, disminucién de la liberacién inicial y control de
cantidad de farmaco uniforme. En la siguiente figura 4.18 se puede apreciar las muestras de

Ti y TiNi anodizadas y cargadas con MTX, pero esta vez con la pelicula polimérica.

Figura 4.18 Muestras recubiertas con la pelicula polimérica de PVA/PNIPAM.
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4.10 Estudio de la liberacion “in vitro” del farmaco
metotrexato encapsulado en nanotubos de titanio y
aleaciones anodizadas TiNi modulado mediante una
pelicula PVA/PNIPAM

Teniendo las muestras con la pelicula polimérica se llevé acabo el tercer ensayo de liberacién
de este proyecto (Nanotubos-MTX-Pelicula), realizando los perfiles de liberaciones con los
mismos pardmetros de los ensayos anteriormente mencionados, para poder realizar una

comparativa de perfiles de liberacion y obtener el perfil 6ptimo.

En la figura 4.19, se encuentran graficados los perfiles de liberacion de las muestras
anodizada a 50V con una pelicula polimérica en un tiempo de liberaciéon de 60min. Las
muestras presentaron una liberacion inicial que comenzé a estabilizarse a la mitad del
experimento, pero solo sucedi6 en la muestra de Titanio (TP), la cual presento una liberacion
inicial repentina, y una estabilizacién constante en los siguientes 30 minutos. En el caso de
la muestra TNP presento una serie de desigualdades de liberacion después del burst release
(20 min), causando escalonamientos en la grafica que denotan un descontrol en la cantidad
de liberacién de farmaco y teniendo unas barras de error muy marcadas, teniendo un sistema

poco replicable.
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Figura 4.19 Perfiles de liberacion in vitro del farmaco metotrexato a partir de aleacion
TiNi y Ti puro anodizada a 50V en una pelicula polimérica (PVA/PNIPAM) en 60

minutos.

En la figura 4.20, se encuentran graficados los perfiles de liberacion de las muestras
anodizada de 50V con una pelicula polimérica en un tiempo de liberacion de 1 dia. En ambos
casos, los de perfiles de liberacion en los primeros minutos tienen un mayor volumen de
liberacion y logra estabilizarse a lo largo de 2 horas, aunque el sistema TP cuenta con una
serie de tiempos de mayor volumen liberado y también se presentan barras de error muy

marcadas en ambos perfiles de liberacion.
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Figura 4.20 Perfiles de liberacion in vitro del farmaco metotrexato a partir de aleacion

TiNi y Ti puro anodizada a 50V en una pelicula polimérica (PVA/PNIPAM) en 1 dia.

En la figura 4.21, se encuentran graficados los perfiles de liberaciéon de las muestras
anodizada de 50V con una pelicula polimérica en un tiempo de liberacion de 15 dias. Ambas
muestras presentan tres fases de liberacion a diferencia de los anteriores casos que solo
presentaban dos, aqui se tiene una liberacidn inicial con mucho volumen inicial del farmaco,
luego se presenta una posible estabilizacion de farmaco liberado pero al minuto 5000 de
liberacion en adelante se presenta otra fuerte cantidad de volumen liberado mayor o igual a
la liberacidn inicial, a su vez, siguen presentando barras de error muy elevadas, esto puede

atribuirse a la degradacion de la pelicula polimérica.
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Figura 4.21 Perfiles de liberacion in vitro del farmaco metotrexato a partir de aleacion

TiNi y Ti puro anodizada a 50V en una pelicula polimérica (PVA/PNIPAM) en 15 dias.

En la figura 4.22, se encuentran graficados los perfiles de liberaciéon de las muestras

anodizada de 50V con una pelicula polimérica en un tiempo de liberacion de 30 dias. Es mas

marcado la liberacion de tres fases dando liberaciones irregular y volimenes de mayor

presencia de farmaco, a su vez, a partir del décimo dia (minuto 14400) se observa que en

ambos casos se tiene mayor liberacién a una proporcion de la inicial y de la mitad del

proyecto se libera el 80% de todo el volumen y vuelve a presentase las amplias barras de

error [23].
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Figura 4.22 Perfiles de liberacion in vitro del farmaco metotrexato a partir de aleacion

TiNi y Ti puro anodizada a 50V en una pelicula polimérica (PVA/PNIPAM) en 30 dias.

4.11 Liberacion optima de muestras

En este apartado se presentan la comparativa de los seis sistemas de liberacion realizados en
dos imagenes, en un inicio en el lado izquierdo los sistemas de titanio con sus tres sistemas
nanotubos-nanofibras-peliculas y a su vez del lado derecho los sistemas de titanio-niquel con

sus tres sistemas nanotubos-nanofibras-peliculas con sus respectivos tiempos 60 min, 1 dia,

15 dias y 30 dias.

En la comparacidén del Ti y TiNi con sus tres respectivos sistemas de liberacién (nanotubos-
nanofibras-pelicula) en tiempos de 60 minutos como se observa en la figura 4.23, podemos

observar que los perfiles de liberacion de Ti recubiertas con la pelicula polimérica presentan
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una liberacién un poco més rapida a comparacioén de los otros dos sistemas, ya que son la
que llegan més rdpido a su liberacion total. Contrario a lo que se podria esperar, dado que la
pelicula es para modular esta liberacion, sin embargo, esta etapa de la liberacion “burst
realese” como se explicd anteriormente, es mas bien cadtica y responde a la liberacién del
farmaco adsorbido en la superficie. En esta misma etapa, no es tanto el cambio respecto al
uso de las nanofibras o el uso de solo nanotubos en ambos sistemas (Tiy TH), es decir, tienen
una liberacion parecida solo que el sistema TH en sus barras de error son mds pequeias, a
comparacion de los sistemas TP que son las que tienen barras de error mas pronunciadas. Por
otro lado, las muestras de TiNi presentan variantes de liberacion entre ellas, las muestras
Nanotubos-MTX (TiNi) son las que tienen una liberacién inicial més pronta al llegar més
rédpido a su 100% de liberacion, los sistemas TNH presentan liberacién mds lenta pero
constante ya que su liberacion inicial estd controlada por las nanofibras, generando
cantidades iguales de liberacion de farmaco que se mantienen a lo largo del ensayo, el sistema
TNP es el tnico sistema que no mantiene una liberacién constante ni replicable, se puede
observar escalonamientos de volumen de firmaco a lo largo de toda su liberacion siendo ese
el causante de su excesiva liberacion y a su vez sus barras de error muy remarcadas. Es
evidente que las muestras en ambos casos (Ti-TiNi) que presentan solo nanotubos y
nanofibras realizan un buen trabajo de liberacidn controlada y prolongada, pero cabe resaltar
que las nanofibras muestran una mejora en su liberacion retardando el flujo de liberacion,
haciéndolo constante y se obtiene una mayor efectividad de replicacion en los sistemas de

liberacion, observable en sus barras de error muy pequenas.
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Figura 4.23 Comparacion de sistemas de liberacion Ti y TiNi, Nanotubos-MTX,

Nanotubos-MTX-Nanofibras y Nanotubos-MTX-Pelicula en un tiempo de 60 min.

La comparacién del Ti y TiNi con sus tres respectivos sistemas de liberacion esta vez en un
tiempo de un dia se observa en la figura 4.24. Ahora se nos presenta que las muestras
conformadas con Titanio, en el caso de solo los nanotubos (Ti) se sitiian a la cabeza en esta
comparacion de estos tres sistemas, dando una liberacion inicial de casi todo su volumen total
en las primeras horas y llegando a una estabilizaciéon a lo largo del todo el ensayo, las
muestras TH tuvieron un efecto parecido a las Ti pero teniendo como ventaja una menor
liberacién inicial y unas barras de error mds pequeiias, todo lo contrario a las muestras TP
que si bien presentan una liberacién inicial menor pero también presentan una liberacion total
de volumen mayor y no son constantes y tampoco replicables ya que siguen teniendo
escalonamientos y barras de error muy marcadas. En el caso de las muestras de TiNi a
comparacion de la anterior, las muestras hiladas TNH se posicionaron a la cabeza al tener
una liberacion inicial més rdpida generando una liberacion constante, controlada y replicable
como se venia diciendo desde la gréfica anterior, el ensayo de nanotubos (TiNi) es muy
parecido a la liberacion de TNH solo con un volumen menor de liberacion total de farmaco,
en cambio las muestras TNP presentan una mayor cantidad de volumen total del farmaco
liberado y barras de error marcadas. Si bien ya se venia mencionando desde los ensayos
anteriores, los nanotubos son buenos sistemas de liberacidn, las muestras de solo nanotubos
presentan en si una buena liberacion, pero con el uso de las nanofibras, esa buena liberacion
es mejorada ya que reduce la liberacion inicial y también sus barras de error disminuyen,
por parte de las muestras de titanio-niquel las nanofibras favorecen la liberacién al igual que
en el titanio y las peliculas desfavorecen los sistemas en ambos casos, teniendo grandes barras

de error y escalonamientos de volumenes de farmaco.
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Figura 4.24 Comparacion de sistemas de liberacion Ti y TiNi, Nanotubos-MTX,

Nanotubos-MTX-Nanofibras y Nanotubos-MTX-Pelicula en un tiempo de 1 dia.

Se muestran la comparacién del Ti y TiNi con sus tres respectivos sistemas de liberacion, en
un tiempo de 15 dias en la figura 4.25. Las muestras de titanio solo con nanotubos
permanecieron a la cabeza al llegar mds rapido a su estabilizacion de liberacion, al igual que
el ensayo de TH no hubo mucho cambio respecto a las graficas anteriores permanecieron por
debajo de los nanotubos, pero esta vez se obtuvo un pequefio escalonamiento de liberacion,
en cambio en los ensayos de peliculas las TP son las que tiene la peor liberacion ya que sigui6
siendo desigual, pero empeorando el sistema a mas largo tiempo de liberacion. Las muestras
de TiNi, el sistema TNH siguié quedando a la cabeza con una liberacidn inicial rdpida pero
controlable a lo largo todo el ensayo. La muestra de TiNi solo con nanotubos siguié muy
parecido a la liberacion TNH, pero con volimenes mayores de liberacion. El sistema TNP
siguid sin tener una mejora generando una liberacion en 10000 minutos una serie de

liberaciones mayores y desiguales.
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Figura 4.25 Comparacion de sistemas de liberacion Ti y TiNi, Nanotubos-MTX,

Nanotubos-MTX-Nanofibras y Nanotubos-MTX-Pelicula en un tiempo de 15 dias.

Por ultimo en esta comparativa de perfiles de liberacion se presentan los perfiles de liberacion
en un tiempo de 30 dias, como se observa en la figura 4.26. En el caso de las muestras de
titanio, en el primer sistema de solo los nanotubos la liberacion fue constante en todo el
ensayo solo con una ligera inclinacién ascendente en los tiempos de 25000 minutos en
adelante, por parte de las muestras hiladas TH, estas presentaron liberaciones parecidas a al
sistema solo nanotubos pero al llegar al minuto 20000 en adelante las muestras comenzaron
a liberar mayores cantidades farmaco, generando una segunda liberacion intensa, la cual
podria ser causada por el deterioro del sistema, ahora bien, en el sistema TP se tuvieron
momentos de una liberacién inicial seguido de una intensa liberacién estable pero pasando
los 10000 minutos se obtuvo una segunda liberacion en el intervalo de 15000 hasta al 30000
min, de un volumen semejante a la liberacion inicial y después del minuto 30000 un intento
de estabilizacion constante en la liberacion, que no llego a ser, debido a una tercera liberacién
intensa de volumen a partir del minuto 40000. En el caso de las muestras de titanio-niquel
antes de los 20000 minutos tuvieron el mismo comportamiento que las graficas anteriores,
pasando ese lapso de tiempo los tres sistemas presentaron una estabilidad conjunta, ya que
tuvieron perfiles muy parecidos a lo largo de 20000 a 50000 minutos, aunque el sistema de
TNP ya que contaba con barras de error grandes. Las muestras TNH sigui6 constante, a su
vez las muestras de Ti y TiNi presentaron perfiles muy parecidos, es notable la mejoria que
se le dio al perfil con nanofibras situdndose hasta arriba de una liberacién constante y

controlada. También se atribuye que a partir de un lapso de tiempo todos presentan una
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liberacién similar esto es porque todos presentan la misma morfologia nanotubos, las
muestras con peliculas como en los anteriores de los casos presentaron escalonamientos
debido a la degradacion de sus peliculas no uniformes generando volimenes desiguales de
liberacién en tiempos prolongados y poco replicables en comparacion de todos las demas.
En el caso de las muestras de TH se presenta una liberacidn constante pero con un volumen
gradualmente mayor con el paso del tiempo a comparacion del perfil de TNH, esto es bueno
dependiendo de como se quiera usar el sistema de liberacién, un punto en contra que se
observé en todas las muestras es un incremento de volumen liberacién a los 20 dias en
adelante, ya que la lineas horizontales presentan una pendiente no tan pronunciada, esto se le
atribuye a la degradacién de las nanofibras, las peliculas y los nanotubos en lapsos

prolongados de tiempo.
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Figura 4.26 Comparacion de sistemas de liberacion Ti y TiNi, Nanotubos-MTX,

Nanotubos-MTX-Nanofibras y Nanotubos-MTX-Pelicula en un tiempo de 30 dias.
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4.12 Morfologias de nanotubos, nanofibras y pelicula
polimérica de un mes de liberacidn.

Por ultimo en este apartado de resultados, se presenta las morfologias de las muestras después
de la liberacion de 30 dias como se observa en la Figura 4.27, El sistema de liberacién de
Nanotubos-MTX (A) permanecié con nanotubos como se puede apreciar en la figura 4.28.
El sistema de liberacion Nanotubos-MTX-Nanofibras (B) permanecié sin alteraciéon en su
morfologia inicial de experimentacion, en cambio el sistema de liberacién Nanotubos-MTX-
Pelicula (C) presenta una degradacién desproporcional, generando plastas de polimero al
momento de tomar la muestra, teniendo como resultado regiones desiguales de la pelicula
polimérica. Las estructuras nanotubulares permanecieron después de la liberacion, aunque se
aprecian colapsados, este cambio morfoldgico es el causante en el aumento final de volumen

de farmaco liberado que presentaron todas las muestras.

A B C

Figura 4.27 Sistemas de liberacion después de 30 dias de experimentacién A)

Nanotubos-MTX, B) Nanotubos-MTX- Nanofibras, C) Nanotubos-MTX-Pelicula.
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Figura 4.28 Sistemas de liberacion Nanotubos-MTX después de 30 dias de liberacion

del farmaco, A) Titanio, B) TiNi (imagenes realizadas por SEM).
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5. CONCLUSIONES

Se logr6 realizar un sistema de liberacién de metotrexato, conformado por una parte orgénica
(nanofibras poliméricas) e inorgdnica (nanotubos de titanio). Demostrando que las nanofibras
poliméricas retardan la liberacion y la modulacién del firmaco a comparacién de las

peliculas.

Se logré funcionalizar la superficie de Titanio puro y la aleacién de TiNi con estructuras
nanotubulares, mediante la técnica de anodizacién empleando una solucién electrolitica de

(NH4)2 SO4 y NHA4F a voltajes constantes de 50 V durante 2 horas a temperatura ambiente.

Mediante la técnica de caracterizacion SEM fue posible caracterizar la morfologia y
dimensiones de las estructuras nanotubulares. El andlisis realizado mostré que el didmetro y
la longitud media de los nanotubos aumentaron casi linealmente mediante la variacion del

voltaje aplicado.

Las aleaciones anodizadas tienen la capacidad de carga-liberacion del firmaco metotrexato,
se observo que el anodizado de 50 V present6 un alto contenido de carga de farmaco por lo

que el proceso de liberacion fue mas prolongado y constante.

Los perfiles de liberacion de Nanotubos-Metotrexato presentaron una liberacion constante y
controlada en un tiempo de 30 dias, se tuvo una fase rapida de liberacion inicial en un tiempo
de 15 min, que paso a ser a una liberacion controlada en lo que continuo la experimentacion,

debido a la morfoldgica que presentaban los nanotubos respecto al tamafio del farmaco.

Se logré sintetizar nanofibras mediante la solucion polimérica de PVA/PNIPAM en una
relacion 4:1, generando didmetros de 125-250nm por fibras, mediante la técnica de

electrohilado a una distancia de 10cm de colector a aguja en tiempos de 1 hr.

Fue posible el electrohilar nanofibras poliméricas utilizando una matriz de nanotubos de
titanio/TiNi como colector para poder tener una plataforma de liberacién compleja el cual
abarca el uso de dos nanoestructuras para poder modular la liberacién del farmaco hacia el

medio de reaccion.

Se logré encapsular las estructuras nanotubulares cargas con MTX mediante una pelicula

polimérica (PVA/PNIPAM) creando otra variante del sistema de liberacién propuestos.
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Fue posible realizar perfiles de liberacion mediante el sistema de Nanotubos-MTX-
Nanofibras, presentaron una liberacion constante y controlada mediante una liberacién de 30
dias, se disminuyo la fase de liberacion inicial en cuestion de volumen liberado del farmaco
presente y también se obtuvo una disminucién al cambio que presenta la fase inicial a una
fase mas controlada dando desde un inicio una liberacién mds constante y controlada, a

comparacion del sistema de liberaciéon Nanotubos-Metotrexto.

El sistema de liberaciéon Nanotubos-MTX-Pelicula, present6 una serie de irregularidades en
liberacion del farmaco constante, dando volimenes desiguales, debido a la pelicula
polimérica presenta defectos en la morfologia causados por la degradacién en el medio de
PBS, y en consecuencia generando un sistema no controlado, pero cabe de resaltar que
generan un volumen mayor de liberacion en el mismo lapso de tiempo (30 dias) a

comparacion de dicho dos sistemas anteriormente mencionados.

En la comparacion de los 6 perfiles de liberacion en una lhr, los sistemas de liberacion que
presentan la mejor liberacion en cuestion de llegar en menor tiempo a una liberacion

constante son los Nanotubos-MTX y Nanotubos-MTX-Nanofibra.

Los sistemas de liberacion de Nanotubos-MTX-Pelicula, se presentan como los peores
sistemas de liberacion aunado que no son controlados, ya que tienen un mayor volumen de
liberacién de farmaco y un descontrol de dichas cantidades en diferentes tiempos, también
son pocos repetibles teniendo barras de error muy grandes, cabe resaltar que estos sistemas
de liberacion podria ser usados cuando se necesite liberar grandes cantidades por un largo

tiempo y en cantidades en aumento de farmaco.

En la comparacién final del experimento de los 6 perfiles de liberaciéon de 30 dias, se
concluye que el sistema que se mantiene mejor control a lo largo de todo el experimento, una
constante liberacion de cantidades pequeiias del metotrexato suministrada en cada uno de los
puntos tomados, el sistema que disminuye la liberacién inicial y uno de los sistemas con

mayor indice de repeticion, son los que presenta el arreglo de Nanotubos-MTX-Nanofibras.

Un punto importante de resaltar es que todos los sistemas presentaron una liberacién por
tiempos prolongados de 30 dias, en este caso se buscd el mejor sistema que tuviera una

liberacion controlada y constante, cada uno de los sistemas propuestos aqui se puede adaptar
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dependiendo de las necesidades que uno busca en aplicacién de los farmacos, como grandes

cantidades en prolongados tiempos o incremento gradual en suministracion de farmacos.

Otro punto importante es que los sistemas de liberacidn presentaron liberacion por méas de 2
mes, pero debido a que la replicacién de la experimentacién se tuvo que recortar en un

estandar de 1 mes.

Todos los sistemas de liberacion presentaron una degradacién superando los 20 dias,
suministrando un poco mds de volumen en cada uno de los casos. Esto se parecia en la perdida

de la morfologia de nanotubos y degradacion de las matrices poliméricas.

En el Ti como en el TiNi los resultados fueron satisfactorios en cuanto a la liberacion del
farmaco, que es lo que abarca el presente estudio. Sin embargo, se propone continuar con la
aleacion de TiNi para el disefio de un prototipo de injerto con el MTX cargado y con
nanofibras. Se propone el TiNi sobre el Ti por sus propiedades mecanicas, por su médulo
elastico mas compatible con el del hueso que el del Ti, por sus propiedades de memoria de
forma o supereldsticidad que permitirdin un disefio apropiado para interactuar con la
estructura 6sea, mejorando las deformidades que pudiera causar la AR, aunado al efecto del

MTX liberado localmente.
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